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Abstract

Type | interferon (IFN-1) is critical for antiviral defense, and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are
a predominant source of IFN-1 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 aLp2 integrin-ICAM-1 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.



Résumeé

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, méme distant génétiquement.
Cependant, comment et pourquoi ces contacts s'établissent reste énigmatiques. En utilisant les virus
de la dengue (DENV), de I'népatite C (HCV) et de zika (ZIKV), nous démontrons qu'une plateforme
specialisée 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 constitu¢ de I’intégrine aLB2 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 I'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 a leurs activations tout en favorisant une secrétion
localisée d'IFN-1 au niveau du site d'infection, confinant une réponse potentiellement délétére pour
I'note.
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I. L'immunité innée : premiere ligne de défense antivirale

Les organismes vertébreés sont protégés des invasions des microorganismes par un systeme de défense
immunitaire constitué de deux branches : L’immunité innée et I’immunité adaptative. Alors que
I’immunité acquise met plusieurs jours & se mettre en place, I'immunité innée se met en place
immédiatement apres 1’invasion par un pathogéne (bactérie, champignon, parasite et virus). Elle
représente la premieére ligne de défense de 1’hote et englobe a la fois les barriéres anatomiques contre
I’infection et les réponses cellulaires. Les barrieres anatomiques sont les couches de cellules
¢épithéliales de la peau, des glandes et des muqueuses associées aux orifices de 1’organisme et
recouvertes par un ensemble de substances solubles antimicrobiennes ainsi qu’un pH acide. L’invasion
par un agent pathogene, qui réussit a franchir la barriere épithéliale, stimule les réponses cellulaires de
I’immunité innée qui prennent le relais et interviennent dans les premiéres minutes suivant I’infection.
Celles-ci vont étre capables de différencier le soi du non-soi par I’utilisation des PRRs (Pathogen
Recognition Receptor) situés a I’intérieur ou a la surface des cellules. Ces récepteurs sont capables de
reconnaitre des PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern), généralement essentiels a la survie
des microorganismes et par conséquent extrémement conservés. Les PRRs sont exprimés de fagons
constitutives par I’hote et sont retrouvés dans de nombreux types cellulaires, notamment tous les types
de cellules leucocytaires myéloides (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.i. Les Toll-like récepteurs

Les TLRs (Toll-like receptor) constituent la premiére famille de TLR a avoir été identifiées. A
I’origine, les chercheurs avaient observé que le géne 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 tres sensibles a des
infections par des champignons auxquels elles sont normalement résistantes. Des protéines activant
I’expression des genes de la réponse de I’immunité innée dans les cellules humaines et similaires a

Toll sont ensuite été découvertes et seront plus tard appelées récepteurs « Toll-like » (Medzhitov et
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al., 1997). Chez les mammiferes, la famille des TLRs regroupe 13 membres identifiés a ce jour. Les
TLRs 1 a 10 sont homologues chez I’Homme et la souris alors que les TLRs 11 a 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 possedant 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
hétérodimeres 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 fagon optimal. Par exemple les TLRs
reconnaissant les PAMPs présents a la surface des pathogenes extracellulaires sont localisés au niveau
des membranes plasmiques, alors que les TLRs reconnaissant les composants internes des pathogénes,
exposés uniqguement lors de leurs dégradations, se situent dans les endosomes et les lysosomes. Enfin,
I’expression des TLRs n’est pas statique mais modulée en réponse a la présence de pathogenes ou de

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

Les génomes viraux, composes a 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, I’ADN viral généralement enrichi en motif
CpG va stimuler le TLR9 situé dans le compartiment endosomal et induire la production d’TFN-1 et de
cytokines pro-inflammatoires (Akira et al., 2006). Dans le cas du virus de ’herpés simplexe (HSV),
un virus a 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 possedent une forte homologie et peuvent étre stimulés suite a un
traitement par un agoniste comme 1I’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 étre digérées, rendant possible la détection
du genome viral ainsi libéré par les TRL7 ou 8. La phagocytose de cellules infectées apoptotiques peut
également donner lieu a 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
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génomes viraux protéges par une capside, ces derniers sont la cible de nombreuses RNAses et se
retrouvent généralement dégradés avant de pouvoir étre potentiellement reconnus. Le dsRNA viral est
reconnu par le TLR3. Un analogue synthétique utilisé est 1’acide polyinosinique-polycytidylique (poly
I:C) (Alexopoulou et al., 2001). Les dsRNA viraux peuvent étre générés durant la réplication virale,
soit sous la forme d’un intermédiaire de réplication pour les virus a sSARN ou comme un produit
dérivé de la transcription des virus a ADN. Bien que TLR3 soit exprimé par un grand nombre de
cellules, comme notamment les cellules dendritiques dites « conventionnelles » (cDC), il n’est pas
retrouve dans les pDCs. Son expression est rapidement augmentée par traitement au poly I:C ou a
I’interféron (IFN) de type | (IFN-I), et son role 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 a MCMYV (Murine Cytomegalovirus) (Hardarson et al., 2007; Tabeta
et al., 2004), HSV-2 (Type 2 Herpes Simplex Virus) (Reinert et al., 2012). De plus son réle 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 étre reconnues par TLR4 et TLR,
leurs détections entrainant la production de cytokines pro-inflammatoires mais pas ou peu d’IFN-1, a
’origine d’une réponse préferentiellement inflammatoire mais pas antivirale (Oliveira-Nascimento et
al., 2012).

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

TLR Ligands Pathogénes Localisation Dimeres Signalisation

TLR1 Lipopeptides triacylés Mycobactéries et bactéries a Gram négatif Membrane plasmique TLR1/TLR2 MyD88/TIRAP
Peptidoglycanes Bactéries a Gram positif
Protéines a ancre GPI Trypanosomes _ TLRUTLR?

TLR2 Lipoprotéines Mycobactéries et autres bactéries Membrane plasmique TLR2/TLRG Myd88/TIRAP
Zymosan Lewures et champignons
Phosphatidylsérine Schistosomes

TLR3 ARN double brin (dAsSRNA) Virus Endosomes/lysosomes TLR3/TLR3 TRIF/TRAM
LPS Bactéries a Gram négatif Mermbrane plasmique

TLR4 Protéine-F Virus syncytial respiratoire (RSV) TLR4/TLR4 TRIF/TRAM

. Endosomes/lysosomes

Mannanes Champignons

TLR5 Flagelline Bactéries Membrane plasmique TLR5/TLR5 MyD88

TLRG Lipopetides diacylés Mycobactéries et bactér?es a Gram positif Membrane plasmique TLR2/TLRG MydS8/TIRAP
Zymosan Lewvures et autres champignons

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

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

TLR9 D?ntfcléotides ron methylés CpG ADN bactérien Endosomes/lyosomes TLR9/TLR9 MyD88
Dinécluotides

TLR10 Inconnu Inconnu inconnu Inconnu Inconnu

TLR1y  neonnu Bactéries uropathogenes Membrane plasmique TLRIUTLRIL  MyD88
Profiline Toxoplasme

TLR12 Inconnu Innconnu inconnu Inconnu Inconnu

TLR13 Inconnu Virus de la stomatite vésiculeuse Endosomes/lysosomes TLR13/TLR13 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 I’expression de nombreux genes impliqués dans les défenses de I’hote. Les voies de
signalisations activées par un dimére 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 IFNB Factor) qui seront plus particulierement détaillées. Celles-ci
amorcent deux voies de signalisation distinctes responsables respectivement de la production de
cytokines pro-inflammatoires et d’IFN-I1. MyD88 est critique pour les voies de signalisation induites
par tous les TLRs a I’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 1’activation des pDCs, la
production d’IFN-I par les TLR7 et 9 dépend de MyD88 (Tableau 1). Celle-ci conduit au recrutement
a la membrane des endosomes, et a ’assemblage du complexe multi protéique regroupant IRAK4,
TRAF6, BTK et IRF7. IRF7 est active par son ubiquitylation par TRAF6 et sa phosphorylation par
IRAK4. Une fois activé, IRF7 interagie avec TRAF3, IKKa, IRAK1, I’ostéopontine (OPN) et PI3K
pour étre transloqué dans le noyau (Gilliet et al., 2008). IRF7 est essentiel pour la transcription des
génes des IFN-I comprenant I’'TFNa et I’IFNJ (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 a sa conformation. TLR7 est relocalisé au niveau du golgi dans une vésicule recouverte de la
protéine COPII (coat protein complexe Il). 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 a I'activation de MyD88 et a 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, IKKa (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase o), OPN (ostéoponine) et PI3K
(phosphoinositide 3-kinase). Apres activation, IRF7 est transloquée vers le noyau et initie la transcription des interférons
de type | et I1l. TAK1 entraine l'activation de NF-xB et des MAPKs (mitogen-activated protein kinases) et, avec I'lRF5,
conduit a la production de cytokines pro-inflammatoires (Gilliet et al., 2008; Petes et al., 2017).
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I. ii. i. Reconnaissance et voies de signalisation des récepteurs induits par l'acide

rétinoique

Les récepteurs induits par 1’acide rétinoique (RLR) sont des PRRs solubles résidant dans le cytosol de
nombreux types cellulaires ou ils jouent un réle crucial contre les infections virales. Les RLRs incluent
RIG-I (retinoic-acid-inductible protein 1), MDAS5 (Melanoma differenciation associated gene 5) et
LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) (Figure 2). lls sont composés d’une hélicase virale
permettant la reconnaissance de I’ARN, d’un domaine CTD (zinc-binding C-terminal domain) et d’un
domaine CARD (caspase activation and recruitement domain) a I’extrémité N-terminal impliqué dans
la transmission du signal. Contrairement a RIG-I et MDAS, LGP2 ne posséde pas de domaine CARD,
mais est capable de se lier au dSRNA de fagon similaire a ses homologues. Il serait d’ailleurs impliqué
dans la régulation de la signalisation de RIG-I1 et MDADB. En dépit de leur homologie de séquence et
de structure, RIG-1 et MDADS lient préférentiellement des ligands différents. RIG-1 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 I’hépatite C
(HCV) (Saito et al., 2008). MDAGS reconnait plus particulierement les longs fragments de dsRNA.
LGP2 a été montré comme interagissant avec 1’extrémité des dsSRNA de différentes tailles avec une
affinité élevee (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 suggere 1I’implication des mitochondries dans les réponses

IFN, en plus de leurs réles dans le métabolisme cellulaire (Figure 2).
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Figure 2 : Voies de signalisations des R1G-like récepteurs

Dans le cas d’absence de ligand, RIG-1 et MDAS5 existent dans une conformation auto inhibitrice d0 & la phosphorylation
de leurs domaines CARD et RD. De plus RIG-I adopte une conformation repliée auto inhibitrice. Aprés engagement du
PAMP approprié au niveau du domaine hélicase, MDAGS et RIG-1 sont déphosphorylées, activant leur domaine CARD, qui
s’associe avec la protéiné adaptatrice MAVS (Mitochondrial antiviral signaling protein). La protéine chaperonne 14-3-3¢
est essentielle pour la translocation de RIG-1 aux MAVS. MAVS, aussi connu sous le nom de VISA, IPS-1 ou CARDIF,
possede un domaine CARD a son extrémité N-terminale permettant sa liaison avec MDAS ou RIG-1 par des interactions
CARD-CARD. MAVS s’assemble en agrégats pour former un complexe de signalisation capable d’activer IKKe et TBK1
a Porigine de la phosphorylation et la translocation nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 nécessaires a
I’expression des IFN-I et III. L’activation des RLRs va également induire la voie de signalisation NF«B, induisant
I’expression de cytokines pro-inflammatoires comme la famille des interleukines pro-inflammatoires-1 (I1L-1) par le biais
de I'IL-1p et de I’'IL-18 (Chan and Gack, 2016a).
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II. La réponse interféron de type I

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

La réponse interféron de type | (IFN-1) est largement impliquée dans la protection contre les infections
virales et bactériennes. Chez I’humain, le systéme IFN-I est constitué de 17 ligands différents se liant
a un méme récepteur. Les IFN-I les mieux définis sont I’IFNa, regroupant un ensemble de 13 sous-
types et I’IFN. La plupart des types cellulaires sont capables de produire de I’IFN, mais la principale
source connue d’IFN-I est la cellule dendritique plasmacytoide (pDC). Il existe également d’autres
IFN-I comme I’TFNw, IFNk et IFNg, mais qui ne seront pas détaillés dans ce rapport. Les IFN-I sont

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

(1) Introduire un état de résistance intrinséque dans la cellule infectée, ainsi que chez les cellules
avoisinantes afin de limiter I’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 antigenes et la production
de cytokines ainsi que ’activation des cellules Naturals Killers (NK).

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

spécifiques aux antigénes ainsi que la mémoire immunitaire.

Les IFN-I se lient a un méme récepteur, appelé le récepteur a I’'IFNo (IFNAR). Il est constitué de 2
sous-unités IFNAR1/IFNAR2 et qui, malgré son nom est bien commun a tous les IFN-1. Bien que le
site de liaison des IFN-I a leur récepteur soit similaire, leur affinité pour IFNAR2 est en général plus
¢levée que celle d’IFNARI. La liaison de I’IFN-I a la surface des cellules serait donc initiée par leur
liaison a IFNAR?2, suivis d’IFNARI1 alors recruté a 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 IFNARL1 sera ubiquitinylé pour étre 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, I’'IFNP semble avoir une affinité plus importante avec IFNAR.
Comme pour un grand nombre de récepteurs aux cytokines, le niveau d’expression physiologique basal
d’IFNARI1 et d’IFNAR2 est faible et sa distribution aléatoire a la surface des cellules le rend difficile
a 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 a I’'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 I’'TFN-1 comprennent également
des homodimeres constitues des STAT1 a STATS, ainsi que des hétérodimeres (van Boxel-Dezaire et
al., 2006).

La grande majorité des types cellulaires sont capables d’enclencher des réponses a I’IFN-I. Cette
réponse est induite par une voie de signalisation canonique, constituée de nombreux composants que
sont IFNAR, JAK1, TYK2, STATI, STAT2 et IRF9. Apreés fixation de I’'TFN-I & 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 a la famille des Janus Kinases
(JAK), comme JAK1l et TYK?2, s’associent respectivement avec IFNAR2 et IFNARI pour
phosphoryler les formes cytoplasmiques latentes des protéines STAT1 et STAT2. Ces molécules
forment ensuite des hétérodimeres pSTAT1/pSTAT2 pour étre transloqué au noyau ou 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 1ISGs (Interferon-
stimulated genes) (Figure 3). Une dimérisation des sous-unités d’IFNAR permet également une
interaction entre JAK1 et TYK2 a I’origine d’une phosphorylation croisée des kinases amplifiant leur
activité. La voie de signalisation canonique de I'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 1’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 I’augmentation de I’expression de certains ISGs chez des fibroblastes
humains, stimulés par de I’IFNp, se faisait dans les 24 heures suivants le traitement et qu’elle était
soutenue a des niveaux important pendant pres de 72 heures (Cheon et al., 2013). En revanche, bien
que I’expression des protéines STAT1, STAT2 et IRF9 suivaient une cinétique similaire aux ISGs
induits, leurs phosphorylations n’étaient que transitoire et disparaissaient aprés 48H (Cheon et al.,
2013). Ces observations illustrent 1’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
a la voie de signalisation de I’'TFN-1. Ces dernieres existent pour toutes les STATS et possédent 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 éleve de STAT1 et STAT?2 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 & un ISRE distinct (Cheon and Stark, 2009). Ainsi une exposition prolongée
des cellules a I’IFN-I et I’accumulation de STAT1, STAT?2 et IRF9 pourraient favoriser la formation
du complexe U-ISGF3, qui maintiendrait a son tour 1’expression d’ISGs impliqués dans 1a résistance
antivirale et les dommages a I’ADN (Cheon et al., 2013). La forme phosphorylée de STAT2 peut
également interagir avec IRF9, indépendamment de STATL, pour former un complexe similaire a
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 pathogénes capables d’inhiber la voie de signalisation de STATL1. En effet, des
souris STAT1 7/, en dépit de leur capacité a former le complexe ISGF3, étaient toujours capables

d’induire une réponse ISG a 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 STATZ2 par les kinases TYK2 et JAK1.
Les formes phosphorylées de STAT1 et STAT2 se regroupent pour former un hétérodimére s’associant avec IRF9 pour
former le complexe ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) qui contréle I’expression des ISGs (IFN-stimulated genes) en se
liant a 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-1. Une phosphorylation importante de STAT2 entraine la formation d’un complexe actif constitué
d’un homodimére STAT2 phosphorylé associé¢ avec IRF9 a I’origine d’une réponse tardive de la transcription d’ISG
(Majoros et al., 2017).
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II. i. iii. Les mécanismes de protection antiviraux des interférons de type I

Comme indique précédemment, la fonction antivirale de I’IFN-I est largement attribuable a 1’induction
de I’expression des 1SGs. Parmi ces ISGs certains sont notamment impliqués dans les réponses aux
virus a ARN et a I’origine d’une variété importante de protéines antivirales comme les protéines IFITs
et IFITMs, la GTPase MxA, lakinase PKR ou encore la RNAse L qui seront détaillés dans ce chapitre
(McNab et al., 2011; Yan and Chen, 2012).

L’IFN-I promeut I’expression d’ISGs aux actions antivirales directes définis comme des mécanismes
de défense généraux. On y retrouve chez I’homme la famille des protéines IFITs (Interferon Induced
proteins with Tetratricopeptide repeats) induitent par I’'TFN. Ces protéines cytoplasmiques, sont au
nombre de 4 : IFIT1 (ISG56), IFIT2 (ISG54), IFIT3 (ISG60) et IFIT5 (ISG58). La majorité des ARNs
cellulaires posseédent une coiffe 5’contenant une région 2’-O-methylée qui stabilise I’ARN afin de
permettre sa traduction. Néanmoins, certains ARNSs 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 possédent une coiffe en 5’contenant une région 2’-O-methylée mais
associee a un groupe triphosphate. Ces différences permettent a ces protéines de discriminer I’ARN
viral de ’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; Zlst et al., 2011). La
fixation des protéines IFITs aux ARNSs 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 genes IFITMs (interferon induced transmembrane protein), codant pour des protéines de méme
nom, sont une autre famille d’ISGs incluant IFITM1, IFITM2, IFITM3. L’essenticl des travaux sur les
mécanismes de 1’action antivirale des protéines IFITMs ont été réalisées sur le virus influenza, contre
lequel elles inhibent I’entrée du virus dans la cellule cible (Tartour and Cimarelli, 2015). Néanmoins
leur action antivirale a également été reportee dans le cas du virus de la DENV ou de WNV (Schoggins
etal., 2011).

MxA (Myxovirus Resistance Protein A) est une GTPase humaine possédant un large spectre d’action
antiviral. Les virus sont inhibés a un stage précoce de leur cycle de vie, rapidement apres leur entrée
dans la cellule hote et avant I’amplification de leur génome. La protéine MxA humaine s’accumule
dans le cytoplasme et au niveau du réeticulum 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 I’ARN double brin (PKR) et la 2”,5’-oligoadenylate synthétase (OAS)
vont inhiber le cycle de réplication viral en bloguant la traduction de I’ARN viral ou en favorisant sa
dégradation. Leur implication a notamment été démontrée dans le contréle d’une infection par DENV
(Warke et al., 2003). PKR est présente a 1’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 synthese 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 a son tour la RNAse L,

impliquée dans la dégradation des ssSRNA riches en séquences uridines.

I1. 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 I’IFN. Ainsi on comprend
qu’une premicre boucle d’amplification est mise en place par ’augmentation de 1’expression de ces
molécules de signalisation suite a 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
I’ancrage d’ISGF3 aux génes cibles. Il est intéressant de noter que de tres faibles concentrations d’IFN-
I sont suffisantes pour augmenter I’expression de STAT1. De plus une expression importante de
STATs et d’IRF9 peut entrainer une expression soutenue de différents ISGs méme 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 I’interféron de type IT (IFN-II) et
I’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 proteines
STATs et d’autres facteurs de transcription, notamment ceux appartenant a la famille des IRFs
(Tamura et al., 2008). Les protéines STATSs, ISGF3 et IRFs coopérent entre elles pour induire de
nombreux ISGs en se liant de fagon coordonnée a des motifs apparentés de séquence situés dans les
régions promotrices des genes. 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 a 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 genes induits par I’IFN. Ainsi I’activation de
certains ISGs par les protéines STATSs et ISGF3 va pouvoir activer un second groupe d’ISGs dont
I’induction est elle-méme dépendante de la synthése 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 étre délétére pour 1’organisme, il est donc
important que celle-ci soit régulée. La suppression de la voie de signalisation de I’ TFN-I par les cellules
peut se faire a la fois via la diminution de 1’expression membranaire d’IFNAR, par I’induction de
régulateurs négatifs comme les protéines SOCS (suppressor of cytokine signalling) ou USP18
(Ubiquitin hydrolase carboxy-terminal hydrolase 18) ainsi que I’induction de miRNAs. Un défaut dans
I’un de ces trois systémes, 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
étre 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 I’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 Il (CK-2) entrainant alors son ubiquitylation suivit de
son internalisation et de sa dégradation par les lysosomes (Fuchs, 2013). De maniére intéressante,
I’endocytose du récepteur n’abroge pas immédiatement sa signalisation et dans certains cas, son
endocytose apres activation par de I’IFN-I a méme été démontré comme nécessaire a 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 I’IFN et son récepteur. En plus de la dégradation
d’TFNAR, des voies de signalisation croisees entre les TLRs et des récepteurs possédant le motif
ITAM , sont également capables de supprimer la signalisation induite par IFNAR en recrutant PKCf
et PKCS (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 (YYoshimura et al., 2007) (Sarasin-Filipowicz

et al., 2009) qui agissent comme boucle de rétrocontrdle négative pour limiter sa réponse dans 1’espace
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et dans le temps. Les protéines SOCS rentrent en compétition avec les protéines STATSs dans leurs
liaisons a la forme phosphorylée de Tyk2 et suppriment ainsi ’activité des JAKs. USP18 se lie
spécifiqguement a IFNAR2 empéchant son interaction avec JAKL. Alors que 1’endocytose du récepteur
se déroule immédiatement apres 1’activation du récepteur, la régulation par SOCS1 et USP18, qui sont

des ISGs, apparait quelques heures suivant I’activation du récepteur.

I1. ii. iii. Les effets déléteres de la réponse interféron de type I

Une réponse IFN-1 mal régulée peut a 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, I’implication des réponses IFN-I dans les
infections virales chroniques ou encore dans 1’auto-immunité, sont infiniment plus complexe. Dans le
cas d’infection par HIV, il a été observé que I’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 a 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 a long terme » (Herbeuval et al.,
2006). Une apoptose dépendante de DR5 ou TRAIL en réponse & I’IFN-I exogéne a également été
reporté in vitro dans le cas d’une infection par le virus de I’hépatite C (HCV) (Liedtke et al., 2006;
Shigeno et al., 2003; Toomey et al., 2001), méme si I’effet immunosuppresseur de I’TFN-1 en lien avec
la pathologie de HCV n’a pas été déterminé. Un effet délétére de I’'TFN-I est aujourd’hui averé dans
certaines maladies auto-immunes. Par exemple, les cas de lupus érythémateux disséminé (SLE) sont
généralement associés avec un niveau d’expression accru de STATI par les cellules myéloides, a
I’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-
IFNARL1 chez des souris chroniquement infectées accéléraient le controle de I’infection par LCMV via
un mécanisme dépendant des cellules T CD4+ (Teijaro et al., 2013; Wilson et al., 2013). Néanmoins
il également été observeé des cas de développement accrus de maladies auto immunes chez des humains

et des souris qui avaient une réponse IFN-1 détériorée (Ivashkiv, 2013; Wang et al., 2013).
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ITI. Les cellules dendritiques plasmacytoides

ITI. 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 a définir la notion de pDCs sur leur
propriété essentielle qu’est la sécrétion d’IFN-1 en réponse aux infections virales, mais également sur
leur capacité a se differencier en cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) in vitro. Les pDCs sont
produites en continu dans la moelle osseuse, ou elles maturent avant de rejoindre la péripherie.
Incapables de se diviser et possédant une durée de vie réduite a quelques jours (Zhan et al., 2016), les
pDCs résident et circulent essentiellement au travers des organes lymphoides qu’elles rejoignent via
le sang ou elles représentent entre 0.2 et 0.5% des cellules nucléées. A 1’état basal, elles possedent 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 a 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 I’TFNA ou IFN de type IIT (IFN-111) aussi appelé [L-28/29 par la voie de
signalisation IRF7, ainsi que d’autres cytokines pro-inflammatoires comme le TNFo induit par la
signalisation NFkB (Figure 4) (Gilliet et al., 2008; Reizis et al., 2011). Elles peuvent également
exercer des fonctions de présentation d’antigéne et de cross présentation méme si cette derniére 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 parallele dans une méme cellule ou s’ils représentent des
fonctions distinctes de pDCs. En effet la question de 1’hétérogéneité au sein des pDCs se pose car il a
¢été observé que seulement une fraction des pDCs étaient capables de produire de I’IFN-I (Bauer et al.,
2016; Tomasello et al., 2018a). En accord, de récentes études ont ainsi montrées qu’apres activation,
les pDCs humaines étaient capables de générer des populations distinctes axées soit sur la production
d’TFN-I1 soit sur la présentation antigénique, via I’expression de co-facteurs de stimulation incluant
CD80 (Alculumbre et al., 2018). Les pDCs sont également extrémement résistantes aux infections
virales. Bien qu’encore a éclaircir, cet attribut serait di a I’expression importante d’IRF7 a I’état basal,

permettant aux pDCs une réponse rapide et de forte intensité. Récemment I’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).

Anttvnral state ' NK cell activation
IFNs, IL-12
/ and IL-18
Innate
immunity
Antigen <«— MHC |, MHC Il, fbrro— CCL3,CCL4. Immune cell
presentation CD80,CD86 CXCLS8 and recruitment |
and CD40 | \ CXCL10
IFNs and \ TRAIL and
IL-12 granzyme B
IFN, IL-6
' IDO. ICOSL, BAFF and [ 1mmune regulation
Promote effector TGFB and IL-6 oxaoL | APRIL via induction of cell
CDS8' T cell and 'and PDL1 death or suppression
T, 1 cell responses s/ {and FOLY of T cells
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Figure 4 : Les différentes fonctions des cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) produisent de ’interféron de type I (IFN-I) en réponse a des infections
virales et promeuvent I’expression d’ISGs (interferon stimulated genes) induisant la mise en place d’un état antiviral et
I’apoptose des cellules infectées. L’IFN-I, I’interleukine (IL)-12 et 18 augmentent ’activation et les fonctions effectrices
des cellules NK (Natural killer). L’expression du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) de type I et I, accompagné
des marqueurs de costimulation comprenant CD80, CD86 et CD40 permettent aux pDCs d’activer les cellules T CD8+ et
de présenter des antigénes aux cellules T CD4+. L’IFN-I et I’'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).

Page 25



III. i. ii. Ontogénie et maturation des cellules dendritiques plasmacytoides

Il n’existe pas de consensus établit sur la capacité des pDCs a dériver de progéniteurs myeéloides (CMP)
ou lymphoides (CLP), I’implication et I’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 maniere similaire aux cellules dendritiques communes (cDCs), les pDCs expriment le
récepteur aux chémokines FIt3 (CD135) et son extrémement dépendantes de son ligand FIt3L pour
leurs développements. En effet, la présence de F1t3L seul, est suffisant pour permettre le
développement de pDCs a 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), a I’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 1’étaient
également (Loschko et al., 2016). De plus, il a été observé que la cinétique de développement des
pDCs a partir des cellules souches in vivo était proche de celle des cellules myéloides (Upadhaya et
al., 2018). Néanmoins les pDCs expriment plusieurs génes spécifiques de la lignée lymphoide comme
les génes Ragl et Rag2 impliqués dans la recombinaison V(D)J a I’origine du répertoire considérable
d’anticorps et de TCR retrouvé chez les lymphocytes B et T. De plus les pDCs partagent plusieurs
genes trées spécifiques avec les lymphocytes B, comme le facteur de transcription SpiB (Sasaki et al.,
2012). 1l avait ainsi été ainsi proposé que les pDCs, pouvaient également appartenir a la lignée
lymphoide. Ces observations ont récemment été soutenue par I’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 1’équipe de Florent Ginhoux a récemment confirmé que les pDCs
étaient capables de se développer a partir de progéniteurs lymphoides IL-7Ra*LyD6D*SiglecH®,
indépendamment de la lignée myéloide des cDCs (Dress et al., 2019). Ainsi il existe plusieurs
arguments en faveur d’une origine myéloide ou lymphoides 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 a partir des CDP est permise par I’expression de facteurs de
transcriptions différents, le programme de développement des DCs étant contr6lé 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 étre initié chez les
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progeniteurs exprimant IRF8 (Upadhaya et al., 2018). TCF4 est exprimé dans tous les progéniteurs
hématopoiétiques 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 a 1’aide de son cofacteur MTG16, mais également en présence d’autres facteurs comme
BCL11A (Ghosh et al., 2014). TCF4 se lie directement a différents acteurs responsables de la
differenciation en cDCs que sont ITGAX (CD11C) ou ID2, pour les inhiber. En effet la protéine 1D2
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 I’inhibition post
traductionnelle de TCF4 par ID2 suggere que ces deux facteurs antagonistes jouent un réle déterminant
quant a 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 méme séquence et partagent les mémes génes cibles
(Ghosh et al., 2014). De maniere 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 c¢DCs et serait

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

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

de l'infection virale

Chez I’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 a une infection
par des virus a ssSRNA (e.g., Influenza, VSV, DENV, HCV...) et TLRY dans le cas d’une infection par
des virus a ADN (e.g., MCMV, HSV-1, HSV-2...). Les pDCs n’expriment pas RIG-I a I’état basal,
mais il a été montré que son expression pouvait étre induite apres une stimulation des TLRs. Des
chercheurs ont ainsi proposé un modele dans lequel la réponse TLR médiait la premiere phase
d’induction d’IFN-I alors que RIG-I1 contribuait a la phase tardive des réponses des pDCs (Bruni et al.,
2015; Szabo et al., 2014). Néanmoins des pDCs isolées a partir de souris RIG-1 7/~ n’ont montré qu’un
Iéger défaut de production d’IFNa en réponse a la stimulation par le virus de la maladie de Newcastlte
(NDV) (Kato et al., 2005), suggérant 1’utilisation par les pDCs de mécanismes indépendant de RIG-I.

Les TLRs jouent alors un réle prépondérant dans 1’induction de la réponse IFN-I et I’utilisation
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exclusive de ces voies de signalisation pour la reconnaissance des acides nucléiques suggére une

fonction unique de ces cellules dans le systeme immunitaire.

Les différentes réponses des pDCs aux acides nucléiques illustrées par I’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 a deux
classes de CpG ODNs :

i) le CpG ODNSs 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 ODNSs de type B (CpG-B) qui déclenche principalement une réponse médiée par NFkB,
conduisant a la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et I’IL6, ainsi que la
régulation positive des molécules de co-stimulation CD80/CD86 et I’expression de CMH de classe 11
(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, a I’origine d’une cinétique de réponse différente. Le CpG-A possede une queue
polyG permettant la formation de complexe multimérique d’environ 50 nm de diamétre, 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 a I’origine d’une
production d’IFN-I robuste (Guiducci et al., 2006; Honda et al., 2005). De maniere cohérente, lorsque
le CpG-A est dissocié en monomeére, n’étant plus retenu dans les endosomes précoces, il devient
incapable d’induire de haut niveau d’IFN-I1 mais induit la maturation des pDCs ainsi que la production
de TNFa et d’IL6 via les activations transcriptionnelles NFxB. Inversement, I’encapsidation de CpG-
B, permettant leur rétention dans les endosomes précoces, conduit a I’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 TLR et les réponses induites.

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

des virus incapables de les infecter. Cette reconnaissance est permise par les TLRs endosomaux,

Page 28




comme soutenue par la capacité des pDCs a repondre a 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-1 que lors d’une réplication active (Hornung
et al., 2004). Dans ce dernier cas, 1’autophagie a été proposée comme mécanisme d’adressage, par
lequel I’ARN viral pourrait rejoindre le compartiment endosomal (Lee et al., 2007). De plus I’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’IFNa 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 a la production I’'TFN-I. Cette capacité
des pDCs a été introduite par une étude sur le virus de I’hépatite C (HCV) ou les pDCs étaient capables
de produire de I’'TFN-1 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 I’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 a de nombreux virus a ARN comme LCMV,
HAV, DENV, WNV, YFV ou les ARNSs viraux en court de réplication seraient transférés via des
particules immatures ou des virions enveloppés. (Décembre et al., 2014a; Feng et al., 2015; Lepelley
etal., 2011; Webster et al., 2016).

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 génes permettant la production d’IFN-I (Ito et al., 2006). Cet engagement permet
une production d’IFN-I environ 200 a 1000 fois plus importante que n’importe quel autre type de
cellule sanguine (Siegal et al., 1999). De plus, 1’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 a fait spécifique aux pDCs. Néanmoins cette voie de
signalisation n’est pas exclusive et peut également conduire & la mise en place d’une signalisation

NF«B induisant la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. Les voies de détection
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intracellulaires passant par CGAS/STING ainsi que RIG-I en réponse aux virus a ARN et a 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 I’attente d’étre induit par une premicre 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, méme
quiescente, celles-ci vont exprimer de hauts niveaux d’IRF7 et ainsi étre capables de secréter
rapidement de 1’ IFN-1 sans avoir recours a la boucle de régulation positive (Barchet et al., 2002). En
effet IFNAR a été montré comme étant dispensable dans la réponse des pDCs a certains virus comme
MCMV in vivo méme si celui-ci apparait nécessaire pour induire une réponse compléte de la part des
pDCs suite a une induction par CpG (Tomasello et al., 2018a). Récemment, I’implication d’une boucle
d’amplification paracrine médiée par I’IFN-1 a également été rapportée sur des pDCs stimulées par des
ligands TLRs ou la densité cellulaire influence directement la production d’IFNa (Wimmers et al.,
2018a). Néanmoins ce nouvel aspect de coopération entre pDCs dans la modulation de leur activation
par 'TFN-I nécessite d’étre approfondie dans le cas des infections virales. Différent facteurs de
transcription comme Spi-B et NFAT3C vont également interagir avec IRF7 pour induire I’activation
des génes IFN-1 (Bao et al., 2016; Sasaki et al., 2012). Ces études démontrent un réseau
transcriptionnel complexe qui va permettre aux pDCs de maintenir leur capacité a répondre

rapidement.

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

La capacité importante des pDCs a produire de I’IFN-1 nécessite la présence de mécanismes
inhibiteurs. Ces mécanismes passent notamment par des récepteurs comme CXCR4 et CD44, capables
d’inhiber I’activation des pDCs en réponse a des monoamines naturels et a 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 maniére 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 (J&hn 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 1’idée que la réponse anticorps serait capable d’inhiber
I’activation des pDCs par ce mécanisme. ILT-7 quant & 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 I’IFN (Cao et al., 2009). ILT-7 serait alors impliquée dans une boucle de régulation négative en
réponse a 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 a des proteoglycanes
heparanes sulfates inhibe 1’activation des pDCs, ce qui en ferait un mécanisme de contréle, dépendant
de I’intégrité de la matrice extracellulaire (Bunin et al., 2015). La régulation négative des pDCs est
indispensable a 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 I’inhibition de 1’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 a leur activation, en raison de I’IFN-I produit (Swiecki et al., 2011).

III. ii. iii. Déréglement de la réponse des cellules dendritiques dans |'auto-

immunité

Les pDCs etant le principal type cellulaire producteur d’IFN-I, leur réle 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 diabete de type 1 ou une infiltration
de pDCs dans les ilots pancréatiques chez des souris NOD a été observée. La déplétion génétique des
pDCs dans ce méme model murin améliorait significativement 1’incidence du diabete (Hansen et al.,
2015). L’exemple type d’implication des pDCs dans I’auto-immunité est celui du Lupus Erythémateux
Disséminé (SLE), méme si les signaux initiateurs responsables de 1’hyperactivation des pDCs, et le
mode de reconnaissance restent encore a étre 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

Les lymphocytes T sont capables de former des contacts cellulaires avec des cellules présentatrices
d’antigéne (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 1’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 (cCSMAC) 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 (0SMAC) enrichie en molécules d’adhésion, notamment I’ intégrine o2 aussi
appelée LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) vient entourer le cSMAC. Enfin le SMAC
distal (ASMAC) constitué d’un anneau dense d’actine filamenteux (F-actine) englobe le tout. La mise
en place de cette architecture particuliére est permise par la polymérisation d’actine et la contractilité
associée a 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’antigenes 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 genérent des forces mecaniques au
niveau de ’interface cellule-cellule, capables de moduler la fonction et I’organisation structurale de
nombreux récepteurs et molécules d’adhésion a la surface des lymphocytes, I’application des forces

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

Les cellules sont capables de genérer des réseaux d’actine via deux mécanismes impliquant le
complexe de nucléation Arp2/3 et les formines. Arp2/3 est un complexe qui, apres liaison avec un
filament d’actine existant (le filament mére), est capable de nucléariser une branche (filament fille) qui
va grandir au c6té du filament mere, donnant naissance a 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 intrinséquement inactives dans le
cytosol. De nombreuses molécules associées a 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 a la membrane plasmique. De son
coté, WAVE est associée a un complexe de 4 protéines appelé WCR (WAVE Regulatory complexe).
La liaison du WCR a 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 a la IS, chacun caractéristique et représentatif d’un cluster (Figure 5).

O

=== Actomyosin arcs
(lamella like)

lamellopodia like)

« Actin foci

dSMAC

Figure 5 : Représentation des quatre réseaux d’actine présent a 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 dSSMAC et pPSMAC (Hammer et al., 2019a).
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Le plus important réseau d’actine est celui de I’anneau formant le ASMAC, qui se forme rapidement
apres 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 1S. Un
deuxiéme 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 retrouve au niveau du pPSMAC. Enfin au centre de la IS, se trouve une zone de tres
faible densité de F-actine comparée aux réseaux d’actine présents dans le ASSMAC 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 pPSMAC mais ne représentent qu’une faible fraction de la F-actine. Les
structures d’actine et d’acto-myosine a la IS accomplissent 4 fonctions majeurs (Hammer et al.,
2019b):

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

(2) Assurer le transport rétrograde, de I’extérieur vers le centre de la IS, des microclusters de TCR
préalablement assemblés pour permettre la maturation de la IS.

(3) Favoriser I’activation des intégrines et leurs localisations pour permettre 1’attachement des
lymphocytes T.

(4) Controler 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 a mesure de leur progression vers le pSMAC. En effet I’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 a la membrane. La liaison du WCR a
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 1’activation
des lymphocytes T (Le Floc’h and Huse, 2015). De maniére intéressante, la signalisation des
microclusters de TCR s’opére de manicre robuste lors de leur transit du dASMAC au pPSMAC, mais

s’arréte lorsqu'ils atteignent le cSMAC en raison de leur dissociation avec des molécules adaptatrices
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clés (Varmaetal., 2006). Simplement en stoppant le flux de polymérisation des branchements d’actine
dans le dSMAC par ’utilisation d’un inhibiteur d’Arp2/3 (CK-666), la signalisation du TCR est
impactée (Vi et al., 2012). Des effets similaires ont été observés aprés avoir stoppé le flux rétrograde
dépendant de la NM-2, au niveau de la pSMAC par I’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 a éliminer. Cette sécrétion s’opére au niveau du cSMAC,
généralement aprés 1’établissement de I’anneau d’intégrine au niveau du pSMAC, et apres le
repositionnement du centrosome et des microtubules associés au niveau de la membrane plasmique du
cSMAC (Stinchcombe et al., 2006). Cet évenement sert de point d’ancrage a une secréetion 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 I’élargissement ou
la rétractation serait médiée par la NM-2 et les microfilaments d’actine.

L actine corticale a toujours été pensée comme une barriere a la sécrétion des veésicules, 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 a 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 1’assemblage d’actine, précédé par PIP2, et qui sert a
restreindre leurs sécrétions (Ritter et al., 2017). En effet a la fois le renforcement ou la diminution de
la nucléation d’actine au niveau de la membrane plasmique, est corrélée avec la présence ou 1’absence
de PIP2 (Ritter et al., 2017). Ce dernier étant un régulateur important des dynamiques du cytosquelette
d’actine et servant a la fois pour le recrutement d’intermédiaire de signalisation, et de molécules
effectrices modulant leurs localisations et leurs activités. Ainsi, des réarrangements a 1’échelle du
nanometre 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 I’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 role
central en se polarisant spécifiquement a 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 a la pDC de détecter le
virus durant sa phase de réplication intracellulaire plutét que durant le court moment de transit
extracellulaire. En effet la reconnaissance d’un virus « libre », méme a des MOI (Multiplicity of
Infection) importantes est moins efficace que la reconnaissance de cellules infectées par le méme virus
(Frenz et al., 2014). De plus elle permet la détection de virus possedant 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. Role 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 héterodimeéres
composés d’une sous-unité o et B, chacune contenant un long domaine extracellulaire, une hélice
transmembranaire et une courte queue intracellulaire (Luo et al., 2007). 1l existe 18 sous-unités a et 8
sous-unités B, donnant naissance a 24 combinaisons af3 identifiées a ce jour chez les mammiferes. Par
exemple I’intégrine a2 (LFA-1) est la combinaison d’une sous-unité aL, également appelée CD11a
ou ITGAL et d’une sous-unité B2 ou CD18 (Figure 6).
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Figure 6 : Les différentes conformations de I’intégrine aLp2 ou LFA-1

Il existe trois conformations de I’intégrine aLB2 en fonction de son affinité de liaison avec son ligand ICAM-I (intercellular
Adhesion Molecule 1): La forme de faible affinité (low affinity) ou les régions extracellulaires des sous-unités a et 8
possedent leur configuration « fermée-courbée ». La forme d’affinité intermédiaire (intermediate affinity), de configuration
« fermée-étendue » expose I’extrémité supérieur de la sous-unité o (Head piece), contenant le domaine-al (ol domain) de
liaison & ICAM-I ainsi que 1’épitope KIM127. Dans sa force de haute affinité « high affinity », les deux sous-unités
s’écartent donnant cette conformation « ouverte-étendue » ou I’inclinaison du domaine transmembranaire de la sous-unité
B ouvre d’avantage le domaine-al en exposant I’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 a la fois a des composants de la matrice extracellulaire ou a des
molécules d’adhésion présentes a la surface d’autres cellules. Leur affinité d’interaction a 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-a-dire dirigée de I’intérieur vers 1’extérieur de la
cellule, peut étendre cette conformation inhibitrice en assemblant des complexes protéiques au niveau
de la queue cytoplasmique des sous-unités a et B (Kim et al., 2011). Ces complexes contiennent des
protéines adaptatrices du cytosquelette comme taline et RIAM (Rapl-GTP-interacting adaptor
molecule) qui induisent un changement de conformation permettant 1’extension du domaine
extracellulaire de I’intégrine vers une forme étendue de plus forte affinité (Figure 7).

L’attachement d’un CTL a une cellule cible lors de la formation de la IS est largement médiée par la
liaison entre I’intégrine aLPB2 exprimée a la surface du lymphocyte et son ligand ICAM-I, (intercellular
Adhesion Molecule 1) exprimé a la surface de la cellule cible (Le Floc’h and Huse, 2015). Cette
interaction a lieux grace au domaine-al, situé a I’extrémité du domaine extracellulaire de la sous-unité
aL. Dans les synapses matures, I’intégrine a2 est principalement retrouvée au niveau du pSMAC,
et plus particulierement a 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 cCSMAC. 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 oLB2/ICAM-I seront exclus de la
cSMAC en raison de la taille trop large de leur domaine extracellulaire, contrairement a celui du
complexe TCR/pMHC (peptide-MHC), agrégé a la cSMAC (Hartman et al., 2009). De plus les arcs
d’acto-myosine qui tirent sur I’intégrine aLB2 pour maintenir la signalisation « inside-out », se
détachent a la frontiére entre le pPSMAC et le cSMAC, entrainant la perte de tension exercée sur
I’intégrine a I’origine d’un découplage du complexe intégrine aLp2/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
¢tait en grande partie responsable de I’activation de 1’intégrine aLp2 et que la NM-2 n’y jouait qu’un
réle mineur (Comrie and Burkhardt, 2016). Cependant, la stabilité des conjugues entre le CTL et sa
cellule cible semble grandement réduite lors de 1’inhibition de la NM-2, tout comme par le blocage
des arcs riches en acto-myosine localisés dans le pSMAC par I’utilisation d’un inhibiteur spécifique,
le SMIFH2.
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La NM-2 contribuant également a I’adhésion des lymphocytes T dépendante de 1’intégrine aLp2.

Comment déterminer la force de contact ?

La force de contact d’une cellule exprimant des intégrines peut étre exprimée comme étant la force
critique requise pour la séparer d’une surface recouverte du ligand associé. Cette force est a la fois
dépendante du nombre de molécules d’intégrine liées au ligand, de I’affinité des intégrines (définie
comme la force requise pour rompre une unique interaction intégrine-ligand) ainsi que de la surface
de contact. Alors que I’avidité des intégrines peut étre modulée par des changements d’affinité et de
densité de I’intégrine, il est important de garder en téte 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 a des protrusions qui augmentent la zone de contact. (Kinashi,

2005).

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

L’association entre I’intégrine aLp2 et ICAM-I requiert que I’intégrine a2 se présente sous sa forme
de haute affinité, c’est-a-dire sous sa forme dite « ouverte-étendue » exposant complétement le
domaine o-1. (Springer and Dustin, 2012). Le passage de I’intégrine de sa forme de faible affinité,
« fermée-repliée », a sa forme de haute affinité nécessite différentes étapes (Figure 7). Tout d’abord,
I’activation du TCR déclenche un processus de signalisation « inside-out », pour permettre le
recrutement du complexe Rapl-RIAM au niveau de la queue cytoplasmique de I’intégrine alp2
(Lagarrigue et al., 2016). Dans un second temps, le complexe Rap1-RIAM favorise le recrutement, le
dépliage, et I’activation de la protéine taline, pour permettre son interaction avec la queue
cytoplasmique de la sous-unité B2 de. L’interaction directe entre Rapl et taline a également été
proposée pour déclencher I’activation des intégrines (Zhu et al., 2017).

En parallele la protéine adaptatrice kindline est également recrutée au niveau de la queue
cytoplasmique de I’intégrine. Cependant, contrairement a taline qui aurait un réle de transmission de
la force mécanique aux intégrines, kindline serait plus & méme de stabiliser 1’adhésion. Celle-Ci
fonctionne comme le centre de I’interaction entre différentes protéines en recrutant la pseudo kinase
PINCH ou LIMS1, paxilline et le complexe Arp2/3 aux intégrines. PIP2 a également eté implique dans
I’activation et le clustering des intégrines en venant s’associer directement a 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 synthése de PIP2 a partir de PI4P, entraine une
diminution importante du recrutement de taline a la membrane plasmique et au niveau des sites
d’adhésion (Thompson et al., 2017; Ye et al., 2016). L’interaction entre taline et 1’intégrine alLf32
permet sa transition vers une forme d’affinité intermédiaire, « fermée-étendue ». Une force
perpendiculaire a la membrane plasmique sur la queue cytoplasmique de la sous-unité B de I’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).

Conformation de Conformation d’affinité Conformation de
faible affinité intermédiaire haute affinité
ICAM-1
Intégrine
al/B2
Activation de
I'|ntegr|ne

Rap1-GTP
Taline _/
Rap1 -GTP mactlve

*

Inside out signaling Outside in signaling

Cascade de signalisation

Figure 7 : Modé¢le d’activation de I’intégrine aL.2 ou LFA-1

Apreés I’activation du récepteur des cellules T (TCR) et la cascade de signalisation associée, taline est recrutée a la
membrane plasmique par interaction avec PIP2 et le complexe Rapl-RIAM. Taline activée va interagir avec la queue
cytoplasmique de la sous-unité p2 de I’intégrine pour induire son extension vers sa forme d’affinité intermédiaire (Inside
out signaling). Cette derniére lui permet d’interagir avec son ligand ICAM-1. Dans le méme temps, taline lie la sous-unité
B2 de I'intégrine avec le cytosquelette d’actine. La force de traction alors exercée par le cytosquelette d’actine sur
I’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 aLB2/ICAM-I. (Hogg et al., 2011; Patsoukis
etal., 2017).
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Néanmoins méme si la conformation « fermée-étendue » de 1’intégrine aLB2 est capable de lier son
ligand, son affinité n’est pas maximale. Pour arriver a sa forme de haute affinité, une force de traction
doit étre appliquée au complexe intégrine-ligand. Cette force ouvre d’avantage I’intégrine et expose
son site de liaison de haute affinité au ligand (environ 100 fois supérieur a 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 a leur tour renforcer la connexion entre taline et le
systéeme d’acto-myosine pour consolider la force de transduction des intégrines. Cela se traduit par un
puissant signal « outside-in », ¢’est-a-dire venant de I’extérieur vers I’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, I’intégrine a2 est critique pour 1’adhésion mais également pour la
transduction de signaux costimulateurs qui contribuent a I’activation du lymphocyte T. L’intégrine
aLp2 engage ICAM-I a la surface de la cellule cible durant les étapes initiales de migration cellulaire
avant d’étre relocalisé au centre de la IS par un flux de F-actine rétrograde ou elles s’accumulent dans
la pPSMAC (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 I’arrét de la F-actine réduisait I’accumulation de I’intégrine aLB2 sous sa forme de
haute affinité. Ainsi, I’activation des intégrines a la IS dépend des forces imposées par les dynamiques
du cytosquelette. De maniére intéressante, la force d’activation exercée sur la queue cytoplasmique de
la sous-unité B> de I’intégrine par le flux d’actine cortical est augmentée, si la molécule ICAM-1 a
laquelle I’intégrine aLB2 se lie est immobilisée. Cela a directement été mesuré par 1’expression de la
forme de haute affinité de I’intégrine alp2 & la surface du lymphocyte T liées a des APC, dans
lesquelles la mobilité d’ICAM-I était réduite (Comrie et al., 2015b).

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

chémokines

La stimulation des lymphocytes par les chemokines génere une polarité cellulaire. Au travers de la
polarisation d’actine se forme un front de migration et par contraction de 1’acto-myosine un uropode.
Ces évenements coordonnent un cycle dépendant des intégrines d’attachement au niveau du front de
migration et de détachement a I’arriére des cellules (Sanchez-Madrid, 1999). Par exemple, durant leurs

entrées dans les ganglions lymphatiques périphériques, les cellules T naives interagissent avec les
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veinules a endothélium épais (HEV) suivant un procédé qui met en jeu une premiére phase de
roulement et d’attachement, puis une phase de ferme adhésion suivit de la diapédese. La phase de
roulement est permise par 1’expression de L-selectine (CD62L) avec seulement une faible contribution
de la part de I’intégrine aLf2. En revanche I’intégrine joue un réle prépondérant dans 1’adhésion
soutenue des lymphocytes aux HEV des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyers. Les
chémokines localisées sur la surface apicale de I’endothélium comme CCL21, CXCL12 et CXCL13
augmentent rapidement 1’affinité et la densité des intégrines, entrainant I’arrét des lymphocytes (Alon
and Feigelson, 2002). Notamment, la stimulation de cellules T primaires avec des chémokines stimule
la mobilité latérale de I’intégrine aLB2, induisant la formation rapide de clusters a 1’origine d’une
augmentation de I’adhésion cellulaire méme a de faible densité d’ ICAM-1 (Montresor et al., 2012).
Alors que I’apparition de la forme de haute affinité de I’intégrine aLB2 permet I’arrét 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 maniere intéressante, une étude a montré que seul les chémokines
immobilisées sur 1’endothélium ou une surface recouverte par ICAM-I, et pas des chémokines
solubles, permettaient aux lymphocytes de s’arréter en dépit des contraintes d’écoulement, en induisant
le changement de conformation de I’intégrine aL32 vers sa forme d’affinité intermédiaire (Shamri et
al., 2005).

La mobilité latérale de I’intégrine aLB2 induite par les chémokines est contrélée par la voie de
signalisation PI3K. La petite GTPase RAP1 est activée, entre autres, par les chémokines CCL21 et
CXCL12 et augmente I’affinité de I’intégrine aLB2 ainsi que la polarisation des clusters (Katagiri et
al., 2000). 1l a également été montré que des mutants constitutivement actif de RAP1 induisaient une
augmentation de ’affinité de I’intégrine aLp2, ainsi que de sa densité, a la surface des lignees
cellulaires lymphoides et des cellules T primaires (Sebzda et al., 2002), indiquant que RAP1 posséde
un réle important dans la voie de signalisation « inside-out » déclenchée par les chemokines. De
maniére similaire, RAPL (Regulator for cell Adhesion and Polarization enriched in Lymphoid tissues)
qui s’associe avec RAP1-GTP apres stimulation des lymphocytes par CXCL12 ou la signalisation
croisée du TCR, est associée avec une affinité et une densité accrue de I’intégrine aL32 (Katagiri et
al., 2003). Une autre proteine de liaison a RAP1, RIAM (RAP1-interacting adaptor molecule) induit
un changement de conformation des intégrines, et augmente la migration cellulaire ainsi que I’adhésion
a ICAM-I1. 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 I’arrét des lymphocytes grace aux intégrines, jouant a 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 tres 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 I’intégrine aLB2 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). Apres son internalisation, I’intégrine aLf2 peut suivre la voie d’exocytose directe,
via des endosomes précoces ou la voie de recyclage périnucléaire. De plus I’intégrine alLf2 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 1’adhésion
cellulaire et de la polarisation, peut se lier a RAP1. Le complexe ainsi formé semble a la fois impliqué
dans la régulation du transport de I’intégrine aLp2 a la membrane, ainsi que dans le renforcement des
interactions entre I’intégrine aLp2 et ICAM-I, en augmentant I’affinité de 1’intégrine. Un défaut de
recyclage de I’intégrine aLB2 par I’inhibition de Rab13 empéche 1’activation des cellules T (Nishikimi
et al., 2014). Néanmoins le role précis de chaque voie de recyclage dans la relocalisation et 1’action de

I’intégrine aLB2 restent encore a approfondir.
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V. Les modeles viraux

Le virus de la dengue (DENV) est un arbovirus transmis par la pigdre de moustiques du genre Aedes,
principalement A. aegypti, dont on estime & 390 millions le nombre de personnes infectées chaque
annee. DENV se divise en 4 sérotypes distincts (1, 2, 3 et 4), chacun se différenciant des autres par un
écart de 25 a 40% dans sa séquence d’acide aminé. Tous ces sérotypes sont retrouves a 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
¢galement en un large spectre de signes cliniques s’étalant de la « dengue classique », similaire a la
grippe, a des cas beaucoup plus séveres de « dengue hémorragique » ou de « syndrome de choc »
pouvant entrainer la mort. Une primo-infection par un sérotype de DENV confére une protection
durable contre ce méme sérotype, alors qu’une seconde infection par un sérotype hétérologue est le
facteur de risque le plus important couplé a 1’apparition des formes séveres de la maladie (Recker
Mario et al., 2009). La dengue est aujourd’hui considérée comme une maladie réémergente et un
probléme de santé publique majeur, étant donné qu’elle est la premiére cause de maladie transmise par
les arthropodes dans le monde. En effet avec la globalisation de 1’économie, 1’augmentation des
échanges des biens et des personnes, elle tend a gagner de nouvelles zones géographiques, infectant
chaque année des étres humains dans plus de 100 pays différents et menacant pres de 3.6 milliards de
personnes (Bhatt et al., 2013). Ces derniéres années ont d’ailleurs été le théatre de la colonisation du
virus vers les zones tempérées ou, en 2010, a Nice les deux premiers cas autochtones de dengue ont
été détectés. En 2012 plus de 2000 cas de dengue ont été recensés sur I’archipel de Madere au Portugal
(Auerswald et al., 2019). On peut également souligner le premier cas de dengue autochtone dans le
département du Rhone, identifié¢ le 23 Septembre 2019 par I’ARS (agence régional de santé). En plus
de son impact sur la santé publique, les épidémies de DENV ont un impact massif sur I’économie des
pays touches. En effet, une étude d’Amérique latine a évalué a un milliard de dollars le colt annuel de
I’infection par la dengue dans les pays d’Asie du Sud Est, dont une partie importante était due a 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 I’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 suggere 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).

DENYV est un virion sphérique d’environ 50 nm appartenant au genre Flavivirus, de la famille des
Flaviviridae. Il posséde une capside icosaédrique enveloppée d’environ 30 & 40 nm de diametre. Son
génome est constitué¢ d’un sSSRNA 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°. Aprés pénétration de la nucléocapside dans le cytoplasme, I’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
a 3 protéines de structure : la capside (C), responsable de la reconnaissance de I’ARN viral et de
I’assemblage du virus, la protéine de membrane immature (preM) empéchant la fusion du virus
immature et la glycoprotéine d’enveloppe (E) permettant 1’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 synthése protéique, la
réplication virale, la pathogénése du virus, ainsi que dans le control des réponses antivirales de 1’hote.
Les brins de ssRNA de polarité négatifs (ARNsb -) sont synthétisés et servent de matrice a la
génération de nouveaux brins de sSRNA + dans des vésicules formées a partir d’invaginations de la
membrane du réticulum endoplasmique (ER), appelées usines virales. Apres réplication, le SSRNA +
viral s’associe avec la protéine C pour bourgeonner dans la lumiere du ER, et acquérir une membrane
lipidique contenant les hétéromeres préalablement enchassés 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.

Environ 170 millions de personnes sont chroniquement infectées par le virus de 1’hépatite C (HCV) a

travers le monde. HCV est transmis par contact percutané avec du sang contaminé. Il infecte
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principalement le foie ou il établit une infection chronique chez 80% des individus, a 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 a plus de 90% (Gogela
et al., 2015) . Néanmoins, méme si les moyens de dépistage mis en ceuvre 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 barriéres quant a 1’éradication
de la maladie (Dore and Feld, 2015). Aucun vaccin n’est a ce jour disponible pour HCV.

HCV est un virus enveloppé appartenant a la famille des Flaviviridae du genre Hepacivirus. Son
génome, constitué¢ d’un SSRNA + de 9.6 kb, ne posséde 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
I’absence de coiffe. Son génome code pour une unique polyprotéine, maturée de maniere 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. Aprés relargage de I’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 I’ARN génomique au sein de membranes dérivées du ER ou
la réplication s’opére par la génération de SSRNA - et de I’intermédiaire de réplication dsRNA.
L’enveloppement des complexes de réplication dans les membranes péri-nucléaires, en plus de faciliter
mécaniquement la catalyse de I’ARN polymérase, permet de protéger les ARNs viraux des PRRs de
la cellule infectée. Le site de réplication principale de HCV est les hépatocytes, méme 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 synthése des lipides et des lipoprotéines tres actives au niveau
des hépatocytes (Aizawa, 2015). En effet, la forme infectieuse de HCV s’associe avec des lipoprotéines
de I’hote 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 I’induction de la réponse immunitaire innée, notamment la réponse IFN-I, ainsi que

I’action antivirale de certains effecteurs innés.
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Comme détaillé précédemment, la réponse IFN-1 permet de limiter les infections virales par
I’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 a cette réponse, qui peut
varier de maniére trés importante entre différents virus ou méme différentes souches. Ces différences
peuvent résider dans la quantité de PAMPs viraux produit durant 1’infection ou la phase de réplication
virale, le type de cellule infectée, mais également la capacité du virus a 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, a
travers I’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-1 comme les DCs.

V. iii. i. Inhibition de la production d'IFN de type I par DENV

Comme un grand nombre de virus se réepliquant 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 a des organelles, dans
lesquelles les protéines et le génome viral s’accumulent. Cela permet d’une part d’améliorer
I’efficacité de la réplication virale tout en les protégeant des réponses de la cellule hote. Des études
ont ainsi montrées que des membres de la famille des Flaviviridae comme le virus West Nile (WNV),
le virus de I’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 I’ARN viral,
empéchant sa reconnaissance par RIG-1 (Chang et al., 2016). De maniére spécifique, DENV utilise ses
protéines NS pour bloquer ou inhiber la production d’TFN-I dans les cellules infectées. Ainsi la protéine
NS3 bloque la translocation de RIG-I a la mitochondrie en se liant a la protéine chaperonne 14-3-3,
empéchant ainsi sa voie de signalisation (Chan and Gack, 2016b). NS2b cible cGas, entrainant sa
dégradation par les lysosomes de I’autophagie et prévenant la reconnaissance d’ADN mitochondrial
(Aguirre et al., 2017). NS4b de son c6té promeut 1’¢longation des mitochondries en inactivant le
facteur de fission mitochondrial associé a DRP1 (dynamin-related protein 1) et ainsi altérant la
formation des MAMs (mitochondria-associated membranes) nécessaire a la signalisation de RIG-I
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(Chatel-Chaix et al., 2016). DENV inhibe aussi la production d’IFN-I via ’activité catalytique de sa
protéase virale NS2B/NS3, en dégradant STING (Aguirre et al., 2012). De maniére intéressante, cette
interaction n’a pas été observée chez la souris dont I’homologue n’est alors pas dégradé et capable de
contrdler la réplication du virus. Cette derniere est également capable de bloquer le domaine kinase
d’IxkB kinase & (IKKe¢) nuisant a ’activation et a la signalisation de RIG-1 et empéchant la

phosphorylation et la translocation nucléaire d’IRF3 (Angleré-Rodriguez et al., 2014).

V. iii. ii. Inhibition de la voie de signalisation de l'interféron de type I par DENV

Quand bien méme 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 (Mufioz-Jordan et al., 2005). De plus, NS5 interagit avec
STAT?2 par son domaine ARN polymérase pour empécher sa phosphorylation. Cette interaction est
d’ailleurs suffisante pour entrainer la dégradation de STAT2 via le protéasome. Ce mécanisme
d’inhibition uniquement observé chez ’homme, n’est pas retrouvé chez la souris, ou STAT2 est
capable de restreindre la réplication du virus dans les premiers moments de 1’infection in vivo (Ashour
et al., 2010), et méme de déclencher la voie IFN-1 en absence de STAT1 (Perry et al., 2011). C’est une
des raisons qui font que DENV est plus sensible a la réponse IFN-I chez la souris que chez I’homme.
Néanmoins il est probable que ces mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire innée soient
plus complexes que ceux décrits a ce jour, ou les protéines non structurales n’agiraient pas de fagon

individuelles mais sous la forme de complexe multi protéiques, chacune jouant un rdle spécifique.

V. iii. iii. L'infection chronique par HCV

La réponse IFN-1 inhibe efficacement HCV in vitro, bien que les détails des mécanismes moléculaires
reste encore a déterminer. Un nombre important d’ISGs et d’effecteurs antiviraux induit suite a une
infection par HCV, ont été reportés comme ayant un effet direct contre I’infection. Ainsi I’immunité
innée anti-HCV s’opére 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 I’'immunité innée persistent dans les foies chroniquement infectés,
les méme transcrit d’ISGs étant retrouvés in vitro et durant une infection chronique in vivo (Wieland

et al., 2014). De plus, la corrélation observée entre I’expression d’ISGs dans le foie et la forte
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diminution de la virémie durant la phase aigiie de I’infection suggere que les mécanismes de contrdle
dans le cas d’une infection par HCV sont efficaces in vivo (Bigger et al., 2001), mais incapables de
curer totalement 1’infection. Le virus se servirait d’ailleurs de cette réplication restreinte pour limiter
la présentation d’antigénes viraux et ainsi la reconnaissance par les lymphocytes T, empéchant le

développement de maladie du foie et étendant la survie de 1’hote.

V. iii. iv. Les mécanismes d’évasion a 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 I’activation de la transcription d’IFN-I aux premiéres étapes de la voie de
signalisation. De plus ce clivage se fait de facon protéolytique, ce qui le rend plus efficace que par
interaction protéine-protéine. Ce clivage des MAVS peut facilement étre 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 depit du clivage des MAVS, les cellules infectées par HCV affichent une
réponse immunitaire. Cette derniére peut étre expliquée par la reconnaissance tres précoce de I’ARN
viral, juste aprés qu’il ait été relargué de la nucléocapside et avant toute réplication ou traduction. La
protéase de HCV NS3/4A est capable d’empécher 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 a ADN. NS4B interagie
physiquement avec STING, génant alors son interaction avec les MAVS ou encore TBK1 (Nitta et al.,
2013). De maniere plus générale, la polymérase virale dépendante de I’ARN, NS5B, ne posséde pas
de mécanisme de réparation ou relecture, favorisant I’apparition de mutations dans les génomes, a
I’origine d’une évolution rapide du virus observée dans les conditions de sélection mises en place par
les réponses immunitaires de la cellule héte et les drogues antivirales. La protéine C de HCV est
capable de se lier a STAT-1 et de bloquer sa phosphorylation, empéchant 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. 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 a 40% des
particules secrétées possédent 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, I’étape de fusion du virus est connue pour étre 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 TLRY.

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 I’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 synthese 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 réle clé dans I’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).

f . ) a )
ﬁ Viral RNA mfte:zltled
6, )

Exosomes
containing
viral RNA

Immature
viral
particles

©) Exosome

"+ Mature viral particle
..~ Immature viral particle

Figure 8 : Modeles d’activation des cellules dendritiques plasmacytoides par le transfert de PAMPs viraux dans le
cas d’une infection par HCV et DENV

(A) En paralléle des virons, les cellules infectées par HCV produisent des exosomes (EXO) contenant I’ARN viral au
niveau des MVB (multivesicular body). Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) en contact avec des cellules
infectées par HCV reconnaissent I’ARN viral empaqueté dans des EXOs apres leurs transferts de la cellule infectée vers la
pDC via TLRY. (B) Les cellules infectées par DENV produisent des particules virales qui se regroupent a ’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 ARNSs viraux par le TLR7 et entraine la production d’IFN-I (Assil et al.,
2015).
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Obijectifs de la these

A. Analyse structurale et fonctionnelle des contacts physiques nécessaires a
I'action antivirale des cellules dendritiques plasmacytoides avec des cellules

infectées : Identification de la synapse immunologique (Papier N°1).

B. Analyse du réle de la voie de signalisation de I'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 Assil® 2, Séverin Coléon® 2, Congcong Dong*, Décembre Elodie!, Sherry Lee?,

Omran Allatif!, Webster Brian?, Dreux Marléne!

1 CIRI, Inserm, U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, UMR5308, Ecole 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-1 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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SUMMARY

Type |l interferon (IFN-I) is critical for antiviral defense,
and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are a pre-
dominant 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 syn-
apse is formed via o B, 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 syn-
apse may allow pDCs to scan infected cells and
locally secrete IFN-I, thereby confining a potentially
deleterious response.

INTRODUCTION

Type | interferon (i.e., IFNa/p, referred to as 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 recog-
nition receptors (PRRs) such as toll-like receptors (TLRs). This
leads to the secretion of IFN-I, type Ill IFNs, and inflammatory
cytokines and the expression of an array of IFN-stimulated genes
(ISGs) (Hoffmann et al., 2015). This first line of host response
suppresses viral spread and jump-starts the adaptive immune
response.

All cells possess signaling pathways designed to trigger anti-
viral responses against invading viruses. Nonetheless, virtually
all viruses have evolved mechanisms to inhibit these host-

sensing pathways within cells that they infect (Garcia-Sastre,
2017). For example, hepatitis C (HCV), dengue (DENV), and
Zika (ZIKV) viruses encode viral proteases, which inactivate the
adaptors of host antiviral sensing (Garcia-Sastre, 2017). Despite
viral countermeasures, cytokines and ISGs are detected in
infected humans and play pivotal roles in infection clearance
and pathogenicity, suggesting the existence of alternative path-
ogen-sensing mechanisms (Martina et al., 2009; Snell et al,,
2017; Webster et al., 2016). Along this line, we and others uncov-
ered that plasmacytoid dendritic cells (pDCs) produce robust
levels of IFN-I in response to physical contact with infected cells
(Webster et al., 2016). This response is unopposed by viral prod-
ucts as pDCs are not productively infected. pDCs function as
sentinels of viral infections and are a major early source of
IFN-I in vivo during viral infections (Swiecki and Colonna,
2015). This response is predominantly triggered via recognition
of viral RNA and DNA species by endolysosome-localized
TLR7 and TLR9, respectively. pDC response is pivotal for the
control of viral infection as recently demonstrated, e.g., for
DENV (Swiecki and Colonna, 2015; Webster et al., 2018). IFN-I
production by pDCs also contributes to several autoimmune or
inflammatory diseases, and pDCs are pivotal in cancers (Swiecki
and Colonna, 2015). Despite this large spectrum of regulatory
functions of pDCs, the molecular bases controlling their activa-
tion are still largely enigmatic.

We previously demonstrated that immunostimulatory viral
RNA can be transferred by non-canonical and/or non-infectious
carriers from infected cells to pDCs, leading to IFN production
via the TLR7 sensor. These PAMP carriers include exosomes
and immature viral particles in the context of HCV and DENV,
respectively (Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2012). The acti-
vation of pDCs by exosomal transfer of viral RNA has been also
shown for the sensing of genetically distant viruses (Feng et al.,
2014; Wieland et al., 2014).

Importantly, while various types of carrier can transfer PAMPs,
these pDC activations require physical contact with infected
cells (Webster et al., 2016). For example, HCV-infected cells
secrete exosomes into the culture supernatant at concentrations
that are below an excitatory threshold that could be reached in
the intercellular space during cell contacts (Dreux et al., 2012).
In the context of DENV, viral components (i.e., envelope proteins)
accumulate at the cell contact between infected cells and pDCs

)
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Figure 1. Identification of Adhesion Molecules Involved for pDC-Mediated Antiviral Response against DENV

(A) Quantification of IFN. in supermatants of pDCs cocultured with DENV infected Huh-7.5.1 cells that were treated or not with blocking antibodies against
L-selectin, E-cadherin, «, integrin, or ICAM-1 at 10 pg/mL. The intracellular and extracellular viral RNA levels and extracellular infectious virus production by
DENV-infected cells treated with blocking antibodies were analyzed in absence of pDC, but with treatment conditions similar to the analysis of IFN production in

(legend continued on next page)
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(Decembre et al., 2014). Albeit not universal, the cell contact is
increasingly recognized as a requirement for pDC-mediated
antiviral state triggered by many genetically distant RNA viruses
(e.g., Flaviviridae, Picornaviridae, Arenaviridae, Retroviridae, and
Togaviridae) and in different species (Bruni et al., 2015; Decem-
bre et al., 2014; Dreux et al., 2012; Feng et al., 2014; Garcia-
Nicolas et al., 2016; Lepelley et al., 2011; Takahashi et al.,
2010; Webster et al., 2016; Webster et al., 2018; Wieland et al.,
2014); nonetheless, how cell contact mediates pDC response
is still largely unknown.

Here, we explored the molecular mechanisms underlying the
establishment of contacts between pDCs and infected cells, its
modulation and impact on the activation of an antiviral state
using DENV, HCV, and ZIKV as viral models. Our results uncov-
ered that pDCs established cell adhesion with infected cells via
o, B2 integrin complex and ICAM-1. We showed that regulators
of actin network are polarized together with components of the
endocytosis machinery at contact sites. These actin-mediated
reorganizations define a remodeled territory acting as a platform
for the transfer of PAMP carriers to the endolysosomal TLR7,
leading to pDC-mediated antiviral response. We further demon-
strated that the molecular rearrangements at contact sites were
potentiated by the TLR7-mediated response, which thus acts as
a positive feed-forward regulation of pDC activation. The forma-
tion of interferogenic synapse is thus a pDC attribute critical for
their robust IFN response.

RESULTS

The o, B2 Integrin-ICAM-1 Adhesion Molecules Are
Involved in pDC Activation by Contacts with DENV-
Infected Cells

The pDC response to many viruses requires contact, so we
sought to define the molecular basis for establishment of phys-
ical contacts between pDCs and infected cells. We tested
whether cell adhesion complexes can establish pDC-infected
cell contact leading to pDC activation. We analyzed the surface
expression of selected representatives of cell adhesion and/or
homing complexes, known to be key for pDC functions, e.g.,
migration and antigen presentation (Sozzani et al., 2010; Swiecki
and Colonna, 2015). L-selectin (also called CD62L), o, integrin
(also called ITGAL or CD11a), and intercellular adhesion mole-

cule (ICAM)-1 (CD54) were all expressed at the pDC surface (Fig-
ure S1A). ICAM-1 was also present at the surface of the donor
cells (i.e., infected and uninfected cells), while E-cadherin was
present only on donor cell surface (Figure S1A). Next, we tested
the role of cell adhesion molecules in pDC IFNz production
induced by contact with DENV-infected cells in antibody-medi-
ated blocking assays. The blockade of L-selectin and E-cadherin
had no significant impact on pDC IFNa production induced by
DENV-infected cells (Figures 1A and S1B). In sharp contrast, in-
hibition of both ¢_integrin and its ligand ICAM-1 (Rothlein et al.,
1986) prevented the pDC IFNa response in a dose-dependent
manner, along with the production of IFNB and type Il IFNs (IL-
29, IL-28A, and IL-28B) (Figures 1A, 1B, S1B, and S1C). Viral
infectivity and RNA levels were maintained upon similar treat-
ment of infected cells in absence of pDCs, thus ruling out non-
specific effects on DENV replication (Figures 1A, S1B, and
S1C). The regulation of the establishment of pDC-infected cell
contact by the «_integrin and its ligand ICAM-1 was determined
by imaging flow cytometry technology (Figure S1D). We showed
that blocking of both ¢, integrin and ICAM-1 significantly pre-
vented the contact of pDCs with DENV-infected cells (Figure 1C).

Next, to define how the pDC response to contact with DENV-
infected cells inhibits viral propagation, we set up an assay con-
sisting of pDCs cocultured with GFP~ DENV-infected cells and
GFP* uninfected cells. The results demonstrated that pDC
response readily prevented viral spread from GFP~ DENV-
infected cells to the cocultured GFP* uninfected cells and
consistently diminished the replication in GFP~ cells, i.e., in-
fected prior to the coculture (Figures 1D and 1E). The inhibition
of pDC-infected contact via blockage of the o, integrin restored
the viral propagation to levels comparable to those in the
absence of pDC (Figures 1D and 1E). Consistently, the analysis
of infectious virus production by DENV-infected cells demon-
strated similar inhibition by cocultured pDCs (compared to the
absence of pDCs) and the restoration of the viral production
upon inhibition of ¢, integrin (Figure 1F). This indicates that the
establishment of cell contact via adhesion molecules is required
for pDC-mediated antiviral response. Further, we assessed the
impact of silencing ICAM-1 expression in infected cells. pDC
IFNe. production was strongly reduced when ICAM-1 expression
was silenced in DENV-infected cells (Figures 1G and 1H). In
absence of pDC, reduced ICAM-1 expression has no impact

cocultures (i.e., incubation time and concentration). Results are expressed as percentages relative to untreated cells; mean + SD; 4-7 independent experiments.
The statistical significances reflected by p values are indicated in the table; not significant (NS; p > 0.05).

(B) Quantification of IFNB and type Il IFNs (IL-29, IL-28A, IL-28B) in supernatants of pDC and DENV-infected cell cocultures treated, or not, with blocking anti-_
integrin as in A. Results expressed as pg/mL; mean + SD.

(C) Quantification of conjugates between pDCs and DENYV infected cells by Image Stream X technology, as exemplified in Figure S1D. Celltrace Violet stained-
pDCs were cocultured with GFP* Huh7.5.1 infected cells for 4-5 h incubation in presence or not of anti-«, integrin or anti-ICAM-1. Results of 5 independent
experiments for each graph expressed as percentage of conjugates; mean + SD; n = 10,000 events per condition and per experiment.

(D and E) FACS analysis of viral transmission from GFP~ DENV infected cells to GFP* uninfected cells cocultured with or without pDCs for 48 h and in presence of
anti-o_integrin (10 pg/mL). (D) Dot plots of a representative experiment. (E) Results expressed as the percentage of cells positive for dsRNA (a marker of viral
replication) in the GFP* and GFP~ cell populations, mean + SD; 5 independent experiments; p values are indicated in green and gray for GFP* and GFP ™ cells,
respectively.

(F) Quantification of extracellular infectious virus production harvested after 48 h coculture, as in (D) and (E) and expressed as foci forming unit (ffu) per mL,
mean + SD.

(G and H) Down-regulation of ICAM-1 expression in Huh7.5.1 cells obtained by transduction using shRNA-expressing lentiviral vectors. (G) FACS analysis of
ICAM-1 surface expression: representative histogram and quantifications expressed as fold-increases of geomean relative to unstained cells; n = 4 independent
experiments. (H) Quantification of IFN« in supematants of pDCs cocultured with DENV infected Huh-7.5.1 cells down-regulated or not for ICAM-1 expression,
asin (G). The intracellular and extracellular viral RNA levels and infectivity were analyzed in the absence of pDC. Error bar represents mean + SD; n = 4 independent
experiments.
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(A-C) Confocal microscopy imaging of immunostained ,_ integrin (green) and CD123 (purple) in cocultures of pDCs (Dil staining prior to coculture; red; marked
by *) and DENV Huh7.5.1 infected cells (#) for 4-5 h incubation; nuclei stained with Hoechst (blue). (A) Detection of #,_integrin, CD123, Dil and Hoechst projected
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on virus replication, yet slightly diminished the release of DENV
(Figure 1H). Although we cannot formally exclude that decreased
viral production could contribute to lower pDC activation, pDC
IFNea. production was disproportionally reduced when ICAM-1
expression was silenced in cocultured infected cells (Figure 1H).
Of note, this is in accordance with the results obtained with
ICAM-1 blocking antibody, suggesting a regulation by ICAM-1
independent of viral production (Figures 1A, S1B, and S1C).
Together, our results identified o integrin and ICAM-1 as a key
cell adhesion complex for the sensing of DENV-infected cells
by pDC, leading to a potent antiviral response.

Cell Polarity of the Adhesion Molecules at the Contact of
pDC and DENV-Infected Cell

Next we demonstrated that «,_integrin specifically accumulated at
the contact site of pDC and DENV-infected cell (i.e., over 90% of
the analyzed contacts), as opposed to marginal accumulation at
contact of CD123, a surface molecule notinvolved in cell adhesion
(Figures 2A-2C, S2A, and S2B). The _integrin forms complex with
B integrin, which is known to undergo conformational rearrange-
ment to an open form compatible with high-affinity interaction with
its ligands, including ICAM-1 (Shimaoka et al., 2003). The high-af-
finity (open) conformation of 3, integrin complex polarized atthe
contact site of pDC and infected cell, on the pDC side (Figures 2D-
2F, S2C, and S2D). Of note, cell polarity of ¢, integrin and the high-
affinity conformation of « 8, integrin complex was absent when
pDCs were not in contact with infected cells, shown by the quan-
tification of ¢, integrin accumulation versus diffuse localization
around the pDCs (Figures 2G-2l, S2E, and S2F), thus validating
the specificity of the polarization upon cell contact. Further, in
agreement with the engagement of the o, B, integrin complex
with its ligand, ICAM-1, the latter was detected at contact on the
surface of infected cells apposed to polarized ;_ integrin on pDC
side (Figures 2J-2L). Our results demonstrate that the high-affinity
(open) conformation B, integrin complex accumulates at con-
tact, facing its partner ICAM-1.

The o, B, Integrin-ICAM-1 Adhesion Molecules Are
Required for pDC Activation by Distinct Viruses

The activation of pDCs by HCV-infected cells also requires phys-
ical contact, yet this involves a distinct PAMP carrier, i.e., exo-
some (versus immature viral particles for DENV) (Decembre
et al., 2014; Dreux et al., 2012). We thus tested whether o, B, in-
tegrin-ICAM-1 adhesion complexes were also required for pDC
activation by HCV-infected cells. Similar to DENV, ICAM-1 is

present at the surface of HCV-infected cells (Figure S3D), and
blocking of both o, integrin and ICAM-1 diminished the pDC
IFNa response to HCV-infected cells in dose-response experi-
ments, without any non-specific effect on HCV viral produc-
tion—in absence of pDC (Figures 3A and S3A). Consistently,
blocking both o, integrin and ICAM-1 significantly prevented
the contact of pDCs with HCV-infected cells (Figure 3B).
Although the presence of ICAM-1 on PAMP carriers could addi-
tionally contribute to their tethering to the surface of the pDCs,
together these results demonstrated that the o« B, integrin-
ICAM-1 interaction regulates the formation of pDC-infected
cell conjugate and is required for pDC activation, independent
of the nature of PAMP carrier. In sharp contrast, anti-«,_integrin
and anti-ICAM-1 did not prevent pDC IFNa production trig-
gered by cell-free virus, i.e., influenza virus (Figure 3C), suggest-
ing that o, B, integrin-ICAM-1 interaction regulates cell contact-
mediated-pDC activation.

Next, we extended our demonstration to ZIKV, which also rep-
resents an important health concern (Miner and Diamond, 2017).
Using epidemic ZIKV strains (i.e., isolated from patients in Brazil
and French Polynesia; H/PF), we demonstrated that robust pDC
IFNe productions were induced when pDCs were in physical con-
tact with ZIKV-infected cells (Figure 3D; coculture set-up). On the
contrary, no IFNa response was detected when pDCs were
exposed to ZIKV infectious supernatants (SN) or upon physical
separation of pDCs from ZIKV-infected cells by a semi-perme-
able membrane in transwell (TW) experiments (Figure 3D). In
accordance with TLR7 localized in endolysosome, and like
DENV and HCV, pDC activation by ZIKV-infected cells involved
endocytosis (Figure S3B). Importantly, we showed that similar
to what is observed for DENV and HCV, pDC response to ZIKV-
infected cells is mediated by ¢, integrin-ICAM-1 adhesion mole-
cules as shown by the reduced production of IFNe, IFNS, and
type lll IFNs by antibody blocking (Figures 3F, 3G, S3C, and S3E).

Next, we demonstrated that similar to the observation with
DENV, pDC response to contact with ZIKV infected cells pre-
vented ZIKV transmission to uninfected cells (GFP*), replication
in the cells infected prior to coculture (GFP ) and viral production
(Figures 3H, 3l, and S3F). Of note, the inhibition of «,_integrin in
pDC-infected cell cocultures greatly restored viral propagation
to levels similar to those in the absence of pDCs (Figures 3H,
3l, and S3F) indicated that the establishment of cell contact is
required for pDC-mediated antiviral response against ZIKV.
Together, our results demonstrate that the establishment of
pDC-infected cell interactions via the cell adhesion complex is

on the phase contrast imaging. (B) Magnification of two consecutive Z-stacks of yellow-boxed pDC shown in (A). (C) Quantification of the frequency of pDCs with
accumulation of o, integrin or CD123 at contact. Results of 3 independent experiments are expressed as the percentage of total number of analyzed pDCs in
contact with infected cells; mean + SD; n = 39 analyzed contacts; p value as indicated.

(D-F) Confocal microscopy imaging of immunostained high-affinity (open) conformation of =, 8, integrin complex (detection of the exposure of m24 epitope in
B2 | domain) in cocultures of pDCs (Dil stained; *) and DENV-infected cells (#), 4-5 h incubation; nuclei (Hoechst). Detection of the high-affinity (open) conformation
of o 3, integrin complex projected on the phase contrast imaging (D), magnification of two consecutive Z-stacks of yellow-boxed pDC shown (E), and 3D
reconstruction of consecutive Z-stacks of blue-boxed pDC (F).

(G and H) Confocal microscopy imaging of immunostained #_integrin (G) and the high-affinity conformation of « 8, integrin complex (H) in pDCs in absence of
contact, displayed as in (D) and (E).

() Quantification of the frequency of «, integrin with accumulation or diffuse localization around pDCs. Results of 3 independent experiments are expressed as in
the percentage of total number of analyzed pDCs in contact with infected cells versus in absence of contact; mean + SD; n > 37 analyzed contacts.

(J-L) Confocal microscopy imaging of immunostained =, integrin and ICAM-1 in cocultures of pDCs (stained by CellTrace Violet) and DENV-infected cells, 4-5 h
incubation. Staining of ¢, integrin-ICAM-1 projected on the phase contrast imaging (J) and magnification of two consecutive Z-stacks of yellow-boxed pDC
shown (K) and 3D reconstruction of consecutive Z-stacks of blue-boxed contacts, with colocalized signal in white (L).
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Figure 3. Inhibition of «, Integrin and ICAM-1 Prevents pDC IFN« Production Induced by Coculture with Cells Infected by Distinct Viruses
(A) Quantification of IFN. in supernatants of pDCs cocultured with HCV-infected Huh7.5.1c2 cells that were treated or not with blocking antibodies against o
integrin or ICAM-1. The intracellular and extracellular viral RNA levels and infectious virus production by infected cells treated with blocking antibodies were
analyzed in absence of pDCs. Results and statistical significances are presented as in Figure 1A; mean + SD; n = 4-7 independent experiments.
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a prerequisite for the antiviral function of pDC in response to cells
infected by distinct viruses.

Polarization at Contact Site of Actin Network and
Regulators Contribute to pDC Response

The engagement of integrins with their ligand can induce the
local recruitment of the actin network, notably via Arp2/3 com-
plex, which mediate actin nucleation by branching of the actin
filaments within network (DeMali et al., 2002; DeMali et al.,
2014; Rotty et al., 2013; Vicente-Manzanares et al., 2009). This
is in line with our preceding observations for the presence of
actin at the contact of pDC and DENV-infected cell (Decembre
et al., 2014). Here, we showed that actin network accumulated
at cell contacts using both HCV-infected cells and the subge-
nomic replicon (SGR) model for HCV replication (Figures S4A-
S4D). HCV SGR cells do not produce virus but trigger pDC IFN
response, as previously reported (Dreux et al., 2012; Takahashi
et al., 2010), thus demonstrating that cell polarity at contact is
independent of viral production (Figures S4A-S4B). Non-specific
polarized immunodetection was ruled out by the simultaneous
analysis of another intracellular component, the protein disul-
fide-isomerase (PDI), an ER marker and by the expected
decrease of actin clustering upon treatment with inhibitor of actin
polymerization, i.e., Latrunculin B (Figures S4B and S4D).

We thus sought to define the subcellular localization of key reg-
ulators of actin network scaffolding at the plasma membrane. We
first selected the phosphatidylinositol 4,5 biphosphate (P1(4,5)P5)
because it is a plasma membrane-localized modified lipid known
to recruit actin-adaptor proteins and to regulate the clustering of
integrins as well as clathrin-mediated endocytosis (Jost et al.,
1998; Martel et al., 2001; Posor et al., 2015; Vicente-Manzanares
et al., 2009). The type | phosphatidylinositol-4-phosphate-5-ki-
nase o (referred to as PIP5KIz) generates PI(4,5)P, from its
PI4P precursor (Doughman et al., 2003). We showed that
PI(4,5)P, and PIP5KIla co-clustered at the contact sites of pDCs
with cells infected either by DENV or HCV, or with HCV replicating
(rep) cells (Figures 4A-4L). The 3D reconstruction of consecutive
Z-stacks further revealed that the co-clusters were present on the
side of pDCs (Figures 4C, 4G, and 4K). The quantification of
PI(4,5)P,-PIP5Kle. co-clustering revealed that an intact actin
network was required for the polarization at contact, as demon-
strated by the decrease in phenotype when using inhibitors of
Arp2/3 complex and actin polymerization (Figures 4D, 4H, and
4L). Of note, the frequency of PI(4,5)P,-PIP5Kla co-clustering
at pDC-infected cell contacts was lower than the polarization of

the o, integrin (Figures 2C and 2l), likely reflecting the transient
nature and/or differential kinetics of these recruitments at contact
as compared to the adhesion complexes.

Next, we tested the functional role of actin network regulators,
including Arp2/3 complex, and the Rho GTPase CDC42, which
also regulates actin polymerization, and along with PI(4,5)P,, is
known to induce actin nucleation via Arp2/3 (Higgs and Pollard,
2000; Rohatgi et al., 1999; Rozelle et al., 2000). The pharmacolog-
ical inhibition of either Arp2/3 complex, CDC42 or actin
polymerization prevented pDC IFNa production induced by
DENV or HCV-infected cells, without non-specific effect on the
viral replication of DENV and HCV in absence of pDC (Figures
4M-40, S4E-S4G, and S41-S4L). Of note, similar pharmacological
inhibition of Arp2/3 did not prevent pDC IFNa. production triggered
by cell-free influenza virus (Figure 4P), implying that Arp2/3-medi-
ated actin nucleation is pivotal for pDC response induced by con-
tact with infected cells. This assumption was validated by the
reduced frequency of pDC-infected cell contacts upon inhibition
of Arp2/3 and actin polymerization (Figures 4Q, 4R, and S4H).
Our results underscore that integrin-mediated adhesion and rear-
rangement at contact of actin network via, notably, Arp2/3 are
pivotal for the establishment and/or reinforcement of the cell con-
tacts with infected cells and subsequent pDC activation, presum-
ably by a concerted structuring of the contact site.

Components of the Endocytosis Machinery Polarize at
Contacts

The immunostimulatory viral RNAs are transferred by vesicles
(i.e., exosome or immature virion) from infected cells to pDCs
and induce IFN-I response via clathrin-mediated endocytosis
by pDCs and recognition through endolysosome-localized
TLR7 (Figure S3B) (Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2012;
Takahashi et al., 2010; Webster et al., 2016). Of note, PI(4,5)P,,
which clustered at contact (Figures 4A-4L), is known to mark
the plasma membrane and, together with cargo proteins, is
pivotal for the initiation of clathrin-coated pit formation, and
consistently, PIP5KIa via Pl(4,5)P, synthesis control the rate
and growth of clathrin-coated pits (Jost et al., 1998; Posor
et al., 2015). We thus tested whether the components of the
endocytosis machinery could polarize at contact and thereby
facilitate the internalization of PAMP carriers by pDCs. We
observed co-clusters of Pl(4,5)P, and Early Endosome Antigen
1 (EEA1) at the contact sites of pDCs with DENV-infected cells,
and similarly with HCV replicating cells (Figures 5A-5F, 5J, 5K,
S5A, and S5B). The 3D reconstruction of consecutive Z-stack

(B) Quantification of conjugates between pDCs and HCV Huh7.5.1¢2 infected cells in presence or not of anti-«,_integrin or -ICAM-1; mean + SD; n = 5 inde-
pendent experiments; expressed as in Figure 1C.

(C) Quantification of IFN« in supematants of pDCs stimulated by cell-free influenza virus and treated with blocking antibodies as in (A); mean + SD; n = 34
independent experiments.

(D) Quantification of IFNa in supematants of pDCs cocultured with Huh-7.5.1 cells infected by the epidemic ZIKV strains (i.e., clinical isolates from patients in
Brazil and French Polynesia; H/PF) when cells were in physical contact (coculture), separated by the permeable membrane of transwell (TW), or treated with
supernatants from ZIKV infected cells (SN) or imiquimod at 20 pM (IMQ), as positive control. Mean + SD; n = 4-7 experiments; non detectable (arrays).

(E-G) Quantification of IFN«. in supemnatants of pDCs cocultured with ZIKV infected Huh-7.5.1 cells treated or not with anti-«;_integrin or anti-ICAM-1 blocking
antibodies and parallel analysis of intracellular and extracellular viral RNA levels and infectivity in absence of pDC, as in A. Mean + SD; n = 4-5 independent
experiments in panel E and n = 3 independent experiments in panels F and G.

(H) FACS analysis of viral spread from GFP~ ZIKV infected cells to GFP* uninfected cells in cocultures with or without pDCs for 48 h and in presence of blocking
antibody, as indicated.

() Quantification of infectious virus production in presence of pDCs and blocking antibody, as indicated and performed as in panel H. Experiments performed and
expressed as in Figures 1E and 1F; 5 independent experiments.
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Figure 4. Actin Network Regulators Polarize at the Contact and an Intact Actin Network Is Required for pDC Response
(A-L) Confocal microscopy imaging of immunostained PI(4,5)P, and PIP5KIz in 4-5 h cocultures of pDCs (Dil stained) and DENV (A-D), HCV-infected cells (E-H)
and HCV-replicating (rep) Huh7.5.1c2 cells (I-L), nuclei (Hoechst). Imaging of PI(4,5)P, and PIP5KIx. projected on the phase contrast (A), (E), and (l), confocal

(legend continued on next page)
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imaging suggested that the PI(4,5)P,-EEA1 co-clustering was
present on the pDC side of the contact (Figures 5C and 5F). Simi-
larly, clathrin co-clustered with actin on the pDC side, as re-
vealed by the 3D reconstruction of contact sites (Figures
5G-5I, 5L, and S5C-S5F). The cell polarity of both these markers
at contact required an intact actin network, as demonstrated by
using inhibitors of Arp2/3 complex and actin polymerization (Fig-
ures 5J-5L). Together, our results suggest that components of
the endocytosis machinery polarize at the contact between
pDCs and infected cells, thus representing a functional remodel-
ing to favor a localized endocytosis of PAMP carriers leading to
pDC activation via the endolysosomal TLR7.

TLR7-Induced pDCs Establish Sustained Contact with
Virally Infected Cells

The rearrangement of the contact site into a specialized territory
on the side of pDCs suggests the existence of a dynamic process
within pDCs when in contact and sensing infected cells. We hy-
pothesized that the sensing by pDCs of PAMP carriers released
by infected cells, and thereby, the activated state of the pDCs
could control the contact establishment and/or the polarization
of pDC cellular machineries. The frequency of pDCs conjugated
with infected cells was significantly higher than with uninfected
cells (Figure 6A). Similar results were obtained for DENV and
HCV infected cells, thus showing that the potentiation of contact
by sensing virally infected cells is not virus restricted.

To further demonstrate that pDC contact with infected cells is
more stable than uninfected cells, we developed a live-imaging
approach (using spinning-disk confocal microscopy) to quantify
the duration of pDC contact with infected cells as compared
to uninfected cells (Figure S6A). Distinct categories of con-
tact duration were observed, including short-lived contacts
(<100 min), intermediate duration contacts of low frequencies,
and sustained contact (>350 min) (Figures 6B-6l). Importantly,
the frequency of long-lasting contacts was higher when pDCs
were cocultured with DENV-infected cells as compared to con-
tact with uninfected cells (Figures 6B and 6F). In accordance,
as highlighted in tracking motion analysis pDC motility, and
consistently the number of contact per pDCs, were reduced
when cocultured with infected as compared to uninfected cells
(Figures S6B, S6C, and S6K). Similar results were obtained in
the context of pDC cocultured with HCV replicating cells (Figures
6C and 6G), suggesting that this regulation is not virus restricted
and independent of the type of PAMP carriers. Live-imaging
experiments with blocking anti-o; integrin revealed that the

long-lasting contacts with infected cells involved o, integrin (Fig-
ures 6D, 6H and S6E). Furthermore, the blocking anti-o,_integrin
decreased the frequency of conjugates even when added later in
course of pDC-infected cell coculture, leading to reduced IFNa.
production by pDCs (Figures S6G-S6l).

Our results demonstrated that pDCs established sustained
contact with infected cells, thus implying that a molecular regula-
tion of the contact by either sensing of the infected status of cells
and/or the activating state of pDCs promotes their retention at the
contact of infected cells. We thus tested the regulation of the pDC-
infected cell contact by TLR7-induced signaling. To address this
question, we used a specific TLR7 inhibitor (i.e., IRS661), which
diminished the pDC IFNa. production induced by DENV-infected
cells, as previously reported (Decembre et al., 2014). We found
that the inhibition of TLR7 signaling diminished the frequency of
the long-lived contacts of pDCs with infected cells (Figures 6B,
6F, and S6D). Inhibition of TLR7 signaling thus reverted the dura-
tion of pDC contacts to those observed with uninfected cells.
Accordingly, TLR7 agonist increased the frequency of long-lasting
contact of pDCs with non-infected cells, without a marked impact
on pDC velocity (Figures 6E, 61, S6F, S6J, S6L, and S6M).
Together, our results demonstrate that TLR7 signaling induced
by recognition of infected cells exerts a feed-forward regulation,
leading to sustained contact of pDCs with infected cells.

Recognition of Viral Infection Favors Polarization of
Cellular Components at Contacts via TLR7-Induced
Signaling

Next, we tested whether the sustained contact observed with
infected cells was associated with increased polarization of
the identified cell adhesion molecules at the contact sites. The
total surface expression of ICAM-1 did not markedly change
when comparing uninfected versus cells infected by the different
viral models (Figures S1A and S3D), neither did the level of o,
integrin on pDC cell surface when cocultured with either infected
or uninfected cells (Figures S7A-S7B). Importantly, the
co-accumulation at contact of «integrin-ICAM-1 significantly
augmented when pDCs were in contact with DENV or HCV-
infected cells as compared to uninfected cells (Figures 7A and
7B). In accordance with the known interplay between
o, integrin-ICAM-1 and the regulators of actin network (DeMali
et al., 2014), we showed that the polarization of actin network
regulators including PI(4,5)P,-PIP5Kla increased upon contact
with DENV-infected cells and similarly for HCV-infected and
HCV-replicating cells (Figures 7C, 7F, and 71).

stacks of magnification of yellow-boxed pDC (B), (F), and (J) and 3D reconstruction of consecutive Z-stacks with colocalization of Pi(4,5)P,-PIP5Kl in white (C),
(G), and (K). (D), (H), and (L) Quantification of the phenotype of PI(4,5)P,-PIP5KIlx. co-clustering as indicated (i.e., co-cluster at the contacts, outside the contact or
no co-cluster) in pDCs cocultured with infected cells and treated with inhibitors of Arp 2/3 complex (CK-666; 60 M) or actin polymerization (Latrunculin B, Lat B;
1 uM). Results of 3 independent experiments (D, n > 53; H, n > 40; L, n > 21; analyzed contacts per condition) are expressed as the percentage of total number of

analyzed pDCs in contact; mean + SD; p value as indicated.

(M-0) Quantification of IFN«. in supematants of pDCs cocultured with DENV infected (M), HCV infected (N) or HCV rep Huh7.5.1¢c2 cells (O) treated or not with
inhibitor of Arp 2/3 complex (CK-666). The levels of intracellular and extracellular viral RNA by infected or replicating cells treated with inhibitors were analyzed in
absence of pDC. Results are expressed as percentages relative to untreated cells; mean + SD; n = 4 (M and N) and n = 3 (O) independent experiments; p value as

indicated.

(P) Quantification of IFNe. in superatants of pDCs stimulated by cell-free influenza virus and treated or not with inhibitor of Arp 2/3 complex, presented as in

Figure 3C; mean + SD; n = 4 independent experiments.

(Q and R) Quantification of pDC-infected cell conjugates by Image Stream X technology. CellTrace Violet stained-pDC cocultured with GFP* DENV or HCV-
infected cells for 4-5 h treated or not with Arp 2/3 complex inhibitor, as in M-O. Results of 4 (Q) and 5 (R) independent experiments are expressed as percentage

of conjugates; mean + SD; n = 10,000 events per condition and per experiment.
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Figure 5. Polarization of Endocytosis Machinery Components at the Cell Contact
(A-F) Confocal microscopy imaging of immunostained PI(4,5)P, and EEA1 in cocultures of pDCs and DENV infected cells for 4-5 h (A-C) and HCV (rep) replicating
cells for 7-8 h (D and F); nuclei (Hoechst). Representative detection of PI(4,5)P, and EEA1 projected on the phase-contrast imaging (A and D), two successive
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We demonstrated that the inhibition of TLR7-induced signaling
prevented the establishment of long-lived contact of pDCs with
infected cells (Figures 6B and 6F). By analogy to inside-out
signaling defined in the context of other cell contact including
neurological and immunological synapses (Hogg et al., 2011;
Park and Goda, 2016), we hypothesized that TLR7-induced
signaling might promote the cell polarity. We showed that the
inhibition of TLR7 significantly reduced co-clustering of PI(4,5)
P>-PIP5KIa. at contact, along with endocytosis components,
including the co-clustering of PI(4,5)P,-EEA1 and clathrin-actin
(Figures 7C, 7D, 7F, and 71-7L). The co-clusters of o, integrin
and the high-affinity conformation of o, f, integrin complex
together with the endocytosis components (i.e., clathrin and
EEA1, respectively) at the contact site of pDCs were also sub-
jected to regulation by TLR7-mediated pDC activation (Figures
7E,7H, S7C, and S7D). This further implies a connection between
components of the cell adhesion, actin network, and the endocy-
tosis machinery modulated by TLR7 signaling. Similar results
were obtained using DENV-, HCV-, and ZIKV-infected cells (Fig-
ures 7 and S7), highlighting that the control by TLR7-mediated
signaling of pDC polarity is restricted to neither a specific virus
nor a PAMP carrier. Our results demonstrate that the sensing of
infected cells via TLR7 sensor induces cell polarity of regulators
of adhesion, actin network, and endocytosis machinery at con-
tact on the pDC side, thus acting as a positive feedback regula-
tion for the efficient transfer of PAMP carriers and pDC response.

DISCUSSION

pDCs are important mediators of IFN-I response. We demon-
strate that pDC activation is mediated by the establishment of
sustained contact with infected cells via cell adhesion mole-
cules, o, B, integrin complex, and ICAM-1. This is associated
with the polarization of the actin network and its regulators as
well as components of the endocytosis machinery, at the
contact site within pDCs, requiring and facilitating sensing of
viral RNA by endolysosome-localized TLR7. We provide compel-
ling evidence that TLR7-induced signaling in pDCs regulates the
rearrangement of a polarized platform at contact site and pro-
longs cell contacts, thus acting as a feed-forward regulation
for the transfer of PAMP carrier to the pDCs. Cell polarity is
thus a previously unappreciated primary attribute of pDCs
necessary to sense virally infected cells and respond by a robust
antiviral response, which prevents viral spread. We propose to
call this functional structuring the interferogenic synapse, by
analogy to previously described synapses, while functionally
driving a distinct cellular response.

PAMP Transfer via Physical Contact and Cell Polarity:
the Interferogenic Synapse

Different types of synapses including neurological, immunolog-
ical, and virological synapses have been defined; these differ in
composition and signal transferred but are all specialized cell

junctions to convey information between cells. Across all synap-
ses, this information-sharing capacity is supported by adhesion
complexes, thereby focusing signaling, secretion, and internaliza-
tion at the point of cell contact (Dustin and Choudhuri, 2016; Hogg
et al., 2011; Park and Goda, 2016). Likewise, we showed that
adhesion molecules accumulate at the contact site of pDC-
infected cell and are required for pDC IFN response. Moreover,
identical to the immunological synapse, the #, 8, integrin complex
is present on the signal recipient cells (pDCs versus T cells) and
ICAM-1 on the signal delivering cells (infected cells versus anti-
gen-presenting cells) (Dustin and Choudhuri, 2016). Again, like
all synapses, the actin network (and regulators) polarizes at con-
tact and acts as a functional structuring platform. Analogous to
the neurological synapse, the mechanism of pDC activation
involved a secreted activating signal. In accordance with the
transfer of PAMPs via vesicles and the endolysosomallocalization
of the sensor (i.e., TLR7), endocytosis components polarize at
contacts. Cell polarity of vesicular trafficking is a hallmark of other
synapses, primarily defined for secretory pathways, e.g., local
secretion of synaptic vesicles or lytic granules at the neurological
and immunological lytic synapses by NK cells, respectively. Addi-
tionally, the endocytosis machinery also polarizes at the level of
the immunological synapse and regulates T cell activation via
the internalization and recycling of the T cell receptor (TCR)
(Compeer et al., 2018; Das et al., 2004). Importantly, the feed-for-
ward regulation by TLR7-induced signaling is reminiscent of the
stabilization of the cell polarity and contact described for immuno-
logical and neurological synapses, referred to as inside-out
signaling and induced by the activation in recipient cells (Dustin
and Choudhuri, 2016; Hogg et al., 2011). For example, TCR
engagement at the immunological synapse reinforces cell adhe-
sion by the activation of integrin ectodomain (Dustin and
Choudhuri, 2016; Hogg et al., 2011). Therefore, the interferogenic
synapse presents hallmarks of other synapses while being de-
ployed to achieve a distinct cellular response, the IFN response,
thus representing a previously unappreciated type of synapse.

Scanning Function of pDCs Regulated by a TLR7-
Centered Feed-Forward Signaling

We propose that the immune surveillance by pDCs involves a
scanning function by physical cell contacts. In this “scanning”
model, a pDC encounters a cell and initially establishes a tran-
sient contact. When the cell is not infected (i.e., in the absence
of PAMP transfer), the non-activated pDC resumes its motion.
By contrast, when a pDC encounters an infected cell, PAMP
transfer during the initial contact activates TLR7 in the pDC. In
turn, TLR7-mediated signaling potentiates the structural reorga-
nization at the contact site. These molecular rearrangements
include polarized endocytosis components, which can facilitate
the subsequent transfer of PAMPs to pDCs and further
strengthen TLR7 activation. TLR7-induced signaling primes the
establishment of sustained pDC-infected cell contact, which in
turn further promotes TLR7 activation, leading to a feed-forward

confocal stacks with magnified yellow-boxed pDC (B and E) and 3D reconstruction of consecutive Z-stacks of the blue-boxed view, PI(4,5)P,-EEA1 colocalization

in white (C) and (F).

(G-1) Confocal microscopy imaging of immunostained clathrin and actin co-clustering in 4-5 h cocultures of pDCs with HCV-infected cells, displayed as in (A-C).
(J-L) Quantification of EEA1-PI(4,5)P, (J-K) and clathrin-actin co-clusterings (G) in coculture treated with inhibitors of Arp2/3 or actin polymerization, as in
Figure 4D. Results of 3 independent experiments are expressed as in Figure 4D; mean + SD; n > 43 (J); n > 50 (K); n > 40 (L) analyzed contacts per condition.
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Figure 6. Establishment of Sustained Contact of pDCs with Infected Cells Regulated by «, Integrin and TLR7-Induced Signaling

(A) Quantification of conjugates of pDCs with cells infected by DENV or HCV versus uninfected cells by Image Stream X technology. Results of 6 independent
experiments are expressed as percentage of conjugates; n = 10,000 events per condition per experiment.

(B-1) Quantification of the duration of cell contacts between pDCs and DENV infected cells (B, D, F, and H), HCV replicating (rep) cells (C and G), uninfected (cont
cells) (B, C, E, F, G, and |) determined by live imaging with spinning-disc confocal microscopy (see details in STAR Methods). As indicated, the cocultures were
treated with TLR7 inhibitor (IRS661; 0.35 uM) (B and F), anti-«,_integrin blocking antibody (10 pg/mi) (D and H) or TLR7 agonist (IMQ; 20 uM) (E and I). Confocal
Z-stacks of cocultures of Dil stained-pDCs and GFP* infected or uninfected cells are acquired every 5 min. The cell contact is defined as Dil signal (pDCs)
apposed or merged with GFP signal of HCV- or DENV-infected cells or uninfected (cont) cells, as shown on Figure S6A. The results of 3-4 independent ex-
periments are presented by violin plots with dots representing the durations of the individual recorded contacts in each indicated experimental condition (B-E)
and displayed as percentages of contacts in the indicated time interval relative to the total number of examined pDC-infected cell contacts (F-I).
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Figure 7. TLR7-Mediated pDC Activation Potentiates Cell Polarity at the Contact
(A and B) Quantification of the =, integrin accumulation and «, integrin-ICAM-1 co-accumulation at the contact between pDCs and DENV (A) or HCV (B) infected
cells versus uninfected (cont) cells, analyzed as in Figures 2J-2L. Results are expressed as the percentage of indicated phenotype relative to the total number of
analyzed contacts; 4 (A; n > 62 analyzed contacts per condition) and 3 (B; n > 46) independent experiments; mean + SD.
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regulatory loop culminating in sustained contacts as well as
robust and localized IFN production. As such, the sensing mech-
anism by pDCs can be seen as a “relay switch:” a relatively small
initial “PAMP current” leads to a “high amperage” flow of
PAMPs via a functional platform for efficient PAMP transfer at
the contact sites resulting in a potent pDC-mediated antiviral
response.

TLR7-induced signaling is expected to induce a bifurcated
signaling: the transcriptional activators IRF7 and nuclear fac-
tor-kB (NF-kB), respectively leading to type | and Il IFNs and
other inflammatory cytokine response. One might hypothesize
that the autocrine or paracrine action of IFNs (and/or subse-
quently induced-ISGs or other cytokines) could potentiate the in-
terferogenic synapse. Alternatively, the signaling downstream of
TLR7, including the phosphorylation cascade might directly rein-
force cell polarity and contact (Olayioye et al., 2013; Park et al.,
2009; Saitoh et al., 2017).

Local Response to Viral Infection by pDCs
Systemic and massive productions of IFNs and other inflamma-
tory cytokines are known to be detrimental to the host, as they
correlate with systemic homeostatic dysfunction, including tis-
sue damage (e.g., increased vascular permeability in the context
of DENV) (Costa et al., 2013). Here, we uncovered that the orga-
nization of a functional territory in pDCs at the contact site with in-
fected cells is required for IFN-I production, thus implying that
this antiviral response is confined to the proximity of infected
cells. This is reminiscent of previous reports showing a pivotal
in vivo antiviral regulation by early pDC response, despite
undetectable or very transient and limited pDC-derived IFN-| at
systemic levels (Swiecki et al., 2010; Webster et al., 2018), thus
positioning pDC IFN-I secretion as a response likely confined to
the infected site. Therefore, the cell-contact-dependent robust
pDC response could have evolved in favor of the host fitness to
locally respond at the infected sites and thereby to thwart the
otherwise harmful systemic IFN and inflammatory responses.
Albeit not universal, the requirement for cell contact with in-
fected cells is increasingly recognized for pDC activation by a
large spectrum of genetically divergent viruses (Webster et al.,
2016). It is, therefore, likely that the interferogenic synapse that
we describe here for pDC response to DENV, ZIKV, and HCV
via distinct PAMP carriers, is also at play for pDC activation by
other viruses. Additionally, pDCs can participate in the priming
of both immunogenic and tolerogenic adaptive immunity, being
also increasingly recognized as pivotal mediators in pathogen-
esis of autoimmune diseases and cancers (Swiecki and Colonna,
2015). It is possible that the interferogenic synapse is of impor-
tance for pDC-mediated sensing in these other contexts.
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(C-L) Quantification of the co-clustering of PI(4,5)P>-PIP5Kle. (C, F, and I), PI(4,5)P,-EEA1 (D and G), clathrin-actin (J-L), «_integrin-clathrin (E), and high-affinity (open)
conformation ¢, B, integrin complex-EEA1 (H), as shown in Figures 4A-4L, 5, S5, and S7 in cocultures of pDCs with uninfected (cont) cells, or with cells infected by
DENV, ZIKV, or HCV or HCV rep cells, in the presence or not of TLR7 inhibitor (IRS661; 0.35 1M). Results are expressed as the percentage of the indicated phenotype
relative to the total number of analyzed pDCs in contact with infected cells; 3 (D, F, G, |, and L), 7 (J), 4 (C, E, H, and K) independent experiments; mean + SD.
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KEY RESOURCES TABLE
REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER
Antibodies
mouse anti-DENV E glycoprotein (clone 3H5) P. Despres (PIMIT, Université HA
de La Réunion-INSERM France)
mouse anti-DENV E glycoprotein (clone 4G2) P. Despres (PIMIT, Université N/A
de La Réunion-INSERM France)
mouse anti-HCV NS5A (clone 9E10) C. Rice (Rockefeller Université, N/A

mouse anti-dsRNA (clone J2)
mouse anti-integrin o, subunit (clone 38)

mouse anti-integrin B, I-like domain (m24 epitope)
mouse anti-ICAM-1 (clone LB-2)
mouse anti-E-Cadherin (SHE78-7)

mouse anti-L-selectin/CD62L (clone DREG55;
unconjuguated)

mouse anti-L-selectin/CD62L (clone 145/15;
Vioblue-conjugated)

mouse anti-actin (clone AC74)

rabbit anti-protein disulfide isomerase (PDI) (anti-P4HB,
HPA018884)

mouse anti-PI(4,5)P, (ab2335)
goat anti-PIP5Kla (C-17/sc-11774)
rabbit anti-clathrin (ab21679)
rabbit anti-EEA1 (ALX-210-239)

mouse PE or APC-conjugated anti-CD123 (clone AC145)
mouse APC-conjugated anti-BDCA-2 (clone AC144)
anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 488-fluorochrome
anti-rabbit IgG conjugated with Alexa 647-fluorochrome
anti-mouse IgG1 conjugated with Alexa 488-fluorochrome
anti-mouse IgG2a conjugated with Alexa 488-fluorochrome
anti-mouse IgG1conjugated with Alexa 555-fluorochrome
anti-mouse IgG2b conjugated with Alexa 555-fluorochrome
anti-mouse IgG conjugated with Alexa 594-fluorochrome
anti-mouse IgG2a conjugated with Alexa 647-fluorochrome
anti-mouse Ig (Human ads) conjugated with APC fluorochrome

New York, US)
Scicons
LSBio

Biolegend

BD Pharmingen
Life Technologies
Invitrogen

Miltenyi

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Abcam

Santa Cruz

Abcam

Enzo Life Sciences

Miltenyi

Miltenyi

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Southern Biotech

Cat# 10010200, RRID:AB_2651015

Cat# LS-C134275-100,
RRID:AB_10852892

Cat# 363402, RRID:AB_2564213
Cat# 559047, RRID:AB_397183
Cat# 13-5700, RRID:AB_2533022
Cat# BMS121, RRID:AB_10609216

Cat# 130-098-700, RRID:AB_2660505

Cat# A2228, RRID:AB_476697
Cat# HPA018884, RRID:AB_1854896

Cat# ab2335, RRID:AB_302989
Cat# sc-11774, RRID:AB_2164700
Cat# ab21679, RRID:AB_2083165

Cat# ALX-210-239/1-C100,
RRID:AB_2051338

Cat# 130-090-901, RRID:AB_244209
Cat# 130-090-905, RRID:AB_244165
Cati# A-11094, RRID:AB_221544
Cat# A-31573, RRID:AB_2536183
Cat# A-21121, RRID:AB_2535764
Cat# A-21131, RRID:AB_2535771
Cat# A-21127, RRID:AB_2535769
Cat# A-21147, RRID:AB_2535783
Cat# A-21203, RRID:AB_2535789
Cat# A-21241, RRID:AB_2535810
Cat#1012-11

Virus strain
HCV JFH1 strain Zhong et al., 2005 N/A
DENV-2 strain New Guinea C (NGC) (AF038403) Kroschewski et al., 2008 N/A
ZIKV from Brazil (PE243_KX197192) Dr A.Kohn (MRC-University of N/A
Glasgow Centre for Virus
Research, UK); Donald et al., 2016
ZIKV H/PF from French Polynesia (H/PF/2013_KJ776791.1) European Virus Archive (EVA) N/A
Influenza A Virus (FIuAV, H1N1/New Caledonia/2006) Dr V. Lotteau (CIRI, Lyon, France); N/A
de Chassey et al., 201
Biological Samples
Blood or cytapheresis units from healthy adult human volunteers ~ “Etablissement Francais du N/A

sang” (EFS)
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Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Latrunculin B (Lat B) Sigma-Aldrich Cat# L5288, CAS:76343-94-7
Arp2/3 complex inhibitor | (CK-666) Merck Millipore Cat# 182515, CAS:442633-00-3
CDC42 inhibitor (ML141) Sigma-Aldrich Cat# SML0407, CAS:71203-35-5
Chlorpromazine Sigma-Aldrich Cat# C8138, CAS:69-09-0
Dynasore Sigma-Aldrich Cat# D7693, CAS:1202867-00-2
Imiquimod Invivogen Cat# tIrl-imgs, CAS:99011-78-6

Vybrant cell-labeling solution (CM-Dil)
CellTrace Violet cell Proliferation kit (CTV)
poly-L-lysin (P6282)

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
Penicillin-Streptomycin

L-Glutamine

MEM Non-Essential Amino Acids Solution

Life Technologies
Life Technologies
Sigma-Aldrich

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies

Cati# V22888, CAS:180854-97-1
Cat# C34557

Cat# P6282, CAS:25988-63-0
Cat# 10566016

Cat# 15140122

Cat# A2916801

Cat# 11140050

Critical Commercial Assays

VeriKine Human Interferon Alpha Multi-Subtype ELISA Kit
DIY Human IFN Lambda 1/2/3 (IL-29/28A/28B) ELISA
VeriKine Human Interferon Beta ELISA Kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
BDCA-4-magnetic beads

PBL Interferon Source
PBL Interferon Source
PBL Interferon Source
Life Technologies

Life Technologies
Miltenyi

Cat# 41105-2
Cat# 61830-1
Cat# 414101
Cat#4368813
Cat# A25742
Cat# 130-090-532

Experimental Models: Cell Lines

Human hepatoma cell line

Nakabayashi et al., 1982

Huh-7.5.1 (RRID:CVCL_E049)

Huh-7.5.1¢2 cells that harbor the JFH-1 subgenomic replicon Kato et al., 2003 N/A
Oligonucleotides
IRS661 (5-TGCTTGCAAGCTTGCAAGCA-3’) synthesized on a N/A

phosphorothioate backbone

(Decembre et al., 2014)

Recombinant DNA

lentivirus-based vector expressing shRNA against
ICAM-1 (TRCN0000372477, target sequence:
GCCCGAGCTCAAGTGTCTAA)

Sigma-Aldrich

Cat# SHCLNV-NM_000201

Softwares and Algorithms

R Statistical Computing Software
Image J software (Fiji)

IMARIS software

IDEAS software

INSPIRE software

Flow Jo software
StepOne Software

GNU General Public License

NIH
Bitplane
Amnis

Amnis

FlowJo LLC
Life Technologies

https://www.r-project.org/
http://imagej.net/Fiji
http://www.bitplane.com/
https://www.luminexcorp.com/
imaging-flow-cytometry/
https://www.luminexcorp.com/
imaging-flow-cytometry/
https://www.flowjo.com/

https://www.thermofisher.com/fr/fr/
home/technical-resources/software-
downloads/StepOne-and-
StepOnePlus-Real-Time-PCR-
System.html

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Dr. Marléne

Dreux (marlene.dreux@ens-lyon.fr).
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EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Cell Lines and Primary Cell Cultures

Huh7.5.1, Huh-7.5.1c2 cells and Huh-7.5.1¢c2 cells (male) that harbor the JFH-1 subgenomic replicon (HCV rep cells) (Kato et al.,
2003) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Life Technologies) supplemented with 10% FBS, 100 units
(U)/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine and non-essential amino acids (Life Technologies) at 37°C/5% CO»
(Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2012).

The pDCs were isolated from blood or cytapheresis units from healthy adult human volunteers which was obtained from the
‘Etablissement Frangais du Sang’ (EFS; Auvergne Rhéne Alpes, France) under the convention EFS 16-2066 and according to pro-
cedures 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 within the same range for all donors (Decembre et al., 2014). PBMCs 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 (Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2012). The typical yields of PBMCs and pDCs were
500-800x10° and 1-2x10° cells, respectively, with a typical purity of >95% pDCs. Isolated pDCs were maintained in RPMI 1640
medium (Life Technologies) supplemented with 10% FBS, 10 mM HEPES, 100 units/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2 mM
L-glutamine, non-essential amino acids and 1 mM sodium pyruvate at 37°C/5% COs.

The down-regulation of ICAM-1 in huh7.5.1 cells was achieved using lentivirus-based vector expressing shRNA against ICAM-1
(TRCNO0000372477, target sequence: GCCCGAGCTCAAGTGTCTAAA, Sigma-Aldrich), produced using 293T cells (female), as we
previously described (Dreux et al., 2012). Cells were transduced 4 days prior to infection by DENV for 48 hours and followed by
coculture with pDCs.

Preparation of Viral Stocks and Infections
Viral stocks of HCV JFH1 strain (Zhong et al., 2005) and the prototypic DENV-2 strain New Guinea C (NGC) (AF038403) (Kroschewski
etal., 2008) were produced as previously described (Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2012). The clinical isolate of epidemic strains
of ZIKV including from Brazil (PE243_KX197192) (Donald et al., 2016) and H/PF from French Polynesia (H/PF/2013_KJ776791.1)
obtained from the European Virus Archive (EVA) were amplified using Vero cells (female). Huh7.5.1 cells were infected by DENV
or ZIKV (MOI of 1) and Huh-7.5.1c2 cells by the cell-culture adapted HCV JFH-1 virus (MOI of 1) (Decembre et al., 2014; Dreux
et al., 2012) 48 hours prior to co-culture with isolated pDCs.

Viral stocks of Influenza A Virus (FIuUAV, H1N1/New Caledonia/2006) were produced as previously described (de Chassey et al.,
2013) and kindly provided by Dr V. Lotteau (CIRI, Lyon, France).

Reagents

The antibodies used for imnmunostaining were mouse anti-DENV E glycoprotein (hybridoma, clone 3H5 and 4G2) kindly provided
by P. Despres (PIMIT, Université de La Réunion-INSERM France); mouse anti-HCV NS5A (clone 9E10) kindly provided by C. Rice
(Rockefeller University, New York, US); mouse anti-dsRNA (clone J2; Scicons); mouse anti-integrin ¢, subunit (clone 38; LSBio);
mouse anti-integrin B, I-like domain, i.e., high-affinity conformation - m24 epitope (Biolegend); mouse anti-ICAM-1 (clone LB-2;
BD Pharmingen); mouse anti-E-Cadherin (SHE78-7; Life Technologies); mouse anti-L-selectin/CD62L (unconjuguated clone
DREGS55; Invitrogen and Clone 145/15; Vioblue-conjugated; Miltenyi); mouse anti-actin (clone AC74; Sigma-Aldrich); rabbit anti-pro-
tein disulfide isomerase (PDI) (anti-P4HB, HPA018884, Sigma-Aldrich); mouse anti-PI(4,5)P, (ab2335, Abcam); goat anti-PIP5Kla
(reference C-17/sc-11774, Santa Cruz); rabbit anti-clathrin (ab21679, Abcam); rabbit anti-EEA1 (ALX-210-239, Enzo Life Sciences);
pDC specific markers: mouse PE or APC-conjugated anti-CD123 (clone AC145, Miltenyi), mouse APC-conjugated anti-BDCA-2
(AC144; Miltenyi) and Alexa-conjugated secondary antibodies for confocal analysis (Life Technologies) and APC-conjugated sec-
ondary antibodies for FACS analysis (Southern Biotech).

The inhibitors used were Latrunculin B (Sigma-Aldrich); Arp2/3 complex inhibitor | (CK-666, Merck Millipore); CDC42
inhibitor (ML141, Sigma-Aldrich); chlorpromazine (CPZ, Sigma-Aldrich), dynasore (Sigma-Aldrich); TLR7 inhibitor IRS661
(5’-TGCTTGCAAGCTTGCAA GCA-3’) synthesized on a phosphorothioate backbone (Decembre et al., 2014).

The other reagents were TLR7 agonist (Imiquimod; IMQ; Invivogen); Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences); Fc Blocking
solution (MACS Miltenyi Biotec); ELISA kits (PBL Interferon Source) for the specific detections of IFNa, IFNB and type Ill IFNs
(including IL-29/28A/28B); 96-Well Optical-Bottom Plates and Nunc UpCell 96F Microwell Plate (Thermo Fisher Scientific); 96-well
format transwell chambers separated by a 0.4 mm membrane (Corning); Vybrant cell-labeling solution (CM-Dil, Life Technologies);
CellTrace Violet cell Proliferation kit (Life Technologies); Hoescht and Fc receptor blocking reagent (MACS Miltenyi Biotec); cDNA
synthesis and qPCR kits (Life Technologies); poly-L-lysin (P6282, Sigma-Aldrich).

METHOD DETAILS

Immunostaining and FACS Analysis
Surface immunostainings were performed on freshly isolated pDCs, DENV infected and uninfected Huh-7.5.1 cells and cocultured
cells that were harvested and resuspended using 0.48 mM EDTA-PBS solution. Surface adhesion molecules were detected by a
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30-minute incubation at 4°C with 5 pg/mL of mouse anti-o integrin (clone 38); mouse anti-ICAM-1 (Clone LB-2); mouse
anti-E-cadherin (clone SHE78-7); Vioblue-conjugated mouse anti-L-selectin/CD62L (clone 145/15) diluted in staining buffer
(PBS - 1% FBS), followed by PBS washes. For «, integrin, ICAM-1 and E-cadherin detection, cells were incubated for 20 minutes
with APC-conjugated-anti-mouse antibody diluted in staining buffer (2 pg/mL) and cells were fixed in PFA4% (20 minutes, 4°C).
Flow cytometric analysis was performed using a BD FACS Canto Il, and the data were analyzed with Flow Jo software (Tree Star).

Co-culture Experiments

Unless otherwise indicated, 10* pDCs were co-cultured with 2x10* infected cells or uninfected parental cells in a 200 pl final volume
in 96-well round-bottom plates incubated at 37°C/5% CO,. Eighteen to twenty hours later, cell-culture supernatants were collected
and the levels of IFNa and, when indicated, IFNS and type Il IFNs, were measured using a commercially available specific ELISA kit
(PBL Interferon Source) following the manufacturer’s instructions. To optimize the pDC response to HCV replicating (SGR) cells,
2x10* pDCs were co-cultured with 10° cells for 22-to-24 hours.

Viral Spread Assay

5x10e4 GFP* uninfected cells and 5x10e4 GFP" cells, that were infected by DENV or ZIKV, as indicated, for 48 hours prior to
coculture, were cocultured with 2x10e4 pDCs and incubated for 48 hours. When indicated, the cocultures were treated by anti-o,
integrin at 10 ug/mL. The levels of the viral spread from infected cells (GFP") to uninfected cells (GFP*) during coculture were deter-
mined by FACS analysis of the frequency of infected cells in the GFP* cell population. Similar detection in GFP™ populations
demonstrated the inhibition of viral replication during coculture. The infected cells were detected by immunostaining of dsRNA, a
marker of viral replication. Briefly, after 48 hours of coculture, cells were fixed with 4% PFA, followed by PBS washes and a perme-
abilization step with 90% methanol/10% PBS for one-hour incubation at 20°C. The mouse anti-dsRNA (clone J2; Scicons) was
diluted at 1 pg/mL staining buffer (PBS - 1% FBS) and added to the cells for one-hour incubation at 4°C. After PBS wash, cells
were incubated with anti-mouse IgG2a conjugated with Alexa 647-fluorochrome and diluted staining buffer with 30-minute incuba-
tion at 4°C. Flow cytometric analysis was performed using a BD FACS Canto Il, and the data were analyzed with Flow Jo software
(Tree Star).

Imaging Combined with Flow Cytometry Analysis

Huh 7.5.1c2 cells were transduced with lentiviral based vector pseudotyped with VSV glycoprotein to stably express GFP, as previously
described (Decembre et al., 2014; Dreux et al., 2009). Forty-eight hours prior co-culture with pDCs, GFP-expressing Huh 7.5.1¢c2 cells
were infected by HCV or DENV as above-described. After immuno-isolation, pDCs were stained by using CellTrace Violet Cell Prolif-
eration kit (Life Technologies) by 20-minute incubation at 37°C in the dark. Labeled pDCs were then spinned down and resuspended
into pDC coculture medium. 10° GFP-expressing HCV/DENV infected or uninfected cells were co-cultured with 4 x 10* pDCs in
low-adherence micro-plate designed for cell harvesting by temperature reduction (Nunc UpCell 96F Microwell Plate from Thermo
Scientific) for 4-5 hours at 37°C in presence or not of inhibitor, as indicated. The co-cultured cells were detached and harvested
by 20-minute incubation at room temperature. After 2% PFA fixation, cells are washed twice with staining buffer (PBS - 2% FBS).
Co-cultured cells were analyzed by Image Stream X technology (Amnis) at magnification x40 using IDEAS software. The cell population
defined as pDC/HCV-infected or uninfected cell conjugates comprises conjugates of at least one CellTrace Violet (CTV) positive cell
and at least one GFP positive cell among the total of CTV positive cells, GFP positive cells and conjugates. The cell populations
were sorted by using masks (IDEAS software) to eliminate cells not in focus and/or with saturating fluorescent signal, conjugate pop-
ulation was further selected by with Area dilate IDEAS mask (i.e., double fluorescent signal without overlay) and then sorted based of
cell size of the positive cells (i.e., fluorescent signal area). Post-cell sorting, the accuracy of the gated cell populations in regards to the
defined criteria was controlled by a visual inspection of the individual pictures in the gated cells population (Figure S1D).

Immunostaining for Confocal Analysis

After immuno-isolation, 4x10% pDCs were stained by using either 0.5 uM Vybrant cell-labeling solution (CM-Dil, Life Technologies)
by successive incubations for 10 and 15 minutes at 37°C and 4°C, respectively or CellTrace Violet cell Proliferation kit (Life
Technologies) as above-described. Labeled pDCs were washed twice with PBS and then co-cultured with 2x10* DENV infected
Huh7.5.1 cells or HCV infected Huh7.5.1c2 cells at 37°C for 4-5 hours, in a 96-Well Optical-Bottom Plate pre-coated with
8 ng/mL poly-L-lysin for 30-minute incubation at 37°C. A longer incubation time (i.e., 7-8 hours) was preferred for analysis of cla-
thrin/actin and EEA1/PI(4,5)P, in HCV cells, as a pilot experiment suggested that the polarization of endocytic components is slightly
higher at this time point. After 4% PFA fixation and three PBS washes, immunostainings were performed without additional
permeabilization step, as previously (Decembre et al., 2014; Meertens et al., 2012). After blocking step (PBS 3% BSA), primary anti-
body antibodies were diluted in 3% BSA-PBS and added to the cell for one-hour incubation at room temperature. Primary antibodies
used in this study include mouse anti-actin (20 pg/mL); rabbit anti-PDI (2 pg/mL); mouse anti-Pl(4,5)P, (20 ng/mL); goat anti-PIPK1a
(4 pg/mL); rabbit anti-clathrin (2 pg/mL); rabbit anti-EEA1 (2 pg/mL); mouse anti-ICAM-1 (10 pg/mL); mouse anti-o,_integrin subunit
(clone 38 LSBio at 5 ng/mL); mouse anti-integrin B, I-like domain, i.e., high-affinity (open) conformation of «, 8, integrin complex
(Nordenfelt et al., 2016; Salas et al., 2006; Sen et al., 2018) (clone m24 at 5 png/mL); APC-conjugated mouse anti-CD123 (clone
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AC145 at 5 pg/mL). After three washes with PBS, cells were incubated with the appropriate anti-mouse, rabbit or goat
antibody [conjugated with Alexa 488-, 555- or 647-fluorochrome] or Alexa-conjugated antibody against specific mouse isotypes
[i.e., anti-lgG1 for detection of m24 epitope of . B, integrin complex and anti-lgG2a for detection of the integrin o, subunit] at
2 pg/mL in 3% BSA-PBS and add to the cells along with Hoechst diluted at 1:1000 (Molecular Probes) for one-hour incubation at
room temperature. After three gentle 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); results were validated in a
“double-blind” set-up. IMARIS (Bitplane Inc.) software package with coloc tools was used for the 3D-reconstructions of the consec-
utive Z-stacks.

Live Imaging of Coculture

Huh 7.5.1c2 cells were transduced with lentiviral based vector to stably express GFP and infected, or not, with HCV or DENV 48 hours
before co-culture, as above described. GFP-expressing DENV infected cells or HCV replicating cells and corresponding uninfected
control (cont) cells were seeded (2x10* cells per well) in a 96-Well Optical-Bottom Plate pre-coated with poly-L-lysin (30-minute
incubation at 37°C with 8 pg/mL poly-L-lysin). Isolated pDCs were stained with Vybrant cell-labeling solution (CM-Dil, 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 (as illustrated in Figure S6) were performed using projection of Z-stacks with maximal intensity (i.e., about 3-to-5
selected Z-stacks per fields out of 15 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 calculations of cell
positions for the motion graphs were performed using Trackmate plug-in of Image J software. The representation with violin
plots were obtained using R software environment for statistical computing and graphics, version 3.3.2. The results of Figures
S6L and S6M were obtained by 10-hour records in similar condition (37°C, 5% CO2) of the isolated pDCs (stained by CellTracker
Red CMTPX fluorescent dye) in absence of other cells. The pDC velocities were determined by using Trackmate plug-in of Image
J software.

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., 2012). The efficiency of RNA extraction and reverse transcription-
real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was controlled by the addition of carrier RNAs encoding Xef1a. (xenopus transcription factor
1a) in vitro transcripts in supernatants diluted in GTC buffer. DENV, HCV and ZIKV RNA, Xef1a and intracellular glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels were determined by RT-gPCR 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, HCV and ZIKV RNA levels were normalized for
Xef1a and GAPDH RNA levels, respectively.

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-HCV NS5A and anti-E glycoprotein specific immunofluorescence for HCV, DENV (clone 3H5), ZIKV
(clone 4G2), as previously described (Decembre et al., 2014; Dreux 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 15 minutes and incubated for 1 hour with mouse anti-HCV NS5A (clone 9E10) diluted at 1:500 or mouse anti-DENV
E glycoprotein (clone 3H5 or 4G2) 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 pg/mL) and Hoechst dye in PBS containing 1%
BSA. Percentage of NS5A-positive and E-positive cells cells was determined using Zeiss Axiovert 135 or Olympus CKX53
microscopes.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Data are presented as the mean values + standard deviation (SD). The figure legends report the number of independent experiments.

Statistical analysis was performed using R software environment for statistical computing and graphics, version 3.3.2. For levels of
IFNa. productions, viral RNA levels, viral titers and cell surface expression, the values were considered relative to untreated refer-
ences for each independent experiment and analysis using an one-way ANOVA on ranks (Kruskal—Wallis test). When the test
was significant, we used the Nemenyi post hoc test for multiple comparisons of mean rank sums to determine which contrast(s) be-
tween individual experimental condition pairs was significant. For the statistical analysis of polarization of structure/component at
contact (assessed by confocal microscopy analysis), the distribution of the analyzed pDCs in contact with infected cells that present
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co-clusters at the contact (without or with additional cluster outside contact) versus no co-cluster at contact (without or with cluster
outside contact) were compared using Fisher’s exact test for count data. Similar results were obtained when using the test for
equality of proportions. Statistical analysis of viral transmission from GFP™ infected cells to GFP* uninfected cells was performed
using one-way ANOVA, followed by Tukey multiple comparisons of means. The results of imaging flow cytometry (using Image
Stream X technology) were analyzed using the Wilcoxon Unpaired test. For statistical analysis of the duration of contact (assessed
by live-imaging using spinning-disk confocal microscopy analysis), a test for pairwise equality of proportions was applied to
determine whether the duration of contact depends on the experimental conditions by comparing the frequency of the indicated
time lengths. Data considered significant demonstrated adjusted p-value by False Discovery Rate (FDR) less than 0.05.
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Supplementary Figure Legends

Figure S1, related to Figure 1. Surface expression of adhesion molecules and impact of
their inhibition on pDC IFNa production and the frequency of pDC-infected cell
conjugates. (A) FACS analysis of adhesion molecule expression at the cell surface of pDCs,
and/or donors cells i.e., DENV infected and uninfected (cont) Huh7.5.1 cells. Upper panels,
representative histograms with unstained cells or stained only with secondary antibody as
reference for immunostained L-selectin or E-cadherin/ow integrin /ICAM-1, respectively, in
grey. Lower panel, results are presented as fold-increase of surface expression relative to
unstained cells or stained only with secondary antibody; 5-7 independent experiments;
geomean fold-increase + standard deviation (SD). (B) Results of Figure 1A presented as
absolute values. Upper panel, quantification of IFNa (expressed as pg/ml) in supernatants of
pDCs cocultured with DENV infected cells, treated or not with blocking antibodies (at 10
pg/ml) against the indicated targets. Lower panels, paralleled quantification of the
intracellular and extracellular viral RNA levels and infectious virus production by infected
cells in absence of pDC, expressed as genome equivalent (GE) per pg of total RNA or mL of
supernatants and foci forming unit (ffu) per mL of supernatants, respectively. The detection
limits of the assays are 20 pg/mL for IFNa; 1000 GE for RT-qPCR and 200 ffu for infectivity.
The statistical significances are indicated with p values, when < 0.05. Of note, no significant
difference for the levels of intracellular and extracellular DENV RNA and infectivity. (C)
Quantification of IFNa in supernatants of pDCs cocultured with DENV infected cells, treated
or not with blocking antibodies against ov integrin or [ICAM-1, at the indicated concentration.
The intracellular and extracellular viral RNA levels and infectious virus production by
infected cells (in absence of pDC) treated with blocking antibodies were analyzed. Results are

presented as absolute values and detection limits as in panel B; mean + SD; p value < 0.05 are



indicated; n=4-7 independent experiments. Of note, no significant difference for the levels of
intracellular and extracellular viral RNA and infectivity. (D) DENV infected Huh7.5.1 cells,
which stably express GFP marker (green) were cocultured with pDCs for 4-5 hours. pDCs are
detected by staining with CellTrace Violet Cell Proliferation solution prior to coculture
(purple). Representative pictures of the cell populations gated as conjugates between pDCs
and GFP* DENV infected cells (upper panel) as well as single cell populations (lower panels).
Panels, as displayed from the left to the right: Bright field; GFP field; CellTrace-stained pDC
field and Merge. Of note, we did not observe any cell double positive for GFP and CellTrace
Violet Cell Proliferation for 5071 pDC-infected cell conjugates (7 independent experiments
with visual validation), thus assessing the absence of cytosolic mixing between the infected
cells and pDCs. Visual examination of the individual images (n=4379) from the population

gated as conjugates also validated a purity of the cell population over 93%.

Figure S2, related to Figure 2. Accumulation of opf: integrin is observed at
pDClinfected cell contacts, but not in absence of contact. (A-B) Confocal microscopy
imaging of immunostained ov integrin (green) and CD123 (purple) in co-cultures of pDCs
(stained by the lipophilic dye Dil prior coculture; red; star mark *) and DENV infected cells
(#) for 4-5 hour incubation, nuclei stained with Hoechst (blue), as in Figure 2A-B, with
detection of ar integrin and CD123 projected on the phase contrast imaging (A) and
magnification of two consecutive Z-stacks of yellow-boxed pDC (B). (C-D) Confocal
microscopy imaging of immunostained high-affinity (open) conformation of orf2 integrin
complex (m24 epitope; green) in cocultures of pDCs (Dil stained; red; *) and DENV infected
cells (#), 4-5 hour-incubation, nuclei (Hoechst, blue), displayed as in Figure 2D-E. (E-F)
Confocal microscopy imaging of immunostained oL integrin (green) in absence of contact of

pDCs (*) with infected cells, displayed as in panels A-B.
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Figure S3, related to Figure 3. pDC-mediated IFN-VIII production and inhibition of
viral propagation in response to contact with HCV- and ZIKV-infected cells. (A) Results
of Figure 3A presented as absolute values of the quantification of IFNa in supernatants of
pDCs cocultured with HCV-infected cells, treated or not with blocking antibodies against oL
integrin and ICAM-1 at the indicated concentration and of the levels - in absence of pDC - of
intracellular and extracellular viral RNA and infectious virus production by infected cells.
Results are expressed as in Figure S1B-C with same detection limits; p values < 0.05 are
indicated. Of note, no significant difference for the levels of intracellular and extracellular
viral RNA and infectivity. (B) Impact of inhibitors of clathrin-mediated endocytosis including
chlorpromazine (CPZ; 14 uM) and dynamin inhibitor (dynasore; Dyn; 100 uM), or of actin
polymerization (latrunculin B; Lat B; 1 uM), as previously described (Decembre et al., 2014).
Quantification of IFNa in supernatants of pDCs cocultured with ZIKV infected Huh-7.5.1
cells, treated as indicated (upper panel). The intracellular and extracellular viral RNA levels
(middle panel) and extracellular infectious virus production (lower panel) by ZIKV infected
cells were analyzed in absence of pDC with treatment conditions similar to the analysis of
IFNo.Jproduction in cocultures. Results are expressed as in panel A; mean + SD; 4-5
independent experiments. (C) Results of the absolute values relative to Figure 3E-G and
expressed as in panel A. (D) FACS analysis of ICAM-1 expression at the surface of cells
infected by DENV, ZIKV, HCV and uninfected (cont) Huh-7.5.1 cells. Results are presented
as fold-increase of surface expression relative to the corresponding cells stained only with
secondary antibody, as reference; 4-5 independent experiments; geomean * SD; no significant
different (p value > 0.05) using Kruskal-Wallis rank test. (E) Quantification of IFNf and type
IIT IFNs (IL-29, IL-28A and IL-28B) in supernatants of pDCs cocultured with ZIKV infected

cells and treated with blocking anti-or integrin, as indicated. (F) FACS analysis of viral



transmission from GFP- ZIKV infected cells to GFP* uninfected cells when cocultured, or not,
with pDCs for 48 hour-incubation and in presence of anti-ow integrin (10 pg/ml), as indicated.
ZIKV infected cells are detected by immunostaining of the dsRNA viral marker. Results
presented as dot plots are representative of 5 independent experiments, related to Figure 3H.

The frequency of the cell populations is indicated as percentage on the dot plot.

Figure S4, related to Figure 4. Actin network polarizes at contact and is required for
pDC response. (A) Confocal microscopy imaging of immunostained actin (purple) and ER
marker PDI (green) in co-cultures of pDCs (Dil stained; *) and HCV SGR replicating
Huh7.5.1c2 cells (HCV rep cells; #), 4-5 hour-incubation; nuclei (Hoechst; blue). Detection of
actin and PDI projected on the phase contrast imaging, two successive confocal stacks with
magnified yellow-boxed pDC. (B) Quantification of the frequency of pDCs with clustering of
actin or PDI at contact in cocultures treated, or not, with actin polymerization inhibitor
(Latrunculin B; Lat B; 1 uM). Results are expressed as the percentages of analyzed pDCs in
contact with HCV rep cells (B; n>25 analyzed contacts per experimental conditions) (C)
Confocal microscopy imaging of immunostained actin (purple) and the ER marker PDI
(green) in co-cultures of pDCs (Dil stained; *) and HCV infected cells (#), 4-5 hour
incubation; nuclei (Hoechst, blue). Image displayed as in panels A. (D) Quantification of the
frequency of pDCs with clustering of actin (purple) or PDI (green) at the contact site in
cocultures of pDCs and HCV infected cells. Results are expressed as the percentages of
analyzed pDCs in contact with HCV infected cells (D; n>31 analyzed contacts); 3
independent experiments; mean + SD; p value as indicated. (E-G) Results presented as
absolute values relative to Figure 4M-0. The detection limits of the assays are 20 pg/mL for
IFNo. and 1000 GE for RT-qPCR. (H) Quantification of pDC-infected cell conjugates by

Image Stream X technology. pDCs cocultured with GFP* HCV infected or replicating (rep)
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cells for 4-5 hours in presence or not actin polymerization inhibitor (Lat B; 1 M) as in panel
B. Results of 5 (HCV inf cells) and 1 (HCV rep cells) independent experiments expressed as
percentage of conjugate; mean + SD; n=10 000 events per condition and per experiment; p
value as indicated. (I-L) Quantification of IFNa in supernatants of pDCs cocultured with
DENYV infected (I) or HCV replicating (rep) cells (J, L) and HCV infected cells (K) that were
treated or not with CDC42 inhibitor (ML141; at indicated concentrations) or actin
polymerization inhibitor (Lat B; 1 uM). The intracellular and extracellular viral RNA levels
were analyzed for infected/replicating cells similarly treated with inhibitors, in absence of
pDC. Results are expressed as absolute values as in panels E-G; mean + SD; n=3-6
independent experiments (I-J) and n=4 independent experiments (K-L); p value indicated

when < 0.05; the arrays indicate non-detectable.

Figure S5, related to Figure 5 and 7. Co-clustering of regulators of actin network and
endocytosis machinery at the contact. (A-B) Confocal microscopy imaging of
immunostained EEA1 (green) and PI(4,5)P2 (purple) in cocultures of pDCs (Dil-stained, *)
and HCV infected cells; nuclei (Hoechst) projected on the phase contrast imaging (A) and two
successive confocal stacks with magnified yellow-boxed pDC (B). (C-F) Confocal
microscopy imaging of immunostained clathrin (green) and actin (purple) in cocultures of
pDCs (Dil-stained, *) and HCV infected cells (C-D) or DENV infected cells (E-F); nuclei
(Hoechst). Representative detection of actin and clathrin projected on the phase contrast

imaging (C, E) and two successive confocal stacks with magnified yellow-boxed pDCs (D, F).

Figure S6, related to Figure 6. Regulation of the long-lasting contacts of pDCs with
infected cells by a1 integrin and TLR7-induced signaling. (A) Representative live imaging

of Dil stained-pDC (red) cocultured with GFP* DENV infected cells (green) analyzed using



spinning disc confocal microscopy. Results are presented as a series as 5 min interval imaging,
i.e., projection of confocal Z-stacks; motion tracking of pDCs indicated by yellow line; red-
colored frames corresponding of time of the pDC-infected cells contact. (B-F) Motion
tracking graphs of 10 pDCs cocultured with DENV infected cells (B), with uninfected (cont)
cells (C), with DENV infected cells in the presence of TLR7 inhibitor (IRS661; 0.35 uM) (D),
with DENV infected cells in the presence of anti-ar integrin blocking antibody (10 pg/ml) (E)
and with uninfected (cont) cells in the presence of TLR7 agonist (IMQ; 20 uM) (F). Time-
lapse images were processed using Trackmate plug-in of Image J software, and
position/motion of each individual tracked pDC reported on the graph. (G) Schematic
representation of the experimental timelines for the kinetic analyses of cell conjugate
frequency between pDCs and DENV infected cells (left schema) and the impact of anti-oL
integrin (ab) when added at various times of coculture (right schema). (H) Left bars, kinetic
analysis of the frequency of conjugate between pDCs and DENV infected cells at 30 min, 2
and 4 hours post-coculture, as indicated. Right bars, kinetic analysis of the inhibition of cell-
cell conjugate by anti-ar integrin added at the indicated time-points i.e., pre-incubation for 20
min with pDCs versus 30 min, 2 hours post-coculture and harvested at 4 hours post-culture
for analysis by Image Stream X technology. Results of 4 independent experiments expressed
as percentage of conjugate; mean + SD; n=10 000 events per condition and per experiment; p
values as indicated. (I) Quantification of IFNa production (pg/ml) by pDCs cocultured with
DENYV infected cells in the presence anti-oL integrin, added at the indicated time points, and
harvested at 16 hours post-coculture. (J) Quantification of conjugates between pDCs and
uninfected cells in the presence, or not, of TLR7 agonist (IMQ; 20 uM) and in comparison
with DENV infected cells, in 4-5 hour-coculture and analyzed by Image Stream X technology.
Results of 5 independent experiments expressed as percentage of conjugate; mean + SD; n=10

000 events per condition; p-value as indicated. (K) Determination of the contact number per
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pDCs (i.e., included when contact is observed for n>2 successive imaging) in the course of
live-imaging of the coculture presented in Figure 6B and 6F; mean + SD; n=112 pDCs
cocultured with cont cells; n=103 pDCs with DENV cells and n=90 pDCs with DENV cells
treated by TLR7 inhibitor. (L-M) Analysis of the velocity of pDCs (stained with Dil) treated
or not with TLR7 agonist (IMQ; 20 uM) and in absence of other cells. (L) Representation of
pDC velocities in a 10-hour recording are shown with color-scale from red (i.e., maximum;
5.2 pum/min) to blue (i.e., minimum; 0.07 pm/min). Analyses were performed using
Trackmate plug-in of Image J software. (M) Dot plot representation of the average of velocity
in 1 hour-timeframe for individual pDC. Means are indicated as black bar; n=3 independent

experiments; no statistical difference was determined by Student T test.

Figure S7, related to Figure 7. Surface expression of ai. integrin on cocultured pDCs and
imaging of co-clustering of the adhesion complex and vesicular trafficking components
at the contact. (A-B) FACS analysis of immunostained ov integrin at the cell surface of
pDCs cocultured with DENV infected Huh7.5.1 cells versus uninfected (cont) cells for 4-5
hours. Results are presented with representative histogram (A) and quantification of the
surface expression (B), expressed as fold-increase of geomean relative to cells stained only
with secondary antibody; geomean + SD; n=3 independent experiments. (C) Representative
confocal microscopy imaging of immunostained ar integrin (green) and clathrin (purple) in
cocultures of pDCs (stained with CellTrace violet; CTV; *) and DENV infected cells (#);
nuclei (Hoechst); detection of oL integrin/clathrin projected on the phase contrast imaging
(left panels); two successive confocal stacks with magnified yellow-boxed pDC (middle
panels) and 3D-reconstruction of consecutive Z-stacks of the blue-boxed view (right panel).
(D) Representative confocal microscopy imaging of immunostained high-affinity (open)

conformation of orP2 integrin complex (i.e., m24 epitope, green) and the early endosome



EEA1 marker (purple) in cocultures of pDCs (Dil-stained; red) and DENV infected cells;
nuclei (Hoechst); displayed as in panel C. (E) Representative confocal microscopy imaging of
immunostained clathrin (green) and actin (purple) in cocultures of pDCs (Dil-stained, *) and
ZIKYV infected cells (#); nuclei (Hoechst); displayed as in panel C.
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infected cells by the plasmacytoides dendritics and antiviral response

Séverin Coléon', Décembre Elodie!, Hardy Emilie!, Dreux Marléne!

1 CIRI, Inserm, U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS, UMR5308, Ecole Normale
Supérieure de Lyon, Univ Lyon, Lyon F-69007, France

Abstract

Plasmacytoid dendritics cells (pDCs) are a major type | 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
alLP2 integrin-ICAM-1 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.

Page 94



Introduction

Type | 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-1 (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-1 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
iISYN and potentiate pDC response and the contribution of the autocrin/paracrin action of IFN-I
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Results

Type | IFN produced upon pDC activation potentiate the contact and response of pDCs against
DENYV infected cells.

First, we hypothesized that the feedforward regulation of the iISYN 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 pDCl/infected cells
coculture, referred to as ccSN can increase cell-contact and pDC response when applied to another
pDClinfected 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-a 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 IFNa 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, NFkB-mediated production of pro-inflammatory cytokines (Webster
et al., 2018). Therefore, we tested the contribution of type | 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 IFNa production by ccSN, since
the levels of IFNa were reduced to those observed in absence of ccSN (Figure 1B). These results

suggested that the enhancement of pDC IFNa production by ccSN is, primarily mediated by IFN-I.

Consistently, we showed that addition of recombinant IFNB was sufficient to increase pDC IFNa
production at a level comparable to ccSN (Figure 1B). Of note, the addition of anti-IFNAR antibody,
in absence of ccSN did not reduce IFNa 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 etal., 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 IFNf 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 IFNP treatment on pDCs contacts and response. As
expected, IFNa mRNA and secreted IFNa protein were detected when pDCs were cocultured with
uninfected cells (Cont.) (Figure 1D and 1E). The levels of IFNa mRNA increased over time when
pDC were cocultured with DENV infected cells and was enhanced by addition of IFNf (Figure 1D).
The secreted IFNa was detected at 3 hours of coculture between pDCs and DENV infected cells, only
when treated with recombinant IFNB (Figure 1E). The difference of IFNa mRNA level with or
without IFN 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 IFNa protein and mRNA levels observed at 5 hours, addition of IFNB increase the
frequency of conjugates only enhanced at 3 hours of coculture (Figure 1F). This restricted window of
potentiation by exogenous IFN, likely suggests that at later time point endogenous IFNa produced

by pDCs could act in a paracrine/autocrin manner to sustain this potentiation.

IFN 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 IFNf on pDC interaction with infected cells by
live-imaging analysis of the cocultures. We showed that the addition of recombinant IFN in pDC-
DENYV 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 IFNf with a reciprocal diminution of the contacts of shorter duration, especially between
50-100 min (Figure 2B). These results suggests that IFNB 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 iISYN (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 iISYN, and anti-
IFNAR2 abrogated this effect (Figure 3D). In accordance the addition of recombinant IFNf (rec.
IFNP) 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 aLB2 integrin
and its ligand ICAM-I (Assil et al., 2019). The polarization of aLintegrin 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 IFNf (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 iISYN and its regulation by IFN-1. In sharp contrast to co-analyzed a. 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 IFNP similarly enhanced the polarization of
vinculin clusters at the iISYN (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 IFNp 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 IFNa 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 IFNa 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 IFNf (rec. IFNB) (100U/mL) and neutralizing antibodies against IFNa and B subunit
(anti-IFNAR2) (10ug/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 IFNa 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 IFNf (100U/mL). Results of 3 independents
experiments expressed as copy number of mMRNA per ug of the total cellular RNA.

(E) Quantification of IFNa 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 IFNa (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 IFN (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. IFNf
: 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) (10ul)
; neutralizing anti-IFNAR2 (anti-IFNAR2) (10pg/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 EEAL (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 IFNB (rec. IFNB) (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-1) Confocal microscopy imaging of immunostained Integrin aL (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 alL, 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 aL clusters as indicated (A) in pDCs cocultured with
DENYV infected Huh7.5.1 cells and treated as indicated with supernatant (ccSN) (10ul) ; neutralizing
antibodies against interferon alpha and beta receptor subunit 2 (anti-IFNAR2) (10pg/mL) ;
recombinant IFN (rec. IFNB) (L00U/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
DENYV 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-1 in Huh7.5.1was obtained by the transduction of nanoblades to
express gRNA(s) targeting ICAM-1 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-1 KO Huh7.5.1 cells stained (anti-
ICAM-I) or not (no Ab) against ICAM-I1 (10 000 events acquired).

(E) Quantification of IFNa 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.
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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 IFNB, IFNAR signaling in pDC can
specifically accelerate their response against DENV infected cells. Interestingly, we show that the
effect of recombinant IFN 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 IFN. 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 iISYN 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 iISYN by strengthening the interaction between the integrin aL B2, and the actin cytoskeleton.
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Material and methods

Cell lines and primary cells cultures

Huh7.5.1 and HuH7.5.1¢c2 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% CO..
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, 200 mg/ml streptomycin at 37°C in 5% CQO2. Cell line
Knock Out for ICAM-1 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 Il. Cell sorter. The pDCs were isolated from cytapheresis units from healthy adult human
volunteers which was obtained from “Etablissement Francais du Sang” (EFS; Auvergne Rhone 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, 200 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.
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Reagents

The antibodies used for immunostaining for confocal analysis were mouse anti integrin ol 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 IFNB-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 gPCR Kits (Life Technologies); poly-L-lysin (P6282,
Sigma-Aldrich).

Methods Details

Co-culture Experiments

1x10* pDCs were co-cultured with 2x10* DENV infected cells or uninfected cells in a final volume of
200 pl, in 96-well round-bottom plates incubated at 37 °C/5% CO.. At the indicated time, cell-culture
supernatants were collected and stored at -80°C. The levels of IFNa were next measured using a
commercially available specific ELISA kit (PBL Interferon Source) following the manufacturer’s

instructions.

ccSN production

2x10% pDCs were co-cultured with 5x10* DENV infected cells in a final volume of 200 pl, in 96-well
round-bottom plates incubated at 37 °C/5% CO-. 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 o/B in supernatant was performed using the luciferase reporter
cell line HL116. HL116 cells were seeded at 2.10* cells/well in 96-well plate 24 h prior the assay, and
incubated for 17 h with supernatant collected from pDC co-cultures (100 pL) or serial dilution of

recombinant human IFN-a 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-a 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, 4x10* pDCs were stained by using either CellTracker Red CMTPX Dye (CM-
Dil, Life Technologies) or CellTrace Violet cell Proliferation kit (Life Technologies) following
manufacturer’s instructions. Labeled pDCs were then co-cultured with 2x10* DENV infected Huh7.5.1
or Huh7.5.1c2 cells in 200ul 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-aL subunit (5 pg/mL); mouse anti-actin (20 pg/mL);
rabbit anti-clathrin (2 pg/mL); rabbit anti-EEAL (2 pg/mL); mouse anti-vinculin (10 pug/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 pg/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 (1x10* cells per well) in
a 96-Well Optical-Bottom Plate. The wells were pre-coated with 50pl 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-Dil, 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% CO- 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-1 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-gPCR) was
controlled by the addition of carrier RNAs encoding Xefl a (xenopus transcription factor 1 a) in vitro
transcripts in supernatants diluted in GTC buffer. DENV RNA, Xefl 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
etal., 2009). Extracellular and intracellular DENV RNA levels were normalized for Xefl and GAPDH
RNA levels, respectively. IFN-1 mRNA levels were determined by RT-gPCR using cDNA synthesis
gPCR 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

Page 111



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 pg/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. 10° Huh7.5.1 cells were transduced with 20 ul of Nanoblades containing
gRNAC(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 (1ug/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 ImL of PBS, 2% SVF, 2mM EDTA. The negatives cells for ICAM-1 (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
asymeétriques. Différents types de synapses ont ainsi €té identifiées, comme la synapse neurologique
(NS), immunologique (IS) ou plus récemment la synapse virologique (VS). Bien qu’elles différent par
leur composition et le signal transféré, elles sont toutes spécialisées dans le transfert d’information
entre cellules. Comme nous 1’avons montré précédemment, les pDCs sont capables de former des
contacts avec des cellules infectées. Cette caractéristique est d’ailleurs nécessaire a la bonne

reconnaissance et a I’action antivirale des pDCs contre un large panel de virus (Webster et al., 2016).

Nous montrons que le complexe d’adhésion constitué de 1’intégrine a2 et de son ligand ICAM-I est
essentiel & la formation des contacts entre les pDCs et les cellules infectées, ces mémes 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-1 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
Iytiques par un CTL se fait exclusivement en direction de la cellule cible. Dans le cas de la VS, la
sécretion des virions se fait logiqguement de la cellule infectée vers la cellule saine. Concernant les
pDCs, un transfert vésiculaire de PAMPs viraux s’opére de la cellule infectée vers la pDC. Ainsi, la
présence de I’intégrine alf2 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 cotés de composants de la machinerie d’endocytose sous forme
de coclusters. Les régulateurs du cytosquelette d’actine incluent PIP2 et sa kinase PIP5KIa,
responsable de la synthese de PIP2 a partir de P14P. Concernant la machinerie d’endocytose, nous
montrons la polarisation de clathrin et de EEAL, un marqueur des endosomes précoces. La polarisation
de ces différents composants au niveau de la zone de contact, suggére leurs implications dans
I’internalisation et I’acheminement des PAMPS viraux vers le compartiment endosomal ou est localisé
TLR7. Des observations similaires de polarisation ont été observees au niveau de la IS, ou le
cytosquelette d’actine permettait la réorganisation de la synapse en différentes régions fonctionnelles
et ou I’activation des lymphocytes T était régulée par I’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, méme si I’implication de la machinerie d’endocytose n’a pas encore
été définie clairement pour I’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 a I’activation des
pDCs par contact avec des cellules infectées nous conduit a décrire un nouveau type de synapse. Cette
structure, regroupant toutes les caractéristiques des synapses prealablement décrites et requise pour la

production d’IFN-1 médiée par les pDCs, est appelée la Synapse Interférogénique (iSYN) (Figure 9).

En plus de I’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 iISYN chez les pDCs en contact avec des cellules infectées,
contrairement a des cellules saines. La voie de signalisation TLR7 étant impliquée dans ’activation
des pDCs en réponse a DENV et HCV, son implication dans la formation de la iSYN ne fait aucun
doute. De plus nous avons également montré que I’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 1’état d’activation des pDCs ne semble pas impacter la polarisation au niveau
de la zone de contact de I’intégrine aLLB2, la polarisation de vinculine dépendante de la voie TLR7
suggére que la stabilité du complexe intégrine aLB2/ICAM-I est dépendante de 1’état d’activation des
pDCs. En effet, aprés interaction entre la forme d’affinité intermédiaire de 1’intégrine aLf2 et son
ligand ICAM-I, les tensions exercées par le cytosquelette d’actine sur la queue cytoplasmique de
I’intégrine, permettent son ouverture vers sa forme de haute affinité. La polarisation de vinculine
subséquente a 1’activation compléte des intégrines, stabilise les interactions entre le cytosquelette
d’actine et les intégrines au niveau de la zone de contact, renforcant les contacts, et par extension la
iISYN. LaiSYN agit donc comme une plateforme structurale dont la polarisation au contact est médiée
par I’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 iISYN comme
I’actine, PIP2, clathrin, EEA1 ou vinculine, sont également retrouvés sous forme de coclusters chez
les pDCs isolées. Cela suggere 1’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 1’utilisation de Sir-actine, un fluorogéne marquant
spécifiquement I’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 iISYN. Néanmoins une observation
plus exhaustive des différents composant polarisant a laiSYN nécessite le développement de nouveaux
modeles de cellules dendritiques plasmacytoides génétiqguement modifiées. La constitution de tels
modeles constitue un veritable défi, étant donné la durée de vie des pDCs s’étalant a quelques jours. Il
nous faudrait pour cela modifier génétiquement de cellules souches CD34+ isolées a partir de sang de
cordon, pour ensuite les différencier en pDCs. Un processus loin d’étre triviale, mais dont
I’optimisation est en cours de développement, avec comme exemple la récente démonstration que
I’TEN était essentiel pour la maturation et le fonctionnement des pDCs dérivées de CD34+ (Laustsen
etal., 2018).

II. Modele d’action antivirale des cellules dendritiques plasmacytoides

Nos résultats nous ont permis de développer un modele d’action des pDCs par contact physique avec
des cellules infectées. Dans ce modéle, 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, ot I’on observe une faible polarisation de 1’intégrine aLf2 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 ou la cellule rencontrée est infectée, le
transfert veésiculaire 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’TFN-1 médiée par
IRF7. L’TIFN-I secrété va alors agir de maniére autocrine sur le pDC déja 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 regulation 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 maniere paracrine sur les pDCs isolées et potentialiser leurs réponses par la synthése
d’ISGs impliqués dans la formation de la iSYN. Ainsi, IFNAR pourrait favoriser la voie de
signalisation TLR7 par I’induction d’IRF7, un ISG, comme suggéré par (Tomasello et al., 2018b) ou
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la production d’IFN-I en réponse au CpGA in vivo est altérée en absence d’IFNAR. Les pDCs ainsi
apprétées seraient moins dépendantes de I’action autocrine de 1I’IFN-I pour renforcer la iSYN,
accélérant leurs réponses. La coopération entre pDCs serait une notion essentielle a leur activité,
’activation de quelques-unes entrainant I’activation d’un plus grand nombre. Ce mode¢le 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).
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Figure 9 : Modéle d’activation des cellules dendritiques plasmacytoides

La premiere phase d’activation des pDCs consiste en la formation d’un contact par ['interaction du complexe intégrine al52/ICAM-I,
permettant le transfert de « transporteurs de PAMPSs » ou « PAMPS carriers », de la cellule dendritique plasmacytoide vers la cellule
infectée. Ces PAMPs carriers incluent des exosomes contant I’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 (fleches noires) représentant la premiere phase d’activation des pDCs. Dans un second temps, |'[FN-|
produit entraine [’expression d’I1SGs dans les pDCs via la voie de signalisation d’[FNAR. IRF7 étant un ISGs, est régulé de maniére
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. 1l s’en suit une augmentation de la stabilisation du complexe intégrine
aLB2/ICAM-1, consolidant les contacts entre la pDC et la cellule infectée, permettant un transfert plus important de PAMPs carriers
(fleches rouges). En paralléle I'IFN-I produit par [’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 maniere intéressante, nos résultats suggerent que I’effet de potentiation de I’IFNB recombinant sur
les contacts entre pDCs et cellules infectées ne serait présent uniquement que dans les premiéres 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 premiéres heures de coculture, avant que I’IFN-I produit par les pDCs

rende négligeable le traitement d’IFN.

Comme suggeré par nos resultats de coculture en présence de ccSN, les pDCs seraient trés sensibles a
I’IFN-I, et I’ajout de faibles quantités d’IFN-I serait suffisant pour induire la potentiation de la iISYN
et la stimulation des pDCs. En effet le ccSN est récolté seulement apres 4 heures de coculture entre
pDCs et cellules infectées, peu aprés qu’elles aient commencées a produire de I’IFNa. Ce dernier est
ensuite dilué pres de 20 fois lors de son ajout dans la seconde coculture (10ul de ccSN dans 200ul de
coculture finale). La concentration d’IFNa dans la coculture aprés le traitement ccSN est alors trés
faible, et ne serait méme pas détectable par test ELISA. Cependant son effet est bien observable sur
I’activation des pDCs, a la fois sur la production d’IFNa que sur la formation de conjugué. Il serait
intéressant de regarder 1’expression d’IFNAR a la surface des pDCs, son expression importante a 1’état

basale pouvant expliquer une réponse rapide a 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’TFNAR sur la production d’IFNa apreés 20 heures de coculture (résultats non
montrés). Ces résultats en accord avec 1’effet succinct de la potentiation médiée par IFNAR peuvent
néanmoins étre contestés. En effet, pour déterminer I’impact de la voie de signalisation de I’TFN-1 sur
I’activation des pDCs, nous avons recours a 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 a la voie de signalisation de I’'TFN-I,
celles-ci deviennent potentiellement plus sensibles a I’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 parallele le nombre de particules immatures dans le cas de DENV, a I’origine d’une

augmentation de la réponse IFN-I par les pDCs, indépendante de la boucle d’activation.

La capacité de neutralisation de 1’anticorps pour des durées prolongées de coculture est egalement

remise en cause. Celui-ci ne bloquant pas I’interaction entre IFNAR et son ligand IFN-I, mais sa voie
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de signalisation, I’internalisation et le recyclage du récepteur a a surface des cellules pourrait toujours

étre actif, a I’origine d’un effet atténué.

Nous avons également montré que les pDCs étaient capables de secréter des quantités importantes
d’TFN-111 suite a des contacts avec des cellules infectées par DENV. L’IFN-II1 possede des récepteurs
qui lui sont propre, appelés récepteurs a 1’interféron lambda (IFNLR), mais sa voie de signalisation est
commune avec celle induite par I’IFN-I. Les pDCs exprimant également IFNLR, il serait intéressant
d’investir le role de I’IFN-III dans la réponse antivirale médiée par les pDCs, notamment son

implication dans le renforcement de l1a iISYN.

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 1’hdte. Nous démontrons ici que la formation des contacts entre les pDCs
et les cellules infectées par I’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 1’action antivirale médiée par les pDCs in vivo se faisait en
dépit d’un niveau indétectable ou tres transitoire d’IFN-I systémique, suggérant la sécrétion d’TFN-I
par les pDCs au niveau du site d’infection (Swiecki et al., 2010; Webster et al., 2018). Ici nous
démontrons que 1’action paracrine de I’'IFN-I par les pDCs en contact avec des cellules infectées
stimule la mise en place de la iSYN des pDCs avoisinantes, suggérant I’importance de la contiguité
entre pDCs dans I’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 observeé
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 aprés stimulation
par un ligand de TLR7. Ce défaut de migration n’étant pas retrouvé chez les cDCs suggere 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 a la fois

d’éviter les dégats potentiels d’une production d’TFN-I systémique tout en favorisant leurs activations.
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V. Caractériser d’avantage la synapse interferogénique

Il serait intéressant d’investiguer 1I’impact des chémokines sur I’activation et la polarisation de
I’intégrine aLP2 au niveau de la zone de contact entre les pDCs et les cellule infectées. En effet, nous
avons observé gue ces évenements de polarisation étaient indépendants et certainement antérieurs aux
voies de signalisation TLR7 et IFNAR. Contrairement a I’IS, ou I’activation des intégrines a la surface
du lymphocyte T est médiés par I’engagement de son TCR et de ses récepteurs aux chémokines (CXCR
ou CCR), seul les récepteurs aux chémokines sont exprimés a la surface des pDCs. Bien que ces
récepteurs divergent de ceux exprimés par les lymphocytes, ils apparaissent comme une alternative

plausible quant a I’activation de I’intégrine al 2.

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 I’expression de CCR7 et par conséquent leur capacité a répondre a 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
suggérent que la stimulation des pDCs via leurs TLRs, stimulerait 1’expression de certains récepteurs
aux chémokines, dont 1’activation favorisait I’attachement des pDCs, notamment par la formation du
complexe intégrine aLB2 / ICAM-I. De plus, la voie de signalisation médiée par CCR7 est impliquée
dans I’augmentation d’affinité de I’intégrine aLB2 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 I’activation du TCR ainsi que dans la polarisation de I’intégrine aL2 (Laufer et al., 2019).

Par ailleurs ’engagement de I’intégrine aLB2 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 mecanismes similaires de polarisation étaient observés chez les pDCs en réponse a
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 I’IFN-1 de la pDC vers la cellule infectée.

De plus, bien que la production d’IFNa 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 EEAL, un marqueur des
endosomes précoces. Ainsi, dans le cas ou les endosomes contenant TLR7 polariseraient au niveau de
la iISYN, leurs proximités physiques avec des endosomes précoces contant les PAMPs viraux,

favoriseraient une reconnaissance rapide a 1’origine d’une réponse IFN-I médiée par IRF7.

VI. Une lignée cellulaire déficiente pour ICAM-I, un nouvel outil

Nous avons montré que I’intégrine aLB> s’accumule au niveau du site de contact entre le pDC et la
cellule infectée. De plus nous avons démontré par 1’utilisation d’anticorps bloquant que la production
d’TFNa par les pDCs est dépendante de ’interaction entre 1’intégrine oLz et son ligand ICAM-I. Ces
observations ont été confirmées par une diminution de la production d’IFNa par les pDCs en coculture
avec des cellules infectées régulées négativement pour ICAM-1 (ICAM-I DR). Bien que diminuée, les
pDCs sont toujours capables de produire de I’TFN-I en présence de cellules infectées ICAM-1 DR. Ce
résultat peut étre expliqué par une régulation négative insuffisante d’ ICAM-I s’élevant a 60% des
cellules infectées, celui-ci étant fortement exprimé a la surface des cellules Huh7.5.1. Pour valider
I’implication du complexe intégrine aL P2 /ICAM-I dans I’activation des pDCs nous avons souhaité
développer une lignée cellulaire Huh7.5.1 Knock out pour ICAM-I (ICAM-I KO).

A T’aide de la technologie nanoblade, utilisant des enveloppes virales contenant un ARN guide
specialement dirige contre le géne ICAM-I associé a I’endonucléase Cas9, nous avons mis en place
une lignée de cellule Huh7.5.1 déficiente pour ICAM-1 (Mangeot et al., 2019). La réduction de
I’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 maniére consistante avec les résultats obtenus pour
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les cellules ICAM-I DR, nous montrons que la production d’IFNa par des pDCs en coculture avec des
cellules infectées déficientes pour ICAM-I est grandement diminuée mais pas totalement inhibee
(Figure 4E). En absence de pDC, I’¢limination 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 aLB2/ICAM-I et que celui-ci est nécessaire pour la production d’IFNa par les pDCs.

Il n’est pas exclu que la production d’IFNa produit par les pDCs en coculture avec les cellules infectées
ICAM-I soit due a la faible proportion de cellules toujours positives pour ICAM-I (Figure 4D).
Néanmoins il est plus probable d’envisager I’implication d’autres molécules d’adhésion, dont 1’action
a été inhibée par encombrement stérique lors des traitements par des anticorps bloquant dirigés contre
I’intégrine aLB2 ou son ligand ICAM-1. Néanmoins il n’a été observé aucun contact entre pDC et
cellule ICAM-1 KO par microscopie confocal (résultats non montres). De plus, il est également
envisageable que les contacts entre pDCs et cellules infectées, méme 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 a I’activation des pDCs.

Un autre mécanisme a 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 I’'TFN-I, les clusters étant médiés par le complexe
d’adhésion aLp2 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 a cette
alternative pour s’activer, se transférant des PAMPs viraux en absence de iSYN. Néanmoins ce moyen
d’activation serait trés restreint et ne permettrait pas une activation complete 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-1 KO, pourraient étre conduites en ciblant
spécifiqguement les conjugues 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

I’acquisition.
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Cette lignée cellulaire pourrait également nous permettre de tester la spécificité d’espéce dans la
formation de la iSYN pour déterminer si les pDCs humaines sont capables d’interagir avec des cellules
exprimant ICAM-1 murin. Le but étant de mettre en place des systémes contenant des molécules
ICAM-I1 tronquées pour prévenir son interaction avec le cytosquelette d’actine et ainsi moduler la

stabilisation des contacts.
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Monitoring of Interferon Response Triggered by Cells
Infected by Hepatitis C Virus or Other Viruses Upon
Cell-Cell Contact

Severin Coléon, Sonia Assil, and Marlene Dreux

Abstract

Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) constitute a unique DC subset specialized in rapid and massive
secretion of cytokines, including type I interferon (i.e., [IFNa and IEN), known to be pivotal for both
innate immunity and the onset of adaptive response. The production of type I IFNs by pDCs is primarily
induced by the recognition of viral nucleic acids through Toll-like receptor (TLR)-7 and -9 sensors located
in the endolysosomal compartment. Importantly, in the context of hepatitis C virus (HCV) infection, pDC
type I IEN response is triggered by the sensing of infected cells via physical cell-cell contact. Such a feature is
also observed for many genetically distant viruses, including notably viruses of the Retroviridae, Arenavir-
idae, Flaviviridae, Picornaviridaea, Togaviridae families and observed for various infected cell types. Here,
we described a set of experimental methods for the ex vivo studies of the regulation of pDC activation
upon physical cell-cell contact with virally infected cells.

Key words Innate immunity, Hepatitis C virus (HCV), Plasmacytoid dendritic cells (pDCs), Inter-
feron (IEN), Cell-cell contact, Inflammation, Toll-like receptor (TLR), Imaging flow cytometry,
Confocal microscopy analysis, Coculture

1 Introduction

Dendritic cell (DC) subsets have varied functions including antigen
presentation and cytokine production, and hereby they are essential
players of innate and adaptive immunity. Among DCs, plasmacy-
toid DC (pDC) is thought to be a DC subset specialized for the
production of type I interferons (IFN-I) (reviewed in [1, 2]).
The IEN-I are pleiotropic cytokines with abilities to enhance
both innate and adaptive immunity. Their antiviral activity involves
notably the induction of interferon stimulated genes (ISGs), which
shut-down viral replication. The pDC IEN-I response is mainly
triggered by the endolysosomal sensors Toll-like receptors (TLR)-
7 and -9 that recognize nucleic acids (i.e., RNA and DNA, respec-
tively). These immunostimulatory nucleic acids could be derived
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from bacterial or viral genomes in the context of infections, or from
cellular DNA or RNA when presented in immune complexes,
formed by apoptotic or necrotic cellular materials along with auto-
antibodies (reviewed in [1, 3, 4]). Such self DNA- or
RNA-containing immune complexes can act as endogenous indu-
cers of IFN-I response contributing to the development of autoim-
mune diseases, such as systemic lupus erythematosus (SLE)
(reviewed in [3, 4]).

The pDCs are able to rapidly produce large amount of IFN-I,
in part, likely because they constitutively express high level of the
transcriptional activator interferon regulatory factor 7 (IRE7)
[1, 5]. In the context of viral infections, such a rapid activation of
antiviral response might explain why they are refractory to infection
by most viruses and consistently, pDC activation does not require
their productive infection by viruses [1, 6-8]. The pDCs also
produce type III IFNs, yet the contribution of this part of the
pDC response in the outcome of infection is still elusive. As exem-
plified for different viruses, pDCs are likely an important compo-
nent of the host antiviral response at the acute phase of infection
[9-13]. The pDCs, via an early IFN-I production, are thought to
modulate various innate and adaptive responses, yet the regulatory
mechanisms and outcomes appear to differ for distinct viruses. For
instance, specific depletion of pDCs in a transgenic mouse model,
in which the diphtheria toxin receptor (DTR) is expressed under
the control of the promoter of a specific pDC gene, (i.c., BDCA-2)
revealed that pDC response limits the expansion of virus-specific
NK cells in the context of murine cytomegalovirus (MCMYV) infec-
tion, likely in keeping with the control via IEN production of viral
load [11]. In contrast, this study, using the same mouse model,
also uncovered that pDCs primarily influence the accrual of CD8+
T cells in response to vesicular stomatitis virus (VSV) infection
[11]. Notably, pDCs, via the NFkp-mediated signaling, are a source
of proinflammatory cytokines and chemokines, that promote
immune cell recruitment to infection sites and the adaptive immu-
nity [14]. Importantly, a study using a mouse model in which IRF7
signaling is restricted to pDCs demonstrated that this pDC-
restricted response is sufficient to control both dengue and Chi-
kungunya viruses and was sufficient to protect mice from lethal Chi-
kungunya infection [15].

Interestingly, recent works uncovered that pDCs preferentially
respond to viral RNA transferred by noncanonical and /or nonin-
fectious vesicles rather than through infection by conventional viral
particles [8]. In the context of Hepatitis C virus (HCV), infected
cells produce exosome-like vesicles, which contain HCV genome
(referred to as HCV EXOs) [16]. The transfer of viral genomes via
HCV EXOs activates IFN-I response by the pDCs. This transmis-
sion does not required the viral structural proteins (i.e., the surface
glycoproteins E1 and E2, as well as the core protein), thus
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demonstrating that HCV-EXOs are structurally distinct from
canonical HCV particles [16]. HCV EXOs also likely contribute
to the spread of viral infection to neighboring naive hepatocytes
[17-20]. Interestingly, recent studies highlighted additional regu-
latory functions exerted by HCV-EXOs on the host responses,
including monocyte activation and differentiation into macrophage
[21] and the activation of profibrotic markers by hepatic stellate
cells [22]. These observations imply that the modulation of cellular
functions by HCV EXOs depends on the target cell type. The
transfer of immunostimulatory RNAs to pDCs via exosome-like
vesicles has been demonstrated for other genetically distant viruses,
including Hepatitis A virus (HAV) and Lymphocytic choriomenin-
gitis virus (LCMV) [23, 24].

Importantly, several recent in vitro studies uncovered that
pDCs sense viral infections when in physical contact with infected
cells [8, 15, 16, 23-30]. Additionally, studies suggested that such
activation of pDCs by cell—cell contact with infected cells involves
clathrin-mediated endocytosis of secreted PAMPs, in accordance
with the involvement of a vesicular-mediated cell-to-cell transfer of
the viral RNA to the pDCs (via exosomes or immature viral parti-
cles, depending on the viruses) [16, 23, 24, 26, 30]. The first study
on the structures and components present at the contacts between
pDCs and virally infected cells highlighted a local accumulation of
the actin network [26], a hallmark of previously described synapses.
Systemic and massive productions of IFNs and inflammatory cyto-
kines can be detrimental to the host as they correlate notably with
tissue damages [31, 32]. Therefore, one might speculate that the
requirement for direct cell-cell contact to trigger a robust pDC
response could have evolved in favor of the host fitness to locally
respond at the infected sites, and hereby to thwart the otherwise
harmful systemic IFN and inflammatory responses.

The requirement for cell—cell contact is a newly assigned pri-
marily feature of pDC functionality. Therefore, defining the mech-
anism underlying the establishment of cell-cell contact and its
impact on the antiviral state in vitro and in vivo is a key question
in the field of innate immunity. Here, we described the methods for
ex vivo studies of pDC response to virally infected cells, with a focus
on the experimental methods to determine how pDC activation is
regulated by cell—ell contact with infected cells and the current
approaches developed to define the underlining molecular events.

2 Materials

The indicated quantity of buffers and reagents are relative to the
procedure of pDC isolation from a450 mL blood unit (se¢ Note 1).
The same experimental process can apply to pDC isolation from
a cytapheresis unit.
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2.1 Isolation of pDCs il

from Peripheral Blood
Mononuclear Cells 2,
(PBMCs)
3
+
5
6
2.2 Biological 1.
Reagents: Infected
Cells
2

Ficoll Hypaque (GE Healthcare Life Sciences) stored away
from light at room temperature.

. HANK’s 2 mM EDTA buffer: prepared with 0.5 M pH 8

EDTA solution (Life Technologies) diluted in HANK’s Bal-
anced Salt Solution (HBSS, Life Technologies) stored at room
temperature.

. Separation buffer: Phosphate-buffered saline (PBS, Life Tech-

nologies), supplemented with 0.5% bovine serum albumin
(BSA, Sigma-Aldrich), 2 mM EDTA. Filtration with 0.22 pm
filter unit and stored at 4 °C.

. Cell culture medium for isolated pDCs: RPMI 1640 medium

(reference: 31870-074, from Life Technologies), supplemen-
ted with 10% fetal calf serum (FCS), 10 mM hepes, 100 pg/mL
streptomycin, 100 units/mL penicillin, 1 mM sodium pyru-
vate, 2 mM L-glutamine, and nonessential amino acids (Life
Technologies), stored at 4 °C.

. pDCs are positively selected from PBMCs using BDCA-4/

Neuropilin-1-magnetic microbead kit (reference: 130-090-
532, from MACS Miltenyi Biotec) and LS Columns (reference:
130-042-401, from MACS Miltenyi Biotec) and magnetic
stand (MACS Miltenyi Biotec).

. The antibodies against pDC markers used to assess the purity of

pDC isolation by immunostaining followed by FACS analysis
were: PE-conjugated anti-CD123 and APC-conjugated anti-
BDCA-2 (MACS Miltenyi Biotec).

Huh-7, the derivative Huh-7.5.1 and a subclone of Huh-7.5.1
cells (Huh-7.5.1¢2) [16, 33, 34 ] are maintained in Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM, high glucose, GlutaMAX,
reference 61965059, from Life Technologies), supplemented
with 10% FCS, 10 mM hepes, 100 pg/mL streptomycin,
100 units/mL penicillin, 2 mM L-glutamine, and non-
essential amino acids (Life Technologies) at 5% CO,/
37 °C. Huh-7.5.1c2 cells that harbor the JFH-1 HCV subge-
nomic replicon (SGR) [35] were maintained in the same
medium  with neomycin selection by adding G418
(at 500 pg/mL final concentration, Sigma-Aldrich).

. Cells were infected by the JFH-1 infectious molecular clone of

HCV [36-38]. Viral stocks of cell-culture adapted JFH-1 virus
(D183) [39] were prepared by infection of Huh-7.5.1¢2 cells

at a multiplicity of infection (moi) of 0.01, as described previ-
ously [16, 40].
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1. 96-well optical-bottom plates (Thermo Fisher Scientific).

2. Polylysine solution: dissolved polylysine (reference: 6282,
from Sigma-Aldrich) at final concentration 8 pg/mL in H,O.

3. Vibrant CM-Dil cell-labeling solution (reference V22888,
from Thermo Fisher Scientific) and CellTrace Violet Cell Pro-
liferation Kit (reference C34571, from Thermo Fisher Scien-
tific) used for the staining of pDC prior to coculture with
infected cells, with fluorescence absorption/emission at
approximately 553 /570 nm and 405 /450, respectively. Store
at —20 °C.

4. Fixation with 4% paraformaldehyde (PFA) solution (Sigma-
Aldrich).

5. Reagents for immunofluorescent staining include Hoechst
solution (Life Technologies); Alexa-conjugated secondary anti-
bodies (Life Technologies); CF488A-conjugated phalloidin
(Biotium); mouse APC conjugated anti-IFNa (MACS Miltenyi
Biotec); mouse IgG2a monoclonal Anti-B-Actin (Sigma);
mouse anti-NS5A (HCV  protein)—clone 9E10 (kindly
provided by Dr. C Rice, Rockefeller University).

6. Detection of HCV RNA by FISH performed using reagents
from Panomics/Affymetrix [16].

7. Confocal microscopy analysis performed using Zeiss LSM
710 laser scanning confocal microscope and analyzed with
Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij) and IMARIS (Bitplane
Inc.) software packages.

1. Micro-plate designed for cell harvesting by temperature reduc-
tion (Nunc UpCell 96F Microwell Plate from Thermo
Scientific).

2. Analysis by a technology combining imaging and flow cytome-
try analysis (Image Stream X technology, Amnis) using IDEAS
software.

The cytokine productions by cocultured pDCs are quantified using
commercially available ELISA kits specific for IFNaand IFNf (PBL
Interferon Source), TNFa and IL-6 (Affymetrix), following the
manufacturer’s instructions.

3 Methods

The workflow of the experimental procedure to study the activation
of pDCs by infected cells includes the isolation of pDCs from
PBMCs and the infection of cells by HCV, followed by the setup
of coculture. The study of the response of pDCs to infected cells
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Fig. 1 Workflow of the analysis of pDC activation by cell-cell contact with infected cells. The pDCs are isolated
from PBMCs issued from healthy blood donors (Subheadings 3.1 and 3.2) and cocultured with infected cells
(Subheadings 3.3 and 3.4). The levels of pDC activation by infected cells can be assessed by the quantification
of cytokine levels in the supernatant of cocultures (Subheading 3.3). The features of this cell-cell communi-
cation can be determined by confocal microscopy analysis of cellular and viral determinants, including the
transfer of viral genomes (Subheading 3.4), along with the impact of the experimental modulations of cellular
factors on the frequency of pDC/infected cell conjugates determined by imaging flow cytometry technology
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(Subheading 3.5)

can include the analysis of the production of type I IFNs and other
cytokines, the confocal imaging of the cell-cell contact and transfer
of the viral genome to the pDCs and the quantification of the
formation of pDC /infected cell conjugates by imaging flow cyto-

metry (Fig. 1).
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3.1 Isolation PBMC:s are separated using density gradient medium (ficoll).
of PBMCs from Blood
from Healthy Adult
Human Volunteers

1. Dispense 15 mL Ficoll-Hypaque in 50 mL tubes. Prepare
16 tubes for a blood unit.

2. Carefully overlay 20-30 mL of blood on 15 mL Ficoll-
Hypaque by inclining the tube (see Note 2).

3. Centrifuge the tubes at 500 x g for 30 min at 20 °C (without
brake).

4. During centrifugation, distribute 30 mL of HANK’s 2 mM
EDTA buffer into 50 mL tubes. Prepare 12 tubes for a
blood unit.

5. After the centrifugation, discard about 11-12 mL of the upper
layer (i.e., corresponding to plasma, yellow to translucid

phase).

6. Collect and pool mononuclear cells at the cloudy interface by
pipetting carefully on the side of the tube. Distribute the
collected cells into the 50 mL tube containing the HANK’s
2 mM EDTA buffer (prepared at step 4).

7. Centrifuge at 300 x g for 10 min at 20 °C (with brake).

8. Discard the supernatants and resuspend cell pellets in 8 mL
HANK’s 2 mM EDTA bufter par tube. Combine all cell sus-
pensions in two 50 mL tubes.

9. Centrifuge at 300 x g for 6 min at room temperature.

10. Discard the supernatants and resuspend cell pellets in 25 mL
HANK’s 2 mM EDTA buffer. Centrifuge tubes at 300 x g for
6 min at RT.

11. Discard the supernatants and resuspend cell pellets into 10 mL
of Separation buffer. Combine all cell suspensions in one
50 mL tube. Keep cells on ice from now on.

12. Determine viable cell count with Trypan Blue (see Note 3).

3.2 Isolation of pDCs  The pDC isolation from PBMCs for most steps is performed by

from PBMCs positive  selection  using  BDCA-4/Neuropilin-1-magnetic
microbead kit and LS Columns accordingly to the manufacturer’s
instructions (MACS Miltenyi). The steps of the protocol that were
optimized and thus different from the manufacturer’ instructions
are indicated by asterisks (*).

1. Pellet the PBMCs by centrifugation at 300 x g for 6 min at
4 °C.

2. Discard the supernatant and resuspend cell pellet in 1 mL of
separation buffer (*). Add 500 pL of FcR blocking antibody.
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3.3 Infection

of the Cells

and Coculture

with Isolated pDCs

for the Analysis

of Cytokine Production

. Resuspend cells with 1 mL tips pipetting to disrupt cell aggre-

gates (*), then add 500 pL of CD304 (BDCA-4) antibody
microbeads.

4. Mix well and incubate for 15 min at 4 °C in the dark.

10.

11

12.

13.

14.

. Resuspend cells in 50 mL of separation buffer. Centrifuge at

300 x g for 8 min at 4 °C.

. During centrifugation, set the LS column into magnetic stand

above a 15 mL tube and load 3 mL of separation buffer (do not
let the column dry).

. After centrifugation, discard the supernatant and resuspend cell

pellet in 5 mL of separation buffer.

. Load cell suspension onto the LS column. Let pass the whole

cell suspension through the column.

. Wash the column three times with 3 mL of Separation buffer.

The through-out of the column can be collected, i.e., 12 mL of
cell suspension in separation buffer, corresponding to PBMCs
depleted of pDCs (see Note 4).

Remove the LS column from the magnet/stand and place it on
anew 15 mL tube.

Load 5 mL separation buffer onto the column and immediately
flush out the cells by firmly pushing the plunger into the
column.

(*) Place a new LS column into the stand and add 3 mL
separation buffer and repeat steps 8-11 (se¢ Note 5). pDCs
are collected by a flush out of the column harvested in a 15 mL
tube (as in step 11).

Centrifuge the collected pDCs at 300 x 4 for 8 min at 4 °C.
Discard the supernatant and resuspend cell pellet in 1 mL of
cell culture medium for pDCs are kept on ice.

Determine viable cell count with Trypan Blue (see Note 3).

The infection of Huh-7.5.1 cells (or derivate) are performed using
the JEH1 molecular clone of HCV [36-38] or adapted viral stock,
as previously described [16].

1.

Sced Huh-7.5.1 cells (or derivate) at 5 x 10° in T25 culture
flask.

. Six to eight hours later, inoculate cells with viral stock at MOI

of 1.

. Next day, change culture medium of infected cells.

. The infected cells are harvested for coculture with pDCs 48 h

post-infection. After one wash with PBS, infected cells are
detached by incubation with trypsin/EDTA (Life technolo-
gies) at 37 °C for 2—-3 min and pipetting up and down.
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5. Determine viable cell count with Trypan Blue.

6. Centrifuge the collected infected cells at 300 x g for 8 min at
4 °C. Discard supernatant and resuspend cell pellet in cell
culture medium for pDCs at the appropriated cell density
(e.g., 10° cells per mL, in accordance with indication below).

7. Cocultures are performed in 96-well round-bottom plate with
2 x 10* pDCs and 10° infected cells (e.g., by adding 100 pL of
cell suspension at 10° cells per mL for infected cells and 100 pL
at 2 x 10° for pDCs) or uninfected parental cells used as
negative controls, in a 200 pL final volume, incubated at 37 °
C/5% COs,.

8. Eighteen to twenty hours later, cell-culture supernatants are
collected. Levels of IFNa, IFN, TNFa, and IL-6 are measured
by ELISA, following the manufacturer’s instructions. The cell-
culture supernatants can be stored at —80 °C prior to analysis.

Cocultured cells can be collected in guanidinium thiocya-
nate citrate (GTC) solution to determine of the upregulation
of IEN-I and ISG expression by RT-qPCR analysis.

To demonstrate the requirement of cell-cell contact for pDC
activation by infected cells, 10° infected cells or uninfected cells are
cocultured with 2 x 10* pDCs in 96-well format transwell cham-
bers separated by a 0.4 pm membrane (Corning) [26]. Similar
results were obtained when pDCs were cultured in either the
upper or the lower compartment [26].

The impact of HCV-EXOs is analyzed by the isolation of
exosome-enriched fraction from the supernatants of SGR or
infected cells as previously described [16, 41] (see Note 6).

Cell culture wells are coated with polylysine to improve cell adher-
ence. Prior to coculture with infected cells (and uninfected cells,
used as controls), isolated pDCs are stained with lipophilic dyes
(e.g., CM-Dil staining solution) to facilitate the identification of
pDCs in the coculture. The pDC/infected cell coculture should be
set up rapidly after pDC isolation.

1. Culture plates are coated by distributing about 50-100 pL of
polylysine solution per well (i.c., enough volume to cover the
bottom of the well) in a 96-Well optical-bottom plates, over-
night incubation at 37 °C.

2. Remove the polylysine solution from the wells and rinse twice
with 100 pL of PBS.

3. Discard supernatant and rinse wells once with 200 pL of cell
culture medium for pDCs. Add 100 pL cell culture medium for
pDCs in the wells surrounding the wells of interest to prevent
border effect and evaporation. The plate is kept at room tem-
perature until the addition of cells.
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3.4.2 Immunostaining
and Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH)
Detection for the Analysis
of Cell-Cell Contact

and Viral Product Transfer
Analyzed by Confocal
Microscopy

4. The infected cells are prepared as in Subheading 3.3.

. Prior to coculture with infected cells, isolated pDCs are stained

by using a CM-Dil staining solution (at the final concentration
of 0.5 pM in PBS), with gentle pipetting of the pDC suspen-
sion in 1 mL of PBS-CM-Dil solution and incubate for 10 min
at 37 °C and then 15 min at 4 °C, in the dark.

. Spin down pDCs at 300 x g for 6 min at 4 °C and remove

supernatant.

. Resuspend pDCs at the require concentration in cell culture

medium for pDCs.

Alternatively, for compatibility with other fluorochromes used
for the immunostaining and /or FISH detection, pDCs can be
stained with CellTrace Violet Cell Proliferation (see Note 7).

. The infected cells and pDCs are cocultured in the plates

prepared as described in steps 1-3. 6 x 10* pDCs and
2 x 10* infected cells are distributed in a final volume of
200 pL per well, and incubated for 4-8 h at 37 °C/5% CO,.

All the procedures of immunostaining should be performed by
gentle addition of solutions by pipetting on the side of the wells
and not directly on the bottom of the plate.

1.

Remove culture medium and add 100 pL of 4% PFA solution.
Incubate for 20 min at room temperature, in the dark. Wash
cells three times with PBS. At this stage, the plate can be kept at
4 °C in the dark for a couple of days prior to immunostaining.

. The cocultured cells can be permeabilized with 100 pL of 0.1%

Triton X-100 in PBS for 7 min at room temperature followed
by a washing step with PBS.

. Blocking is performed by incubation with 50 pL of PBS sup-

plemented with 3% BSA for 15 min at room temperature,
followed by a PBS washing step.

. Incubation with primary antibodies diluted in PBS supplemen-

ted with 3% BSA is performed for 1 h at room temperature with
final volume of 50 pL per well, followed by three washes
with PBS.

. Incubation with secondary antibodies and Hoechst dye diluted

in PBS supplemented with 3% BSA is performed for 1 h at
room temperature (final volume of 50 pL per well), followed by
three washes with PBS.

. The detection of positive-strand HCV RNA is performed using

a probe set that targets a region between nucleotide positions
3733-4870 in the JFH-1 genome [16] and a fluorochrome
amplifying system designed by Panomics/Affymetrix (Quanti-
Gene ViewRNA ISH Cell Assay kit) with incubation steps
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Dil-stained pDC Nucleus B

Fig. 2 Representative imaging of a pDC in contact with infected cells analyzed by confocal microscopy. The
pDCs are stained with Dil lipophilic dye prior to coculture with HCV infected cells, nuclei stained with Hoechst.
A flattening of pDCs, as reflected also by the shape of the nucleus, toward the infected cells is a hallmark of
cell-cell contact between pDCs and infected cells. (a) Imaging of nucleus (blue) and Dil stained pDC (red) on
the phase contrast. (b) Magnification of yellow-boxed pDC, shown in (a)

according to the manufacturer’s instructions, except for the
protease digestion step that was omitted. The omission of
protease digestion step does not affect detection of HCV
RNA. The steps for HCV RNA FISH labeling can be per-
formed either prior to the immunostaining, or after. In the
latter case, a PFA 4% fixation step is included at the end of the
immunostaining  procedure, as  previously reported
[16, 42]. Note the recognition of antigens by some antibodies
can be compromised by the procedure for FISH detection. The
negative-strand HCV RNA can be detected using a similar
procedure (see Note 8). At this stage, the plate can be stored
at 4 °C in the dark prior to confocal microscopy analysis.

. Images are acquired with a Zeiss LSM 710 laser scanning

confocal microscope and analyzed with Image J (http://rsb.
info.nih.gov/ij) and IMARIS (Bitplane Inc.) software
packages.

The cell—cell contacts between pDC and infected cell are
identified by the flattening of pDC toward the side of HCV
infected cells (Fig. 2). Additionally, the flattening of pDC
nucleus is also observed in front of the infected cells, a charac-
teristic previously described for other types of physical contact,
in relation with mechanical signaling [43]. These features are
defined by the careful inspection of consecutive Z-axis sections
(with 1-2 pm interspace) of the cell—cell contact.
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3.5 CQuantification

of pDC/Infected Cell
Conjugates by Imaging
Combined with Flow
Cytometry Analysis

8. Clustering and polarization of cellular and viral elements at the
contact are assessed by two blind inspections of the acquired Z-
stacks of the contact and with counting of the defined pheno-
types, ¢.g., clusters or coclusters of elements at contact, outside
of the contact or absence of clustering.

For analysis of the establishment of cell conjugates by imaging
combined with flow cytometry technology, cocultures are per-
formed in microplate designed for cell harvesting by temperature
reduction (see Subheading 2). The pDCs are identified in the
coculture by staining with CellTrace Proliferative Kit prior to cocul-
ture, as described in Subheading 3.4 and Note 7, or by antibody
against specific pDC markers, e.g., CD123 [26]. Further, to accu-
rately distinguish infected cells from pDCs, infected cells express
GEFP marker. This stable GFP expression is obtained thanks to their
transduction using retroviral vector, as previously reported [26]. As
mentioned in the previous sections, infected cell /pDC cocultures
should be set up rapidly after pDC isolation. The frequency of cell
conjugates is determined using Image stream X technology
(Amnis).

1. GFP-expressing infected cells are harvested as in Subheading
3.3. Prior to coculture, the isolated pDCs are stained using
CellTracer, as described in Subheading 3.4.

2. Cocultures are set-up with4 x 10* pDCs and 1 x 10° infected
cells in a final volume of 100 pL per well, and cells are incu-
bated for 4-8 h at 37 °C/5% CO,_

3. At the end of the coculture, culture plates are incubated at
room temperature for 20 min to enable detachment of the
cells from the support.

4. Cocultures are transferred into V-bottom 96 plates. The fixa-
tion of the cell culture is performed by incubation for 20 min at
4 °C with PFA 4% solution (addition of 100 pL per well).

5. Cells are washed three times in PBS (with spinning of cell pellet
at 600 x g for 2 min). Culture plate is stored at 4 °C in the dark
prior to analysis.

6. Cell suspensions in a final volume of 30 pL in PBS in 1.5 mL
eppendorf tubes are analyzed using the Image stream X
Technology.

7. The cell population defined as to pDC/HCV cell conjugates
comprises conjugates of one stained pDC (by CellTrace Pro-
liferative Kit or antibody against CD123) and one cell solely
GFP+ cell (Fig. 3). Cell populations are thus sorted by using a
series of masks (IDEAS software), notably to eliminate nonspe-
cific signals, i.e., double positive single cells and to select for
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Fig. 3 Analysis of pDC/infected cell conjugates by imaging flow cytometry technology. Imaging flow cytometry
analysis (Image stream X technology) of HCV infected Huh-7.5.1 cells, which stably express GFP marker
(green), were cocultured with pDCs for 4-5 h. pDCs are detected by using CellTrace Violet Cell Proliferation
solution (purple). Representative pictures of the cell populations gated as conjugates between pDCs and GFP
expressing HCV infected cells as well as single cell populations. Panels, as displayed from the left to the right,
Bright field; GFP field; Celltrace-stained pDC field; and Merge
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cells in direct contact using automatic analysis of the overlay of
GFP and pDC staining/marker at the cell periphery.

. The frequency of pDC/HCV cell conjugates is determined

relatively to total cell number of cells solely CDI123
(or CellTrace staining) positive, solely GFP positive and the
conjugates (Fig. 3).

. Post-cell sorting, the accuracy of the gated cell population in

regards to the defined criteria is controlled by a visual inspec-
tion of the individual pictures in the gated cell population (i.e.,
assessment with 100 randomly picked pictures of the popula-
tion defined as conjugates).

4 Notes

. Blood units and cytapheresis units from healthy adult human

volunteers are obtained according to procedures approved by
the “Etablissement Frangais du sang” (EES) Committee.

. The blood should not be mixed with Ficoll and carefully lay-

ered without disturbing the interface between the two layers.

. The typical yields of PBMCs and pDCs are 5-to-8 x 10® and

1-to-3 x 10° cells, respectively, with an expected purity of
>95% for pDCs.

. The analysis of the efficiency of pDC isolation from PBMC:s is

performed by immunostaining and FACS analysis of PBMCs
before and after pDC isolation and isolated pDCs [16, 26]. The
pDCs are detected by combining staining of the CD123 and
BDCA2 specific markers using PE-conjugated anti-CD123,
mouse APC-conjugated anti-BDCA-2, respectively (MACS Mil-
tenyi Biotec).

. Two rounds of passage of the cell suspension through the

column increase the purity with a minimal loss of pDCs.

. The HCV-EXOs can be isolated from the supernatant of SGR

and HCV infected cells, as previously described [ 16,41 ]. Briefly,
supernatants harvested from 80% confluent cells are precleared
by sequential low- and high-speed centrifugations. Exosomes
in the clarified supernatants are then pelleted at 110,000 x g4
for 2 h at 4 °C using a SW28 rotor. The pelleted exosome
preparations are resuspended in exosome-depleted medium.
Approximately 0.25-0.5 mg of exosomal proteins are obtained
from 1-to-2 x 10° cells. The purity of the preparation can be
determined by western blot analysis using exosome markers
(e.g., CD81, CD63) and nonexosome markers (e.g., the cal-
nexin ER protein and the COX IV mitochondrial
protein) [16].
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7. Isolated pDCs are stained with CellTrace Violet Cell Prolifera-

tion solution (prepared at the final concentration of 2.5 pM in
PBS) by incubation for 20 min at 37 °C, in the dark. After
centrifugation (600 x g for 8 min), stained pDCs are resus-
pended at the required cell density in cell culture medium for
pDCs by pipetting, followed by an incubation for 5 min at
37 °C.

. Detection of the negative strand HCV RNA is performed using

a probe set that target regions between nucleotide positions
4904 and 5911 in the JFHI1 complementary strand with exper-
imental procedures similar to those described for the positive

strand HCV RNA and as previously reported [42].
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