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: Cellule Présentatrice d’Antigene
. oligodésoxynucléotides synthétiques eoait les motifs CpG
: Cellules Souches Hématopoiétiques
: Damage Associated Molecular Pattern
: cellule dendritique (Dendritic Cell)
: ARN double brin (double stranded ARN)
: Facteur Tissulaire
: Fms Like Tyrosine kinase 3
. Granulocyte Colony Stimulating Factor
: Granulocyte Macrophage Colony Stimulatiagtor
: maladie du greffon contre I'h6te (Graft ViessHost disease)
: High Endothelial Venules
: High Mobility Group Box1 proteine
. Inter-Cellular Adhesion Molecule
: Indoléamine 2, 3 dioxygenase
- interleukine
. immunoglobuline
- interféron

: Immunoglobulin Like Transcript
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IRF
ITAM
ITIM
LAMP-1
LPS
M-CSFR
MDC
Mo-DC
MMP
MO
MP
MPP
MPE
MPT
MyD88
NF-kB
PAMP
pDC
PECAM
PRR
PSer
PSER
SSARN
SVF
TIM
TGFH
TLR
TNF-a
TRAIL
VCAM
VEGF

: IFN-Regulatory Factors

: Immunoreceptor Tyrosine-based Activated Mot
: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory to

: Lysosome Associated Membrane Protein

. lipopolysaccharide

: Macrophage Colony Stimulating Factor Rémep

: Macrophage Dendritic Cell precursor

: cellules dendritiques dérivées de monocytes
: métalloprotéinases matricielles

: Moelle Osseuse

. microparticules

: microparticules plaquettaires

: microparticules endothéliales

: microparticules dérivées de lymphocytes T
: Myeloid Differentiation primary reponse ge88

- Nuclear Factor kB

: Pathogen Associated Molecular Pattern

: cellule dendritique plasmacytoide (PlasmaicyDendritic Cell)

: Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule

: Pattern Recognition Receptor

: phosphatidylsérine

: récepteur aux phosphatidylsérines

: ARN simple brin (Sample Stranded ARN)

: Sérum de Veau Foetal
: T-cell Immunoglobulin and Mucin domain coirtang molecule
: Tumor Growth Factds
: Toll Like Receptor
: Tumor Necrosis Factor
: Tumor necrosis factor-Related Apoptosiduging
: Vascular Cell Adhesion Molecule

: Vascular Endothelial Growth Factor
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Résumé

Role des microparticules endothéliales sur I'activiion des cellules dendritiques et

applications potentielles dans les pathologies ifinmatoires

Une élévation de la quantité de microparticulesodimgliales circulantes (MPE) témoignant d’'une
altération de I'endothélium vasculaire et le reenmtnt de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
sont communément impliqués dans différentes pagfiedo inflammatoires. Or les interactions
potentielles entre MPE et pDC ne sont pas conreiela constitue I'objectif de notre travail. Nous
avons montrén vitro que des MPE générées a partir de lignées cedsl@ndothéliales, pouvaient
induire la maturation phénotypique de pDC humaibh&sigmentation de I'expression des molécules
de maturation et de costimulation a la surfacepd#S s’accompagne d’une sécrétion de cytokines
inflammatoires. De plus les pDC ainsi maturées gmmttionnellement matures puisqu’elles induisent
la prolifération des lymphocytes T Cbdaifs qui s’orientent vers un profil de sécrétigmoginique

de type 1. Des microparticules d’'autre origine dliisent pas la maturation des pDC, suggérant que
cette capacité est spécifique aux MPE. Par ailldassMPE n’activent pas les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (Mo-DC). Afin de comprenee hécanismes d’interaction DC/MPE, nous
avons recherché l'expression de récepteurs a laspplatidylsérine a la surface des cellules
dendritiques. Nos résultats préliminaires montramg expression isolée de BAI-1 sur les pDC qui
pourrait potentiellement étre impligué dans la eren charge des MPE par les pDC. Les MPE
pourraient ainsi constituer une nouvelle « alarmsineapable d'induire de fagon inappropriée
I'activation des pDC et par ce biais participeraaphysiopathologie de désordres inflammatoires.
L'implication des MPE dans un nombre de plus ers phoportant de pathologies, nous a conduits a
valider la technique de quantification des MPE plasques par cytométrie de flux dans une cohorte
de sujets normaux et de patients atteints de p$®rida poursuite de la standardisation de la
quantification des MPE permettra d'obtenir un nawebiomarqueur utile au diagnostic ou a

immunomonitoring de différentes pathologies dé&sjuelles les MP sont impliquées.

Mots clés :cellules dendritiques, inflammation, immunopathiogndothélium vasculaire,

microparticules
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Abstract

Role of endothelial cell-derived microparticles ordendritic cells activation : potential

implications in inflammatory diseases

Increased circulating endothelial microparticlesM@, resulting from vascular endothelium
dysfunction, and plasmacytoid dendritic cell (pD&jtivation are both commonly involved in a
number of inflammatory disorders. The aim of owrdgt was to describe the potential interactions
between EMP and pDC maturation. We showeditro that EMP originating from endothelial cell
lines can specifically induce human pDC maturatidm. addition to costimulatory molecule
upregulation, EMP-matured pDC secrete inflammatytpkines (IL-6 and IL-8, but no IFN} and
also induce allogenic naive CD#% cells to proliferate and to produce type 1 cytels such as IFN-
and TNFe. Endothelial microparticle endocytosis by pDC agppdo be required for pDC maturation.
Importantly, we also established that conventiaieaidritic cells and monocyte-derived dendriticsell
are resistant to EMP-induced maturation. Furthegmtire ability of EMP to induce pDC is origin-
specific as microparticles derived from activatedcdlls or platelets do not induce such pDC
maturation.

We also quantified the expression of phosphatidiylseaeceptors on pDC surface in order to describe
the interaction pathways between EMP and pDC. iRnediry results show a single expression of BAI-
1 on pDC surface, which could be involved in EMRakpe by pDC. Endothelial microparticles may
therefore stand as a new “alarmine” able to adedyatctivate pDC in the physiopathology of
inflammatory disorders. This novel activation patiyamay be implicated in various inflammatory
disorders and consequently, EMP may be an impoitamunomodulatory therapeutic target in a
growing number of diseases.

The final step in our study consisted in assessiggvalue of the flow cytometry technique in
guantifying the levels of circulating EMP in healtbubjects and in patients suffering from psoriasis
The standardization of quantification methods cqulavide new biomarkers for the diagnosis and the

monitoring of therapeutic strategies targeting Eil\R®Ived-diseases.

Keywords: microparticles, vascular endotheliudgndritic cells, inflammation, immunopathology,

cellular activation
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Chapitre 1
Microparticules endothéliales
et applications en recherche clinique

1. L’endothélium vasculaire

1.1 Définition

Longtemps considéré comme un simple revétemenegimir, I'endothélium vasculaire est
aujourd’hui reconnu comme un organe multifonctidnRPeésent dans les vaisseaux de tous
les organes, il permet le transport des substamaegives, de diverses molécules actives et
des cellules sanguines. De facon physiologiquentréle 'homéostasie vasculaire grace a la
balance délicate entre vasoconstriction et vadadiiben, ainsi que prolifération et
dégénérescence cellulaire. L'endothélium vasculgitee un rdle capital par les facteurs
vasoactifs qu’il libere, non seulement de régulathw tonus vasculaire local a I'état basal,
mais aussi en tant que partenaire dans la défen&ietégrité de la paroi vasculaire.

Les cellules endothéliales tapissent la surfacerriet de la paroi vasculaire et forment ainsi
une couche continue en contact avec le sang. Dass adnditions physiologiques
'endothélium fournit une surface thromborésistamie permet le maintien de la fluidité du
sang et prévient la formation du thrombus (1, 2)r&onse a une activation excessive celui-
ci va subir des modifications et fournir un étabthrombotique apres modification de
I'expression de molécules anticoagulantes a laasarftelle que la thrombomoduline, ou

procoagulante comme le facteur tissulaire (FTpadine de la formation de thrombine.

1.2 Implication de I'endothélium dans les réponsdgaflammatoires et
immunologiques

Les cellules endothéliales font partie intégrante systeme immunitaire. Deux types de

contribution aux mécanismes de défense immunitpeesent étre cités :

- Le recrutement non spécifique des leucocytesdengponses inflammatoires

Les cellules endothéliales expriment des molécdéesurface capables d'orchestrer le trafic
des leucocytes. Ces molécules qualifices de masgcdladhésion telles que I'E-selectine
(CD62-E), ICAM-1 (pourinter-cellular adhesion moleculeVCAM-1 (pour vascular cell
adhesion molecu)e permettent a la cellule endothéliale, dans deslitions physiologiques,
de diriger la migration des leucocytes vers desameg spécifiques, mais également
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d'accélérer le recrutement des leucocytes verstiggss inflammatoires. Ces interactions
leucocytes-endothélium sont essentielles a I'hotasiesvasculaire et au bon déroulement de
la réponse inflammatoire et immunitaire. Cependeed, réactions d'adhésion peuvent, si elles
sont insuffisamment contrbélées, conduire a litetiaih de désordres inflammatoires et

thrombotiques, et participer a diverses pathologies

- Le role dans I'immunité a médiation cellulaire

Les cellules endothéliales possedent des marquecosnmuns a la lignée
monocyte/macrophage : expression de récepteur lgodragment Clq du complément,
récepteur pour le fragment Fc des immunoglobuliegpression des molécules du complexe
majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe | etetl peuvent se comporter comme des
cellules présentatrices d’antigene (CPA). Une esgpom constitutive des molécules du CMH
de classe Il est observée a la surface des ceduldsthéliales microvasculaires. Les cellules
endothéliales peuvent activer les lymphocytes T) (hdifs, induire leur prolifération et la
sécrétion d'interleukine-2 (IL-2). Cette activatiast dépendante d'un contact cellulaire
impliquant la molécule de costimulation LFA-3 irdgissant avec le CD2 présent sur les LT.
Par ailleurs, les cellules endothéliales des siitiesohépatiques ont une capacité spécifique a
présenter des antigénes (Ags) solubles exogénssmnsédans la circulation a des LT CD4, et
a induire la différenciation de ces LT CD4 et CD8 eellules immunorégulatrices. Elles
contribuent ainsi a l'induction de la tolérance inm®. L'endothélium est également un
composant actif de la réponse immune innée visaeilinvasion bactérienne. Les cellules
endothéliales sont en effet équipées de systemawfiant la reconnaissance de déterminants
exprimés par des agents pathogenes comme le lysgmoharide bactérien (LPS), et
l'initiation consécutive de la transcription de gérde molécules inflammatoires (3). Elles ont
egalement la faculté de produire diverses cytokine&-1, IL-6, IL-8, G-CSF (pour
granulocyte colony stimulating faciporet GM-CSF (poumgranulocyte macrophage colony
stimulating factoy.

L'endothélium peut aussi étre la cible du systemenunitaire. En effet, les cellules
endothéliales jouent un roéle de premier plan dansejet en transplantation d’organes, a la
fois comme actrices et comme cibles du rejet. lefisiles endothéliales du greffon sont donc
les premiéres a interagir avec les cellules immangetentes du receveur et a recruter les
lymphocytes et les macrophages qui vont relaygepmnse immunitaire contre le greffon.
Les cellules endothéliales sont donc les premigibkes et victimes de cette réponse,

humorale et cellulaire. La mise au point d'immunauwateurs de la réponse immune

17



permettant d’éviter « I'agression » des celluledoghéliales du greffon, et de protecteurs
efficaces de I'endothélium, constituent donc uni\de recherche thérapeutique importante

en transplantation d’organes.

2. Les microparticules

2.1 Définition
Les microparticules (MP ou ectosomes) sont desrfearjs membranaires de taille comprise
entre 0,1 et 1 um, exprimant la phosphatidylséiiRSer) a leur surface et des Ags

caractéristiques de leur cellule d'origine (Figurge Elles ne contiennent pas de noyau
cellulaire mais possédent un cytosquelette membeankbes microparticules plaquettaires

Figure 1 : Les microparticulesAnalyse en microscopie électronique de la vésimnatndothéliale :
a, b, ¢ : cellules quiescentes ; d, e, f : cellddsulées par du TNE-(tumor necrosis factos).
D’aprés Combes et al. (4).

(MPP) sont les plus abondantes dans la circula@mguine. Cependant, des MP circulantes
d’origine endothéliale, leucocytaire, érythrocytagt mégacaryocytaire sont aussi retrouvées
dans le plasma. Elles possedent des propriétéproygatrices en participant au maintien de
’lhoméostasie vasculaire et en préservant les ifmmetde I'endothélium (5) mais peuvent
aussi étre initiatrice d’'un processus délétere ligis esont libérées en exces ou si elles
expriment des constituants pathogenes telles gaid\ge tumoraux (6). Les MP représentent

un pool de bioeffecteurs circulants qui jouent uWwilercrucial dans la coagulation,
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linflammation, la fonction vasculaire et 'angioggse. Elles sont présentes a la fois chez des
sujets sains et chez des patients atteints dedtitigs pathologies.

Les MP se distinguent des exosomes par plusieurdspdes exosomes sont de plus petite
taille (30-90 nm), ils ont une origine endocytiqg(ietracellulaire), et ils sont enrichis en

tétraspanines (7) (Figure 2). L’expression de RP@etes exosomes reste controversee (7).

Figure 2 : Processus de production des ectosomesxesomesLes ectosomes (ou microparticules)
sont libérés directement a partir d’'un bourgeonnemde la membrane alors que les exosomes
résultent de I'exocytose de vésicules endocytigdegpres Burnier et al.(8)

Les corps apoptotiques, représentent un troisigqme d’éléments circulants de petite taille.

Morphologiquement I'apoptose se caractérise parcongaction et une marginalisation de la
chromatine nucléaire, une convolution des membraoeiaires et cytoplasmique, et par une
condensation du cytoplasme. Le noyau se fragmearsgite, chaque fragment étant entouré
d'une double enveloppe. Des corps apoptotiqueségits cytoplasmiques et nucléaires) sont
relargués, et vont étre phagocytés par les celitdesnes. Leur taille est trés variable et peut

aller jusqu’a celle d’'une cellule entiéere. lls erpent également la PSer a leur surface.

2.2 Formation des microparticules : le phénomene desiculation
cellulaire
Dans des conditions physiologiques, la répartittas phospholipides de la membrane
plasmique des cellules est asymétrique grace aivitgc de différentes enzymes qui

permettent d’'une part, le maintien de la phosplktiwbline et de la sphingomyeline sur le

feuillet externe, et d’autre part le maintien défer et de la phosphatidyléthanolamine sur le
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feuillet interne. La perte de cette asymétrie dpglds membranaires est le résultat d’'un
déséquilibre enzymatique a activité translocasesceamblase qui sont régulées par la
concentration intracellulaire de calcium (Figure Be plus, 'augmentation du calcium
intracellulaire facilite l'activation des calpaingstervenant dans la dissociation et la
dégradation du cytosquelette, favorisant ainsiolergpeonnement de la membrane plasmique.
L’asymétrie de répartition des phospholipides étantpue, il en résulte une externalisation
de la PSer suivie d’'une libération de MP par boongement de la membrane plasmique
(Figure 3). La vésiculation cellulaire ou émisso MP et I'exposition de la PSer sont donc
des événements fortement associés (9). La PSetitaensn véritable stigmate des MP
reconnue alors par 'annexine V (AV).

Théoriquement, toutes les cellules peuvent libdesr MP par un mécanisme actif. En plus
des mécanismes cités précedemment (Figure 3),reé&atrtavaux ont montré que la Rho-
kinase ROCK-II (10)via la caspase 2 mais aussi Rho-kinasegalla caspase 3 (11) sont
impliquées dans la libération des MP. L'équipe dmddcini a montré que TRAIL (pour
Tumour Necrosis Factor-Related Apoptosis-Induciigphd) et son récepteur (TRAIL-R2)
sont impliqués dans la génération de microparticeledothéliales (MPE) procoagulanies
vitro (12). La libération de MPE marquée positivemendtA¥ est observéen vitro apres
plusieurs heures de stimulation de lignées cetkesagndothéliales. Parmi les stimuli utilisés
in vitro, notons des cytokines telles que le TAHA-IL-1B et l'inhibiteur de l'activation du
plasminogéne : PAI (13), la thrombine (10), lirraiibn (14), la camphothécine (15), I'acide
gras n-3 docosahexaénoique (16), les toxines utasi@l?7), la protéine C réactive (CRP)
(18) et les radicaux libres oxygénés (14).

Les MP libérées par des cellules en cours d'apepsemblent étre différentes au niveau de
leur composition protéique et lipidique par rappurk MP générées par activation cellulaire.
L’apoptose est un processus finement régulé, gaisée entre autre par une contraction de la
cellule et une fragmentation de 'ADN. Les deuxesprincipales d’apoptose conduisent a
I'activation de la caspase 3 régulée par la pretkinase Rho I. Cette kinase est indispensable
pour la translocation de '’ADN du noyau a la memierales vésicules. Cela suggere que les
MP induites par apoptose pourraient contenir duénet nucléaire (19). L'équipe de
Tramontano a pu montrer que les statines inhibd&ehbération de MP a partir de cellules

endothéliales en culture par altération de la Riie kinase (20).
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Figure 3 : La vésiculation cellulaire L’activation cellulaire et/ou I'apoptose sont asgms a une
élévation du taux de calcium intracellaire (Ca2Le calcium entraine I'activation de la scramhsast
l'inhibition de la translocase qui sont deux enzgmesponsables du transport lipidique du feuillet
interne vers le feuillet externe de la membranapigue et inversement. L'entrée du calcium facilite
également l'activité des calpaines, qui favorisentdissociation des structures membranaires du
cytosquelette. Il en résulte une externalisatiodadphosphatidylsérine, suivie d'un bourgeonnement
de la membrane plasmique a l'origine de la libévati de microparticules dans I'espace
extracellulaire, par clivage du cytoquelette et aation cellulaire.L’activation de la kinase Rhete
nécessaire a la contraction cellulaire via les léea Rock | et II.

Ag : antigene.

2.3 Composition des microparticules

L’expression de la PSer est un caractére essemdiel MP quelle que soit leur origine
cellulaire. La fixation spécifique, en présencecdkium de 'AV sur la PSer est mis a profit
pour I'analyse des Mhh vitro et exvivo. Les effets biologiques des MP dépendent de leur
composition protéique et lipidique qui elle-mém@elgd de la cellule mere et du stimulus a
'origine de leur libération. L’équipe de Petersanpu montrer que les MPE avaient une
composition protéique différente en fonction dumsiius utilisé (PAI ou TNFy) (21) qui
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modulait leurs effets sur les cellules cibles (Byr exemple, les MPP dérivées de plaquettes
activées par de la thrombine ou du collagene, ment CD41 (permettant la liaison des MPP
au fibrinogéne) alors que les MP dérivées de plbegieactivées par le complément
n’expriment pas ce marqueur (23). Les MP exprintea® Ags spécifiques de la cellule dont
elles sont issues et ceux-ci peuvent étre utilig@s rechercher I'origine cellulaire des MP a
l'aide d’anticorps dirigés spécifiquement contres cépitopes. Les études récentes de
protéomique sur les MPE se révélent étre aussiadgiés d’'importance majeure pour
comprendre leur rble physiologique dans différersiéisations pathologiques (21, 24). Ces
études permettent aussi de s’affranchir de l'idamel éventuelle contamination par des
exosomes au cours de la préparation des MPEtro, puisque on ne trouve pas dans ces
analyses de protéines exosomales que sont lesp@tiaes (24). Il a été récemment montré
gue les MP peuvent aussi contenir de 'ARN mess@yeNm) de la cellule dont elles sont

issues (25), ou des composeés étrangers initialepnésénts dans leur cellule d’origine (26).

2.4 « Clearance » des microparticules

La « clearance » des MP plasmatiques n’est actnetiepas complétement élucidée. Les MP
pourraient étre éliminées de la circulation sanguiar I'action des phospholipases (27), par
phagocytose directe par les monocytes, grace aebguression de récepteur a la PSer ou
encore par un mécanisme indirect d’opsonisationliquant des protéines telles que la

protéine S ou le complément (28) suivi de phagseyfmar les mémes types cellulaires.
2.5 Fonctions des microparticules

2.5.1 Communication intercellulaire

De nombreux travaux ont montré que les MP pouvaatrainer la stimulation de cellules a
distance. Par exemple les MP leucocytaires activest cellules endothéliales (29) ou
transferent des Ags leucocytaires aux celluleshéfiitles (30). Les MPP facilitent les
interactions entre monocytes et cellules endotiesli@31). De plus les MPP stimulent la
prolifération, la survie, 'adhérence et le chinictisme des cellules hématopoiétiques
facilitant ainsi la prise de greffe des progéniselnématopoiétiques (32). Elles peuvent
également transférer la chémokine RANTES (pegulated upon activation, normal T cell
expressed and secrejedt ainsi attirer les monocytes a la surface dadothélium activé
(33). Les MPP peuvent transférer le signal CD1524@.) aux lymphocytes B (LB) et ainsi
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stimuler la production d’immunoglobulines (Ig) Gésffiques de I'Ag induisant ainsi une
réponse immune optimale (34).

Les MP peuvent exprimer Fas ligand (Fas-L) a leufase et induire un signal d’apoptose a
distance (35). Les MP générées a partir de LT apigpes (MPT) hébergent des
morphogénes de la famille Hedgehog et sont capakileduire la différenciation de cellules
hématopoiétiques pluripotentes vers la lignée nagacytaire (36). Les MP sont aussi
impliquées dans le transfert horizontal de maté@iomique. En effet, les MP issues de
cellules embryonnaires peuvent délivrer de '’ARNea cellules cibles et il a été montré que
cet ARN est ensuite traduit en protéines (37). @atee également montré pour des MP issues
de tumeurs qui peuvent porter différentes molécele®\RNm des cellules tumorales et
transférér ces molécules aux monocytes (25). Eefies peuvent servir de véhicule pour
transférer des particules infectieuses entre ldale telles que les prions ou le virus HIV
(38).

2.5.2 Activité procoagulante

Deux observations sont a I'origine de la découveeefonctions procoagulantes des MP dans
un plasma frais pauvre en plaquettes. Chargaffod,1a observé une activité procoagulante
dans le précipité obtenu par centrifugation de lesrpa a haute vitesse (39) puis Wolf en
1967, a confirmé ce phénomeéne et identifié cesigités par microscopie électronique
comme de trés petites particules d’origine pla@ireti(40).

L’expression de PSer est une des caractéristigede® et aussi un élément clef au départ de
la cascade de coagulation dans les vaisseaux sangies MPP ont été extrémement étudiées
pour leur fonction de maintien de I'homéostasie cubsre mais aussi parce qu’elles
expriment une surface catalytique permettant lati du complexe prothrombinase. Ainsi,
une déficience en génération de MPP entraine deblegs de la coagulation (41). Un défaut
dans la translocation de phospholipides membranaingrainent une absence de libération de
MP d’origine plaquettaires, érythrocytaires et Iyropytaires et donc d’expression de PSer.
Ce déficit a été bien caractérisé chez des patigaist un syndrome hémorragique (syndrome
de Scott) et a ainsi confirmé le rble physiologiqles MP et de la PSer dans la réponse
hémostatique (23). A linverse, une libération essiee de MPP augmente les surfaces
phospholipidiques procoagulantes circulantes eti diactivité prothrombinase conduisant a
'augmentation de la génération de thrombine.

Les MPP et les MPE expriment le FT, une protéinagmembranaire dont I'expression peut

étre constitutive (épithélium de la peau, muqueudie®blastes, astrocytes, placenta, cellules
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gliales du cerveau) ou induite en réponse a uneaukdtion (cellules endothéliales,
monocytes). Le FT est le principal initiateur desémuence d’activation de la voie externe de
la coagulation, aboutissant a la formation de thuioen et in fine au caillot fibrino-
plaquettaire. La forme active du FT requiert lasprce de la PSer exprimée a la surface des
MP. La présence de PSer et/ou de FT a orientéréemaux sur les MPP et les MP
leucocytaires vers I'étude de leur réle dans lagataion. Ainsi, leur activité procoagulante
est actuellement considérée comme un déterminanisdque de thrombose au cours de
plusieurs situations pathologiques telles les masadardiovasculaires (42). Le FT est aussi
exprimé sur les MP d'origine fibroblastiques, moyta@es ou leucocytaires. Par ailleurs, les
MP dérivées de monocytes expriment a la fois Fle aécepteur a la P-sélectine PSGL-1
(pour P-selectin glycoprotein ligand)1Les plaquettes activées expriment des molécules
d’adhésion telles que la P-selectine et sont capat# capturer les MP derivées de monocytes
TF" via PSGL-1. Ainsi la capture de ces MP par les plagsgtiuent un role central dans
I'initiation de la coagulation et de la formation thrombusvia le FT (43).

Les MPE posséedent donc des propriétés procoagsldet@ar leur expression de PSer et de
FT. De plus, il a été montré que les MPE exprinieracteur de Willebrand, qui joue un réle
dans la formation du clou plaquettaire (44). Unxtélevé de MPE est observé lors de la
rupture de la plaque d’athérome au cours du synelroomonarien aigu (45). Ces résultats
indiquent que les MP sont produites dans la platjathérome et que I'apoptose qui siege au
sein de la plaque d’athérome joue un rble importirts I'amplification des événements
thrombotiques lors de la rupture de la plagigela production de MP procoagulantes. Les
MPE peuvent se lier aux monocytes et moduler letiviggé procoagulante (46). En effet, il a
été montrén vitro qu’elles pouvaient interagir avec une lignée THRpd&ur human acute
monocytic leukemia cell linenonocytaire entrainant la génération de FT a $euface, a
I'origine de I'activité procoagulante.

Par ailleurs CD36, récepteur «scavenger » exprpaé les plaquettes, reconnait les
phospholipides dont la PSer a la surface des MB.ME sont donc les ligands de CD36
exprimés a la surface des plaquettes et contribaiest a I'activation des plaquettes et a la
formation du thrombus (47, 48).

2.5.3 Activité protéolytique, fibrinolytique, et angiogénique
A Tlactivité procoagulante caractéristique des MPRPcuwantes s’ajoutent des fonctions
protéolytigues complémentaires. En effet les MPEspdent la capacité de générer de la

plasmine et de développer une activité fibrinoly&iget protéolytique péricellulaire (49). Deux
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grands systémes protéolytiques sont présents dandviP : le syteme d’activation du
plasminogéne et/ou les métalloprotéinases matesidMMP). Le systeme d’activation du
plasminogéne joue un rdle clef dans le maintietitdenéostasie vasculaire. L’activation du
plasminogéne est médiée par deux « sérine » pestéabactivateur de type tissulaire
(tPA pour tissue-type plasminogen activatogqui est impliqué dans la fibrinolyse et
'activateur de type urokinase (uPA pourokinase-type plasminogen activgtogqui est
impliqué dans la protéolyse pericellulaire gracesal récepteur de haute affinité Upar.
D’autres études montrent que les MMP présentesesuMP issues de cellules cancéreuses
pourraient également induire une activité protéglg (50). Le systeme d’activation du
plasminogéne qui conduit a la génération de plasraim étroite interaction avec le systéme
des MMP, favorise la migration cellulaire a traviersnatrice interstitielle et participe a des
processus tels que le remodelage tissulaire, dimfhation ou I'angiogénese mais aussi a des
processus pathologiques tels que I'invasion turedi@l) et I'athérosclérose. Une défaillance
de ce systéeme peut conduire a des accidents isghémivasculaires. Une protéolyse
exacerbée peut avoir de graves conséquences silnédénce, I'organisation et la survie
cellulaire pouvant aboutir au détachement de @dldke la matrice extracellulaire et a la mort
cellulaire par apoptose (52).

Les MP interviennent a 3 étapes cruciales de cesammmes angiogéniques: 1) la
dégradation matricielle, 2) le recrutement et Bédénciation des progéniteurs endothéliaux,
et 3), la prolifération et la migration des celkilendothéliales (53). Les MPE portent a leur
surface des activités des MMP, notamment les MMIFPZ50) suggérant le réle des MP dans
la dégradation de la matrice extracellulaire. L&3Rvbont capables d’'induire I'angiogénase
vitro et de stimuler la revascularisation post-ischémiguvivo (54, 55), alors que les MPE

obtenues a partir de cultures de cellules endatleélalterent 'angiogénése (56).
2.6 Microparticules et pathologies

2.6.1 Inflammation

Les MP contribuent a la réponse inflammatoire viesi@ia travers différents mécanismes.
Elles fournissent des substrats aminophospholigpdes la phospholipase A2 conduisant a la
production d’acide lysophosphatidique qui est uisgant médiateur proinflammatoire. Les
MPP sont capables de lier, et d’activer les netiitepin vitro (57). Les MP dérivées des
monocytes constituent une voie de sécrétion de-1fiLapres activation d’'une lignée
monocytaire THP-Yia un récepteur P2X7 par de I'ATP (adénosine tri-phase) (58). Cette
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cytokine portée par les MP peut alors activer teepéeur a I'lL-1 sur d’autres cellules. Les
MP jouent alors le réle d'initiatrices de la caseatke cytokines inflammatoires. Les MPP
entrainent 'augmentation de molécules d’adhésitansurface des monocytes et des cellules
endothéliales et induisent la production d’IL8,Ld1p, et de TNFa par les monocytes et
d’'IL-1p, d’'IL-8 et d’IL-6 par les cellules endothélialés9).

Au lieu de promouvoir I'inflammation, les MPT peuntenduire I'apoptose des macrophages,
conduisant ainsi a une libération de MP. Les MPvpstijouer le réle de témoin de la mort
cellulaire (60). Ainsi, comme une conséquence detiVation ou de la mort cellulaire, une
élévation du taux de MP est observée dans le sangatients atteints de différentes
pathologies inflammatoires. Celles-ci sont globadatncaractérisées par une activation de
immunité (recrutement des cellules natural kilig&tK), LT, LB, monocytes) et par des

anomalies vasculaires.

2.6.2 Athérothrombose

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoineogique des vaisseaux sanguins qui
résulte d’'une interaction entre des lipoprotéinexlifiees, les monocytes-macrophages, les
LT et les cellules vasculaires (61). Le développemet la progression des plaques
d'athérome (Tableau 1) chez I'homme sont associéme& augmentation de I'apoptose
affectant non seulement les macrophages et leslesusses mais aussi d’autres types
cellulaires présents au sein de la lésion (62). MBsont été identifiées a l'intérieur des
plaques d’'athérome par microscopie électroniqu@ (B8is aussi isolées et caractérisées a
partir de plagues situées sur la carotide humaddg. Ces MP présentes dans les Iésions
expriment la PSer, responsable de l'activité prgatante. Une association entre MP et
athérosclérose a été clairement démontrée depaislimaine d’années dans la littérature. En
2000 I'équipe de Mallat a montré une augmentatignificative du taux de MPE CD3let
CD146 dans la circulation sanguine de patients atteietssghdrome coronarien aigu en
comparaison a des patients sans troubles corosaoiera des sujets sains (65). D’autres
études de pathologies cardiaques coronariennenahisé la relation entre le taux de MPE et
le degré morphologique et fonctionnel des anomali@enariennes et ont pu observer qu’un
taux élevé de MPE est corrélé positivement aveterdue et la sévérité de la sténose
coronaire (66). L'athérosclérose est aussi asso@i@me augmentation du taux de MP
leucocytaires qui pourrait constituer une valeugdpstive d’athérosclérose chez les sujets
asymptomatiques (67). Les MP peuvent aussi comribu’athérosclérose grace a leur effet

fonctionnel de vasodilatation intracoronarienneeobde lors du cathétérisme coronarien chez
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les sujets humains. En effet, cette vasodilatatgtrdiminuée en présence d’'une forte quantité
de MPE circulantes (68). Ceci évoque le lien ingegstre la quantité de MPE et la capacité
des artéres a se dilater en réponse a une augioerdatdébit sanguin. Le taux de MPE est
aussi corrélé a la rigidité artérielle chez des iepgg hémodialysés ou
hypercholestérolémiques, indiquant que le taux éEMefléte également une altération de la
rigidité artérielle (69). Les MPE participent égaknt a la régulation du tonus vasculaire en
diminuant la production de monoxyde d’'azote (NO) lpa cellules endothéliales. Cet effet a
eté observé sur des arteres isolées expaséso a des concentrations croissantes de MPE,
isolées a partir du sang de patients coronarigrsjffisants rénaux, préeclampsiques ou
insuffisants pulmonaires (69-72), mais pas avec M&sissues de volontaires sains. Le
dysfonctionnement de la voie du NO induit par €8 dbrculantes pourrait aussi contribuer a
'augmentation de la rigidité artérielle observéez des patients présentant un taux élevé de
MP circulantes (69). L'étude de l'implication desPMest importante pour comprendre la
physiopathologie de I'athérothrombose mais a gussi objectif de définir leur intéret dans
la prévention et le traitement de cette pathologieeffet, il a été montré que la Fluvastatine
(hypolipémiant utilisé dans la prévention de lahpéigie artérielle coronarienne) pouvait
réduirein vivo la libération de MPE issues des cellules endialbé des artéres coronaires
(20). De méme, la combinaison de deux agents thet@pes Losartan (antagoniste de
'angiotensine I, utilisé dans le traitement déypertension artérielle) et Simvastatine
(hypolipémiant) (73), tout comme I'effet antioxydate la vitamine C (74), sont capables de

diminuer le taux de MP monocytaires circulantes.

2.6.3 Diabéte et syndrome métabolique

Les MPP et les MP monocytaires sont observées antitgl élevée dans le diabete de type 2
(75). Le taux de MP chez ces patients est corrgié complications types néphropathie,
rétinopathie et neuropathie (76), ainsi qu’a l'atts¢lérose (77). A l'inverse, les MPE ne sont
pas augmentées dans ce type de diabéte (76, 78)assiciée a une microalbuminémie chez
les patients présentant un diabéte de type 1 [(E8)MPE sont aussi augmentées et corrélées
au dysfonctionnement endothélial chez la patiebtse (79), ainsi qu’au dysfonctionnement
érectile chez ’'homme diabétique (80). Le syndram&abolique est bien connu pour son état
sous-jacent proinflammatoire, proathérogéne ethpoatbotique. Des taux élevés de MPE
chez 33 patients atteints d’'un syndrome métabolifawerisent I'activationex vivo des

plaquettes et des leucocytes (81). De plus I'éqgdipedelali a montré que les MP provenant
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de patients atteints de syndrome meétabolique ieduigy vivo un dysfonctionnement

endothélial chez la souris au niveau aortique (82).

2.6.4 Auto-immunité

Une augmentation du nombre de MP circulantes esérgbe dans un certain nombre de
pathologies systémiques qui refletent une actimatd une altération de I'endothélium
vasculaire. Les MPE sont élevées dans le lupugrsygtie (4) et d’autant plus qu’il est sévére
(83). La pathogénicité du lupus systémique impliguee apoptose importante et une
défaillance dans la « clearance » des cellulestapgpes ou des débris cellulaires parmi
lesquels se trouvent les MP.

Les MP sont aussi augmentées dans le syndromentpbhaspholipides (84), et la sclérose
multiple (85). Cette derniére pathologie est ca@m®fe par une inflammation et une
démyélinisation du systéme nerveux central. Les MB@mentent au cours de I'exacerbation
de la maladie, et se normalisent au cours de lasséon (86). L'IFN$1b utilisé dans son
traitement inhibe la libération de MP (85). Lesig@atls atteints de polyarthrite rhumatoide
présentent également un taux élevé de MPP. Cedstugorrélé a I'activité de la maladie
mesurée par le score DAS (patisease activity scor@AS-28) (87), tandis que les MP
monocytaires et granulocytaires sont prépondératdas le liquide synovial ou I'on trouve
également des MP d’origine lymphocytaires B et [Agpettaires et érythrocytaires (88, 89).

Les MPE sont également augmentées dans la maladieothn (90).

2.6.5 Grossesse

La grossesse représente un état physiologiquecyigti ou la réponse immune est finement
régulée ainsi que la formation des néovaisseaugsetegalement associée a une production
active de MP. Le taux de MP totales est élevé amscde la grossesse normale (91). Ce taux
n'est pas prédictif d’'un développement éventuetamplications vasculaires a 24 semaines
de gestation (92). Cependant, les MPE, mais asssMP dérivant de granulocytes, sont
augmentées au cours de la pré-éclampsie et le t®uXMIPE est corrélé au degré
d’hypertension (93). De méme, il a été montré quadmbre de MP totales et de MPE est
considérablement augmenté chez les femmes ayapidaieurs fausses couches, par rapport
a une primipare (94). Les MP pourraient constituee voie d’échappement a la réponse
immune au cours de la grossesse. En effet, laalioér de MP contenant Fas-L pourrait

constituer un mécanisme par lequel le trophoblastece un état de privilege immun (95).
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2.6.6 Greffe et transplantation

Les conditionnements pré-greffe de cellules soutt@satopoiétiques (CSH), gu'ils soient
myeélo-ablatifs ou non myélo-ablatifs, comportent sdedrogues a potentiel

« endothéliotoxiques » reconnu, notamment les agatitylants (Melphalan, Endoxan,
Busilvex). L'irradiation corporelle totale peut dégament étre génératrice de Iésions
endothéliales. Peu de données sont disponibleg guamresponsabilité des conditionnements
pré-greffe dans I'induction d’une libération de MPne seule étude a montré que le taux de
MPE et de MPP ne varie pas significativement chezphtients recevant un traitement par des
globulines antilymphocytaires (96). Par ailleursyeuaugmentation du taux de MP est
observée apres greffe de cellules souches allogésigt lors des complications vasculaires
telles que le purpura thrombotique thrombocytopéai(PTT) ou la maladie veino-occlusive
(97). L'équipe de Nomura a montré une augmentatdantaux de MPE dans les trois
premieres semaines suivant la greffe de cellulashss (98). De méme au cours du rejet aigu
d’allogreffe cardiaque, I'activation de I'endothét et 'apoptose médiée par Fas participent
a la libération de MP procoagulantes (99).

Les désordres immunologiques qui surviennent dansohtexte de la maladie du greffon
contre I'héte GVH (pourgraft versus host disegsesont corrélés a une étiologie
multifactorielle parmi laquelle on retrouve I'agsem des tissus conduisant a la libération de
MP (100). L'équipe de Pihusch a montré une élénatiotaux de MP, chez des patients ayant
recu une allogreffe de CSH, au cours de la GVHe@pgse que le taux de MPE devienne un
élément diagnotique permettant de différentier \aHQles autres complications post-greffe
(101).

les MP sont observées en quantité élevée dans atbslqgies rénales et chez les sujets
hémodialysés (17, 69). Ainsi I'équipe de Al-Massa@i@pu montrer que le taux élevé de MP
observé chez les patients hémodialysés retroueaitveleurs normales apres transplantation
rénale (102). De plus, 12 mois apres la transpi@ntda diminution du taux de MP et de leur
activité procoagulante est plus prononcée chepd¢ients sans antéceédents de pathologies
cardiovasculaires (103).

L'ensemble de ces données montre que la quaniificates MP dans le contexte de la
transplantation ou greffe de CSH, permettra dajgpordans l'avenir de nouveaux

biomarqueurs de suivi de greffe.
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2.6.7 Cancer

Des travaux récents ont démontré I'importance aiération des fonctions de I'endothélium
vasculaire dans la physiologie des maladies néigples (Figure 4). La progression tumorale
est sous la dépendance d'une angiogénese anorrh@¥) €t en particulier d'une
néovascularistion exacerbée qui permet la format®nouveaux vaisseaux. Ceux-ci assurent
un apport garanti en nutriments, oxygene et fastalg croissance permettant ainsi la
croissance de la tumeur et le développement desstases (105). Des MP issues de cellules
tumorales sont ainsi retrouvées vivo (106). Des protéines telles que l'urokinase, CD147
(neurotheline/basigine) ou la sphingomyéline petnére portées par les MP tumorales et

modifier les propriétés invasives de la tumeur,leaipropriétés proangiogéniques qu’elles lui
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Figure 4 : Rble des microparticules dans le cancér) L'exposition des cellules a la chimiothérapie,
a la radiothérapie mais aussi a des cytokines dathrombine conduit a la libération de MP par les
cellules tumorales et les cellules normales detéh{®) Les MP tumorales exprimant fortement le FT,
les MMP et Fas-L, ont des effets autocrines et gramas. (3) Elles induisent le dysfonctionnemesst de
cellules endothéliales ainsi que I'apoptose desplymeytes a l'origine de l'augmentation de la
thrombogénicité. (4) Cela induit également la lidtsn de MP par de nombreuses cellules voisines
telles que les plaquettes, les cellules endotlesjdes monocytes et les lymphocytes favorisast ain
'angiogénése et la progression tumorale. Figuraptes Aharon A et al. (106).

MV : microvesicle ; TF : tissue factor ; EC : enHdelial cells ; MMP : metalloproteinases ; Fas-L :
Fas-ligand ; TFPI : tissue factor pathway inhibitor
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transmettent (107). Le taux circulant de MP est pharticulierement augmenté dans les
adénocarcinomes, or ceux-Ci sont connus pour &sec& a un risque thrombotique élevé
(108) qui pourrait étre lié aux concentrations ées/de MP. De méme, une augmentation du
taux de MP exprimant le FT a été mise en évidehez ces patients atteints de cancer du
sein, du pancréas et du poumon (6, 109) suggérantd des MP TFdans les complications
thrombotiques des patients atteints de ces cafitE0s112). Récemment, I'équipe de Dubois
a pu montrer que des cellules issues d’'un cancer@atique étaient capables de produire des
MP in vitro exprimant le FT, le ligand de la P-sélectine (pnésur les plaguettes) et PSGL-1.
Ces MP dérivant de cellules cancéreuses s’accutrslete site tumoral de facon dépendante
de la P-sélectinen vivo. Enfin, ils ont montré que ces MP contrairemenk aellules
parentales augmentent la formation du thrombus damsodéle murin de cancer du pancréas
(113).

2.6.8 Autres situations cliniques dans lesquellesd MP sont impliquées

Au cours de linsuffisance veineuse chronique, NBP et les MPE sont augmentées et
contribuent a une altération de la réponse derai paineuse (114).

L’hémoglobinurie nocturne paroxystique est une glatiie hématologique caractérisée par
une sensibilité accrue des globules rouges adhadtitique du complément conduisant a une
hémolyse. Au cours de cette pathologie, il a étdougé une libération excessive de MPE
procoagulantes (115). Ceci pourrait expliquer $gue thrombotique élevé bien connu dans
cette pathologie.

L'insuffisance cardiaque affecte le systeme vas@ulpériphérique en altérant les fonctions
de I'endothélium qui entrainent la libération déodynes inflammatoires. Le taux de MPE est
corrélé a cette augmentation de cytokines et il régersible aprés traitement par du
Carvédilol (Béta-bloquant) (116) ou avec de la Nitae C (117).

Deux études récentes ont pu mettre en évidencgntiantation des MPE au cours de
I'hypertension artérielle pulmonaire et ont momuée leur taux est fortement prédictif de la
séverité hémodynamique (118, 119).

La phase chronique de la drépanocytose est assariéen état procoagulant et
proinflammatoire liée a une altération de I'endditivd conduisant a la libération d’'une faible
guantité de MPE (120). En revanche, au cours daise drépanocytaire, le taux de MPE
augmente fortement ainsi que les MP d’origine épditaires, monocytaires et plaquettaires.
Dans le PTT, on retrouve des taux élevés de MPB ldaphase aigtie et chronique. Le role

des MPE a été mis aussi en évidence dans leifPVilo etin vitro. En effet le taux de MPE
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augmente longtemps avant le début de la manifestdti PTT et pourrait étre un marqueur
diagnostique précoce dans le PTT chronique (121).

La pathogénicité des MP procoagulantes a aussiést®ntrée chez des patients au cours du
choc septigue a méningocoque (122).

Enfin des MP ont été retrouvées en quantité augieeai cours de l'infection VIH chronique
(123) et pourraient jouer un réle dans le transfadrcellulaire de I'infection (124) (Tableau
1).

Tableau 1 : Les différentes pathologies associéds @étection de microparticules circulantes.
D’aprés Burnier et al.(8)

2.7 Concept de vasculocompétence

Les processus lésionnels affectant la paroi vaseuse traduisent par I'apparition dans le
sang circulant de cellules endothéliales circua(@EC), détachées du vaisseau ainsi que de
MPE. En réponse a ces lésions, ou a des ischéissedaires, des progéniteurs endothéliaux

circulants (PEC), sont mobilisés depuis la moedigense (MO) pour participer a la croissance
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vasculaire ou a la réparation de la monocouche teélimle selon un processus de
vasculogénése. L’identification de ces différenismarqueurs endothéliaux a conduit au
concept de vasculocompétence selon lequel ['égeilientre lésion et régénération

conditionne de facon essentielle le maintien dadyrité endothéliale et par conséquent la
progression des pathologies cardiovasculaires (1289 CEC et les MPE se comportent
comme des vecteurs de pathogénicité car ils aerdléz dysfonctionnement endothélial et
favorisent la progression de la maladie. La redieei@ombinée de ces différents marqueurs
CEC, MPE et PEC de vasculocompétence permet damsceniaine mesure d’évaluer le

risque vasculaire et d’estimer ['efficacité thérajigue dans des pathologies vasculaires
(125).

2.8 Les micropatrticules : applications en recherchelinique

Toute cellule vivante étant susceptible de proddies MP, la présence dans les fluides
biologiques (sang, larmes, liquide céphalo-rachidige MP d’origines cellulaires diverses
serait la signature d’'un processus d’activatiord@poptose de cellules qui séquestrées dans
les tissus, sont inaccessibles a la détection par rdoyens non-invasifs. Les MP sont
présentes dans le sang de sujets sains, et lawsrtcations, notamment celles des MP issues
de cellules endothéliales ou de plaquettes augmiedéas certaines pathologies comme nous
'avons vu précédemment. Plusieurs études ont @anute des taux €leves de MP circulantes
étaient associés a des dysfonctionnements vassilat de nombreux travaux visent
actuellement a déterminer la valeur pronostiquesrgialle de celles-ci. Bien que nous ne
connaissions pas la composition précise des MRPo@rigtés majeures leur sont reconnues :
1) leur taille (comprise entre 100 nm et 1um), Zxpression d’Ags spécifiques
caractéristiques des cellules dont elles sont $ssele3) I'externalisation de la Pser qui lie
'AV. Cependant, I'expression de I'AV ne semble @dre un critére absolu puisque certaines
MP, notamment les MPE chez les patients drépanioegtél20), ou encore les MPP chez les
insuffisants rénaux ne lient pas I'AV (69, 126).1&peut s’expliquer par le fait que la PSer
présente a la surface des MP se trouve engagée diames interactions protéiques
empéchant la liaison a I'AV. La PSer peut se l@tdment a la lactadherine, protéine du lait
gue l'on trouve au sein des exosomes du plasma desaprotéines de la cascade de
coagulation comme la protéine S (127, 128). L’absatiexpression de I'AV peut également
suggérer que des voies de signalisation autreslagperte d’asymétrie membranaire, non
connues a ce jour, seraient impliquées dans ladtiomde MP (53).
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L’expression de la PSer ne permet pas de discrintiorggine des MP. Celle-ci est identifiée

a l'aide des marqueurs spécifiques de la celluterpa. La présence de CD3, CD4 ou CD8
indique une origine lymphoide, alors que les MPiit saractérisées grace aux glycoprotéines
lIb-1lla: CD41, la P-sélectine (CD62-P), CD31 (P&@ pour platelet-endothelial cell
adhesion moleculeet CD42a. De facon similaire les MPE expriment58IXICAM-1),
CD31, CD144 (VE-cadhérine), CD105 (endogline, prnatéassociée a la prolifération) et
CD146 (S endo 1, protéine endothéliale jonctiom)e#t la E-sélectine (CD62-E) (129).

De plus, I'expression des Ags de surface est viaria fonction du stimulus a 'origine de la
libération de MP. Cette variabilité a été étudrégitro (44) etex vivo(130). Par exemple les
MPE induites par apoptose expriment le marqueustdotif de I'endothélium CD31 alors
gue les MPE induites par activation augmentent éaqaression de marqueurs inductibles tel
que CD62E.

Grace a toutes ces caractéristiques les MP pe@entdentifiées, dans le plasma, chez des

patients présentant diverses pathologies, et'eéda lde différentes techniques.

2.8.1 Etapes pré-analytiques

L’identification des MP circulantes nécessite demboeuses précautions au niveau du
prélevement et du traitement des échantillons saagin effet, différents aspects tels que la
taille de I'aiguille utilisée (18 ou 21G), le sitls prélevement, I'utilisation d’un garrot, d’'un
systeme de prélevement type vacutainer ou d’'uniegees, et le type d’anticoagulant (131),
peuvent avoir un impact dans la caractérisationMigsL’'équipe de Shah suggere qu’il serait
préférable d’effectuer un prélevement sanguin miaanec un geste lent pour éviter le stress
a l'origine de l'activation des plaquettes, plugdie d’utiliser un systeme vacutainer (132).

Le traitement des échantillons apres prélevemermi¢lai de prise en charge, et les conditions
de conservation sont extrémement variables entrédeipes et pourraient étre responsables
des divergences observées sur les taux de MP amiteisl dans la littérature (133, 134). Dans
la plupart des études, le plasma est isolé danguases heures suivant le prélevement et
analysé immédiatement ou aprés congelation (-8Q%3R). La congélation augmente
'expression d’AV a la surface des MP et en aucas an plasma décongelé doit étre
recongelé (132).

Les MP peuvent étre analysées directement a plartsang avec I'avantage de laisser les MP
dans leur environnement physiologique (135-137sr®plus souvent les MP sont étudiées a
partir du plasma, ce qui nécessite des étapes wlkeifegation afin de s’affranchir des

contaminations par les plaquettes. Cette procguhéadable, réalisée difféerement dans chaque
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laboratoire, introduit une nouvelle variable rerid@gatoire la comparaison du « dosage » des
MP par les différentes équipes (134).

Une attention toute particuliére doit étre port@elss vitesses de centrifugation, qui different
d'un laboratoire a l'autre (Tableau 3). Toutefoia, plupart des équipes réalisent deux
centrifugations successives a 1500g pendant 15pmis a 13000g pendant 2 min. Cette
seconde centrifugation est indispensable pour abtem plasma exempt de plaquettes.
L’ensemble de ces précautions a pour objectif diré I'activation des plaquettes et de
préserver la structure et la fonction des MP.

Par ailleurs, de nombreux parametres liés au &ujgtéme peuvent affecter le taux de MP :
'age, le sexe, la prise de médicaments, le cyadagmuel, le cycle circadien, le tabagisme,
I'exercice, etc...

L’ensemble de ces paramétres pré-analytiques sbuéleement étudiés, en multicentrique,
par un groupe de travail européen (ISTH pouernational society on thrombosis and
haemostasjsdont I'objectif est de produire des « guidlineguant aux nombreux parametres
a prendre en compte pour la standardisation de pegtmiére étape.

Dans le contexte d’études cliniques, il est indisable de disposer d'une méthode de
guantification précise, standardisée et reprodigctidous allons exposer ici les techniques

developpées actuellement pour quantifier les MP.

2.8.2 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux permet d’analyser le nombeetaille et I'expression d’Ags des MP
circulantes (134). En effet, les MP possedent deactéristiques de taille (FSC pdarward
scatte) et de granulosité (SSC posite scattey que I'on peut identifier par technique
cytométrique. Toutefois, la plupart des travauXiséa jusqu’alors n’utilisent pas une taille
minimale standardisée (126). Récemment, I'équipeDamat-George a mis au point une
technique de standardisation du comptage des MRRIa de billes de calibration Megamix
de taille connue (Biocytex, France). Ces billesmmtent de définir de facon standardisée la
zone d’analyse des MP entre 0,5 et 1 um, et d'assion seulement la stabilité des réglages
des cytomeétres au cours du temps, mais aussi fadegibilité inter et intra-instrument
(138). Certaines équipes avaient utilisé les plagaeomme contrble interne et sélectionnent
les événements particulaires de taille inférieure@us petites plaguettes (122).

La quantification en valeure absolue des MP eslisés a l'aide de billes de latex,

fluorescentes ou non, ajoutées a I'échantillon avanalyse (4, 120, 139).
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Le manque de spécificité et de sensibilité de I'ddut étre une limite a la quantification des
MP (si on sélectionne les MP uniguement sur I'esgien d’AV). C’est pourquoi I'incubation
du plasma avec des anticorps spécifiques pernwrétérisation de I'expression d’Ags a la
surface des MP (indépendamment de I'expressiorAd§ ket I'analyse des différentes sous-
populations de MP en fonction de leur phénotypebl@au 2). La technique de détection de
MPE n’est actuellement pas standardisée malgranelpmportant d’anticorps évalués dans
la littérature (Tableau 3). De plus, du fait derlées petite taille, la détection des Ags a la
surface des MP peut étre considérablement rédaiteapport aux cellules intactes (75). Ceci
constitue une difficulté de révélation de I'expressd’Ag par cytométrie en fonction de
I'affinité et de la brillance des anticorps utiksé

Une limite importante de la technique cytométriqaacerne actuellement la détection des
MP de petites tailles (inférieure a 0,5 pm). Letometres actuellement disponibles sur le
marché ne permettent pas de détecter les MP detaédle et donc globalement le nombre de
MP obtenu reste sous-évalué. La différenciationMBspar rapport au bruit de fond inhérent
a chaque cytometre reste également une difficatés dette zone de détection d’événements
de tres petite taille. Ainsi, 'obtention d'un brde fond minimal devient un parametre tres
important a prendre en compte (préparation de lkehina, isolement de I'appareil, liquide de
gaine utilisé).

Différents parameétres peuvent affecter le signdkmib pour un évenement dans le canal
FSC tel que l'indice de réfraction (140). L'indicke réfraction des MP au sein du plasma
n'est pas connu mais est inférieur a celui deedite polystyréne (1,5894) et a celui des
billes de latex (1,59) utilisées pour la standatiim de la zone de taille en FSC. Ainsi,
I'utilisation des billes Megamix (Biocytex) ne peghrpas de s’affranchir de cette difficulté.
Rayleigh, Rayleigh Gans et Mie sont trois formutesthématiques qui rendent compte de la
diffusion de la lumiere par les petites particulks. choix de I'une ou de l'autre de ces
formules dépend de la taille de la particule (sigpée ou inférieure a la longueur d’onde
d’excitation divisée par 10) et du rapport entiedice de réfraction du milieu sur celui de la
particule. En d'autres termes, l'information obtendans le canal FSC n’évalue que
« approximativement » la taille réelle de I'évenampuisqu’elle ne tient pas compte de
'ensemble de ces paramétres. La comparaison dumgare FSC de la MP par rapport a une
bille de composition différente ne permet pas uweduation réelle de la taille de I'une par
rapport a l'autre. Ainsi, I'acquisition est baség an seuil limite inférieur de taille « réglé »

grace a une bille de taille connue (0,5 um) aloeslgs MP ayant un signal FSC identique ont
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vraisemblablement une taille différente. Toutefbis{érét de cette technique reste d’apporter
une standardisation du parametre FSC non obtesge’gualors.

Les capacités résolutives de l'appareil sont égaidrdes paramétres a prendre en compte.
Ainsi, la différence de pression entre le liquidegahine et I'échantillon doit étre la plus faible
possible afin de réduire le nombre de doubletslumiere diffusée peut étre analysée a
différents angles pour le parametre FSC. Cet agjl@justable et est variable en fonction des
cytometres utilisés et doit étre le plus large fdssafin de détecter le maximum
d’évenements de petite taille.

Enfin, d’autres parametres plus classiques telslgugain, le «threshold », les sensibilités
optique et électronique, sont propres a chaquereipjga doivent étre pris en compte dans le
choix du cytometre utilisé pour quantifier les MP.

Tableau 2 : Les antigenes utilisés pour la détentides microparticules et la détermination de leur
origine cellulaire.
Modifié a partir de Burnier et al.(8)

Origine Antigenes
plaquettes CD42a GPIX
CD42b GPIb
CD41 GPIIb/INa,allbp"
CD4la GPlIb/lllaallbp
CD31 PECAM-1
CD61 GPllla
CD62P P-selectin
mégacaryocytes CD41 GPIIb/Na,allbp"
monocytes CD14 Récepteur a I'endotoxine
globules rouges CD235a glycophorin A
leucocytes CD45 Marqueur panleucocytaire
granulocytes CD66b CGM6
lymphocytes CD4 LT CD4
CD8 LT CD8
CD20 LB
cellules endothéliales |CD31 PECAM-1
CD34 Progéniteurs hématopoiétiques
CD51 Récepteur vitronectine/p3
CD54 ICAM-1
CD62E E-selectin
CD105 Endoglin
CD106 VCAM-1
CD144 VE-Cadherin
CD146 MelCAM
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2.8.3 ELISA

Les tests fonctionnels basés sur l'activité prootege des MP constituent une autre
approche permettant la quantification des MP. LeB Ppeuvent aussi étre dosées par
technique ELISA en phase solide apres captureggraies anticorps spécifiques des Ags de
membrane des MP ou de 'AV des MP PS@ymuphen® MP-activity). L'ajout de facteur
Il, de facteur Xa et Va en présence de calcium oradgire a la génération de thrombine
évaluée par sa réponse spécifique a un substrayp€ale dosage est directement dépendant
d’'un facteur limitant qui est la « non » expressden PSer par un contingent de MP si on
sélectionne les MP uniquement sur ce paramétrete Gethnique permet d’obtenir un
« dosage » qualitatif des MP (141). Elle ne pernpaest d’obtenir d’informations concernant la
taille et I'origine des MP. Cependant, l'utilisatiale tests ELISA pour la détection de MP a
I'aide d’anticorps spécifiques d’Ags des MP permzette déterminer a la fois l'origine et la

fonctionnalité des MP.

Tableau 3 : Exemple de disparités de techniquediséies par différentes équipes pour quantifier et

identifier les différentes sous-populations de noparticules.D’apres Jy et al.(134)

PPP : platelet-poor plasma ; MP : microparticleEEDTA : acide éthylene diamine tétra acétique ;
PMP : platelet microparticles.

2.8.4 Autres techniques

D’autres techniques tentent de déterminer les t&iastiques antigéniques et la composition
membranaire des MP telles que la microscopie @éeiciue (142, 143), la microscopie
confocale (4), la chromatographie liquide hautdgrarance (144), I'électrophorese capillaire

(145), et la spectrographie de masse selon deéslegriables de succes.

38



Le mouvement brownien caractérise le mouvementpdescules en suspension. Plus les
particules sont petites, et plus elles bougent Vlitest possible de faire corréler cette vitesse
de mouvement avec la taille des particules. Cecjmin est a la base de techniques

« physiques » telle que la « Detection Light Scattpour la mesure des nanoparticules (146).

En conclusion, de nombreuses méthodes sont usiliggmur identifier, quantifier et

caractériser les MP a partir de préléevements sanguine évaluation et une standardisation
de ces différentes méthodes semblent nécessaumeppavoir dans I'avenir relier les travaux

réalisés par difféerentes équipes dans différeraéisoppgies. Un forum a d’ailleurs été publié
a ce sujet (134). Ainsi, et comme nous l'avons ddaligné, la société internationale de
thrombose et d’homéostasie (ISTH) a proposé récernd® créer un groupe de travail sur
I'utilisation des billes de calibration afin de wfeer les divergences observées sur la

numération des MP.
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Chapitre 2
Les cellules dendritiques chez 'lhomme

Il existe deux grandes familles de cellules deitiréds (DC) chez I'homme : les DC
conventionnelles (cDC) ou DC myéloides, les plugieamement connues et les DC
plasmacytoides (pDC) plus récemment caractéri§descun de ces types cellulaires possede
des caractéristiques et des fonctions qui leur pompres, détaillées pour chacune d’elles,

mais nous étudierons leur ontogénie dans une prempatie commune.

1. Ontogénie des différentes sous-populations dela&es dendritiques

L’identification de précurseurs a l'origine des @8t un sujet toujours tres discuté dans la
littérature. Les DC tout comme I'ensemble des éedldu sang circulant ont leur origine au
niveau des CSH meédullaires. Le renouvellement dgbl @ans la MO donne lieu a des
progéniteurs pour chaque lignée cellulaire puis egllules matures sanguines. Au cours du
développement de ces progéniteurs, a pu étre igolgrogéniteur commun lymphoide a
I'origine des cellules lymphoides et des pDC, eptogéniteur commun myéloide a l'origine
des cellules des lignées myéloides et des cDC (148), Cette dichotomie a été beaucoup
controversée et ce concept sur l'origine des DCva@lué avec l'approfondissement des
connaissances sur 'hématopoiése en générale (hd8),plus sur une vision binaire de
’lhématopoiese mais sur la présence de progénibéuns multipotent (lymphoide, myéloide,
dendritique). Plusieurs études ont montré que chatms deux progéniteurs (myéloide et
lymphoide) pouvait générer les deux types de D@)(1Bn 2007, les équipes d’Onai et Naik
ont pu isoler chez la souris, un progéniteur comraur deux types de DC (CDP pour
common dendritic progenithrCe progéniteur dérive des progéniteurs commuw@aide ou
lymphoide et est capable de donner les cDC et S mais pas les autres populations
lymphoides ou myéloides (Figure 5). Il exprime darent le récepteur FLT3nfs-like
tyrosine kinase J3et peut répondre au ligand FLT3 (FLT3-) vivo et in vitro (151). En
effet, le ligand de FLT3 est une cytokine partiaipa la différentiation de progéniteurs de la
moelle en cDC et pDGn vitro (152). L'importance de I'expression de ce réceptest
également démontrée par le fait que les précursdeida lignée érythro-mégacaryocytaire
FLT3, incapables de produire des DC, pouvaient gémEeiDC si ils étaient transfectés par
FLT3 (153). Par ailleurs, il a été montré recemnweré le M-CSF (poumacrophage colony

stimulating factoy pouvait induire la différenciation de progénitedendritique M-CSFR
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(pourmacrophage colony stimulating factor recepten pDC ou cDC indépendamment de la
présence de FLT3-L (154). Phénotypiquement ce pitegé commun n’exprime pas les
marqueurs spécifiqgues des différentes lignées)(Lim CD11c et CMH-Il, mais exprime le
récepteur pour FLT3, le récepteur pour le facteucrdissance des macrophages M-CSFR et
le récepteur aux stem-cell facteur (C-kit). Apreensfert chez une souris non-irradiée, ce
précurseur permet de générer des cDC et des pD€ ldamate et dans les ganglions
lymphatiques (151). L’équipe de Naik a elle aussntifié ce progéniteur commun (qu’il
nomme pro-DC) possédant le méme phénotype, qus dmaesfert chez la souris, permet de
générer des cDC et des pDC dans la rate et la enosfleuse. Ce pro-DC, comme le CDP,
possede un faible potentiel de différentiation emcrophagesin vitro (7 et 4 %
respectivement) et aucun potentieliivo (155). Un autre progéniteur a été récemment décrit
le précurseur des macrophages (MDC pmarcrophage DC precurspr(Figure 5). Il est
caractérisé par lI'expression du récepteur a latdildioe CX3CR1, du M-CSFR et par
'absence d’expression de FLT3. A I'inverse du C&RJu pro-DC, ce précurseur permet la
différentiation de cDC et de macrophagesitro mais pas des pDC (156).

L’origine des pDC (lymphoide ou myeéloide) est damadans la littérature depuis plusieurs
annees. L'expression de transcrits associés angdiy lymphoidesu(pré-T, IgH, V-pré B,
SPI-B et NOTCH-1 (157)) ainsi que l'obtention de @h vitro a partir de progéniteurs
lymphoides médullaires ou thymiques, dans des reedalimains et murins ont longtemps
sous-tendus l'origine lymphoide des pDC. D’autreguments, par exemple I'obtention de
pDC & partir de progéniteurs M-CSFR58), liaient plutot les pDC a la lignée myéloide.
L'ensemble des données nouvelles et précises gaantbntogénie des DC citées
précédemment nous permettent de comprendre lemeagigontradictoires myéloidesrsus
lymphoides des pDC débattues dans la littératysaigdelus de 10 ans.

D’autres auteurs ont aussi suggéré que les pDE€nétdestinées a se conveitirvivoen cDC
(159). Récemment Liou et son équipe ont montré lggepDC de la moelle pouvaient se
convertir in vivo en cDC CD11b au cours d’'une infection virale (160). Cette ptasi
fonctionnelle est retrouvée aussi pour les monagcgte sont capables vivo de donner des
cDC sous l'influence de cytokines produites locaatdans un site inflammatoire (cf §2.3).
Ainsi la génération de DCn vivo dépend de la disponibilité des précurseurs, de
'environnement local et de la nécessité tissuléd@l, 162). Actuellement on parle de la
grande plasticité qui caractérise les DC. Ces tatsulestent a conforter chez I'homme mais il
semble que I'ensemble de ces progéniteurs contrédbddomeéostasie des DC et a leur

recrutement rapide lors de l'initiation d’'une répenmmune.
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Figure 5 : Ontogénie des cellules dendritiqued.e renouvellement des cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse donne laes drogéniteurs pour chaque lignée cellulaire
dont : un progéniteur commun des cellules lymploketeun progéniteur commun des cellules des
lignées myéloides. Les équipe d'Onai et Naik ontmtrer chez la souris qu'a partir de ces 2
progéniteurs dérive un progéniteur commun aux dgprs de cellules dendritiques (CDP common
DC precursor ou pro-DC). Il est caractérisé par plénotype suivant : FLT3( fms like tyrosine
kinase 3), Lih (marqueur spécifigue de différentes lignées), CMHicomplexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il), M-CSFRnacrophage colony stimulating factor receptoriCekit”
(récepteur au stem-cell factor) (151, 155). Ce @miteur est capable de donner les cDC (cellules
dendritiques conventionnelles) et les pDC (celldleadritiques plasmacytoides) mais pas les autres
cellules des lignées hématopoiétiques. Un autreyps@ur a été récemment décrit, le précurseur des
macrophages MDC ( macrophage dendritic cell preograractérisé par le phénotype suivant
CX3CR1 (récepteur de la fractalkine), M-CSFRet FLT3 (156). Ce précurseur permet la
différenciation de cDC et des macrophages maideagpDC.
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2. Les cellules dendritiques conventionnelles

2.1 Stade de maturation et localisation anatomique

Les DC sont des cellules dorigine hématopoiétitpealisées dans différents tissus de
'organisme et certains auteurs évoquent la pdgsiljue leur localisation anatomique puisse
influencer leur fonction (163). Comme toutes ledlutes d’origine hématopoiétiques, la
différenciation vers la voie dendritique est finemheontrolée par différents facteurs de
croissance, des cytokines et par les interactiopBulaires entre les progéniteurs
hématopoiétiques et les cellules du stroma médelldi faut cependant noter que les
progéniteurs des DC peuvent étre présents aussiditi@rents tissus et générer directement
des DCin sity, dans le thymus par exemple (164) ou des celldeed.angerhans dans
I'épiderme (165).

Les cDC, quittent la MO et disséminen& le sang vers les organes lymphoides et les tissus
périphériques, ou elles représentent respectivetaertDC résidentes ou migratoires (166).
Ces cDC nouvellement générées exhibent un phénatypaiture et sont caractérisées par
une faible expression du CMH de classe Il et deemdés de costimulation (167). Elles vont
passer leur vie entiére dans cet état immatureuwsr jle role de sentinelle dans les tissus
périphériques & moins qu’elles ne recgoivent unaigativateur « danger » et dans ce cas elles
subissent de nombreuses modifications jusqu’a liesitipn d’un phénotype « mature » (168).
Les cDC migrent des tissus aux ganglions lymphasqua le lymphatique afférent et
deviennent matures en arrivant dans les ganglionslles n’ont plus la capacité de capter
I'Ag (167). Il existe deux sous-types de DC mignas : les DC interstitielles qui se trouvent
dans les ganglions lymphatiques sous-cutanés paoveil derme que I'on nomme également
DC dermiques, et les DC de Langerhans qui provignde I'épiderme de la peau. Les cDC
migratoires représentent 50 % des DC des gangljomghatiques. Les DC migratoires sont
aussi impliquées dans le transport des Ags dypsar, induire une tolérance périphérique des
LT. Les cDC des organes périphériques ayant mignsd tes organes lymphoides secondaires
sont nommees cellules interdigitées (IDC).

La plupart des cDC ne quittent pas la rate ou Bgglipns lymphatiques (169). Ces cDC
résidentes collectent et présentent 'Ag au seiffatgane lymphoide lui-méme. Celles-ci
incluent les cDC du thymus (170) et de la rate. ¢t[2€ résidentes possédent un phénotype
immature qu’elles conservent pendant toute leuevigui leur permet de capter et d’appréter
I’Ag dans les tissus lymphoides (168). Elles repnésnt I'autre moitié des DC des ganglions

lymphatiques. Au niveau du thymus, on retrouve pogulation minoritaire de DC myéloides
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matures ou immatures (correspondant aux DC intietkts) alors que la population

majoritaire est constituée de pDC.

2.2 Phénotype des cellules dendritiques conventioglies

De fagon générale, les cDC sont caractériséesepphénotype suivant : CD4HLA-DR",
CD11¢, CD45R3, CD45RA, CD14, CD116 (récepteur au GM-CSF), CD1Z%"e
(récepteur a I'lL-3), CD13, CD33 , LignéeB™, T, NK™ (CD3 CD19 CD56). La plupart de
ces marqueurs pris isolément sont partagés avadreatypes cellulaires, raison pour
laquelle la recherche de marqueurs plus spécifigaesécessaire.

Ainsi, Dzionek et son équipe ont caractérisé I'esgion de difféerents Ag BDC@oour blood
dendritic cells antigenssur les différentes sous-populations de DC pdanttde les
différencier entre elles. Classiquement, les cDE@xpfiment pas BDCA-2 et BDCA-4
(neuropilin-1). Par contre, on retrouve trois p@pioins de cDC dans le sang, basées sur
I'expression exclusive de BDCA-3 et BDCA-1. La maje partie des cDC sanguines exprime
BDCA-1 (CD1¢) et n’exprime pas BDCA-3. La deuxiéme populationinritaire) des cDC
sanguines exprime BDCA-3 et n'exprime pas BDCA-T1(1172). Enfin la derniére
population n’exprime ni BDCA-3 ni BDCA-1 mais le nqaeur CD16 (173).

2.3 Génération de cellules dendritiques conventiorties in vitro

La culture de monocytes CD14n présence de GM-CSF (pogmanulocyte macrophage
colony stimulating factgr et d’IL-4 ou d'IL-13 permet la genése de DC dégs de
monocytes (Mo-DC) en 7 jours (163). Le GM-CSF extassaire a la différenciation des DC
a partir de progéniteurs sanguins ou medullairess rpas dans le cas de progeéniteurs
thymiques (174). L'IL-4 complete I'effet du GM-CS#n accroissant I'efficacité de la culture
et la maturation des DC. Il a été montré que I'lladait un effet inhibiteur sur la
différenciation macrophagique des monocytes faaatiginsi la différenciation vers la voie
dendritique (174). Le TN posséde une double fonction dans la genese deerDC
promouvant la phase initiale de différenciation et agissant comme un stimulus de
maturation a la phase finale. Le TGRposseéde un role ambivalent puisqu'’il est esseatiel
'engagement vers la voie des cellules de Langertjanvitro) et bien que des cellules de
Langerhans puissent étre obtenues aussi sangTitsemble que leur maturation soit moins
compléte en son absence mais il peut aussi inkdbmaturation d'autres cDC (175). Le SCF
(pour Stem Cell Factgrest utilisé aussi dans certains protocoles pawwriser I'engagement

des progéniteurs vers la différenciation dendréi@li76). En fin de culture les Mo-DC sont
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non adhérentes et perdent le marqueur des monoCy@é4g, acquierent une morphologie
dendritique et développent une forte capacité aucaples Ags. La maturation des Mo-DC
est obtenue par I'adjonction aux cultures de DGimtgpolysaccharides bactériens (LPS) ou
de TNFa. La production de cDC a partir de progéniteurs €D@solés de MO, sang
périphérique, sang placentaire) a été aussi déataite la littérature et repose sur I'utilisation
de différents cocktails de cytokines (166).

Il existe plusieurs arguments pour penser queffardnciation de monocytes en DC survient
aussiin vivo, sous l'influence de cytokines produites localetraams un site inflammatoire.
L’équipe d’Ardevin a pu montrer que les Mo-DC étdisynthétiséem vivo au sein des sites
infectieux ou inflammatoires ou dans les organesplyoides (177). Ainsi, les Mo-DC
représenteraient une voie supplémentaire de pratectnise en place dans un contexte
particulier pour répondre a un besoin spécifique.

2.4 Capture des antigenes par les cellules dendgties

conventionnelles et « toll like receptor »

Les DC sont activées par les constituants des agethogénes, regroupés sous le terme de
PAMP (pourpathogen associated molecular patferilles répondent aussi a des signaux
endogenes libérés par notre organisme au courdreiks u d’agression. Par analogie au
PAMP, ces signaux ont été appelés DAMBMage associated molecular patieou encore
« alarmines » (178) (Figure 6). Ces signaux socimeus par une famille de récepteurs, les
PRR (pourmpattern recognition receptoyexprimés de maniere différentielle par les faesill
de DC. La définition des PRR a été étendue : ilmmmennent aussi les récepteurs
d’opsonisation (récepteurs Fc ou a certaines trastdu complément), d’endocytose et des
molécules qui interviennent dans la capture de.l'@gs différentes familles de récepteurs se
lient spécifiguement aux différentes classes dbaqugines et permettent la capture des Ags.
Ainsi, au stade immature, les cDC sont trés efésapour la prise en charge des Ags par
différentes voies :

* La macropinocytose (impliquant des aquaporines)

e L’endocytose par lintermédiaire de récepteurs tigetine C qui reconnaissent les

Ags glycosylés (récepteurs au mannose, CD205, CD@0tes récepteurs \F¢CD64,

CD32) qui permettent I'internalisation de complekxemuns.
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» La phagocytose de particules ou de corps apoptsigu nécrotiques (impliquant le

CD36 ou récepteur a la thrombospondine et les iim@&gavp3 ouavps), de virus, et de

bactéries.
Parmi les PRR exprimés par les DC, les «Toll-lileeeptors» (TLR) font I'objet de
nombreuses études. Cette famille de récepteurgrmant conservée au cours de I'évolution
est constituée de 10 glycoprotéines membranaireR (I & 10) chez 'lhomme qui se lient
spécifiguement a différents ligands issus de patheg. Les domaines riches en leucine qui
composent les TLR se lient aux PAMP, comme par @kehe LPS des bactéries (se liant au
TLR4) (179), la flagelline bactérienne liant TLRS8(Q). Les autres TLR comme TLR3,
TLR7, TLR8 et TLR9 sont localisés dans le compagtilmendo-lysosomal et sont impliqués
dans la détection des acides nucléiques bactéstevisaux (181). L’activation des TLR par
leurs ligands va conduire au recrutement de madScatlaptatrices contenant des domaines
TIR (pour Toll-IL-1R) et a la formation d’un comple de transduction du signal dans le
cytoplasme. Quatre protéines adaptatrices clef¢ dimectement liees aux TLR dans des
combinaisons diverses : MyD88 (pomyeloid differentiation primary-reponse gene ,88)
TIRAP (pourTIR-domain containing adaptator protejARIF (pourTIRAP inducing IFN5)
et TRAM (pourTRIF-related adaptator moleculé}81, 182). Ces protéines adaptatrices liées
aux TLR activent différentes voies de transcriptieltes que NF-kB (pounuclear factor kB,
la voie des protéines kinases MAPK®(r mitogen-activated protein kinases) la voie des
IRF (pourlFN-regulatory factors) Elles vont ainsi initier la transcription de germdant la
synthése de cytokines, des chemokines et des nedéde costimulation. Les cDC expriment
spécifiqguement TLR1, TLR2, TLR3 et TLR8 (183) etabeoup d’autres PRR. Citons
seulement : DC-SIGN (184) qui constitue la portentftée de pathogenes comme VIH et le
virus Ebola, et CD91 impliqué dans la reconnaissates protéines de choc thermique HSP
(pourhigh shock protein molécules de stress associées au « signal dar{@8b).
Parmi les PRR, on trouve aussi des récepteursatigtoes qui jouent un réle important dans
la reconnaissance des pathogenes bactériens ek vites domaines Nod (pouucleotide
oligomerization domainjjui appartiennent a la famille des NLR (pdiod like receptonsqui
sont impliqués dans linitiation de la réponse inmawadaptative (186, 187)es récepteurs
RIG-1 (pourretinoic acid inducible gene,lninsi que les récepteurs de la famille des lestin
C tel que Dectin 1 (188, 189).
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Figure 6 : Signaux dangers endogenes (DAMP) ou erogs (PAMP).Les DC reconnaissent via
leurs PRR, les DAMP (d’origine endogene) et les PANorigine exogéne). Elles vont alors maturer
et migrer vers les organes lymphoides secondaliiss acquierent des molécules de costimulation
(CD80 et CD86) qui leur permettent d’interagir aves lymphocytes et de favoriser leur prolifération
et leur survie. D’aprés Kono H et al.(178).

DC : dendritic cell; PRR : pattern recognition reater; PAMP : pathogen associated molecular
pattern ; TCR : T cell receptor ; MHC : major hismmpatibilty complex.

2.5 Caractéristiques fonctionnelles des cellules aldritiques
conventionnelles

Les cDC immatures tissulaires possédent un rélesatginelle de par leur localisation
stratégique aux portes d’entrée de l'organismesiAiprésentes dans la plupart des tissus
périphériques, elles possédent des capacités miasimde capture (phagocytose,
macropinocytose et endocytose), d'apprétement dssefde néo-synthése des molécules du
CMH. Au stade immature, elles expriment de facasfgentielle les molécules du CMH de
classe | et de classe Il au niveau intracelluléifigure 7). En réponse a différents stimulus
comme des pathogeénes (PAMP), des dommages tigsulair des signaux inflammatoires
(DAMP), ces CPA professionnelles vont migrer vees brganes lymphoides secondaires
grace a l'expression de récepteurs aux chémokiméemimatoires et certaines molécules
d'adhérence. Le processus de maturation les fagepal’une cellule immature capable de

capturer les Ags a une cellule mature capable dsepter le complexe CMH-peptide aux
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cellules de 'immunité acquise et cette maturaésnliée a la migration des cellules des tissus
périphériques vers les organes lymphoides secasdaiinsi, elles acquierent le pouvoir de
présenter I'Ag lui-méme au sein des molécules duHCMux LT CD4 naifs. Cette
interaction constitue le « signal 1 ». Les DC aerpnt également des molécules d’adhérence
et de costimulation CD80, CD86, CD40 (Figure 7) kguir permettent d’interagir avec les
lymphocytes et de favoriser leur prolifération et survie, cette étape constitue « le signal
2 » (167).

L'interaction CD40 avec CD40L exprimé par le LT CD4ctivé permet la maturation
complete de la cDC. La cDC devenue mature peut amplifier la réponse spécifique a I'Ag
en activant les LT cytotoxiques et les LB ou sel@ms cytokines présentes dans
'environnement orienter les T « helper » vers wofipcytokinique particulier. La maturation
se traduit aussi par des modifications morpholagggune réorganisation du cytosquelette
avec apparition de dendrites, I'expression de wifftes intégrines et récepteurs aux
chémokines ainsi que la capacité de sécrétionlldd2. Les cDC peuvent aussi activer la
réponse immune non spécifique (activation des npeierges, des éosinophiles, des cellules
NK) (190). De plus au cours de la maturation oneoles une surexpression des molécules du
CMH de classe | et une diminution du renouvellentes molécules de classe Il a la surface.
L’absence de néo-synthése de molécules de CMHadselll empéche les cDC de présenter
de nouveaux Ags aprés activation (191). Deux typagurs de DC répondent a ce schéma.
Les cellules de Langerhans, qui apres prise engehdes Ags au niveau de I'épithélium
cutané, migrent au niveau des zones T des ganglimmnsdevenir des cellules interdigitées et

les DC interstitielles présentes dans tous legauissus.
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Figure 7 : Maturation des cellules dendritiques ceantionelles immatures en cellules dendritiques
matures. La maturation des cDC induite par différents stimehtraine des remaniements avec
I'apparition de dendrites, I'expression des molésulle costimulation (CD40, CD80, CD86), et de
marqueurs d’activation (CD83 et DC-LAMP) ainsi gliexpression de CCR7 qui permet la
domiciliation des DC au niveau des organes lympémigecondaires. Les molécules impliquées dans
la présentation de I'antigene (CMH-I et Il) sonfpeinées a la surface des DC qui sécrétent alors en
fonction des conditions de stimulation des quastitariables d’'IL-12. Au stade immature, les DC
expriment de nombreuses molécules et récepteutgi@p dans la reconnaissance et la capture des
Ags. Les DC immatures répondent a un large spatgrehémokines via I'expression de différents
récepteurs de chémokines (notés CCRx) permettamiidgmation de ces cellules dans les tissus
périphériques.

cDC : cellule dendritique conventionelle ; TLR ll ke receptor ; Ag : antigéne ; CMH : complexe
majeur d’histocompatibilité.

2.5.1 Prise en charge de I'antigene

Les Ags peuvent étre de nature endogene c'eseasyithétisés par nos propres cellules ou
exogene c'est-a-dire synthétisés par des celltigsgéres. Les protéines endogenes transitent
via le protéasome et sont présentées par le CMH-1 @édant aux endosomes et sont
présentées au sein de leurs propres moléculesadsecll du CMH. La plupart de ces
protéines sont des composants de la voie endoeytips protéines membranaires provenant
de la dégradation et du renouvellement du comparinendosomal ou des protéines
cytosoliques qui sont transférées dans les endasspareautophagie ou translocation (192).
Par conséquent les DC présentent les peptideguedt de leur propres composants au sein
des molécules de classe | et de classe Il du CMA3,(194) (Figure 8). Quand les cellules
sont infectées par un virus, les Ags viraux endegésont pris en charge comme les autres

Ags de facon efficace par les DC (195). Par exeplpte DC de la rate présentent les Ags
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viraux au sein de leur CMH de classe | et Il qualtes sont infectées par le virus de I'herpés
simplex (196) ou le virus influenza alors que |63 e la peau présentent les Ags portés par
des vecteurs lentiviraux infectés (197). Cependentiains virus possédent des mécanismes
qui interferent avec les voies de présentation’#lg tes cellules qu’ils infectent (198).
Classiquement les Ags exogenes sont endocytes, rapidement pris en charge par les
protéases endosomales et sont enfin présentésnadesemolécules de classe II du CMH. lIs
peuvent étre aussi présentés au sein des molé&belelmsse |, par un processus appellé la
« Cross-presentation » ou présentation croisée) (Ed§gure 8). Cette présentation croisée est
une spécificité des D@ vivo, qui joue un rble important dans les mécanismddrdmunité
antivirale ou antitumorale mais aussi dans les mégees de tolérance (200). Le mécanisme

a l'origine de cette voie de cross-présentatiostpas encore completement élucidé.

Figure 8 : Les voies de présentation de I'antigepar les cellules dendritiqued.’ensemble des DC
expriment les CMH de classe | et Il. Les peptidaivent de protéines dégradées dans le cytosol ou
de proteines endogénes synthétisées par la calildenéme sont présentés au sein des molecules du
CMH I. Les peptides provenant d'une dégradationtéotytique au sein du compartiment endosomal
(endogénes et exogénes) sont présentés au seiMiduICLes DC CD8 murines peuvent également
présenter un antigéne exogéne au sein des molébeilelasse |. D’aprés Villadangos JA et al.(167).

Ag : antigéne ; MHC : major histocompatibility colap ; TAP : pour transporter associated with
antigen processing ; DC : cellule dendritique.

2.5.2 Signaux dangers et orientation de la répong@mune

Les DC peuvent aussi s’activier vitro en réponse a des cytokines proinflammatoiresstelle
gue le TNFe ou les interférons (IFN) de type | (201). Cettsetvation a conduit a la notion
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gue le signal induit par les cytokines inflammagsipouvait se substituer a la voie des PRR
pour convertir les DC en de véritables CPA immumage(201). Ce concept a été baptisé « le
signal danger » dans lequel l'activation des DC sesis le contrGle de signaux dangers
endogenes (DAMP) ou exogenes (PAMP) (185) commes nawons vu précédemment.
Parmi les DAMP, on trouve les protéines du chocrtiigue (HSP) qui ont été les premieres
identifiées pour leur activité adjuvant dans lessen elles peuvent potentialiser la réponse
immune quand elles sont administrées conjointerad®tg chez la souris (202). De plus des
HSP purifiées peuvent induire la maturation desd@ivo(203) et entrainer leur migration
vers les organes lymphoidesvivo (204). Une seconde molécule jouant le réle de DAMP
'acide urique qui dans sa forme active stimule S in vitro et posséde une activité
adjuvantan vivo (205). HMGB-1 (pouihigh mobility group box 1 protejrpossede aussi une
activité adjuvante et la capacité d’'induire la mation des DC (206). HMGB-1 est une
protéine pro-inflammatoire libérée par les celluiésrotiques (207). L’ADN génomique joue
aussi le role de DAMP (208). Mais il existe sanstdade nhombreuses autres molécules non
encore identifiées.

Quand une cellule meurh vivo, le systéme immunitaire inné alerte la réponse umn
adaptatrice d'un danger potentiel et induit uneoni&e inflammatoire (209). Cette réponse
inflammatoire en réponse aux cellules nécrotiqueitéamise en évidence bien avant la
compréhension du « signal danger ». Les cellulesotiques libérent des DAMP intra ou
extracellulaires qui sont reconnus par les récepteu la surface des DC ou d'autres
leucocytes, et qui entrainent la production de lags proinflammatoires telles que I'lL-1.
Parmi les DAMP intracellulaires on retrouve lesné@ts cités précédemment : HMGB-1,
l'acide urique, les HSP, l'adénosine ou I'ATP, etsddéfensines. Parmi les DAMP
extracellulaires on retrouve par exemple l'acidalbsonique, le fibrinogéne, les peptides
dérivés du collagene et la fibronectine (178). tesps apoptotiques quant a eux, selon les
situations, entrainent une réponse proinflammat@®0) ou non (211) (Figure 9). Cela
s’explique par le fait que les corps apoptotiqguamtrairement aux cellules nécrotiques,
maintiennent leur intégrité membranaire et ne ébépas leur contenu. De plus, si les corps
apoptotiques sont rapidement phagocytés, le systemeunitaire n’'est pas stimulé. A
linverse s’ils ne sont pas pris en charge rapidemiés subissent une nécrose et deviennent
perméables induisant ainsi une réponse proinflawingatia la libération de DAMP comme
expliqué précédemment pour les cellules nécrotiffigsire 9).
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Figure 9 : Signaux dangers et orientation de la répse immuneQOrientation de la réponse immune
vers une voie anti ou pro-inflammatoire en foncta la nature apoptotique ou nécrotique des
Danger Associated Molecular Pattern (DAMP). D’apiano et Al. (178).

2.6 Cellules dendritiques conventionnelles et réctgurs aux
chémokines

La mobilité est une propriété fondamentale desuteslde I'immunité qui permet la mise en
contact des différents effecteurs de la réponseuinendans les différents sites stratégiques de
'organisme. Les DC possedent des capacités delitdabiportantes qui sont différentes en
fonction de leur stade de maturation. Cette migraélective de la MO vers les tissus
périphériques puis vers les organes lymphoidesnsaa@s est extrémement sophistiquée et
fortement régulée. Elle dépend de I'expression d#écaules d’adhérence (sélectines et
intégrines) et de l'expression différentielle decegteurs de chémokines qui vont leur
permettre de se lier spécifiqguement a I'endothéldiom organe particulier et de traverser cet
endothélium pour migrer dans I'organe. Les DC ndaxeent générées migrent de la MO
vers les tissus non lymphoidesa(le sang) ou elles deviennent résidentes. Ainsi,D€

immatures circulantes ont des ligands impliquéssdies étapes du «roulement » du
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processus d’adhérence et des récepteurs de chaad&ur permettant de rouler le long des
endothéliums et de répondre aux stimulus inflamiregoafin de gagner les foyers de
'organisme ou un signal "danger" a été identifice stade, elles expriment les récepteurs de
chémokines CXCR4 et CCR4 (récepteurs respectifeXdeL12/SDF1 et CCL22 ou CCL17).
Elles expriment aussi les récepteurs de chémokirflesnmatoires : CCR1, CCR2, CCR3,
CCR5 et CXCR1 (163). Ainsi, les DC immatures régonich un large spectre de chémokines
via lI'expression de différents récepteurs spécifigugaccumulation rapide de DC en
périphérie au niveau du site d’entrée des Ags astdnséquence du recrutement de
précurseurs de DC en réponse a la production daaltiges inflammatoires locales.

On retrouve aussi une sensibilité spécifigue ddairer sous-groupes de cDC a des
chémokines de par I'expression spécifique d'un ptse donné. Ainsi, les cellules de
Langerhans au stade immature expriment spécifignei@€R6, ce qui leur confére une
sensibilité a MIP-8/CCL20 alors qu’il n’a aucun effet sur les Mo-DCaprés le modele de
Cauxet al., le recrutement des précurseurs de DC vers ties isiflammatoires est contrélé
par I'action séquentielle de difféerentes chémokingk) les DC CCR2+ circulantes ou les
monocytes (qui expriment aussi CCR2) sont mobilisée sang vers les tissus par
I'expression de MCP-4/CCL13 sécrété par les fitastds ou les cellules endothéliales, puis
(2) ces cellules migrent des tissus vers I'épitmlienflammeévia la production de MIP-
3a/CCL20 par les cellules épithéliales et 'augmeantat’expression de CCR6 sur les DC.
Cette premiére phase d’activation (générée pasitggux inflammatoires : IL-1, TNE; les
agents pathogénes, les signaux délivrés par le¢QD40L, IL-17, IFNy) va entrainer la
maturation qui se traduit par des modificationsfqmdes du phénotype de ces DC et un
changement de leur profil migratoire afin qu’ellegissent quitter les tissus et gagner les
organes lymphoides secondaires. Cela se tradulaeerte de la sensibilité des cellules aux
cytokines inflammatoires précédemment citées (@mulation négative des ARNm des
récepteurs impliqués et saturation des récepteurdgs ligands endogenes sécrétés par la DC
activée) au profit de I'acquisition de I'expressi& CCR7 qui n’était pas exprimé sur les DC
immatures et qui répond a deux ligands CCL19 et &11(212). Ces deux chémokines sont
exprimées dans les vaisseaux et les ganglions lgtigpies CCL21 est exprimé sur les HEV
(high endothelial venulgst les cellules endothéliales des vaisseaux lwatigpres alors que
CCL19 est constitutivement exprimé par les cellidgemales des zones T ganglionnaires.

Elles vont ainsi guider les DC vers les gangligmsghatiques (213).
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Alors que les DC, en devenant matures, exprimerRTGConcomitamment, CCL21 est induit
sur les cellules endothéliales des vaisseaux lytitples, ce qui permet la migration des DC a
travers ces vaisseaux. Les cellules gagnent a@ssighnglions de drainage de la zone
enflammée et se localisent dans les zones T patmates grace a la sécrétion locale de
CCL19 et 21. Dans le méme temps, les LT naifségpriment aussi CCR7) migrent dans les
ganglions grace a la sécrétion de CCL21 par lesules post-capillaires (ou HEV). lls sont
dirigés dans les zones T par 'augmentation duignadie CCL19. Ainsi, CCL19 et 21 qui
attirent a la fois les DC matures et les LT nadsgslles zones T, favorisent leur contact et

donc la présentation de I'Ag par les DC aux LT (22%5).

2.7 Orientation de la réponse immune

Comme nous l'avons vu précédemment, la réponseatdepest initi€e par la réponse innée
au cours de laquelle les PRR jouent un role prédami(216). Les DC sont les cellules clefs
dans la transmission de l'information de l'immuniténée a I'immunité adaptative (163).
Apres activation, les DC transportent les pathogedes sites infectés dans les zones T au
sein des organes lymphoides. Leur capacité a petdéhg aux LT est dépendante de leur
activation qui peut étre médiée par des cytokinlammatoires telles que I'lL-1, I'IL-6, le
TNF-a, et par les prostaglandines (217) mais avisdies produits de pathogenes activant les
TLR sur le site de l'infection. Les cDC exercenff@ientes fonctions, particulierement dans
la régulation de la prolifération B et la différéatoon des LT vers un profil de sécrétion de
cytokines de type 1, 2, voire 3 ou Trl et Th17 (1Z7BB, 219). Cette orientation de la réponse
immune peut s’effectuer en partie grace aux profigproduction de cytokines par les DC.
Quelle que soit l'origine de la DC, le stade deumaion oriente la réponse immune. Sous
linfluence de stimuli pro-inflammatoires (cytokimebactéries, virus), les cDC deviennent
matures et induisent une réponse T cytotoxique tédagPar contre, un signal incomplet
délivré aux LT par une DC immature (acquisitionldecapacité a migrer dans le ganglion
sans augmentation des molécules de costimulaticaret redistribution des molécules du
CMH du compartiment intracellulaire vers la surfanembranaire) peut entrainer un effet
tolérogene, c'est-a-dire une inhibition spécifigigece LT (anergie) (220). Par exemple, I'lL-
10 bloque les fonctions de costimulation des LTIparDC (221, 222). Initialement, il a été
mis en évidence la sécrétion de grandes quantitesl2l par les cDC, orientant ainsi la
réponse T vers un profil cytokinique de type 1. l&lement, ces premiers résultats de la
littérature ont suggéré que les cDC polarisaieatlyenphocytes vers un profil de type 1

prédominant. Elles ont été appelées pour cela D¥etrétion d’lL-12 notamment) (223).
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Toutefois, différents auteurs ont montré que cextfons n’étaient pas immuables mais
adaptables en réponse aux signaux de I'environneetemux pathogenes rencontrés. Les DC
dérivées de monocytes (Mo-DC) qui normalement sehti une réponse de type 1, sont
capables d’induire la production d’IL-4 par les dans différentes conditions (DC en petit
nombre, exposition a différents facteurs commetestaglandines E2, les corticostéroides ou
des cytokines comme IL-10 ou TGl Les DC peuvent donc moduler l'orientation de la
réponse immune en fonction de leur environnemed®)(&t a I'état immature, elles sont les
premieres cibles pour manipuler la réponse immune.

Ainsi, les DC peuvent étre utilisées dans difféesnapproches de biothérapies afin de
stimuler la réponse immune inflammatoire médiée lparLT (224), et faciliter la réponse
antitumorale (225). A I'inverse, leurs propriétéktogeénes peuvent étre utilisées pour limiter
la réponse immune inflammatoire dans l'allergidesipathologies auto-immunes.

Au-dela de leur réle de sentinelle, les cDC jougomc le chef d’orchestre de la réponse

immune, la contrélant dans son orientation et svedir.

3. Les cellules dendritiqgues plasmacytoides

La description initiale de ces cellules particidgremonte a une cinquantaine d’année, par la
découverte de leur capacité a sécréter de fortastitgs d’'IFNe (226). En 1958, Lennert et
Remmele, les ont décrites comme une populationeteles de taille moyenne ressemblant
aux plasmocytes (227). Elles ont été ensuite d@écrdans les ganglions normaux et
réactionnels ainsi que dans différents tissus nmif@toires : lymphadénite granulomateuse
(228), granulomes épithélioides (229), lymphomes Himlgkin (230), lymphadénite de
Kikuchi (228), maladie de Castelmann (231), et stéses de cancer du sein (232). Comme
elles n'exprimaient pas de marqueurs spécifiqueliggdées, mais le marqueur de la lignée T
CD4 et qu'elles étaient abondantes dans les zondssTorganes lymphoides secondaires,
elles ont été nommeées cellules T plasmacytoide3, (234) ou monocytes plasmacytoides
(235). Paradoxalement, ces cellules n'exprimaiex#t les autres marqueurs caractéristiques
« forts » de lignée T (comme CD3 ou les chainesédapteur au LT). En 1997, I'équipe de
Grouard a montré que ces cellules avaient des iptéprfonctionnelles qui les rattachaient a
la lignée dendritique et c’est ainsi que les ceBudendritiques plasmacytoides ou pDC ont été
caractérisées (234).

Les virologistes, de leur c6té, avaient décrit ckdkiles sanguines de petite taille qui n’étaient

rattachées a aucune lignée, exprimaient le CDd €éMH de classe 1l et qui possédaient une
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tres forte capacité de sécrétion d’'lleNen réponse a une stimulation virale. lls les awtaie
alors nommées « cellule naturelle productrice d4FM (236) NIPC (poumatural IFN-a
producting cel).

En 1999, les groupes de Cella et Siegal ont mgarallelement que les précurseurs des pDC
avaient la capacité de forte production d’lENen réponse a une stimulation virale et qu’ils
correspondaient a la principale cellule sécrétddEN-a de I'organisme (IPC poul-N-a
producting cell (235, 237).

Les différents noms de ces cellules utilisés dansttérature sont: cellules dendritiques
plasmacytoides ou pDC, IPC, DC CD11BC lymphoides. Initialement, elles ont été aussi
nommeées DC2 du fait de leur profil de sécrétiomytekines et leur capacité a orienter les LT
CD4' naifs a sécréter des cytokines de type 2. Les pi¥Sédent des caractéristiques qui leur
sont propres : les cytokines nécessaires a leuglaldpement, leur phénotype, leur réponse
aux pathogenes les corrélant a une expressioncyate de PRR, leur production de
cytokines, et enfin leur capacité migratoire etrdefonctions les différencient sur tous ces

points des cDC.

3.1 Localisation des cellules dendritiques plasmatjides dans
I'organisme

Contrairement aux cDC, les pDC se développent BaMO et le thymus et transitent par le
sang vers les organes lymphoides secondairestah basal les pDC sont donc présentes dans
le thymus et tous les organes lymphoides secorsdé2@8) mais sont difficiles a détecter
dans les tissus périphériques (239). Cela a patensaiggérer que les pDC pénétraient dans la
rate et les ganglions par le sang et non par Iphg(240). Cette hypothese est confortée par
'absence de pDC dans les lymphatiques afférentéedtmmac et du foie chez le rat (241).
Cependant des travaux récents ont montré la présenpDC dans les canaux lymphatiques
afférents de la peau non inflammée chez le mouttnmorc (242).

Les pDC sont donc présentes a différents stadesatieration dans les zones T des ganglions
normaux, réactionnels ou pathologiques (163), agani du sang (234), de la MO (243), du
sang placentaire (244) et du thymus (245).

Dans les ganglions lymphatiques, les pDC sont ug@es au niveau des zones T
extrafolliculaires paracorticales mais pas au nivdas centres germinatifs (234). De plus,
elles sont observées aussi dans les zones prodseveainules post capillaires (HEV)
suggérant bien leur extravasion a partir du sang tes ganglions (234, 246).
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Au niveau du thymus et de la zone médullaire surttas DC participent a la sélection
négative des LT autoréactifs et il semblerait guedait les pDC qui soient impliquées dans ce
phénomeéne. En tout cas, elles sont plus importantastitativement dans le thymus que les
cDC matures ou immatures (correspondant aux DCstitielles).

Les pDC sont aussi retrouvées dans certains cest@ethologiques : ganglions réactionnels
ou pathologiques (247), et dans différentes sitnatpathologiques telles que le cancer (248)
et les pathologies autoimmunes (249, 250). Mémalss sont rares dans la peau (251) et

dans les poumons (239), elles sont abondantedeimgestins (252) et dans les reins (253).

3.2 Morphologie des cellules dendritiques plasmaayides

Les pDC possédent une morphologie particuliere avecytoplasme relativement abondant
et basophile, un noyau excentré (Figure 10), cdegufiait ressembler a des plasmocytes, d’ou
leur dénomination initiale de cellules T plasma@yes ou monocytes plasmacytoides puis de
DC plasmacytoides (pDC). Elles ont une taille de ®)um. Sur le plan ultrastructural, elles
présentent un réticulum endoplasmique abondanineappareil de Golgi tres développé,
suggérant une cellule différenciée possédant urie frapacité sécrétoire et ressemblant la

encore a des plasmocytes sécréteurs d’immunogiasu{54).

Figure 10 : Analyse de la morphologie des celluldsndritiques plasmacytoides par microscopie
électronique.A. et B. pDC a I'état basal C. pDC mature apresivation en présence d’'IL-3 et de
CDA40 ligand. D’aprés Grouard et al.(234).
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3.3 Marqueurs phénotypiques des cellules dendritices
plasmacytoides

Les pDC n’expriment pas les marqueurs spécifiquebgihée B (CD19CD20 CD22), NK
(CD16 CD57 CD56), T (CD3 CD8 TCR CD7 CDZ), monocytaire (CD14CD64 CD11b
CD15), myéloide (CD13CD33 CD35 CD16) (254) ou exprimés par les cellules de
Langerhans (CDIp Elles n’expriment pas non plus dans le sang rewqueurs de
progéniteurs hématopoiétiques CD34. Contrairemarta®C, elles n’expriment pas (chez
’homme) le CD11c, ni le récepteur au mannose etpriment que faiblement le récepteur au
GM-CSF (CD116) (158). Les pDC expriment tout de raérertains marqueurs communs
avec la lignée monocytaire, comme le CD68 (mictoma (255) et le CD36 (récepteur a la
thrombospondine) (ceux-ci sont exprimés aussi @& ¢DC). Par contre, elles sont
caractérisées par I'expression des marqueurs gaiv@D4 CD45RA” HLA-DR". L’absence

de marqueurs phénotypiques spécifiques a cettgleallété un frein a sa caractérisation. La
mise en évidence de la forte expression du réceptdil-3 : CD123™" (qui corréle avec
leur réponse a cette cytokine) ainsi que d’autrgs gpécifiques décrits ci-dessus ont permis
ensuite de les identifier plus facilement en cyttiaén flux.

Les ILT (pourimmunoglobulin like transcripts) LIR (pour leucocyte immunoglobulin-like
receptor représentent une nouvelle famille de récepteninibiteurs ou activateurs de la
superfamille des immunoglobulines, impliqués dassrhécanismes de surveillance immune.
Les récepteurs ILT sont classés en trois groufEsdes récepteurs inhibiteurs possédant des
motifs ITIM (pour immunoreceptor tyrosine-based inhibitory mpotiftracytoplasmiques et
traduisant un signal inhibiteur comme ILT2, ILT3,TH, ILT5, LIRS, (2) des récepteurs
activateurs possédant des motifs ITAM intracytopliggies (pouimmunoreceptor tyrosine-
based activated mofjfcomme ILT1, ILT7, ILT8, LIR6, et (3) une moléeusoluble ILT6 qui

ne posséde pas de région transmembranaire. Cetaicss récepteurs ILT sont exprimés de
facon différentielle par les DC. Ainsi, les pDC amt phénotype ILT3ILT1 alors que les
cDC expriment ILTI ILT3" (235). Le transcrit ILT-7 est exprimé fortement sld@s pDC et
n'a pas été retrouvé dans les Mo-DC. Il n'est gablément exprimé dans les LB et
monocytes. Les profils d’expression différentietss dnolécules ILT/LIR observés pour les
cDC et pDC sont les suivants : (1) Mo-DC et DC wi#&es de CD34: ILT-1" ILT-2" ILT-3"
ILT-5%, et (2) pDC : ILT-2 ILT-3" ILT-7". Cette étude confirme aussi I'expression d’ILT-3
et ILT-2 dans les pDC et Mo-DC et DC générés airpaet CD34 et montre une diminution
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d’expression de ces deux récepteurs inhibiteurdifgnt’IM intracytoplasmiques) suite a
I'activation des DC.

En 2001, Dzionek et al ont caractérisé 2 marqueBBCA-2 et BDCA-4, exprimés
spécifiguement sur les pDC circulantes du sang eetlad moelle (256), améliorant et
simplifiant I'identification des pDC en cytométram fluxpar une identification directe de ces
cellules.

BDCA-2 est un marqueur spécifique des pDC. Cel@stiun récepteur a la lectine C de type
Il jouant un réle dans l'internalisation des Agsnafle les présenter aux LT. L'utilisation
d’anticorps anti-BDCA-2 altére la production d’'IFdNpar ces cellules (256). BDCA-2 n’est
pas retrouvé au stade protéine et ARNm dans I|e€grelites populations de cellules
sanguines : lymphocytes T, B, NK et les cDC. A ngige BDCA-2 est rapidement perdu sur
les pDC matures en culture et que donc il ne peatudilisé pour identifier les pDC matures
in vivo. Récemment il a été montré que lorque ce récepwugngagé, il forme un complexe
avec un domaine ITAM, activant une cascade « BER>h intérférant ainsi I'activation de la
voie NF-kB (257, 258) et par conséquent, inhib@raduction d’IFNe par les pDC. Ainsi
Riboldi etal. ont montré le possible potentiel thérapeutiquéadgicorps anti-BDCA-2 dans
le contréle des dégats cytotoxiques engendrés BT (cf 83.11.1), observés dans des
pathologies autoimmunes associées a I't-(259).

BDCA-4 ou Neuropilin-1 (NP-1) est un récepteur nfiatictionnel neuronal qui appartient a
la classe des sémaphorines 3. Il est exprimé swelkules endothéliales et tumorales comme
récepteur pour differents membres de facteurs dissance de la famille VEGKéscular
endothélial growth factgret joue un réle dans I'angiogénése. De plus,été@amontré qu'il
était impligué dans la synapse DC/LT durant la n&go primaire par interaction
homophilique. BDCA-4 est spécifiquement exprimé lsgrpDC dans la MO et le sang ainsi
que sur les précurseurs de pDC (CI#%¥ BDC2"™@P® CD45RA™") dans la MO. Dans les
ganglions, il peut étre exprimé sur des fractigmsghocytaires T CD4 En culture, BDCA-4
peut étre induit sur les monocytes, les Mo-DC et fraction de cDC générées a partir de
CD34'. Par contre, I'expression sur les pDC n’est paslye en culture comme BDCA-2.
L’anticorps anti BDCA-4 n’altére pas les fonctiasess DC et est utilisé pour purifier les pDC
grace a une sélection positive (172).

Comme nous l'avons décrit précedemment, contrainéiguex cDC, les pDC n’expriment pas
BDCA-1 (CD1c) et BDCA-3.
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Les pDC expriment aussi des molécules d’adhérenceme : CD115 CD18, CD44,
CD49¢€, CD3T (PECAM-1) et CD54 (mais pas CD58). Elles n’expriment pas ou peu a
I'état basal les molécules de costimulation CD4D8C et CD86.

3.4 Mécanismes moléculaires impliqués dans la difEnciation des
cellules dendritiques plasmacytoides

Les pDC dérivent d’un progéniteur commun (CDP)re#st aux cDC et pDC (cf chapitre 2
81). Les mécanismes moléculaires qui sont impliqgdass la différenciation des pDC
commencent seulement a étre élucidés. L’équipe dereBa publié la premiére étude
génomique décrivant les pDC en recherchant I'egwasde différents transcrits, dans les
pDC fraichement isolées et/ou activées par CD40B/kn comparaison aux Mo-DC (260).
Cette équipe retrouve lI'expression de nombreux g@ssociés a la lignée lymphoide et
établit un lien fort entre les pDC et cette lignéensi, ils retrouvent I'expression des
transcrits associés aux immunoglobulines et préoéddmnt identifiés dans la lignée
lymphoide B (chaine légeleouk, la chaine J), alors que certains seulement sqrineés
dans les Mo-DC a un niveau beaucoup plus faiblalalpas été observé d’expression a la
surface des pDC du complexe pré-BCR par cytométriflux (anticorps antk like et anti-
complexe V/pré-B) suggérant que la présence déraescrits représente des résidus de leur
développement a partir d’'un progéniteur lymphoide traduit dans les pDC. Spi-B est un
facteur de transcription associé a la lignée lynigdad@® qui est exprimé dans les pDC et qui,
contrairement au préel, n’est pas régulé négativement lors de la maturates pDC. Il a été
montré que Spi-B est exprimé dans les progénites pDC et qu’il peut inhiber le
développement des cellules T, B et NK (261, 262)rdavoriser la différenciation de ces
progéniteurs vers la lignée pDC. Il induit I'actiian de la protéine E2-2 (pot protein2-2)

et inhibe les protéines 1d2 et 1d3 (powmhibitors of DNA binding prote)nqui sont des
protéines clefs impliquées respectivement danséleldppement et dans linhibition du
développement des pDC (263).

Les facteurs de régulation IRF-8 (pdaterferon regulatory factor-8et de facon moindre
IRF-4 (264), de méme que IKAROS (265) sont égalémeesentiels pour le développement
des pDC.

Enfin la voie de signalisation NOTCH-1 participe @gwitch » de progéniteurs lymphoides
thymiques vers la différenciation lymphoidev@rsuspDC via le contréle de I'expression de
Spi-B (266).
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3.5 Génération de cellules dendritiques plasmacytés in vitro :
cytokines et facteurs impliqués

Le ligand de FLT3 a longtemps été considéré conerseul facteur de croissance impliqué
dans la différenciation des pDC. Ainsi, difféeren@wsides ont montré que la culture de
progéniteurs hématopoiétiques CD8origine médullaire, sanguins ou isolés de faietél

en présence de FLT3-L permet d’obtenir des pDC arBZemaines (243, 254). Des résultats
similaires ont été obtenus a partir de progénitéuymiques CD34 CD14. Spitset al. ont
utilisé des CSH CD34CD38 de foie faetal cultivées sur une lignée stromalealgis, pour
obtenir en quelques jours seulement, des pDC (Z&remment il a été montré que le
MCSF, facteur de croissance classiguement assoaieeloppement des monocytes et des
macrophages, pouvait induire la difféerenciatiorp®€, indépendemment de FLT3-L (154).
L’IL-3 est la cytokine indispensable a la surviessqiC et a leur maturation en culture en
présence de CD40L. La présence de virus permet Bugsmaintien et leur activation en
culture. Sans ces facteurs, elles meurent rapidepag@poptose.

3.6 Cellules dendritiques plasmacytoides et récepies de chémokines

Les pDC et les cDC possedent des molécules de diaton différentes qui expliquent leur
capacité a migrer a I'état basal (et se répartitagen différentielle dans I'organisme) et leur
réponse aux stimuli chimiotactiques. Le profil gdesssion des récepteurs aux chémokines
étudié ex vivoest relativement proche de celui des cDC immaturess la plupart des
récepteurs aux cytokines inflammatoires sont norctionnels sur les pDC circulantds.
vitro, I'absence de réponse des pDC aux chémokinesminfioires contraste avec leur
réponse aux chémokines impliquées dans la dontioiliavers les ganglions, ce qui indique
leur propension naturelle a migrer non pas auisilzmmatoire comme les cDC, mais plutot
vers les organes lymphoides secondaires. Les pp@nent le récepteur CXCR3 qui en
réponse aux chémokines inflammatoires inductibdesl’g=N-y (CXCL9 ou CXCL10) guide
les pDC vers les ganglions stimulés. Ce réceptX{€R3 est impliqué dans la migration des
pDC dans les ganglions lymphatiques (246). Les gR@iment d’'autres récepteurs tels que
CCR1, CCR2 et CCR5 pour les chémokines inflammedo€CL2, CCL3, CCL4 et CCL5.
Elles expriment également CXCR4 et CCR7, apresatain en réponse a CXCL12 (SDF-1)
et CCL21 (246, 268, 269). Indépendamment de tomusds inflammatoire, les pDC migrent
dans les ganglions grace a I'expression de CXC&bgfteur de SDF1/CXCL12), mais aussi

par linteraction de CD62L avec son ligand exprisw les HEV (269). La présence de

61



TARNmM de CXCR4 a d’ailleurs été montré sur les pi3Glées de ganglion (260). Différents
auteurs ont également moniré vitro que les pDC migraient uniquement en présence de
CXCL12, alors que les ligands de CCR2, CCR5, CX@R&urtant exprimés sur les pDC)
n’induisaient pas de migration. Ces récepteursengent pas fonctionnels (269). De plus les
récepteurs CXCR3 et CXCR4 peuvent entrainer la atigr des pDC si ils sont
simultanément engagés (268, 270). Cela suggeére lauonction des récepteurs aux
chémokines nécessite une coopération entre divmspteurs. Aprés maturation, CCR5,
CXCRS3, CXCR4 ne sont pas retrouvés sur les pDG ajoe CCR7 est fortement exprimé. I
est vraisemblable aussi que certains stimuli comn@infection virale, I'activation de TLR,
un contexte inflammatoire, induisent ou renden¢@ffe I'expression de certains récepteurs
aux chémokines, permettant un recrutement rapideDdz au niveau d’un site inflammatoire
dans les organes lymphoides secondaires ou dantisdes non lymphoides. Cela a été
montré dans les ganglions inflammatoires ou les @bt « clustérisées » autour des HEV
(235), dans la muqueuse nasale de sujets allegymuéon retrouve un nombre important de
pDC (271), dans la peau de patients atteints deatd#e de contact, et dans les pathologies

associées a une augmentation de production dif@l-que le lupus systémique (272).

3.7 Cellules dendritiques plasmacytoides et récepies impliqués dans
la prise en charge des antigenes

Les cDC et pDC possédent un panel d’expressionRie @ifférent. Ainsi, ces deux types
cellulaires sont complémentaires quant a leur ré@aux microorganismes. Les pDC sont
stimulées par les lysats bactériens ou les virus miées ne répondent pas aux LR&(
TLR4) ou au poly I:C (via TLR3) classiquement @ pour stimuler les cDC. Le profil
d’expression des pDC est restreint aux TLR 7, Blet

3.7.1 TLR9

L’ADN bactérien présente la capacité de stimulesysteme immunitaire des mammiferes.
Cela dépend de la présence de dinucléotides CGnétimylés dans leur ADN (motifs CpG)
qgui sont reconnus comme différents de 'ADN des mmifiéres qui contient peu de motifs
CpG et ceux-ci sont méthylés (273). La reconnaissate ces motifs CpG est médiée par
TLR9. Des oligodésoxynucléotides synthétiques duitiennent ces motifs déoxycytidyl-
déoxyguanosine non méthylés sont utilisés (CpG-ORpN)r mimer l'effet de I'ADN
bactérien (274). Les pDC ont été identifiees contengible principale des CpG-ODN. Trois
types de CpG-ODN ont été identifiés: (1) les CpPet A (prototype ODN 2216) qui

62



induisent une forte sécrétion d’'lFpar les pDC (2) les CpG type B (prototype ODN 2006
qui sont de faibles inducteurs d’IFNmais qui favorisent la survie, la maturation dBCpet

la sécrétion d’IL-8 (agent activateur des LB),3tyn troisieme groupe de CpG ODN de type
C qui combine les effets des deux premiers gro(@es). Les 3 types de CpG ODN activent
les pDC humaines. Il est donc intéressant de mptertous les stimuli ne sont pas équivalents
guant a la sécrétion d’'IFN-par les pDC méme s’ils engagent le méme TLR. lexifipité

de ces 3 ligands a été confirmée chez des sodiisetées en TLRO : toutes les réponses des
pDC aux CpGA et B sont abolies, alors qu’ellesensdnt pas pour les autres ligands de TLR
(276).

Ainsi, TLR9 est un excellent candidat pour la rewasance de virus a ADN par les pDC car
'ADN du génome viral est riche en motifs CpG. @@rs virus comme le virus Herpes
simplex contiennent aussi des motifs CpG capaldegtichuler les pDC a produire de I'lFHN-
viale TLR9 (277).

La reconnaissance d'ADN bactériens ou viraux parlle9 des pDC induit leur maturation
(augmentation d’expression de CD40, 80, 86, 83,@R7), ainsi que la production d’'IF&l-

de TNF4, d’IL-6 et de chémokines inflammatoires (IL-8, 1B). La stimulation combinée
des pDC par CD40L et TLR9 sont synergiques popradauction d’'IFNe et d’IL-12p70 par
les pDC, et nécessaire pour induire la différeimtinatle LT sécrétant des cytokines de type 1.
Ainsi les motifs CpG sont de puissants adjuvantdadpolarisation cytokinique de type 1
(IFN-a, IFN-y et IL-12) souvent utilisés comme adjuvants en wetmon anti-infectieuse ou

anti-tumorale.

3.7.2 TLR7

Le génome des virus a ARN posséede aussi des aastqtées non retrouvées dans le génome
des mammiferes, et des ARN double brin (dsARN)é&sgntent des signatures moléculaires
associées a l'infection virale. La reconnaissaree dsARN (faisant partie du génome viral
ou formé lors de sa réplication intracellulaireplque TLR3 exprimé par de nombreux types
cellulaires (mais pas par les pDC) alors que lameaissance de 'ADN génomique viral
implique TLR9 (cf 83.7.1). Il a été montré récemmeue les pDC sont capables de
reconnaitre les virus ARN simple brin (ssARNa TLR7 exprimé par les pDC et les LB et
gue cela entraine leur activation (expression delgcules de costimulation et production de

cytokines). Les ssARN localisés dans le comparttreedosomal représentent dans ce cas la
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signature moléculaire de linfection virale quiigeta la pDC par l'intermédiaire de TLR7
(278), comme cela a été decrit pour le virus Infaee(279).

Les imidazoquinolines sont des composés aux pregramtivirales utilisées notamment dans
le traitement des infections a Papillomavirus dieamme (274, 280), qui miment I'effet des
SSARN sur TLR7 (281). lls sont utilisés comme rigactle laboratoire pour induire la
maturation des pDC et en thérapeutique pour stintle€ponse immune (282).

L’activation des pDGQria TLR7, entraine I'expression de TRAIL a la surfaes ¢gDC, leur
conférant ainsi des propriétés de cytotoxicité al@econtre les cellules infectées ou les
cellules tumorales si elles expriment les récegtderTRAIL (283).

Contrairement aux autres, les TLR 7 et 9 ne sonteparimés a la surface de la cellule mais
sont exprimés dans le compartiment endosomal d€3. gipres liaison ou fusion avec la
cellule, 'ADN ou le ssARN viral est internalisé ldiéré dans le compartiment lysosomale ou
il interagit avec les TLR. Les TLR, aprés activatiinduisent 'engagement de la molécule
adaptatrice MyD88, qui recrute différents factepermettant I'activation du facteur de
transcription tel que NF-kB (280) (cf §3.10).

3.7.3 Autres récepteurs exprimeés par les cellulegddritiques plasmacytoides

impliguées dans la reconnaisance de pathogénes

Parmi les récepteurs de type lectine C, BDCA-2 itlgcécédemment (cf §3.3) est un bon
candidat pour la reconnaissance et I'endocytosglyl®protéines virales (256). Les pDC
expriment également DCIR (podendritic cell immunoreceptprappartenant lui aussi a la
famille des récepteurs de type lectine C, contemanimotif ITIM. Ces deux récepteurs
inhibent la production d’'IFNtvia TLR9 lorsqu’ils sont engagés (284). Les pDC exgrit
faiblement le mannose-récepteur, qui apres blogageient la sécrétion d’IFN-par les pDC
contre les virus enveloppés (285). Cependant, Upast des ligands de cette famille de
récepteurs ne sont pas connus. Ces ligands nepssntous des PAMP mais plutét des
composants du soi. Le réle principal de ces récepta’est pas de capturer '’Ag mais de
déclencher un signal immunomodulateur.

Siglec-H (poursialic-acid binding immunoglobulin-like lec)irest spécifiquement exprimé
sur les pDC, dans la moelle, la rate et les gangllipmphatiques. Comme les récepteurs de
type lectine C, il constitue un récepteur d’endosgt et initie une cascade de signalisation
conduisant a l'inhibition de la sécrétion d’IFd\par les pDC (286).

La protéine HMGB-1 initialement définie comme unetpine nucléaire se liant a 'ADN, est

libérée par les cellules nécrotiques, et sécréatdgs macrophages, les cellules NK et les
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pDC activées (287). L'équipe de Coyle a montré giMGB-1 était un composant des
complexes immuns contenus dans 'ADN impliqué dédivation des pDGria TLR9. En
effet, le complexe ADN/HMGB-1 se lie au réceptealidaire RAGE et induit la sécrétion
d’'IFN-a par les pDC (288).

3.7.4 Récepteurs aux phosphatidylsérines

Les cellules apoptotiques sont reconnues et phageeypar les CPA telles que les DC ou les
macrophages. La PSer exprimée a la surface des appptiques est reconnue par les
récepteurs aux PSer (PSER) et la cellule apopwtagi ainsi phagocytée par la CPA qui
libére des médiateurs anti-inflammatoires en palrdc le TGFg, qui lui-méme inhibe la
production de cytokines et de chémokines proinflatomes (289). L’équipe de Fadok a
identifié pour la premiére fois un récepteur a tegphatidylsérine (PSER) a la surface des
macrophages, responsable de la reconnaissance & declearance » de lymphocytes
apoptotiques (290, 291). Récemment, 4 PSER onidétdifiés (289). TIM-1 et TIM-4
appartiennent a la famille des récepteurs Tpigluf T-cell immunoglobulin and mucin domain
containing molecule TIM-1 est exprimés sur les LT CD4+ activés, g mastocytes et
faiblement sur les LB (292). Il joue un réle im@ort dans le maintien de 'homéostasie en
facilitant la « clearance » des cellules apopt@asqet nécrotiques (293). TIM-4 n’est pas
exprimé sur les LT mais est exclusivement exprioréles DC et les macrophages (294), en
particulier les macrophages de la zone marginala d&te (295). TIM-4 peut se lier a TIM-1,
et le complexe est ainsi associé a l'activation ldest a la modulation de la production de
cytokines par les LT Thl ou Th2. Par ailleurs, TIMet TIM-4 interagissent avec les
exosomes, exprimant la PSer a leur surface (296yuipe de Ravichandran a identifié un
autre réecepteur : BAI-1 (poubrain specific angiogenesis inhibitor) lexprimé par les
macrophages du cerveau, de la moelle et de laetajai favorise la « clearance » des corps
apoptotiquesvia l'interaction cellules apoptotiques-BAI-1 (297)nfin le quatrieme PSER
décrit est la Stabiline-2, qui est un récepteucavenger » doué de fonctions d’endocytose
(298). La Stabiline 2 est exprimée sur les macrgpbade la rate et il a été montré que
'engagement du récepteur stabiline 2 est assaai®dproduction de TGBE{(299).

Chacun de ces récepteurs utilise différentes strestpour reconnaitre la PSer. Ces structures
ne sont pas encore identifiées. L'ensemble de ocesébs obtenues sur les macrophages
apportent des pistes pour la prise en charge desPBEf par les DC mais il n'existe

actuellement aucune donnée sur I'expression deecepteurs sur les pDC.

65



3.8 Caractéristiques fonctionnelles des cellules aldritiques
plasmacytoides

Les pDC possédent une grande plasticité dans fenctions. Elles intervienneiil) dans les
mécanismes de tolérance aux auto-Ags au niveahydous et en périphéri€?) contribuent
aux défenses innées antivirales et antibactérieratd8) comme de véritables CPA, elles
acquierent les capacités d'induire une réponse inenadaptative. Il est intéressant de noter
gu’elles seraient impliquées dans la pathogénéseedmines maladies comme le lupus
systémique et le psoriasis et qu’elles sont sé&ketent recrutées par certains types de
tumeurs.

A la différence des cDC, les pDC possederaient alblels capacités d’endocytose, de
phagocytose ou de macropinocytose. Pour prendreharge des Ags extracellulaires, les
pDC semblent moins efficaces que les cDC mais @b séanmoins capables. Différentes
études chez I'homme et chez la souris ont montré lgs pDC étaient incapables de
phagocyter des cellule mortes, du zymosan ou ddguydas artificielles (234, 300, 301).
Cependant d’autre équipes ont démontré le contfad®, 303). Les différents outils utilisés
pour mesurer la phagocytose, pour identifier leCp& les différents modeles utilisés
semblent étre a l'origine de ces résultats conttanles (304). Par contre, la prise en charge
par les pDC de protéines solubles a été plus ota@int démontrée dans différents travaux. Par
exemple, les pDC peuvent capturer I'ovalbumineely$ozyme d’ceuf de poule (239, 305).
Les protéines solubles peuvent étre internaliséas npacropinocytose (dextran) ou par
endocytose médiée par différents récepteurs. Lj¥gde Fontenneaet al. a montré qu’elles
étaient aussi efficaces que les cCvitro pour capter, « processer » et présenter des Ags
viraux puis induire la prolifération et la différeiation de LT cytotoxiques et de LT CD4
Th1l et ainsi engendrer une réponse antivirale atlapt(306).In vitro, comme les cDC, en
I'absence de stimulation préalable, les pDC onfaildes capacités allo-stimulatrices, alors
gu’apres maturation induite par IL-3/CD40L ou paragent viral/bactérien, elles induisent la
prolifération de LT naifs (307).

Les pDC a l'état immature sont retrouvées dansateg et les organes lymphoides. Elles
expriment faiblement le CMH de classe |l et les éoales de costimulation. Pour répondre
aux pathogenes, les pDC peuvent détecter des noatiéstéristiques des acides nucléiques
viraux comme les motifs CpG ou les dsARMN les TLR. Ainsi, suite a cette stimulation
virale, bactérienne ou a une interaction avec CDdélivréin vivo par les LT activés (308) ,

les pDC circulantes acquiérent les caractéristigigegDC matures. En plus de leur capacité a
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sécréter de I'IFNx, les pDC vont subir dimportant changements phgriques et
notamment l'augmentation de I'expression des mddscuu CMH et des molécules de
costimulation (CD80, CD86, CD40) ainsi que l'indoatde CCR7. Contrairement aux cDC,
les pDC poursuivent leur synthese des moléculeslalse 1l du CMH apres activation,
suggerant gu’elles conservent la capacité a préisées Ags endogenes apres activation
(305). La maturation s’accompagne aussi de I'aiparde dendrites typiquesietvivo, de la
migration des pDC au niveau des organes lymphaeéesndaires. Dans le ganglion, elles se
localisent dans les zones T paracorticales et joeerdle de véritables CPA en stimulant les
LT. Ceux-ci expriment alors CD40L, ce qui complitenaturation des pDC et augmente leur
capacité stimulatrice des LT. En fonction de le@ded’activation, elles peuvent induire une
polarisation des LT vers la production de cytokidestype 1 (aprés stimulation par un virus
par exemple) ou type 2 (aprés maturation par CDA4QEexte capacité d’induire un profil
fonctionnel de types 1 ou 2 serait fonction devilmmnement dans lequel elles se trouvent.
Les pDC peuvent aussi induire la différenciationLderégulateurs sur le site de l'infection
(303, 309). Ce mécanisme étant probablement implidans la régulation négative de la
réponse immune, afin de la limiter et de prévems gathologies liées a une stimulation
excessive (239).

Comme les cDC, les pDC n’interagissent pas uniqunémlneec les LT, mais aussi avec les LB
et les cellules NK. Les pDC jouent un réle dangliféérenciation des LB en plasmocytes
sécréteurs d'immunoglobulines et ainsi dans I'éabment d’'une mémoire immunologique
(310).

3.9 Orientation de la réponse immune

Les pDC peuvent se différencier en DC matures dapabactiver les LT CD4 naifs vers une
réponse de type Thl ou Th2, de facon dépendantgtimuli (235, 307, 311). Différents
auteurs ont montré que ces fonctions n’étaientipasuables, mais flexibles en fonction de
'état de maturation, de la nature et de la comeéiph en Ag, et enfin des signaux de
'environnement (cytokiniqgues notamment). Les pDinslées par un virus, sécretent de
grandes quantités d’IFN-(cytokine impliquée dans l'orientation de la répenmmune vers
un profil cytokinique de type 1), puis deviennerdtares et induisent la production d’IRN-
par les LT. Dans d’autres conditions comme la dtmn in vitro par CD40L, les pDC
orientent les LT vers la sécrétion de cytokinesyge 2 (IL-4, IL-5). Ainsi I'orientation de la
réponse immune par les pDC est complexe et laipatam des LT induite par les pDC

dépend de leur stade de maturation/difféerenciatade la nature du signal qui les stimule.
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Les pDC activées induisent la prolifération de L D& mémoires spécifiques de I'Ag
endogene ou d’'un virus (306), ainsi qu’'une faibtelifération des LT CD8 allogéniques
(309).

Les pDC possedent eégalement des fonctions régidatobjectiveées vitro etin vivo par
différentes études. Les lymphocytes T CD8 « prisn@sr des pDC en présence de CD40L
possédent un phénotype régulateur avec une fadbiat@ proliférative ainsi qu’'une faible
sécrétion d’'IFNee mais une sécrétion d’lIL-10. La stimulation des pp@r un ligand
inhibiteur tel que CTLA4-Ig entraine la libératiafiindoléamine 2,3 dioxygénase (IDO)
conduisant a la déplétion du tryptophane et ablardition de métabolites toxiques possédant
un effet inhibiteur sur la prolifération des LTletir survie (312). Récemment, il a été montré
que les pDC peuvent aussi induire des LT régulatetiD4 CD25 FoxP3 capables
d’'inhiber la prolifération des LT (313). De plussldigands de TLR9 bloquent le
développement et les fonctions des LT régulateargnéuisant une sécrétion de cytokines
proinflammatoires par les pDC telles que I'lL-6 dquiiibent les LT régulateurs (314).

Par ailleurs, le réle de la production d’lIL-10 pame sous-population particuliere de DC
murines a été bien montré, par Gratxal, comme capital pour l'induction de lymphocytes
régulateurs Trl (315). Ceci corrobore le concept lgs pDC capables de sécréter de I'lL-10
peuvent jouer un réle dans la polarisation des haegtes régulant la réponse immunitaire
(316).

Les pDC peuvent également activer les LT CD4 na#ss un profil Thl7 dans des
pathologies auto-immunes telles que le psoriasis, 'encéphalomyélite autoimmune
expérimentale (317, 318)

Globalement I'ensemble de ces données obteinuaso etin vitro montre que les pDC sont
des CPA capable de stimuler et d’induire la pradifion et la différenciation de LT helper,

cytotoxiques, mémoires ou régulateurs (307, 309).31

3.10 Sécrétion de cytokines par les cellules dentigues

plasmacytoides

3.10.1 IFN-u et cytokines proinflammatoires
En 1999, les groupes de Cella et Siegal ont mqarallélement que les précurseurs des pDC
avaient la capacité de sécréter de forte quantfEéda en réponse a une stimulation virale,
et que les pDC correspondaient a la principaleuleelsécrétrice d'IFNx de I'organisme

(IPC) (235, 237). Chez I'hnomme, la famille des I8 type | comporte 15 isotypes (13
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isotypes IFNe, 1 IFN et 1 I'lFN-w). L'IFN-a (produit par les leucocytes) et I'IFpI-
(produit par les fibroblastes) sont les 2 type$N'lde type | majeurs possédant une activité
antivirale. lls possedent une activité pléiotrogicgur le systeme immunitaire : ils induisent
laugmentation de I'expression des molécules du Chliél classe | sur tous les types
cellulaires et activent les macrophages et lesulesll NK. Ils ont aussi un role dans
I'activation et la survie des LT CD4et CD8, dans la différenciation B et la sécrétion
d'immunoglobulines (319). lls sont a distinguerldleN-y dit IFN de type 2 qui est produit
par les LT. Les pDC sont par excellence les callgjei ont la capacité de sécréter de forte
guantité d’IFNe (10 a 100 fois plus que les autres types celesgdien réponse aux virus
ARN ou ADN ou a des agonistes des TLR 7 et 9 (2B4).été décrit que les genes codant
pour les IFNe. de type | et Il représentaient 60 % des genesiraés par les pDC activées
(320). Liu et son équipe ont constaté que les pBEantenaient pas de transcrit d’ARNmM
préexistant pour I'lFNx avant une stimulation virale, et que ce transtait détecté dans les
4h suivant la stimulation virale (254).

La transcription des geénes des IFN type | dépemsdfatdeurs de régulation IRF-3 et IRF-7.
IRF-3 est constitutivement exprimé dans la plupas cellules et régule la transcription des
genes de I'lFNB. La production d’IFNB active & son tour la transcription d’'IRF-7 qui utsy
positivement la production des genes I&NLles voies de signalisation a l'origine de
linduction d’'une sécrétion d'IFN: sont maintenant bien comprises. Classiquement, la
stimulation virale entraine la phosphorylation B exprimé constitutivement dans
différents types cellulaires, et sa translocatiamsdle noyau conduit a la transcription des
genes codant I'lFNx.

Dans les pDC, il a été ensuite démontré qu’IRF17t étalispensable pour induire une
sécrétion d’'IFNe. en réponse a la stimulatioa TLR 7/9 (321). Les souris déficiente en
IRF3 sont incapables de produire de I'lleNsar la voie classique, mais les pDC conservent
leur capacité de sécrétion d’IFiNpar la voie TLR9/Myd88. Cela souligne I'indépendarmle

la voie d'IRF7 dans l'induction d'une sécrétion EN-o (321). Suite a l'activation par
TLR7/9, l'induction de la sécrétion de cytokinesddFN-a requiert la participation d’'une
molécule adaptatrice Myd88. Il y a formation d’wonplexe appelé CTTP (poaytoplasmic
transductional-transcriptionnal procesgoncluant Myd88, I'ubiquitine ligase TRAF6 (pour
TNF receptor associated factor),6les kinases IRAK-1 et IRAK-4 (poumnterleukin-1
receptor associated kingset IRF7 (322). Au sein de ce complexe, IRAK-4 gitworyle
IRAK-1 qui a son tour phosphoryle IRF7.
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Figure 11: Les voies d’activation situées sous [EsR7 et 9.Modifié d’aprés Moynagh PN et
al.(323).

Les TLR 7 et 9 sont localisés dans les endosonsepE.1) Ces deux TLR dépendent de Myd88
pour activer la voie NF-kB. La phosphorylation (@ la protéine IkB empéche la translocation de
NF-kB dans le noyau. La forme active de NF-kB pdiatérodimere composé des unités p50 et p65 et
ce complexe induit I'expression des genes codamt [ps cytokines proinflammatoire®) Les TLR 7

et 9 dépendent également des voies Myd88 et IRpBuL phosphoryler IRF7, conduisant a la
translocation du complexe dans le noyau et I'intuctles genes codant pour I'lFN-IRF3 impliqué
dans la sécrétion d’'IFN; n’est pas représenté sur cette figure. IRF5 iqu#i dans la sécrétion de
cytokines inflammatoires n'est pas représenté stiedigure.

TRAF-6 : tumour necrosis factor receptor-associdator 6 ; IRAK : IL-1R-Associated Kinase (1-4)
; IRF7 : IFN-regulatory factor 7 ; Myd88 : myeloidifferentiation factor 88 ; TAK1 : TGE-
activating kinase ; IKK : IkB kinasea,(f).

Les pDC sécrétent aussi d’autres cytokines inflatoimes comme I'lL-6, I'lL-8, le TNFe, et

le GM-CSF. Récemment, les rbles de la kinase géiméenine IKKe et d'IRF5 ont été
décrits dans l'induction de la sécrétion de ceskigesvia TLR7/9 (324). Par contre, IRF7 et
IRAK-1 ne sont pas nécessaires pour induire laésécr des autres cytokines apreés
stimulation des pD®ia les TLR7/9.

Par ailleurs, la production d’'IFM-dépend de la localisation du complexe TLR9-CpGAsda

le compartiment endosomal. L'interaction dans leslosomes précoces (transferfine
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conduit a la sécrétion d’'IFN-(voie IRF7) alors que si l'interaction a lieu ddes endosomes
tardifs (LAMP-1") (pourlysosome associated membrane prit¢iie IKK-a) cela entraine
la sécrétion de cytokines inflammatoires telles Ljle6 et I'lL-8, ainsi que 'augmentation
de I'expression de molécules de costimulationsuléace des pDC (323, 325) (Figure 11).
Les pDC activées produisent également des chénkaties que CCL3 ( MIP-1a), CCL4
(MIP-1b) qui orientent les cellules NK vers le site I'infection, CCL5 (RANTES), CXCLS8
et CXCL10 qui stimulent la réponse de type Thl 326

3.10.2 Production d’'IL-12

La sécrétion d’IL-12 biologiquement active (I'lL-f25 ou p70) par les pDC est sujette a
controverse dans la littérature depuis de nombseasmées. Classiquement et de facon
opposée aux cDC, les pDC sont décrites comme métagtpas ou peu d’IL-12, propriété a
I'origine de I'hypothése sur leur capacité préféiedle a favoriser le développement de LT
produisant des cytokines de type 2 (327). Il esisemblable que les modes de purification et
de sélection des pDC, ainsi que les agents utipsés leur stimulationn vitro, différent et
rendent la comparaison des études difficiles. Toigece concept a été ébranlé par Krug et al
qui ont montré les capacités des pDC a sécrététlde2 biologiguement active lors d’'une
stimulation combinée par CpG-ODN et CD40L (328)sague la capacité des pDC stimulées
dans ces conditions a induire des LT naifs a dérdiicier en lymphocytes produisant des
cytokines de type 1. Ainsi, les pDC humaines senttd&oir, comme leur équivalent murin
(276), la capacité de sécréter de I'lL-12 dans agees conditions de stimulation. La
stimulation CD40L seule n’induit pas d’'IL-12, masgulement de l'IL-8 (328, 329). La
production d’IL-12 par les pDC serait donc contedjgar 2 événements : la présence d'un
agent microbien et la liaison de CD40 qui est déiin vivo par les LT activés (308).
Hartmannet al. ont décrit un schéma d’orientation de la réponsmune en fonction du type
d’activation des pDC. En présence d'un stimuludéyén/viral approprié et de la stimulation
CDA40L, les pDC favorisent une réponse de type drsajue dans le cas contraire, les pDC
orientent la réponse vers la production de cytokiee¢ype 2 (308). Les travaux de Krugakt
ont montré aussi que la pré-incubation des pDCrésepce d’'IL-3 augmentait la capacité des
cellules a produire de I'lL-12 et diminuait la pradion d’IFN-0. Dzionek et al ont obtenu
des résultats similaires et ont montré que la ptdiation des pDC avec un anticorps anti-
BDCA-2 favorisait, lors d’'une stimulation par urrus et CD40L, la production d’IL-12 au
détriment de I'lFNe. Cette capacité des pDC a produire de I'lL-122estlier non pas a la

liaison BDCA-2 mais, indirectement a la diminutide production d’IFNa induite elle-
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méme par la signalisatioia BCDA2 (172). Il avait déja été montré chez la sogue I'lFN-

o produit par les pDC inhibait la production d’IL-J3&r les cDC (330). Dans le modele de
Dzionek et al, c’est une inhibition autocrine qut enise en place lors de I'activation de
BDCA-2. Celle-ci entraine un passage de la prodoctilFN-a vers celle d’IL-12 par les
pDC.

3.11 Cellules dendritiques plasmacytoides et patlagies

3.11.1 Cellules dendritiques plasmacytoides et casrc

Les pDC sont impliquées dans plusieurs types deetarls que celui de la téte et du cou, le
cancer de I'ovaire, le mélanome primaire et le eanlt sein (232, 331-335). Il a été montré
que les facteurs sécrétés par les tumeurs teldeqU&F, I'lL-10 et le VEGF$, peuvent
recruter et inhiber la fonction des pDC. Les pD@résentent donc une cible pour les
mécanismes d’échappement tumoraux. Il a été égatementré que les pDC pouvaient
présenter les Ags tumoraux aux LT et induire laégétion de LT CD4+/CD25+ sécréteurs
d’IL-10 qui inhibent I'immunité antitumorale (336)éanmoins, en utilisant un anticorps anti
IL-10 et une stimulation par CpG ODN , il est pb#sid’induire une réponse antitumorale par
les LT cytotoxiques conduisant au rejet de la tuniewivo (337). Par ailleurs, des travaux
ont rapporté que les pDC infiltrant les tumeursegtiafonctionnelles, qu’elles produisaient de
'IFN-a et qu’elles pouvaient entrainer la remission oa téduction du mélanome apres un
traitement par Imiquimod (332). Ces effets béndfmantitumoraux, induit par la stimulation
des pDC par des agonistes de TLR7 tels que lesamoguinolines, ont également été
observées dans des tumeurs cutanées (338, 33@uihécde Chaperatt al. a également
montré que ces pDC activées par des agonistes B& €kprimait TRAIL, les rendant ainsi
capables d’'une cytotoxicité directe contres lesutes infectées ou tumorales (283, 340).
L’expression de TRAIL par les pDC activées a étéficmee in vivo apres application
cutanée d’Imiquimod dans le traitement du carcinadneellules basales (341). La voie
d’activation des pDC par les TLR peut étre utilipéair induire la sécrétion d'IFN-et ainsi
protéger les DC des effets inhibiteurs des factilogsés par les tumeurs, induire la survie des
cellules T et ainsi améliorer I'efficacité de lacemation antitumorale induite par des pDC
chargées en Ag tumorale (342). Il a également @bétrd que des pDC chargées par un Ag
tumoralin vitro pouvaient induire une réponse T cytotoxique sppaf du mélanome (333).

Il est d'ailleurs intéressant de noter que I'lBNest utilisé en traitement dans différentes

pathologies tumorales et en premiére ligne dansrdigement de la leucémie myéloide
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chronique avant 'avenement de l'imatinib mesyl@idivec®, inhibiteur de protéine kinase).
Donc, les pDC, de par leur capacité particuliesgeéréter de I'lFNx, peuvent jouer un réle
central dans la défense anti-tumorale.

La synergie entre les différents sous-types de xpas encore completement été étudiée
dans la réponse antitumorale. Des travaux intéméssent révélé que des immunisations par
un mélange de cDC et de pDC matures, « primées »ipag tumoral, entrainaient non
seulement une augmentation du taux de LT CD8+ figées de I'’Ag mais aussi une réponse
antitumorale en comparaison avec une immunisati@t an seul sous-type de DC (343).
L’ensemble de ces résultats suggerent qu’il essiplesd’établir une réponse antitumorale

basée sur les pDC si elles sont fonctionnelles.

3.11.2 Cellules dendritiques plasmacytoides et irdgons virales

Le r6le critique des pDC dans I'immunité antivirast montré par la corrélation entre la
progression des patients infectés par le VIH verstade SIDA et la diminution du taux de
pDC circulantes. Liwet al.ont aussi observé une importante diminution deS/HBC chez les
patients au stade SIDA, en particulier lors de darapons infectieuses ou de sarcome de
Kaposi (243). A noter que les pDC expriment CD4,GR4 et CCR5 qui constituent les
portes d’entrée du virus VIH (243, 344). Des dosnéécentes ont montré que les pDC
exprimaient le ligand TRAIL chez les patients viique VIH et ainsi entrainaient 'apoptose
des LT CD4 (345).

3.11.3 Cellules dendritiques plasmacytoides et gfeftransplantation

Dans le domaine de la transplantation/greffe, tbfiés travaux relatent le potentiel des pDC
immatures (n’exprimant pas ou peu les moléculesadéimulation) et des pDC matures, de
par leurs caractéristiques fonctionnelles intring a induire des mécanismes de tolérance
périphérique comme la déviation immune (327), ligreedes LT (346) et la genese de LT
régulateurs (309). La greffe de CSH constitue #&teément curatif pour la majorité des
pathologies malignes hématologiques et la GVH ‘efistacle majeur au succes de cette
greffe. Celle-ci est médiée par les LT du donndiunidés par les DC du receveur (347, 348).
La GVH se produit chez 50 a 70 % des receveurstdamement responsable du taux élévé
de mortalité post-greffe. Le réle des pDC dans dalmtation de la réponse immunitaire post-
greffe est encore sujet a controverse. En effep€ sont responsables de I'induction de
tolérance et prolonge la survie du greffon danbobtmeffe cardiaque (303, 349, 350). Des
résultats récents suggerent également que les pidENnt un réle «régulateur » en
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transplantation : I'augmentation du ratio pDC/cDGt essociée au retrait des agents
immunosuppresseurs aprés transplantation du f&ig).(Pans la greffe de CSH, un faible
taux de pDC dans le sang circulant est corrélé amaisque élevé de GVH (352) alors qu’un
taux élevé de pDC dans la moelle du donneur estigsa une augmentation de la rechute
(353). De nombreux travaux suggerent donc que &3 gont « plutdt » tolérogends vivo.
Cependant, I'équipe de Teshima a montré a l'aiden dhodéele murin que les pDC sont
capables de « primer » les LT allogéniques et diaiantribuer a la GVH (354). Ces résultats
sont donc contradictoires avec les données prétEglehpourraient étre liées aux conditions
d’irradiation précédent la greffe de CSH. En efietpré-conditionnement par irradiation
corporelle totale induit la maturation des pDC d¢dps alors de « primer » les LT et donc
d’induire une réponse immune spécifique. L’équipeHill a montré récemment que la GVH
empéchait la maturation des pDC diminuant leur miate implication dans la réponse

immune (355).

3.11.4 Cellules dendritiques plasmacytoides et ainomunité

Le lupus systémique est une maladie auto-immurectaisée par des taux élevés d’lEBN-
circulant qui en représentent le facteur pathogénid.'implication des pDC, principales
cellules sécrétrices d'IFM-dans la pathogénie de la maladie, a été recheritfaété montré
gue les pDC étaient présentes dans la peau ds supajues souvent en nombre élevé mais
pas dans la peau normale. De plus, chez les patiguijues, le taux de pDC circulantes est
trés diminué. Ceci reflete vraisemblablement I'axésion des pDC au site de I'inflammation
auto-immune. Il y a donc dans le lupus systémigias, facteurs qui induisent la production
d’'IFN-a par les pDC et c'est vraisemblablement I'activatmonstitutive des pDC par les
complexes anticorps anti-ADN double brin/ADN doulbdlen qui en est responsable (272,
356). Il est important de noter qu’une libératiobemante d’IFNe. est aussi associée a
d’autres situations autoimmunes et quelques fagntiinistration thérapeutique d’IF&Npeut
conduire au développement du lupus systémique aliadnéte dans un modele expérimental
(357). Bien que le lupus systémique soit la patiielauto-immune la plus étudiée, un certain
nombre d’autres pathologies auto-immunes sont &©@ une dysrégulation de I'IFdN-
et/ou aux pDC, telles que le syndrome de Gougsgiim&n, le diabéte de type I, la maladie
d’Hashimoto et le psoriasis (357).

Le psoriasis est une dermatose érythémato-squanwuseaique qui atteint 2 % de la
population européenne. Les mécanismes Iésionnglbquent des anomalies de la barriere

cutanée et des anomalies immunologiques et inflaoirea de I'épiderme et du derme :
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hyperexpression par les kératinocytes des défesiiee des récepteurs TLR, activation des
DC, des LT, des polynucléaires, des macrophagassetellules endothéliales. L'ensemble de
ces anomalies suggere le caractére auto-immun atitarinflammatoire du psoriasis. Le
TNF-a joue un roéle initiateur primordial et possede dealtiples fonctions (358). Les
biothérapies utilisant des anti-TNFsont tres efficaces pour le traitement du psaié359).
Cependant d’autres mécanismes agissant en amdatpdeduction de TNFe ont également
été mis en évidence. En effet les kératinocytdesepDC présents dans la peau de patients
atteints de psoriasis expriment de facon importaete molécules de I'immunité innée : les
défensine$ et les TLR (360). Leur activation induit une sitigaion intra-cytoplasmique
aboutissant a la production de cytokines inflammneso(dont le TNFs) et a I'activation de
CPA. Landeet al ont montré qu’'un peptide antibactérien endogemexprimé dans la peau
psoriasique, le LL37, pouvait modifier la conforinatde peptides du soi peu méthylés (250).
Ainsi, la liaison LL37- ADN du soi serait reconnpar les pDCvia le TLR9. Ce signal de
type danger endogene déclencherait alors la priotud’IFN-a. Ces auteurs émettent
I'hypothese que ce mécanisme pourrait confortdiol@gie auto-immune dans le psoriasis.
Par ailleurs, Nestlét al. ont montré que les pDC sont impliquées dans lmdtion de la
plaque de psoriasis (361). Ces cellules, en praduidFN-a, activent les cDC qui répondent
en produisant de I'lL-12 et/ou de [I'lL-23, conduisarespectivement a une réponse
lymphocytaire de type Thl et/ou Thl7 (317, 362)s @ateurs ont décrit grace a un modéle
murin que le fait de bloquer la voie de signalatde I'lFN-a ou la sécrétion par les pDC
d’'INF-a prévenait le développement du psoriasis dépertisnL T de type Thi.

Un sujet avec prédisposition génétiqgue (gEI®ORY peut, sous linfluence de facteurs
environnementaux, développer une premiére manifestade psoriasis (« priming » ou
sensibilisation) (363). Un nouveau stimulus peundactiver les cellules résidentes
immunitaires, conduisant directement a une Iésiflarnmatoire sans qu’il y ait une nouvelle
circulation de ces cellules. La séquence immueitde la survenue d’'une lésion de psoriasis
apres la phase d'initiation est alors la suivahté.es CPA (pDC puis cDC) sont activées par
le signal initiateur qui conduit a une productidiLdl2 et/ou d’IL-23 permettant I'initiation
d'une réponse lymphocytaire de type Thl et/ou Thd3pectivement (317). Le signal
initiateur peut étre soit un signal de danger ereg@eptidoglycanes bactériens par exemple)
percus par les CPA par le biais de TLR (TLR 7 csuBles pDC), soit un signal de danger
endogene (protéines du choc thermique, tFldu TNF«). 2. Les LT cutanés spécifiques

effecteurs et mémoires vont synthétiser de I'lL-dd, TNF@ et de I'INFy. 3. Activation des
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cellules cutanées résidentes, dont les kératinecgte secretent a leur tour des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, TNFa, IL6) et I'lL-8. 4. Recrutement des leucocytes sanguins pour
amplifier la réponse inflammatoiré. L'ensemble conduit a la formation de la plague de
psoriasis (358). Cette auto-inflammation permettcéexpliquer I'association significative
entre le psoriasis et le syndrome meétabolique. i@t e@les mécanismes inflammatoires
communs sont observés, en particulier 'augmentat®mla production de TN&; de I'lL-6 et

de la CRP.
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Chapitre 3
Rationnel et objectifs de I'étude

Des « débris » cellulaires tels que les corps ayigpies sont décrits comme une source
d’Ags permettant l'induction d’'une réponse immuméaspécifique (364). Les Ags des
cellules apoptotiques peuvent étre présemtiésles cellules phagocytaires au systeme
immunitaire et induire une réponse T efficace. lvérse il a été montré que les corps
apoptotiques possédaient des propriétés immunatigels. En effet I'injection intraveineuse
de cellules apoptotiques conjointement a un greflencellules médullaires allogéniques
favorise la prise de greffe (365). D’autres débgBulaires que sont les MP, sont libérés lors
des processus d’activation ou d’apoptose des eslluElles possedent de nombreuses
fonctions biologiques mais peu de travaux se suBtessés a la capacité des MP a interagir
avec les cellules du systéme immunitaire. Képpeioa équipe ont montré que les MP issues
de cellules tumorales inhibent I'activation des eBinduisent la synthése d’IL-10 par les
monocytes (366). Les DC jouent un role clef daimgtiation des réponses immunitaires. Elles
sont activées par les constituants des agents gethe, regroupés sous le terme de PAMP.
Elles répondent aussi a des signaux endogenesgédilp@r notre organisme au cours de stress
ou d’agression (DAMP) (178). Ces signhaux « dangessnt reconnus par une famille de
récepteurs, les PRR exprimés de maniére diffétentiar les différentes familles de DC.
Ainsi, les pDC sécrétent de I'lFN-apres stimulation de PRR endosomiaux (TLR7/TLRS) p
les acides nucléiques viraux et bactériens (183nplication des pDC est évoquée dans la
physiopathologie de maladies inflammatoires, comengsoriasis et le lupus systémique
(249), pathologies ou les MPE circulantes seragrgmentées. Ainsi, I'objectif de notre
tarvail est d’étudier I'effet des MPE sur l'actiiat des pDC sous l'angle de potentielles
nouvelles alarmines, a l'origine de [I'activation pappriée ou non des cellules pDC
(Figurel?2).
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Figure 12 : Les microparticules endothéliales soglites des signaux dangers endogénes a I'origine
de l'activation des cellules dendritiques plasmaaigies ?Dans des conditions d’inflammation ou de
stress excessif, 'endothélium vasculaire libérefattes quantités de microparticules endothéliales
pouvant activer les cellules dendritiques plasmaicigs. Ces cellules, une fois activées, vont a leur
tour stimuler les lymphocytes T CD#aifs favorisant le développement d’une réponfianmmatoire
(Th1 avec sécrétion d’'IFN-et de TNFs). Les microparticules endothéliales peuvent diaise partie

des signaux « Danger » endogénes, appelés DAMPDB&4P interagissent, avec des récepteurs
PRR, qui reconnaissent aussi les motifs molécdaargsociés aux pathogénes (PAMP). Ces PRR
comprennent entre autres, les TLR, les récepteerkdamille NOD ou encore les RLH (retinoic-
acid-inducible gene I-like helicases). Quelquesmples de DAMP et de PAMP sont représentés sur
la figure.

ATP : Adenosine Tri-Phosphate ; CpG : Cytosine-gnardinucléotide ; HMGB-1 : High Mobility
Group Box 1 ; HSP : heat shock protein ; LPS : fiplysacharride ; pDC : cellule dendritique
plasmacytoide ; PRR : pattern recognition receptp®LH : retinoic-acid-inducible gene I-like
helicases ; T : lymphocyte T ; TLR : Toll like rptw ; UTP : Uridine Tri-Phosphate.

Notre premier objectif est d’étudier les interanto entre cellules dendritiques et

microparticules endothéliales. Pour ceci nous allmmocéder en deux étapes :

1) Etude de I'effet des microparticules endothélialesur la maturation phénotypique
et fonctionnelle des cellules dendritiques vitro. Nous allons étudier la maturation
morphologique, phénotypique (par I'expression delémdes d’activation et de
costimulation a la surface des pDC), et fonctiolenéapacité des pDC a induire la
prolifération des LT CDZ4naifs) des pDC aprés coculture avec des MPE gésigré
vitro & partir de lignées de cellules endothéliales.Nalons étudier également I'effet
des MP d’autres origines cellulaires (plaguettagielymphocytaires) sur les pDC. En

parallele, I'effet des MPE sur les cDC sera évalue.
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2) Etude comparative de linteraction DC/MPE et DC/cops apoptotiques et
implication des récepteurs aux phosphatidylsérined.’étude de la capacité des DC
a prendre en charge les MPE ou les corps apopsstigst recherchée par I'expression
des récepteurs aux phosphatidylsérines (PSER)sarface des deux populations de
DC. Cette approche permet de vérifier leur implaratans les interactions DC/MPE.
Enfin nous allons comparer la réponse fonctionndie DC apres stimulation par des
corps apoptotiques ou par des MPE.

Il existe de nombreuses pathologies associées prodaction et une détection accrue de MP
circulantes. De facon générale, une élévation de di#Bulantes est observée dans les
situations prothrombotiques et inflammatoires,etelue les pathologies cardio-vasculaires
incluant I'athérosclérose, les pathologies auto-imes, mais aussi dans la maladie du greffon
contre I'hote aprés allogreffe de CSH, ou encoreéspransplantation rénale. Cependant, les
techniques de quantification des MP circulantesaom pas encore standardisées et doivent
étre optimisées afin de caractériser les difféserdeus-populations de MP et mieux
comprendre leur implication dans les processusopizgigues.

La quantification des MP pour des études cliniquiasessite la mise en place d’'une méthode
fiable et reproductible tenant compte des diverampatres pouvant affecter les étapes pré-
analytiques et analytiques.

Notre deuxieme objectif est donc de quantifier M circulantes, et tout particulierement

celles d'origine endothéliale, dans diverses siuat pathologiques pour la mise en place

d’études cliniques :
Pour ceci, nous allonglider une méthode de détection précise et standhbsée des
microparticules dans le plasma de patients dans leadre d’études cliniques
établies. Nous allons étudier I'impact de différents parametsur la quantification
des MP, afin de définir une méthode fiable et rdpotible par cytométrie de flux.
Cette méthode standardisée pourra étre appliquéelpquantification des MP dans
des études cliniques. Parmi ces études prélimsjaietre choix s’est porté sur un
modele d’autoinflammation chronique le psoriasiss& un modele d’altération de
'endothélium que représente le conditionnemengnafée dans l'allogreffe de CSH et
la survenue de GVH.

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire Insdem’lUMRG645 (université de Franche-

Comté), au sein de 'EFS Bourgogne Franche-CorBiésancon.
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Matériel et Méthodes

La démarche méthodologique réalisée dans mon tidedihese est résumée dans la figure 13.

Activation/Apoptose
pop 1. Effet des MPE sur la

LI maturation des G ?

Inflammation (in vitro)
Autoimmunité
3. Quantification des MPE PPG
en clinique ?
(in vivo) Roéle des

PSER ?

2. Etude des interactions MPE/DC ?
(in vitro)

Figure 13 : Présentation générale de la démarchethuglologique utilisée pour réaliser ce travail.
MPE : microparticules endothéliales ; DC : celluldendritiques ; Mo-DC : cellules dendritiques
dérivées a partir de monocytes ; pDC : cellulesdtigigues plasmacytoides ; PSER : récepteurs aux
phosphatidylsérines.

1. Matériel biologique

1.1 Lignées de cellules endothéliales

Deux lignées de cellules endothéliales, issuesrde®vaisseaux du derme humain HMEC-1
(pour human dermal microvascular endothelial §eljui nous a été gracieusement mise a
disposition par I'équipe Inserm U608 (Pr Francdisgnat-George), ou de veines de cordon
ombilicales HUVEC (pouthuman umbilical vein endothelial celEAH926 (ATCC CRL-
2922) sont entretenues en culture et utilisées pmduire les microparticules endothéliales
dans différentes conditions de stimulation.

Les cellules HMEC sont cultivées en milieu MCDBMJtrogen, Gibco, Compiégne, France)

additionné de L-glutamine (Invitrogen, Gibco), didngcortisone a 1ug/ml (Sigma-Aldrich,
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Saint Quentin Fallavier, France), I’EGF a la com@gion de 10 ng/ml (Sigma) et de 10 % de
SVF a 37° C sous atmosphére enrichie a 5 % deeC8&aturée en humidité.

Les cellules HUVEC EAY926 sont cultivées en miliddMEM (Invitrogen, Gibco)
additionné de bicarbonate de sodium (Sigma) a lremration de 1,5 g/l , de glucose
(Sigma) a la concentration de 4,5 g/l qui est aaluiie de L-glutamine (Invitrogen, Gibco) et
de 10% de SVF a 37° C sous atmosphére enrichbs @& CQ et saturée en humidité.

1.1.1 Les microparticules endothéliales

Les microparticules endothéliales (MPE) sont prtetua partir du surnageant de culture de la
lignée HMEC-1. Le TNFe recombinant (Peprotech, Paris, France) est ajdatés les
flasques de culture des cellules HMEC a 80% delwente, 24h avant la production de
microparticules a la concentration de 50 ng/mlsuenageant de culture de la lignée HMEC
est centrifugé a 1200 g pendant 5 min afin d’élenid’éventuels débris cellulaires puis 2 fois
a 15000 g pendant 90 min de fagon a concentrévlRs dans le culot. Des microparticules

« basales » ou dites quiescentes ont aussi éigeatiidans certaines expériences. Elles sont
obtenues a partir de la lignée HMEC sans ajoutafiagtimulant (en I'absence de TNJ-

Les microparticules dérivées a partir des HUVEQ stwenues selon le méme protocole.

1.1.2 Micropatrticules d’origine plaquettaires et lymphocytaires

Les microparticules plaquettaires (MPP) sont isok@artir de prélevements sanguins (tubes
citratés) de sujets sains (aprés obtention d'useatement éclairé, Etablissement Francais du
sang, Besancon, France). Le plasma riche en plagestobtenu apres centrifugation a 100 g
pendant 15 min. Ce plasma est alors centrifugé0@ g0pendant 10 min de facon a éliminer
les plaquettes. Le surnageant est collecté et IR Mont «culottées » grace a une
centrifugation a 20000 g pendant 2h a 4°C. La pudsts MPP, objectivée a l'aide d'un
double marquage positif CD31 CD41, par cytométne fleix dans la zone de taille
correspondant aux MP, est de 95 % en moyenne.

Des cellules mononuclées sont isolées a partirashg sle donneurs sains (apres obtention
d’'un consentement éclairé du donneur, Etablisseifemtcais du sang, Besangon) et mis en
culture en présence de billes CD3/CD28 (Dynabed¥/CD28, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) et d’IL-2 & 600 Ul/ml (Proleukine, Sand®iaris, France) pendant 48h de facon a
activer les LT. Le surnageant est ensuite préléviese MPT sont isolées selon le méme

protocole que les MPE.

82



1.2 La lignée de cellules dendritiques plasmacytad : GEN 2.2

Une lignée immortalisée (GEN 2.2 brevet n°0215927¢té dérivée par I'équipe de Joél
Plumas a partir des cellules leucémiques d’'un patéeint de leucémie dérivée des pDC.

Les cellules sont entretenues en culture et mise®eulture avec les MPE.

1.2.1 La lignée MS-5

La lignée GEN est dépendante pour sa proliféeralema présence d’une lignée nourriciere :
la lignée stromale murine MS-5. Il s'agit de cedsiladhérentes. Les cellules MS-5 (0,£x10
cellules/ml) sont cultivées en milieu complet RPMI40 Glutamax 1 complet (Invitrogen,
Gibco) : pyruvate de sodium 1mM (Sigma), gentane@@ug/ml (Invitrogen, Gibco), acides
aminés non essentiels (Invitrogen, Gibco) additéode 10 % SVF décomplémenté a 56°C,
30 min (Invitrogen, Gibco). L'entretien des celsl®S-5 se fait par trypsinisation des
cellules a confluence (2 ml de trypsine/EDTA prédfee (Invitrogen, Gibco) par flasque de
6 ml). Les cellules se décollent en quelgues mgat87°C et sont remises en culture apres
deux lavages en RPMI dans de nouvelles flasques.cefiules MS-5 a confluence sont

irradiées a 6000 rads et servent de cellules rogireis a la lignée GEN.

1.2.2 Culture de la lignée GEN

Les cellules GEN sont ensemencées a la concemtrddo0,1 x 19 cellules/ml en milieu
complet additionné de 10 % de SVF. Aprés 3 a 6sjale culture, les cellules qui se sont

multipliées peuvent étre utilisées ou réensemersdred autres flasques de MS-5 irradiées.

1.3 Les pDC normales

Les pDC normales circulantes utilisées en coculawec les microparticules sont triées a
partir d’anneaux de cytaphérese de donneurs sajmeg obtention d'un consentement

éclairé, Etablissement Francais du sang, Besarmgam3élection positive avec un anticorps
anti-BDCA-4 (BDCA-4 Microbeads kit, Miltenyi Biotémology, Paris, France) selon les

recommandations du fabricant. Une déplétion préaldés monocytes est réalisée a I'aide de
billes CD14 (CD14 microbeads, Miltenyi BiotechnoypglLa pureté des pDC estimée par un
marquage CD1Z3/BDCA-2""C est de 85 & 90 %.

1.4 Les cellules dendritiques dérivées de monocytes

Des DC dérivées de monocytes obterinestro a partir de monocytes circulants (Mo-DC) en
présence de GM-CSF et d’'IL-4 sont utilisées en itoriavec les MPE.
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Les monocytes sont tries a partir de PBMC de darsneains apres consentement éclairé
(Etablissement Francais du sang, Besancon) pactisélenégative (CD14 microbeads,
Miltenyi). La pureté du tri est évaluée par un nuage CD1a/CD14 (90 % de pureté,
rendement 80 %, absence d’expression de CDla)mloe®cytes sont ensuite cultivés a la
concentration de 0,5 Ynl en milieu RPMI complet additionné de 10 % deFSah présence
de GM-CSF (100 ng/ml, Peprotech) et d’IL-4 (20 nig/Beprotech) pendant 6 jours. L'IL-4
et le GM-CSF sont de nouveau ajoutés aux culturd8 aux mémes concentrations. Le
marquage a J6 par CD14/CDla permet de vérifier daepd’expression de CD14 et
'expression de CD1la sur les Mo-DC (97 % d’expmssie CD1a, absence d’expression de
CD14).

1.5 Les autres cellules stimulantes

Une lignée lymphoide B transformées par 'EBV (BEBA/aussi été testée comme cellules

stimulantes en culture mixte lymphocytaire (CML)expirradiation a 7,5 Gray.

1.6 Les corps apoptotiques

Les corps apoptotiques, issus de splénocytes muradiés a 40 Gray, ont été utilisés en
coculture avec les pDC et les Mo-DC. Nous avons/dmifier le caractere apoptotique des
cellules isolées a I'aide d’un double marquage” Agdure de propidium(IP) (Annexine V

apoptosis detection kit I, BD Biosciences) 6h ajmasliation.

1.7 Les lymphocytes T naifs

Des lymphocytes T naifs CDLD45RA’ issus de sang de donneurs sains (aprés obtention
d’'un consentement éclairé, Etablissement Frangagadg, Besang¢on) sont isolés sur colonne
par sélection négative immunomagnétique (CD4 négjasolation Kit, Dynal, Invitrogen et
CD45 RA Microbeads Miltenyi biotechnology) selors l'ecommandations du fournisseur.
Ces cellules seront utilisées comme cellules répoted dans les CML. La pureté en
lymphocytes T CD4CD45 RA est de 90 %. Les cellules sont congelées a -80°0MA0

20 % (Braun Medical, Paris, France), jusqu’a tiisn.

1.8 Autres populations cellulaires témoins

Des fibroblastes humains sont obtenus a partirpdents dermiques de sujets sains (obtenus
apres obtention d’'un consentement éclairé) etv@dtselon la méthode utilisée au sein de
notre UMR Inserm 645 (UFC et EFS BFC)(367).
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De la moelle osseuse normale est obtenue a parfirélevements chez des sujets exempts de
pathologies hématopoiétiques (formulaire de norespipn recueilli dans les services

cliniques).

1.9 Patients inclus dans I'étude psoriasis

Les prélévements ont été réalisés lors d’'une ctatgai dans le service de dermatologie 2 du
CHU de Besancon, aprés obtention du consentemepatikent, ou lors d’une hospitalisation
déja programmée pour le psoriasis. Un tube citeatén tube CTAD (citrate, théophylline,
adeénine, dipyridamole bloquant I'activation pladaigein vitro) de 5 ml ont été prélevés par
ponction veineuse. Les prélévements de sang tatagéteé centrifugés a 1500 g pendant 15
min puis a 13000 g pendant 2 min pour le recuailmlasmas contenant les MP. Les plasmas
ainsi obtenus ont été congelés a -80°C. Le projebtenu un avis favorable du comité
d’éthique du CHU de Besancon le 11 juin 2008.

2. Analyses morphologiques par technique confocal

Les images sont acquises a I'aide du microscop®mcaihF\V1000 (Olympus, Rungis, France)

et analysées a l'aide de logiciel Fluoview® FV1@alympus).

2. 1 Maturation des pDC

Les pDC sont incubées avec un anticorps anti-BDC®2144 Miltenyi) pendant 30 min a
4°C puis lavées et marquées avec une immunoglabsénondaire (goat anti mouse) couplée
a la cyanine 5 (BD Biosciences). Les pDC sont éasncubées avec les MPE préalablement
marquées au CFSE (pocarboxyfluorescein succinimidyl estgb mM) (Molecular Probes,
Leiden, Pays-Bas), qui se lie de facon covalentepaotéines cellulaires et membranaires (cf
86.3), pendant 2h a 37°C dans des chambres dereculbtek 1l (VWR International,
Fontenay sous Bois, France). Aprés coloration dgamaau DAPI (Molecular Probes), les
cellules sont lavées en PBS et fixées dans du PBSparaformaldéhyde avant de déposer
une lamelle a l'aide du liqguide de montage (Fluocees mounting medium, Dako, Trappes,

France).

2.2 Voie de signalisation : NF-kB

Les pDC sont incubées seules, en présence d'unt agamirant classique CpGA, ou en
présence de MPE pendant 3h a 37°C. Les cellulesesmuite lavées en PBS 2 % BSA et
fixées dans du PBS 4 % paraformaldéhyde. Les esllglubissent alors une étape de
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pérméabilisation avec du TRITON 100X 0,1 % (Signpa@ndant 10 min a température
ambiante puis sont de nouveau lavées et enfin réasgavec un anticorps primaire NF-kB
p65 purifié (clone J144-460, BD Biosciences) penddrB0 a 4°C. Les cellules sont lavées
puis marquées avec un anticoprs secondaire (gtiatnaaise) marqué a la cyanine 5 (BD
Biosciences) 1h a température ambiante. Les celkdat & nouveau lavées en PBS. Aprés
coloration du noyau au DAPI (Molecular Probes)debBules sont déposées sur une lamelle a
laide du liquide de montage (Fluorescent mountmgdium, Dako). Le marquage des

cellules directement par I'anticorps secondairaugbsé comme controle.

3. Cytométrie en flux

L'immunophénotypage des cellules dendritiques, lgesphocytes T et le comptage des
microparticulesin vitro ont été réalisés sur le cytométrie en flux CANTO{BD

Biosciences). L'analyse a été réalisée a lI'aideglaiel DIVA 6.1 (BD Biosciences).

3.1 Immunophénotypage

Les caractéristiques des anticorps utilisés, (lurpte comptage et le typage des
microparticules, (2) pour I'étude de la maturaties cellules dendritiques, et (3) pour le
phénotypage des lymphocytes T en fin de CML, sonhdes dans le tableau 4.

Les cellules a analyser sont incubées avec lesoaps appropriés ou les controles
isotypiques a 4° C pendant 30 min, puis lavéesBS. Res contrbles isotypiques réalisés en
parallele permettent de déterminer le seuil detp@si du marquage et lintensité de

fluorescence de base pour chaque fluorochrome.
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Tableau 4 : Les anticorps utilisés en cytométrie flux

Phénotypage des DC

Phénotypage des LT

Phénotypage des MP

CD1a*"C: HI149

cp3f™c: B-B11*

AnnexinV ¢!

CD3C": UCHT?2?

CD3"¢": UCHT??

CD3IE: 1F17

CD4™": SFCI12T4D11

CD4"°": sFCl112T4D11

CDA4LCP: p2

CD1477¢: My4?

CD25%7C: M-A251!

CD62E°: 68-5H11

CD40°E:mAb8Y

CD45ROE: UCHL-1*

CD62E°%; 68-5H11

CD80': MAB104*

CD45RAM™ : BC15RA’

CD62E*E: 68-5H11

CD83F: HB15¢€

FOXP3F%47: 250D

CD146°°: TEAL/34

CD86'C: 2331FUN1

CD146E TEA1/34%?

CD123%E: oF%

CD1447F: TEA 1/3F

CD197°ECCR7: 2H4

CD45ECP: 3.332

Annexinv FT¢1

BDCA-2FT¢: aAc144

HLA-DRF'TC: B-F12

Les clones, fluorochromes et fournisseurs des anutic utilisés pour le phénotypage des cellules

dendritiques (DC), des lymphocytes T (LT) et miarbpules (MP) sont précisés.

'BD BIOSCIENCES, le pont de Claix, Franc&eckman Coulter Immunotech, Roissy, France ;
3Miltenyi Biotechnology, Paris, France’Diaclone, Besancon, France®Biolegend, Minneapolis,

USA.

APC : allophycocyanin ;

phycoerythrin-cyanin-5.

FITC: fluorescein isothj@nate; PE:
phycoerythrin-cyanin-7 ; AF647 : alexa fluor 647ECD : phycoerythrin-texas red-x ;

3.1.1 Phénotypage des cellules dendritiques

Afin d’étudier la maturation des cellules dendritg
microparticules, nous avons utilisé des anticorpagés contre
costimulation : CD40, CD80, CD86 ; la molécule diaation :

Les molécules CD123 et BDCA-2 ont été utilisées memmarqueurs de ciblage (« gaiting »)

de population pDC, et CD1a comme marqueur de atbdeg Mo-DC.

phycoerythrin ;

incubées en présence des
les molécules de
CD83 ; HLA-DR et CCRY.



3.1.2 Phénotypage des Lymphocytes T

Le phénotypage des LT issus des CML a été réalis@uadruple ou triple marquage.
L’acquisition a été réalisée en ciblant la popolatde LT CD4 CD25. La combinaison
CD4*"% CD25“" est utilisée dans chaque tube et le troisiémeuatrigme anticorps varie.
Des controles isotypiques adaptés ont été utipe@s chaque type d’anticorps. L'expression
intracytoplasmique de FoxP3 (Alexa Fluor 647 antrlan FoxP3 flow kit, Biolegend) a été
réalisée apres perméabilisation et I'acquisitidied dans les 2h. Le méme phénotypage a été
réalisé sur les lymphocytes T naifs seuls laisgéar8 en CML dans les mémes conditions de
culture que les autres LT mais sans cellules stimak (témoin négatif) ainsi que sur des LT

activés en présence de la lignée B EBV (témointihosi

3.1.3 Phénotypage et quantification des micropartides in vitro

Le nombre total de MP endothéliales, plaquettainedymphocytaires produites a chaque
expérience est quantifié par cytométrie en fluxeapun marquage de la phosphatidylsérine,
présente a la surface des MP, par I'annexine V Bigi3ciences). L'échantillon de MP produit
(10 pl) est incubé avec 5 pl d'’AV® (Annexin V apoptosis detection kit I, BD Biosciesy.
Apres 20 min, la réaction est stoppée a l'aide @ |4l de « binding buffer » (Annexin V
apoptosis detection kit 1). Des billes de comptd@e pl) (Flowcount Beads, Beckman
Coulter Immunotech) sont ajoutées en quantité cenme nombre d’événements AV
guantifié dans la zone correspondant aux billgga@eté au nombre connu de billes ajoutées a
I'échantillon, permet d'obtenir le quotient X gai final, permettra de déterminer le nombre
absolu de microparticules contenues dans I'éclamtiles résultats sont exprimés en nombre

de MP par ul de milieu.

4. Culture cellulaire et induction de maturation

4.1 La lignée de cellules leucémiques : GEN2.2

Les cellules GEN issues de la culture sur MS-5raeuntilisées :(1) telles quelles a I'état
immature GEN (iGEN) (2) aprés une phase de maturation de 18h en milidvl REmplet
additionné de 10 % de SVF, en présence d’IL-3 @k ; Peprotech) et de CD40L (1 pug/L,
COGER, Paris, France) : GEN CD40(3) aprés une phase de maturation de 18h en présence
de CpGA ODN2216 (Invivogen, Toulouse, France) &dacentration de mol/L : GEN

CpGA ; (4) apres une phase de maturation de 18h en présenB&84& (Invivogen) a la
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concentration de jug/ml: GEN R848 ; ou5) ou aprés une phase de coculture de 18h en
présence de MPE au ratio 1 GEN pour 10 MPE : GENEMP

4.3 Les cellules pDC normales

Les pDC triées a partir du sang de donneur saimisatilisées (1) telles quelles a I'état
immature aprées 18h de culture : immature pDC (iPDR) aprés une phase de maturation de
18h en milieu RPMI complet additionné de 10 % de~S¥n présence d’'IL-3 (10 ng/mL,
Peprotech) et de CD40L (1pg/L, COGER) : pDC CD4(B) ;apres une phase de maturation
de 18h en présence de CpG-A ODN2216 (Invivoger) @hcentration de @gmol/L : pDC
CpGA ; (4) apres une phase de maturation de 18h en présen&84B (Invivogen) a la
concentration de fug/ml: pDC R848 {(5) aprés une phase de coculture de 18h en présence
de microparticules de différentes origines celhelsi: endothéliales, plaquettaires ou
lymphocytaires selon différents ratio de 1 pDC pb#;10,20,40, et 80 MPE (pDC MPE) ; de
1 pDC pour 10 MPP ou MPT (pDC MPP et pDC MPT) j(6uapres une phase de coculture
de 18h en présence de corps apoptotiques au mtigpDC pour 5 corps apoptotiques : pDC
APO.

4.4 Les cellules dendritiques dérivées de monocytes

Les Mo-DC obtenues vitro a partir de monocytes circulants en présence deGSH et
d’IL-4 seront utilisées (1) telles quelles a I'état immature aprés 48h deuosllt immature
Mo-DC (iMo-DC) ; (2) apres une phase de maturation de 48h en milieu IR®Riplet
additionné de 10 % de SVF en présence de lipopaipsaides bactériens dérivant
d’Escherichia coli a 2 pug/ml (LPS, Sigma}3) aprés une phase de coculture de 48h en
présence de MPE au ratio 1 Mo-DC pour 10 MPE : MOIAPE ; (4) apres une phase de
coculture de 48h en présence de corps apoptotajuestio 1 Mo-DC pour 5 APO : Mo-DC
APO ; ou (5) aprés une phase de coculture de 24h en présenddPée ou de corps
apoptotiques suivi d’une phase de 24h de restiiounlan présence de LPS.

Dans tous les cas, la maturation des DC est obgecpar cytométrie en flux avec les mémes
marqueurs CD80, CD86, CD40, CD83, HLA-DR. Tousdamageants de culture obtenus a

l'issue de cette phase de maturation sont congel@8°C pour dosage ultérieur de cytokines.
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5. Etude fonctionnelle apres culture

5.1 Evaluation de la sécrétion de cytokines par le=llules
dendritiques

Les surnageants de culture des pDC ou Mo-DC inaubeec les différents ligands de TLR
ou les MPE ou gMPE pendant 18h sont collectés.cbesentrations d’IL-12 (p70), ILB;
IL-10, IL-6, IL-8 et TGF$ sont mesurées au sein des surnageants de cultaideade la
technologie Luminex (Luminex Technology kits HCY®BD- K, Linco, Millipore, Saint
Quentin en Yvelines, France) sur I'analyseur Lumif®d (Luminex, Austin, Texas, USA).
L'IFN-a est également dosé grace a la technologie Lum(Béssource, clinisciences,
Montrouge, France) selon les recommandations dtctaii. Les seuils de détection des
différentes cytokines sont les suivants : IL-12Q)p70,96 pg/ml; IL-B : 0,86 pg/ml; IL-10 :
2,17 pg/ml; IL-6 : 1,29 pg/ml; IL-8 : 1,12 pg/ml €GFP : 20 pg/ml.

L’expression intracellulaire d’'lFN=(LT27 :295, Miltenyi Biotec) par les pDC est détémée
par cytométrie en flux, a l'aide d’'un marqueur meamaire de ciblage (BDCA2). La
Brefaldine A (10 pg/ml, Sigma) est ajoutée dangifiérentes conditions de stimulation des
pDC 3h avant la fin de I'expérience. La fixation lat perméabilisation des cellules sont
réalisées a l'aide du kit cytofix/cytoperm (cytdixtoperm Plus Fixation/permeabilization kit

BD Biosciences) selon les recommandations du fabtic

5.2 Culture mixte lymphocytaire en présence de celles dendritiques

Nous avons étudié la prolifération des LT naifsr@monse aux différentes populations de
cellules dendritiques modulées, soit par les MBE &ar un témoin positif de maturation.
Difféerentes cellules stimulantes sont testéesligle@e GEN immature ou modulée dans les
différentes conditions (GEN, GEN+MPE, GEN+R848gs IpDC immatures ou modulées
dans les différentes conditions (ipDC, pDC MPE, pfMPE, pDC R848 ; pDC CpGA ; pDC
CD40L) ; les Mo-DC immatures ou modulées dans I&érdntes conditions (Mo-DC, Mo-
DC MPE, Mo-DC LPS). Nous avons également testeM&E et qMPE seules comme
« cellules » stimulantes. Ces cultures sont réadig® milieu RPMI complet additionné de 10
% de sérum humain (Etablissement Francais du S&asgncon).

Les lymphocytes T CD4naifs sont incubés avec les cellules GEN, pDC oo-DM
immatures ou modulées dans les différentes conditd®e stimulation, pendant 6 jours. La
prolifération a été réalisée avec une concentrat@ilaire retenue comme optimale au cours

d’expérience préliminaires (50000 lymphocytes T paits et 20000 cellules stimulantes
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irradiées). Les cellules sont ensemencées danpldgges 96 puits fonds ronds (Sarstedt,
Numbrecht, Allemagne).

L’incorporation de BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine)tasne alternative non radioactive a
l'incorporation de thymidine triti€e. Le kit de pifération cellulaire DELFIA (DELFIA Cell
Proliferation Kit, Perkin Elmer, Boston, USA) a at#lisé. Aprés 6 jours de culture mixte
lymphocytaire, le BrdU est ajouté, dans chaque geila plaque 96 puits, durant 18h a la
concentration de 10 pl/ml. Le BrdU incorporé daes brins d’ADN néo-synthétisés est
détecté en utilisant un anticorps monoclonal antitBmarqué a I'Europium. Pour permettre
cette détection, les cellules sont fixées et I'ARMnaturé. Apres incubation, I'excés
d’anticoprs anti-BrdU est éliminé et le « DELFIAducer » est ajouté pour dissocier les
particules d’Europium fixées a I'anti-BrdU qui voalors former des complexes hautement
fluorescents avec les composants du DELFIA induceifluorescence mesurée sur le lecteur
DELFIA (DELFIA Envision, 2102 Multilabel Reader, i@ Elmer) est proportionnelle a la
synthése d’ADN des cellules en division.

5.3 Evaluation de la polarisation des lymphocytes $timulés

Dans les différentes conditions de culture, laét#mm des cytokines par les lymphocytes T est
mesurée grace a la technologie Luminex. Aprés Tsjale culture, les surnageants sont
collectés et les profils de sécrétion cytokiniqes tymphocytes T sont évalués (IFNH.-5,
IL-4, IL-2, IL-10, IL-17, TNFa and TGFB). Le délai de 7 jours a été considéré comme
optimal aprés avoir réalisé une cinétique a 24hetJ37. Les lymphocytes T CD4+ naifs
cultivés seuls dans du mileu complet sont utils@eme controle. Les seuils de détection des
différentes cytokines sont les suivants : IL-4024pg/ml ; IL-5: 0,66 pg/ml; IL-2: 0,87
pg/ml; IL-17 : 1pg/ml; IFNy: 2pg/ml et TNFe : 1 pg/ml. Les sensibilités des autres
cytokines sont citées dans le chapitre 5.1.

5.4 Expression de FoxP3

La recherche de I'expression de FoxP3 a été réatigé les LT issus de la CML par deux
techniques : cytométrie en flux (cf 83.1.2) et P@Rantitative (RQ-PCR) (Applied
Biosystems, Assays-on-Demand) (cf 86.1.3.2).

6. Etude de l'interaction microparticules endothélales-cellules dendritiques

Nous allons rechercher I'expression des réceptauxsphosphatidylsérines dans les deux

populations de DC et vérifier leur implication ddes interactions DC/MPE.
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6.1 Analyse de I'expression de molécules potentmthent impliquées
dans l'interaction MPE/DC par RT-PCR

Les différentes populations de cellules dendrittqobtenues apres coculture ainsi que les
différents contrdles sont lysés avec une solutientampon RLT (Qiagen, Courtaboeuf,
France) additionné de 1 % d&-mercaptoéthanol (Sigma). La suspension est agitée

vigoureusement et congelée a -80°C.

6.1.1 Extraction des ARN totaux
L'extraction de I'ARN est réalisée avec le kit « &y Mini» (Qiagen) selon les
recommandations du fournisseur. Cjdgd’ARN « carrier »sont ajoutés dans les échamtdlo
pauci cellulaires (inférieurs a 0,5X1€ellules) afin d’augmenter I'efficacité de I'exttion et
de la purification. Apres addition de 1 volume di&bol 70 %, le lysat est déposé sur une
mini-colonne et centrifugé 15 sec a 12000 tr/miprés rincage de la colonne par 38Gle
tampon RW1, les ARN fixés a la silice sont traipss 10l de DNAse | diluée dans du
tampon RDD, pendant 15 min a température ambi&htis, aprés lavage a I'aide de 3H0
de tampon RWI1, par centrifugation 15 sec a 12 @0@0irt, la colonne est rincée a deux
reprises par 50Q1 de tampon RPE (15 sec a 12 000 tr/min et 3 mid 800 tr/min). Les

ARN purifiés sont ensuite élués avec B@’'eau distillée stérile.

6.1.2 Synthese des ADN complémentaires (ADNc)

Les ARN sont dénaturés 5 min a 65°C, puis placétagsglace. A 10,5 d’ARN sont ajoutés
9,5 ul d’'un mélange contenant : 4 ul de tampon (250 nvd HCI pH=8,3 - 375 mM KCI -
15 mM MgCh), 2l de DTT 0,1M, 1 ul de dNTP (10 mM, Eurobio, lesdJFrance), 0,5l

de random hexamers (pd(N)6 pinol/ml, Amersham Pharmacia Biotech, Saclay, Frante)
pl d’enzyme RT (200Ud, M-MLV Reverse transcriptase, Invitrogen, Lifeckaologies,
Cergy Pontoise, France), etpl dinhibiteur de RNAse (RNaseOUM, 40UMl, Invitrogen,
Life technologies, Cergy Pontoise, France). L’'enslengest incubé 2 min a 37°C, 10 min a
température ambiante, 50 min a 37°C, puis I'enzRieest inactivée 10 min a 70°C. La
validation de la synthése de 'ADNCc et la vérifioatde I'absence de contamination en ADN
génomique (ADNg) de la solution d’ARN sont réalséel’aide de I'amplification du gene
ubiquitaire c-Raf. La présence d’'un intron de 1b0emtre les exons 8 et 9 du gene c-Raf
permet la différenciation des produits d’amplifioat obtenus a partir de 'ADNg ou de
I'’ARN.

92



Tableau 5 : Séquence des amorces oligonucléotidgquiglisées pour 'amplification du gene c-Raf.

PCR Nom Localisation  Séquence Taille amplicons
c-Raf c-Raf8+ Exon 8 5 148pb (ARN)
[Nt834 — nt852] GATGCAATTCGAAGTCACA 258bp (ADNQ)
GCG 3
c-Raf9- Exon 9 5
[nt961 — nt982] TTTTCTCCTGGGTCCCAGAT
A3

6.1.3 Amplification génique : analyse de I'expressn des récepteurs aux

phosphatidylsérines par PCR quantitative en tempséel

6.1.3.1 Principe

La PCR quantitative en temps réel repose sur i@ duiprocessus de PCR au cours du temps
a l'aide de la fluorescence. Le thermocycleur sgiliest le systéme iCycler iQ (Bio-rad,
Marnes la Coquette, France). Les données de floemes sont collectées a chaque cycle de
PCR et représentent la quantité de produits aréplifi cet instant. Plus I'échantillon est
concentré en molécules cibles a I'origine, moinfildra de cycles pour atteindre un point
pour lequel le signal fluorescent est significativat supérieur au bruit de fond. Ce point est
défini comme le cycle seuil Ct (« crossing thredhe)l et apparait au début de la phase
exponentielle. Cette quantification n’étudie dorasga fin de la PCR et n'est donc pas
affectée par les éléments limitant identifiés ldesla phase du plateau. Ce concept de Ct est a
la base de la précision et de la reproductibilédadtechnique. Si I'on suit la fluorescence au
cours du temps d’'une PCR en temps réel, on obseweaugmentation de cette fluorescence
et donc du nombre de fragments PCR en 3 phasednctest (Figure 14).
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Figure 14 : Suivi en temps réel d’'une réaction deCR. Mise en évidence des trois phases de la
réaction de PCR : une phase d'initiation, puis ptese exponentielle et pour terminer une phase
plateau. Le Ct (cycle seuil) correspond au débuadghase exponentielle.

L’expression des genes d'intérét a été normalisée rppport & un gene de référence
ubiquitaire Abl (géne Abelson), afin de s’affrancties éventuelles variations du nombre de

cellules analysées entre chaque échantillon. Chécjuantillon a été quantifié en double.

6.1.3.2 PCR quantitative relative

Cette méthode permet de calculer le nombre de mlelede géne ou de messager contenu
dans un échantillon donné. Elle consiste a compk®rCt calculés du tissu analysé,
normalisé par rapport au géne de référence etfralatalibrateur. Le résultat est alors donné
par la relation mathématiqué*Z! dans laquelle AACt = ACt (géne cible) ACt (géne de
référence) ave\Ct (gene cible) = Ct (géne cible) — Ct (calibrajeat ACt (géne de
référence) = Ct (gene cible) — Ct (gene de réf@enCette méthode sera utilisée pour la
guantification de I'expression des récepteurs auxspatidylsérinesBAI-1, Stabiline-2 et
TIM-1 (Applied Biosystems, Assays-on-Demand Hs 002138941-Hs001105174-m1 and
Hs00273334-m1 pour Stabiline 2, BAI-1 et TIM-1 resfivement). Pour chacune des
expériences, de la moelle osseuse, des LT naifs @s volontaires sains ou des fibroblastes

humains sont utilisés comme controles (cf §1.8).
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6.2 Analyse de I'expression de la protéine HMGB-1gy western Blot

Nous avons évalué I'expression de HMGB-1, par wasklot car aucun anticorps n’est
disponible actuellement pour son évaluation pavrogtrie de flux.

6.2.1 Principe de la technique

A partir d'un culot de MPE et de HMEC les protéinesllulaires sont séparées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en présdacSodium Dodécyl sulfate (SDS-Page).
Elles sont ensuite transférées sur une membramoigeinylidéne difluoride (PVD, Biorad)
et la présence de HMGB-1 est révélée par fixatefiahticorps anti-HMGB-1 (Monoclonal
anti-human HMGB-1 antibody, clone 115603, R&D syste Minneapolis, USA) puis d’un
second anticorps anti—souris marqué a la peroxydas&son ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA, USA). La révélation est effectu@e ghimioluminescence et impression
d'un film photographique.

6.2.2 Lysats cellulaires

Les culots de cellules et de MPE sont repris d@@sulde tampon de broyage aux ultrasons
additionnés d’antiprotéases. A chaque échantilleh sgouté un volume de tampon de

solubilisation Laemmli (2X) avant de les placer B @u bain-marie bouillant (95°C).

6.2.3 Dosage des protéines

Le dosage des protéines dans les échantillonséetisé (micro-BCA, Pierce Chemical,
Rockford, IL, USA) pour déterminer le volume desprid’essai pour chaque échantillon, afin

d’obtenir la méme concentration de protéines.

6.2.4 Migration

Les gels de polyacrylamide (1 mm d’épaisseur) sontés entre deux plaques de verre (mini
protean Il cell, Biorad). Compte tenu du poids maléire attendu de HMGB-1 (25 kD), on

utilise un gel de polyacrylamide a 7,5 % réticulé lasacrylamide a 2,67 %. Un gel de
concentration ("stacking gel’) a 4 % de polyacryi@denest coulé sur le gel de séparation
permettant ainsi de réaliser les puits de dépbt.nligration est réalisée en tampon de
migration. Dans le gel de concentration, I'électroygse s’effectue a 100 Volts- 25 mA- 5 W
par gel puis a 200 V- 25 mA- 5 W pour la séparatiores migration, le gel est rincé 5 mins

dans du tampon de transfert. La piste de migratdanstandard poids moléculaire est
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découpée, colorée par du colorant amidoblack per&lamn, puis décolorée par une solution

de méthanol 20 %-acide acétique 10 % pendant 5 min.

6.2.5 Transferts

La membrane PVDF est préalablement mouillée aveandthanol, puisincée dans du

tampon de transfert pendant 10 min. Le transfarireambrane de Polyvinylidene difluoride
(PVDF, Bio-Rad) est réalisé en 2h a 0,3 Ampere$0ét Volts maximum dans la cuve de
transfert (Bio-Rad). Apres transfert, la membranéDP est lavée dans une solution

tamponnée, puis bloquée 1h dans une solution dédameé.

6.2.6 Incubation avec les anticorps

La membrane est incubée avec I'anticorps anti-HMIG@endant une nuit a 0,1 mg/ml, dilué
au 1/500 dans du lait écrémé lui-méme dilué autglaars du TBS), puis lavée 3 fois 5 min
dans du TBS-tween 0,1 % avant addition de I'angisaanti-souris marqué a la péroxydase
(dilution de 1/25000). L’incubation avec I'Ac sedaire est réalisée dans du lait écrémé dilué
au demi dans du TBS pendant 1h30, suivie de 4 ésvdg la membrane de 10 min chacun

dans du TBS-Tween 0.1 % et enfin d’'un lavage derbdans du tampon TBS.

6.2.7 Révélation

Le réactif de chimioluminescence (lumi-light plusiestern blotting substrat, Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) est mis en emhtavec la face contenant la protéine
pendant 5 min et la lumiére émise:(425 nm) est révélée grace a I'impression d’um fi

photographique.

6.2.8 Contrdle du dépot par I'expression de I-actine

L’incubation de la membrane en présence d’anticarig3-actine (AC-15, Sigma, dilution :
1/500000) en méme temps que I'anti-HMGB-1 nousrangede comparer sur un méme gel
les intensités de la ban@eactine pour les différents échantillons. Ceci petrome approche

semi-quantitative de I'expression de HMGB-1.

6.3 Etude de I'endocytose par cytométrie en flux

Afin de déterminer si les DC sont capables de peerh charge les MPE ou les corps
apoptotiqgues par un mécanisme actif d’endocytosex-ci sont préalablement marqués au
CFSE afin de pouvoir les suivre apres coculturecdes DC. Le CFSE est un mélange
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d'isoméres de 5-6 carboxyfluorescéine diacétatecisumidyl ester, qui peut diffuser
passivement dans les cellules sous forme incolor@oa fluorescente. Le clivage du
groupement amine par des éstérases cellulairesegéné&eomposé fluorescent qui réagit avec
les groupements amine des protéines membranairéstratellulaires. Cette association
covalente n’interfére pas avec le métabolisme Izl et permet un suivi des MPE ou des

cops apoptotigues marqués, dans le canal de fleemes FL1 en cytométrie de flux.

6.3.1 Marquage des MPE ou des corps apoptotiques € SE

Les MPE ou les corps apoptotiques sont isolés eatritugation (cf §1.1.1), comptés (cf
§3.2.3) et suspendus a 16/m8l dans du PBS. Un volume de MPE ou de corps atigpes

est mélangé a un volume de CFSE a 5 mM (Molecutabd3, Leiden, Pays bas) et la
suspension est incubée 20 min a température arabiiiabri de la lumiere. Deux volumes
de SVF sont ajoutés puis la suspension est incLbéeain a température ambiante a I'abri de
la lumiére. Les MPE CFSEsont « culottées » aprés une étape de centrifugati15000 g
pendant 90 min et les corps apoptotiques CFS@Et « culottées » aprés une étape de

centrifugation a 1500 g pendant 5 min et lavéesis3dans du PBS.

6.3.2 Etude de I'endocytose des DC en fonction detempérature

Les MPE ou les corps apoptotiques CFSE+ sont irscabdifférents ratio avec les DC (pDC
et Mo-DC) : MPE/DC a 100/1 et APO/DC a 2/1, penddnt 37°C ou 4°C. Apres incubation
les DC sont lavées trois fois afin d’éliminer des®® ou des corps apoptotiques non-
adhérents. Les DC coincubées avec les MPE ou hps epoptotiques CFSE+, sont ensuite
analysées par cytométrie grace a un marquage kgeifCD123 pour les pDC et CD1la pour
les Mo-DC) afin de déterminer si elles expriment mas et dans quel pourcentage de la
fluorescence en FL1 correspondant a la prise emgehdes MP CFSE ou des corps
apoptotiques CFSE Les lymphocytes T CD4+ naifs traités de la méagmr que les DC,

sont utilisés comme contrdle négatif d’endocytose.

6.3.3 Inhibition de I'endocytose

Afin d’évaluer le role des échanges sodium/protdass l'interaction pDC/MPE, les pDC
sont prétraitées avec du diméthyl amiloride (DMA)i @st un inhibiteur des échanges
sodium-proton, a la concentration de 10 uM penddntavant I'ajout des MPE CFSE+
pendant 4h. De facon similaire, afin d’évaluer @derdu cytosquelette dans linteraction

pDC/MPE, les pDC sont prétraitées avec de la cyasine D (agent dépolymérisant des
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filaments d’actine) a la concentration de 20 umreSgncubation les pDC sont analysées de

la méme facon que décrite précédemment (86.3.2).

6.3.4 Implications des récepteurs aux phosphatidydsines

Les MPE ou les corps apoptotigues CFSE+ sont ircaliéc un anticorps anti-Annexine V
(Purified recombinant Annexin V, BD Pharmingen)oseles recommandations du fabricant
afin de saturer les sites phosphatidylsérines ifosixprimés sur les MPE et les corps
apoptotiques. Les MPE ou les corps apoptotiquesesmuite incubés a différents ratios avec
les DC (pDC et Mo-DC) : MPE/DC a 5/1 et APO/DC &,5endant 4h a 37°C ou 4°C. Les
DC sont ensuite lavées trois fois afin d’éliminess IMPE ou corps apoptotiques non-
adhérents.En parallele les DC sont fixées par iatdite paraformaldéhyde 4 % (PFA) avant
I'addition de MPE ou de corps apoptotigues CFSEette condition est utilisée comme
contrble négatif de la prise en charge. Les DC stmis analysées de la méme facon que

décrite précédemment (86.3.2).

7. Analyse statistique

Les études statistiques sont réalisées a l'aideglaiel Sigma Stat 2.0 software (SPSS Inc;
Jandel Scientific, Erkrath, Allemagne). La compswmai des données paramétriques ou non-
parametriques est respectivement réalisée a |l@dedetests de Student ou de MannWhitney.
Les résultats sont exprimés en moyenne plus ougr@art a la moyenne (SEM). Une valeur

du p inférieure a 0,05 est considérée comme sigivie.
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Résultats

99



Etude n°1

Endothelial cell-derived microparticles induce plasnacytoid dendritic cell
maturation: potential implications in inflammatory diseases

Haematologica, in press 2009
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1. Résumé et commentaires

Une élévation des microparticules endothéliales EMRirculantes témoignant d’une
altération de [I'endothélium vasculaire et le reemént de cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) seraient communément impliqdésns certaines pathologies
inflammatoires. L’'objectif de ce travail était délier I'interaction entre MPE et pDC et en
particulier, le potentiel des MPE a induire la nmation des pDC. Nous avons construit un
modéle d’étudén vitro des interactions MPE/pDC a partir de lignées dleles endothéliales
issues des microvaisseaux du derme humain (HMEC,UMBm U608) et de pDC triees a
partir du sang de donneurs sains.

Ce modeéle nous a permis de moninevitro que les MPE pouvaient induire la maturation des
pDC humaines. L’augmentation des molécules deroadiion a la surface des pDC (CD40,
CD80, CD86, en particulier) s'accompagne d’'uneé&émn de cytokines inflammatoires (IL-6
et IL-8, en particulier). De plus ces pDC ainsi unéées sont fonctionnellement matures
puisqu’elles induisent la prolifération des lympitms T CD4 naifs et leur orientation vers
un profil de sécrétion cytokinique de type 1. Noaons pu mettre en évidence que
I'endocytose des MPE par les pDC est nécessaiirdaudtion de cette maturation. Des MP
d’autre origine (dérivées de plaquettes ou de Lindoisent pas la maturation des pDC,
suggérant que la capacité a induire la maturatesnpdDC est spécifique aux MPE. Pour finir,
nous avons montré que les MPE n’induisaient pasdturation des Mo-DC. Les Mo-DC ne
sont pas réfractaires aux MPE, mais recoivent diedart un signal inhibiteur, réduisant leur
capacité a secréter de I'lL-12.

Ainsi, les MPE induisent la maturation phénotypigtéonctionnelle des pDC. Cette nouvelle
voie d’activation pourrait étre impliquée dans kygiopathologie de nombreuses pathologies
vasculaires et/ou inflammatoires pour lesquelldale de MPE circulantes est élevé.

En paralléle, une meilleure connaissance des nsroasipar lesquels les MPE interagissent

avec les pDC sera nécessaire pour la poursuite travail.

2. Résultats complémentaires

2.1 Expression de FoxP3

La recherche de I'expression de FoxP3 a été réatiséles LT issus des CML (coculture DC
modulées par MPE et LT naifs) par PCR quantitaBvecytométrie de flux. Nous ne
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retrouvons pas d’expression de FoxP3, quelqueemitonditions de stimulation et quelque

soit la technique utilisée (cytométrie, Biologieldrulaire par RT-PCR).

2.2 Analyse de I'expression de HMGB-1 par westernlét

HMGB-1 est un composant des complexes immuns costelans '’ADN impliqué dans
I'activation des pDGria TLR9. Nous avons recherché I'expression de cetitgéime dans la
lignée HMEC et les MPE par western Blot, afin déed@iner son implication potentielle
dans linteraction MPE/DC. Des résultats prélimiaaimontrent une absence d’expression
d’HMGB-1 sur les HMEC. Les résultats obtenus ssrMPE sont difficiles a interpréter et
sont a renouveler. En effet, 'analyse des MPE \pastern Blot nécessite une quantité
d’échantillon importante et nous devons égalemeertifier une protéine exprimée dans les

MPE a utiliser comme contréle positif.

2.3. Voie de signalisation NF-kB

Nous avons évalué I'expression de NF-kB par miapex confocale au sein des pDC
immatures, ou activées en présence de CpGA ou dg, énhdant 3h a 37°C. Ce résultat
préliminaire montre que les MPE peuvent activevdee de signalisation NF-kB au sein des
pDC, objectivée par 'augmentation de I'intensigflliorescence du marqueur NF-kB au sein
du noyau de la cellule (translocation de la fluoeese dans le noyau) en comparaison avec
les pDC immatures. Ce résultat (n=1) est a confirpa& de nouvelles expériences incluant
des contrdles supplémentaires (contréles positifségatifs de la voie d’activation par NF-
kB).

114



NF-kB p65 Dapi Superposition

I S
iPDC

= == o

PDC
I CpGA "
S PDC -
- -

Figure 15 : Expression de NF-kB dans les celluleerdiritiques plasmacytoides par microscopie

confocale.Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) smriibées seules ou en présence de
CpGA ou de microparticules endothéliales (MPE), daent 3h a 37°C puis marquées avec un
anticorps anti-NF-Kb p65 et enfin révélées par umic@rps secondaire. Le noyau des cellules est
coloré au DAPI. Les cellules sont ensuite analyg@esmicroscopie confocale (grossissement x60).
Le marquage des cellules par I'anticorps seconda@el est utilisé comme contréle.
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Etude n°2

Dendritic cell phosphatidylserine receptors in thai interaction with
endothelial microparticles

Manuscrit en préparation

NB : Les résultats présentés dans cet article efpgration, devront étre complétés. Les
analyses de I'expression des ARNm de TIM-1 et Tiddévront notamment étre poursuivis
(La validation de la technique est en cours), @bdilyse des cytokines étendue.
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1. Résumé et commentaires :

Les corps apoptotiques expriment la PSer a leulaseyr phospholipide externalisé a la
membrane dans les premieres phases de I'apoptasecbnnaissance et la capture de ces
corps apoptotiques sont indispensables au mairden’homéostasie tissulaire et a la
résolution de linflammation. La reconnaissance dwsps apoptotiques est sous la
dépendance de récepteurs a la PSer (PSER), réceéndaetifiés. Il s'agit de BAI-1, des
récepteurs de la famille TIM dont notamment TIM{1TéM-4, ainsi que de la Stabiline-2.
Les MP comme les corps apoptotiques expriment lar RSleur surface. Par ailleurs, nos
travaux ont montré que les MPE induisaient la nadioin phénotypique et fonctionnelle des
pDC et que cette maturation nécessitait un mécanactif de prise en charge. Toutefois,
Nnous ne connaissons pas la nature des réceptepliguiés dans cette interaction. L'objectif
de notre travail était de rechercher I'expressies Ecepteurs aux PSer a la surface des deux
populations de DC (afin de vérifier leur potengdiinplication dans les interactions DC/MPE)
et de comparer leur capacité de prise en changeiretonctionnalité apres stimulation par des
MPE ou des corps apoptotiques.

Nous avons pu montrer que les pDC expriment leptéce BAI-1, tout comme les cellules de
la lignée GEN 2.2. Ainsi, BAI-1 pourrait étre urce@teur impliqué dans la prise en charge
des MPE par les pDC. Contrairement aux Mo-DC, BE m’expriment pas la Stabiline-2,
récepteur impliqué dans une réponse anti-inflamiregtoia la sécrétion de TGB; et qui
ainsi semblerait plutét impliqué dans la prise barge des MPE par les Mo-DC. Parmi les
PSER réecemment identifiés, seule la Stabiline-Zagplée a la synthese du TGF-

Les pDC sont différentes des Mo-DC par leur capaéitprendre en charge des corps
apoptotiques et des MPE. En effet, nos résultatstnmat que les pDC semblent prendre en
charge les MPE de facon plus rapide (ou efficace) l@s corps apoptotiques, alors que les
Mo-DC les prennent en charge de facon équivalésrerésultat préliminaire montre que la
préincubation des corps apoptotiques par de I’Asbmebinante (utilisée afin de saturer la
PSer a leur surface) reduit la capacité des Mo-[p&adre en charge les corps apoptotiques.
Il semblerait donc que les PSER soient impliqués adette interaction.

Enfin, nous avons montré que les MPE ou les coppgtatiques affectaient différemment la
capacité des DC a sécréter des cytokines en répounse stimulation par un agent maturant
classique. La préincubation des Mo-DC avec les MREles corps apoptotiques, réduit leur
capacité a sécréter du TNFen réponse a une stimulation par du LPS. Ces ta¢sul

confirment nos travaux antérieurs (résultats enfdg. Les Mo-DC ne sont pas réfractaires a
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la stimulation par les MPE ou les corps apoptosgumeais recoivent de leur part un signal
inhibiteur. Au contraire, la préincubation des pBc des corps apoptotiques n’affecte pas
la capacité des pDC a sécréter de I'lL-6 en répans€pGA. Ce résultat devra étre confirmé

avec les pDC préincubées avec les MPE.

2. Hypothéses

Figure 16: L'expression différentielle des récepis aux phosphatidylsérines sur les cellules
dendritiques plasmacytoides ou dérivées de monggyieurrait expliquer la difféerence de réponse
aux microparticules endothélialedModifié d’apres (178).

La figure montre les interactions entre micropatés et cellules dendritiques. Nous
formulons I'hypothese que I'expression de BAI-1 e cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC) conduit a une réponse pro-inflammatoire, satpre I'expression de BAI-1 et Stabiline-
2 par les cellules dendritiques dérivées de momsciflo-DC) conduit a une réponse anti-
inflamatoire. En paralléle est présenté la prisetarge des cellules apoptotiques. Cette prise
en charge implique aussi le couple PSer-PSER. LA peuvent moduler la réponse et
favoriser la présentation de peptides antigéniigsess des cellules apoptotiques. Ces DAMP

peuvent aussi induire I'expression des moléculesodémulation et la synthése de cytokines
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(IL-12 pour Mo-DC, ou IFNa pour pDC). Les MPE pourraient se comporter comae d

DAMP. En effet, elles induisent la maturation foaohelle des pDC puisqgu’elles entrainent
la prolifération des LT CD4 naifs qui s’orientertrs un profil de sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires. Ceci pourrait s’expliquer par ux@ression de DAMP a la surface des MPE.
Ce mode de réponse différent pourrait étre lié anepde récepteurs PSER exprimés par

chacune des deux populations de DC.

3. Travaux complémentaires

Les résultats présentés dans cet article en ptépgredevront étre complétés. Les analyses de
'expression des ARNm de TIM-1 et TIM-4 devront awmiment étre poursuivies. La
validation de la technique est en cours. L'expaassie BAI-1 doit étre confirmée au niveau
protéigue par un anticorps monoclonal et son imagibe fonctionnelle par le prétraitement de
la lignée GEN 2.2 par un SiRNA inhibant I'expressie BAI-1.

Nous devons vérifier I'implication des PSER damstéraction pDC/MPE par I'utilisation de
I'AV recombinante a dose saturante et renouveleplemiers résultats obtenus sur les Mo-
DC. Enfin, nous devrons étudier la capacité depscapoptotiques a induire la maturation
phénotypique et fonctionnelle des deux populatidesDC, ainsi que la fonctionnalité des
pDC préincubées avec les MPE a sécréter de I'lb-6éponse a une stimulation par CpGA.
Dans cette expérience, il serait également inténéssl'identifier d’autres cytokines
communément sécréter par les deux types de DC.
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Etude n°3

Vers une standardisation de la méthode de quantifation des
microparticules adaptée en recherche clinique

Plusieurs études ont montré que des taux élevédReirculantes étaient associés a divers
pathologies et de nombreux travaux visent actuellgma déterminer les valeurs
diagnostiques ou pronostiques potentielles de selleLes techniques de quantification des
MP a partir de prélevements sanguins sont tréesabl@s entre laboratoires et sont
vraisemblablement responsables des divergencesvébsesur les concentrations de MP
circulantes relatées dans la littérature (cf chafdit §2.8).

Dans le contexte d’études cliniques, il est aujdwidindispensable de tenir compte des
sources de variabilité et donc de mettre au paidiiliser une méthode de détection précise
et standardisée.

L’identification de MP circulantes nécessite de hoeuses précautions préanalytiques tant au
niveau du prélevement qu'au niveau du traitemerst @ghantillons. Nous avons d’abord
étudié I'impact de la nature du tube utilisé papltélevement, du délai de prise en charge
avant centrifugation, et de la congélation du pksor la quantification des MP circulantes.
Dans une premier temps, nous avons mis en plaseiawe notre laboratoire I'utilisation de
billes de calibration Megamix (Biocytex) (138) peattant d’assurer la stabilité des réglages
des paramétes de taille/structure du cytométre massi la reproductibilité intra et inter-
instrument. Pour ce faire, nous avons testé lellisaiton sur deux types de cytometre
disponibles au laboratoire : Canto™A (BD Biosciences) et FC50 (Beckman Coulter
Immunotech).

Dans un second temps, nous avons appliqué cettdodetfiable et validée a la
caractérisation et quantification des MP, MPP eBMRans le plasma de patients. Notre choix
s’est porté sur une cohorte de patients atteintpsteiasis pour les raisons suivant€s):
L'implication des MPE dans le psoriasis est suggérén seulement par le réle central du
TNF-o qui est un puissant inducteur de vésiculationitro mais également par la présence
d’une riche néovascularisation et d’une angiogeaesgein des Iésions psoriasiqué®);Les
propriétés pro-inflammatoires auxquelles participdes MP sont retrouvées dans la
physiopathologie du psoriasis : augmentation de$cutes d’adhésion a la surface des

monocytes et des cellules endothéliales, concoumrsi a I'amplification de la réponse
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inflammatoire. Ce travail a fait I'object de I'étignenée par Fabien Pelletier dans le cadre de

son mémoire de Master 2 Recherche Relation HotHdBrau sein de notre équipe (368).

1. Résultats

1.1 Optimisation du prélevement plasmatique pour laguantification

des microparticules

1.1.1 Isolement et conservation du plasma des patis atteints de psoriasis-

Choix du type de tube de prélevement

L’ensemble des articles publiés sur la quantifaratles MP utilise un tube citraté. Parmi les
tubes citratés disponibles, on distingue le tuleté trisodique et le tube CTAD qui est
généralement utilisé pour la surveillance desdnaénts par I’héparine et recommandé lors
d’'un délai d’acheminement long au laboratoire. Nausns comparé la quantité de MP AV

et de MP AV CD31 CDA4I pour un méme patient prélevé avec ces 2 types loe tu
(expeérience reéalisée pour 3 patients). Nous n'aymass observé de différence significative

entre les 2 tubes (8 % en moyenne de variation).

1.1.2 Comparaison entre prélévements frais et conigs

La majorité des publications sur la quantificatts MP utilisent des échantillons congelés a
-80°C. Cependant, I'hnétérogénéité des résultatdigmumous a conduits a comparer la
quantification des MP a partir de prélévements rpitgjues frais puis congelés (n=3). Le
plasma recueilli, conservé a -80°C, est décongellénsune procédure standard (30 min a
température ambiante). Sur la moyenne des 3 édbastréalisés, nous n'observons pas de
différence significative sur la quantification dd® issues de prélévements plasmatiques frais
versuscongelés. Dans la suite du travail nous utiliserdes prélévements plasmatiques

congelés.

1.1.3 Effet du délai entre le prélevement et sa cgélation sur le dosage des
microparticules
L'effet du temps entre le moment du prélevementgsen et la prise en charge du
prelévement (centrifugations, congélation) a éew@en réalisant une quantification des MP
sur le prélevement congelé a vyérsusa 18h apres la ponction veineuse (n=2). Nous avons
observé que la quantité des MP a5t stable a ces 2 temps (323 /ul & 4h, et 373 1;8h).
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Toutefois, le bruit de fond était tres importani&h, ce qui rendait I'analyse plus difficile
(nombre important d’évenements dans la zone tstitlefture). Dans la suite du travail, les

prélevements ont donc été traités dans les 4huingrst la ponction veineuse.

1. 2 Optimisation et standardisation de la fenétrele détection des
microparticules avec les billes Mégamix

En raison de leur faible taille (0.1-1um), la détet des MP nécessite des conditions de
travail proches de la limite de détection des c¢ivas. La standardisation des comptages de
MP requiert la maitrise de cette limite, variabdéos les cytométres de a 0,5 a 1 um, pour un
compromis optimal entre prise en compte des MPxelusion du bruit de fond. Les billes
Mégamix (Biocytex) permettent de définir de facdanslardisée la zone d’analyse des MP
entre 0,5 et 1 um et d’assurer la stabilité detageg d’'un jour a I'autre. Nous avons donc
procédé a l'acquisition des billes Mégamix a l'adkes deux cytometre$out d’abord, on
visualise sur un histogramme en FL1 (fluoresceramesde canal 1) versus SSC, 3 régions
correspondant aux billes de 0,5 um, 0,9 um et den3(figure 17a). Les réglages des
photomultiplicateurs (FL1, 2 et 3) sont effectuésipque les billes se situent dans une décade
définie. La derniére étape consiste en un réglagehdtomultiplicateur FSC. Un discriminant
(seuil d’exclusion des événements) est appliqudas&#SC a 1, et le réglage du canal FSC
s’effectue de facon a visualiser 50 % de bille®deum et 50 % de billes de 0,9 um (Figure
17b). Le pourcentage initial de mélange de billgg0)9 um était de 66 % et 33%. Cette
procédure permet de placer le seuil de détectisredenements sur la taille (FSC) toujours de
la méme facon (exclusion de billes 0.5 um pouwarra un rapport 1/1 entre les billes 0,5 et
0,9 um). La zone d’analyse des MP est définie ayrastie inférieure par le seuil appliqué en
FSC comme définie préecédemment (Figure 17c). Laepsmpéerieure est définie par la fin du
nuage des billes de 0,9 um.

Sur BD Canto™nous avons rencontré d’importantes difficultés (Fég17d). Le bruit de
fond est trop important malgré les procédures seerde lavage de I'appareil, I'utilisation de
réactifs filtrés, et de nombreuses modulations régtages de I'appareil (FSC, SSC et des
seuils discriminants). De plus, nous observons twée grande instabilité, en fonction du
temps, de la zone de fluorescence du signal poBi&ihs nos conditions d’utilisation, notre
cytométre Canto A™ ne permet pas d’appliquer aetthode de dosage des MP par manque

de sensibilité.
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SSC

Par contre, sur FC 500™, la distinction entre ldle$0,5 et 0,9 um en FSC est excellente
(Figure 17b). Le réglage de la fenétre (taillefsinee) des MP est donc optimal et stable dans

le temps. Dans la suite du travail, nous avonsgsatie cytométre FC 500.
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Figure 17 : Utilisation des billes Mégamix pour dater la zone de taille dans laquelle les

microparticules sont quantifiéeqa, b, c) analyses sur FC 500™ ; (d) analysesGamto A™.

a. Visualisation des billes 0,5 (A), 0,9 (B) et 3 (@) sur le paramétre de fluorescence FL1/S$C ;
Réglage du PMT de la FSC de facon a obtenir 2 adjouis égales de 50 % de billes 0,5 um et 0,9
pum (49 % de billes 0,5 um (E) et 50,9 % de bill@s om (F) ;c. Positionnement de la fenétre
FSC/SSC des MP, Grace a cette procédure, la lideteaille supérieure et inférieure(discriminant
positionné comme indiqué précédemment) des élémaattifiés est standardiséal; Absence de
résolution suffisante en FSC : absence de distinalies 2 billes 0,5 et 0,9 um.

1.3 Mise au point du multimarquage et de la quanti€ation en valeur
absolue des microparticules

Apres avoir défini les réglages optimaux qui noesngettent d’avoir une zone de taille
(FSC/SSC) standardisée pour chaque tube analgpé&gfiLl8), nous avons mis au point les
multimarquages avec différents anticorps couplégliférents fluorochromes afin de
déterminer les expressions antigéniques a la sud@s MP. Le nombre total de MP est
guantifié par cytométrie en flux apres un marqudgda PSer présente a la surface des MP
par I'AV. L'échantillon de 30 pl de plasma est ibéuavec 5 pl d'AV FITC (Annexin V
apoptosis detection kit I, BD Biosciences). Apr&sndn d'incubation, la réaction est stoppée
a l'aide de 400 ul de « binding buffer ». Les camalsions d’anticorps retenues pour I'analyse
des plasmas ont été déterminées en fonction daregEémission de chaque fluorochrome et
du cytometre utilisé. Les anticorps sont centritig€000g pendant 2 min, afin d’éliminer les
agrégats d’anticorps qui pourraient perturber Igs® sur le cytomeétre (évenements
fluorescents dans la zone de taille des MP). Iig sasuite incubés a 4°C pendant 20 min
avec 30 pl de plasma a tester et 30 pl de bileschbunt pour la quantification en valeur

absolue. A la fin de I'incubation, le plasma n’pst lavé afin de ne pas perdre les MP, mais
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passé directement en phase d’acquisition sur lenatre. L'étude étant centrée sur la
recherche des MPE dans le psoriasis, nous avohse&ala 3 fagons différentes les MPE : MP
de phénotype CD3CD41I (tube 1: AV-FITC/CD31-PE/CD41-ECD), MP de phémmty
CD146 (tube 2 : AV-FITC/CD146-PE) et MP de phénotype CBEbBZtube 3: AV-
FITC/CD62E PE). Un controle isotypique (tube 4 : AV-FITC, I®E, IgG1-ECD) est
réalisé pour chaque patient. Le phénotype des MieRtifiées dans le tube 1 est CD31+
CD41+ (Figure 18B-D-E)Le phénotype des MPE peut &tre soit CIEI41 AV* (tube 1) ;
CD146 AV ™" (tube 2) ; CD62EAV ™~ (tube 3).

Pour réaliser le comptage en valeur absolue degpidBentes dans le plasma, nous avons
utilisé des billes flow Count (Figurel8C). Le nomthévenements quantifiés dans la zone
correspondant aux billes et rapporté au nombre illies ajoutées a I'échantillon permet
d’obtenir un quotient X, qui au final permet deatétiner le nombre absolu de MP présentes
dans I'échantillon.

L’étude a été réalisée a I'aide d’'un cytométre RE¥QBeckman Coulter Immunotech). Le
logiciel utilisé pour I'acquisition et I'analyse te€XP sofware (Beckman Coulter). Nous
avons également évalué un cytométre Cartb(BD Biosciences) avec le logiciel DIVA 6.1

software (BD Biosciences).
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Figure 18: Protocole de quantification et d'idefiication des MP. A. Zone taille-structure
standardisée a l'aide de billes Megamix (BiocyteM? Annexine V positive (AVen rouge ; B.
Histogramme représentant les populations : AnneMinositive (AV45,7%) et Annexine V négative
(AV 54,3 %) ; C. Fenétrage des billesFlow count quinpettent de compter les MP en valeur
absolue. D.E Représentation des populations de kiiexine V positive (AY et Annexine V négative
(AV) identifiées dans les 3 tubes a l'aide des margeagD41 ECD, CD31PE, CD62E PE, CD146
PE.

PE : phycoerythrin ; ECD pour phycoerythrin-texasl x.

1.4 Méthode retenue

Nous retiendrons pour l'analyse de la cohorte deems les conditions suivantesl)
Prélevements sur tube CTAD et prise en charge afintans les 4h et congélation a -80°C,

2) Utilisation du cytometre FC500™, avec calibragerdvchaque série d’'analyse selon le
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protocole Mégamix, €8) Réaliser 4 tubes pour chaque échantillon qui $exoalysés selon

le protocole déterminé préecédement (Figure 17).

2. Commentaires et perspectives

Cette standardisation a permis a Fabien Pellegequantifier les MP chez des patients
atteints de psoriasis. Les résulats montrent ugenantation significative des MPE CD62E
dans le psoriasis, en particulier dans les fornge®res en comparaison a une population
témoins de patients sains alors que les MPP nepsasnaugmentées dans cette population de
patients ((368) et article en cours de rédaction).

Cette approche a été également utilisée par EtiBageindau (Master 1 Biologie Santé, UE
hématologie et immunologie) pour quantifier les MEE&ns le cadre du conditionnement pré-
greffe de cellules souches hématopoiétiques (369).

Ainsi, notre travail a permis de valider au labon& une méthode fiable (138) pour la
caractérisation et la quantification des MP, desPMR des MPE dans le sang circulant.
Fabien Pelletier va poursuivre la quantificatioaalyse fonctionnelle de ces MPE, afin de
préciser leur role dans la physiopathogénie duigsisr L'étude est actuellement complétée
par l'analyse d'une cohorte de patients sous difftas biothérapies (anti-TNE-en
particulier).

Si nos premieres données sont confirmées, le dasegdPE en routine (en utilisant peut
étre des cytometres encore plus performants sdistaimination des évenements de petite
taille <0,5 pum) pourrait représenter un outil ieggant de « monitoring » des biothérapies
utilisées dans le traitement du psoriasis. En eféetdosage des MPE pourrait devenir un
nouveau « endpoint » biologique d’évaluation défitacité du traitement ou permettre de
cibler les patients présentant un taux €levé de MBiEbénificieraient de ces traitements
honéreux.

Dans le cadre de la quantification des MP au cdursonditionnement pré-greffe de cellules
souches hématopoiétiques, les résultats prélinemain=10) ne nous permettent pas
d’évoquer un lien entre le conditionnement de dgieffe et la génése des MPE. En revanche,
les inclusions dans ce protocole doivent d’étrerpaivies pour identifier un lien entre les MP

et I'apparition d’'une GVH aigue.
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Discussion
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Le premier objectif de notre travail était d’étudier les interactiamdre les DC et les MPE.
Nous avons montri&a capacité des MP générées a partir de lignéadaisds endothéliales a
entrainer la maturation phénotypique des pDC. Gsiles, ainsi activées, sécretent des
cytokines inflammatoires (IL-6 et IL-8), et induigda prolifération des LT CD4naifs puis
leur polarisation vers un profil cytokinique de ¢yphl. Cet effet semble spécifique des MPE,
puisque des MP d’origine plaguettaire ou lymphoicgta’ont pas ces capacités d’'activation.
Par ailleurs, les MPE n’activent pas les cDC.

Ces résultats sont originaux par plusieurs points :

. lls montrent pour la premiere fois I'effet activateur des MP sur des cellules qui
jouent un réle important dans l'initiation de la réponse immune.

Des travaux antérieurs avaient montré que des MiRgient directement activer et stimuler
les monocytes, ou les LB vers la production de atédrs inflammatoires et des cytokines
(31, 370-372), alors que Koppler et son équipe roantré que les MP issues de cellules
tumorales inhibent I'activation des LB et induiséatsynthése d’IL-10 par les monocytes
(366). Ces résultats obteninsvitro ne doivent cependant pas étre comparés a ceuxusiirie
vivo. En effet, les MP généréeas vitro pourraient avoir une composition et des effets
différents de ceux des MP libéréas vivo. Ainsi, il a été montré quén vivo les MP
circulantes produites a partir de tissus inflammmesocomme la plague d’athérome ou le
liquide synovial de patients atteints de polyatéhnmhumatoide, proviennent de multiples
origines cellulaire qui peuvent chacune avoir défete biologiques particuliers (53)
synergiques ou pas. De méme, quid de l'interaamre MP d’origines cellulaires différentes
in vivo? Par ailleursin vivo, le stimulus a l'origine de la libération de MP stgpas connu.
Or, le phénotype protéique des MP étant variablmection des stimuli générateurs des MP,
il est possible que le phénotype et les fonctioes BIP généréeis vivo et in vitro soient
différents méme si les MP proviennent du méme tglkilaire. Il sera donc nécessaire de
conforter nos résultats en développant un modekenapproprié apportant la preuve que les
MPE entrainent I'activation des pO@ vivo.

L’activation des DC par les MP suggére que les Mi@Hrraient étre la cible de stratégies
pharmacologiques visant a moduler et contréler ldération afin de limiter I'activation
appropriée ou non des pDC. Cependant la vésicalabaduisant a la libération de MP reste
un processus physiologique indispensable a I'hotagigsde nombreux systémes et il semble
illusoire de vouloir le contrdler. Méme si des @ax récents ont identifié un processus

intracellulaire a l'origine de la libération des MIPRAIL/TRAIL-R2) (12), la compréhension

142



globale des mécanismes qui sous-tendent la libérde MP et leur régulation reste une étape
préalable indispensable avant d’envisager une ratidal pharmacologique de la libération
des MP.

L’'immunothérapie antitumorale basée sur l'utilisatide DC visant a induire une réponse
immunitaire efficace contre des Ags tumoraux erme@asion avec d’autres thérapies, est un
vaste champ d’investigation encore en pleine émiu(373). Toutefois, le concept d’'une
modulation de ce type d’immunothérapie associaatdatratégie complémentaire, que pourrait
représenter l'activation par les MP mériterait cééexploré. En effet, les cellules tumorales
libérent des MRnN vivo qui sont fortement impliquées dans les complicetithrombotiques
des patients atteints de cancer (113). Par caati@ine donnée n’est disponible actuellement
guant a la capacité des MP issues de cellules alasoa induire I'activation des pDC et
participer ainsi au développement d’'une réponse unemspécifique. Le role anti-tumoral
attribué aux pDC dépend de leur capacité a s’acteteinduire une réponse immune
spécifique contre des Ags tumoraux, et de leuraitgpa sécréter de I'lFN-(341, 374). Cette
proprieté est a lorigine de [lutilisation les ligds de TLR7 comme adjuvants en
immunothérapie anticancéreuse (339). Dans notvaitnaous avons pu montrer que les MPE
entrainaient la maturation phénotypique et fonctedle des pDC en I'absence d’une sécrétion
d’'IFN-a. Ceci a déja été décrit pour la stimulation depia TLR9 par certains ligands
comme CpGB-ODN (375) oua TLR7 par son ligand CL0O95 (340). En effet, Di Daruiet
son équipe ont montré recemment que certains Iggdad'LR7 n’induisaient pas la sécrétion
d’'IFN-a par les pDC, mais par contre, que dans tous kd’eagagement de TLR7 induisait
I'expression rapide de génes (dit « IFN inductiblegommemxa, cxcllCet trail. Cette voie
se révele indépendante de la sécrétion d'i-Bt est contrélée par la phosphorylation de
STAT-1 (340). L’induction ou non de la sécrétionFN-o par les pDC pourrait aussi étre
régulée par le site intracellulaire de [linterantiolLR/ligand. Ainsi le CpGA-ODN
multimérique retenu dans le compartiment endosanaiit une sécrétion d’IFN-alors que

le CpGB-ODN monomérique (interaction dans les lgsoss) ne conduit pas a la sécrétion
d’'IFN-a (325). L’ensemble de ces données nous conduivalae¥ si la stimulation des pDC
via les MPE peut conduire a une expression des gemes cxcll0et trail, ce qui pourrait
evoquer I'engagement de TLR7 dans un compartimentemdosomial. Malgré I'absence de
secrétion d’'IFNe. par les pDC stimulées par les MPE, si cette iotem induit I'expression
de MxA, CXCL10 et TRAIL (jouant un role importanaus le chimiotactisme des cellules

immunes et linduction d'apoptose de cellules tuates), les MP pourraient étre
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reconsidérées sous l'angle d’ «adjuvants théragaesh> capables de stimuler 'immunité de
fagon efficace.

Par ailleurs, en plus de leur capacité a transféesrprotéines ou des prions a des cellules
cibles, les MP sont également impliquées dansalestert horizontal de matériel génomique
(37). De 'ARNmM peut étre transféré a la cellulBlevia les MP, et étre transcrit. Récemment
des travaux ont montré que la transfection de lesllavec une forme « cancéreuse » de
récepteur a 'EGF entrainaient la libération de BBFR qui pouvaient ainsi transférer le
récepteur EGF a des cellules déficientes (376)siAiles MP pourraient représenter un
nouveau « vecteur » capable de transmettre unnaldigérapeutique » dans un organisme a
linstar de la thérapie génique. Cette propriété ME pourrait étre exploitée afin d’'induire
'expression de génes impliqués dans I'activaties @DC, dans le contexte de pathologies
tumorales ou infectieuses ; ou de genes impliqgaés Himmunosuppression, dans le contexte

de pathologies auto-immunes ou de transplantatengahes/greffe de CSH.

. L’étude de [linteraction MPE/DC, a montré que les MPE ou les corps
apoptotiques affectent difféeremment la capacité de®C a sécréter des cytokines en
réponse a une stimulation par un ligand de TLRCette différence de réponse correspond
sans doute a l'expression d'un panel différent éeepteurs a la surface de chacune des
populations de DC. Nos résultats préliminaires sogut que les pDC exprimeraient le
récepteur aux phosphatidylsérines, BAI-1 qui paupatentiellement étre impliqué dans la
prise en charge des MPE par les pDC.

Le blocage de ce récepteur par un antagonistegbjouer un réle dans la modulation de la
réponse immune en limitant I'activation des pbia les MPE. Cette modulation pourrait
avoir, la encore un interét thérapeutique danpa#isologies autoimmunes, pathologies ou les

pDC sont fortement impliquées.

Notre deuxieme objectif était de quantifier les MP circulantes pour depliagtions en
recherche clinique.

Les rbles biologiques des MP sont variables etilaptication dans des pathologies telles que
la thrombose, les pathologies coronariennes, adesedomaines trés vastes dans lesquels une
guantification des MP pourra devenir un nouvellalgidiagnostic ou de suivi.

L’identification d’applications cliniques a la qu#itation des MP circulantes nécessite au
préalable de mieux définir tous les parametres nalgques et analytiques permettant
d’aboutir a une évaluation fiable des MP. Globaletndeux grandes techniques sont utilisées
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dans la littérature (132, 138, 377). La cytométeie flux permet d’évaluer la taille,
'expression ou non d’AV, et I'expression des Agsrpettant I'identification des différentes
sous-populations de MP. Par contre méme si ceseéldnsont correctement identifiés, il n'y
a pas dans cette technique la possibilité de eéfiiur fonctionnalité. Les techniques ELISA
sélectionnent les MP AVou les MP de par leur expression de protéinesifapées (378) et
évaluent leur propriété procoagulante par la priidnae thrombine. Cette technique apporte
une évaluation qualitative des MPE.

L’évolution des connaissances sur le « phénotypges MP apporteront sans doute de
nouvelles cibles pour développer des tests perniatacaractériser au mieux les différentes
sous-populations de MP.

Notre travail a permis de valider une méthode &aimur la caractérisation et la quantification
des MP, des MPP et des MPE dans le sang circuantypométrie de flux. De nombreux
parametres inhérents a chaque cytometre (sensidiitdétection, angle de diffusion de la
lumiére) peuvent étre responsables des différenlbssrvées au niveau de la quantification
des MP dans la littérature. Les industriels somsc@@nts de cette demande et par exemple les
deux nouveaux cytometres de la gamme Beckman Cq@tdios® et Navios®) apportent
une meilleure résolution sur les éléments de petiie. La meilleure détection de la lumiere
diffusée dans le canal FSC a grand angle (8-19theted’évaluer de fagon plus résolutive la
population de MP de taille allant de 0,3 a 1 um é@ealuées jusqu’alors. Face aux difficultés
« techniques » de cette quantification, l'utilisatide cytometres dédiés a I'analyse des MP
permettrait de s’affranchir de la contaminationréuelle de débris cellulaires (bruit de fond
important) et de travailler dans des conditionsinoglies d’utilisation et de réglages de
I'appareil. La prise en compte des variables prigégaes et analytiques ainsi que la fiabilité
de la technique utilisée pour déterminer l'origide MP ne pourront qu’enrichir nos
connaissances sur le profil phénotypique, les ¢mmdi de libération, les fonctions et la
« clearance » des MP. La quantification des MP aauenir prometteur comme outil
diagnostique et/ou pronostique dans des situapatisologiques variées, mais seulement si
'ensemble de ces parametres sont pris en compteéaiable.

En appliquant la technique de quantification vadidél préalable, nous avons quantifié les
MPE chez des patients atteints de psoriasis daredie d’'un protocole défini avec le service
de dermatologie du CHU de Besancon. Nous avons rengraur la premiére fois une
augmentation significative des MPE dans le psarjami particulier dans les formes séveres
(article en cours). Une augmentation du taux de MREeja été reportée dans de multiples

pathologies proinflammatoires et prothrombotiqueltes que le syndrome de la réponse
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inflammatoire systémique (379), dans le thrombodisime@ veineux (380), dans le syndrome
des antiphospholipides (84), dans le syndrome eorem aigu (45), dans le syndrome
métabolique (82) et dans l'insuffisance rénale teate (69). Récemment un taux élevé de
MPE a été associé au cancer du pancreas (113)éNoksats pourraient permettre de mieux
comprendre le r6le de I'endothélium vasculaire es @DC dans I'immunopathologie du
psoriasis mais aussi dans d’autres pathologiesiautmnes telles que le lupus systémique.
Ainsi, la caractérisation des MPE circulantes Ba&r dans diverses situations cliniques
pourrait constituer un nouveau biomarqueur d’imnmanpitoring des traitements de ces
patients.

Le TNF-, puissant inducteur de libération de MPE, pewt éontrélé par les biothérapies
anti-TNF- qui sont déja utilisées avec de bons résultats taitraitement du psoriasis. La
mise en place de la détection des MP chez desapeurra permettre d’évaluer I'impact de
cette modulation sur la production de MP circulante

Par ailleurs I'amélioration des connaissances sar NP et de leur détection permet de
remettre en question les premieres données dadeature sur le sujet et de réévaluer leurs
valeurs pronostiques et diagnostiques dans cestaiteations pathologiques. Récemment
Flaumenhaft et son équipe ont pu identifier unevetbe population de MP dérivées des
mégacaryocytes chez des patients sains (381). patidation de MP se distingue des MPP
de part leur phénotype CD4CD62 LAMP-1". Cela ouvre la voie & de nouveaux travaux sur
les différentes fonctions biologiques de ces deausgopulations de MP. En plus de leurs
différences phénotypiques, ces MP different sangeden terme de contenu en ARNm, par
leur habilité a stimuler I'endothélium, et dans rletdle de support de la réaction
inflammatoire. La quantification de ces deux soapypations en paralléle dans le sang
circulant pourrait avoir de nouvelles applicatiatiagnostiques et pronostiques, notamment
dans les pathologies vasculaires ou le taux de iB#téles par les plaquettes activées est
fortement augmenté. Les précurseurs et les praggaihématopoiétiques peuvent donc eux
aussi libérer des MP (37, 381). Il serait intérassie vérifier la capacité d’autres précurseurs
a libérer des MP et en particulier ceux des cdlde I'immunité. Les cellules dendritiques
libérent des exosomes mais libérent-elles aussi desroparticules ? Les aspects
fondamentaux de la physiologie et de la libératims MP restent donc un vaste sujet a
explorer.

Actuellement la quantification des MP n’est pass@rien compte dans les stratégies

thérapeutiques de prise en charge des patientseméns des pathologies ou les MP sont trées
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impliquées. La mise en place de protocoles clirsquespectifs permettant dévaluer 'impact

réel de la quantification des MP sur la prise esrgh des patients est nécessaire.

En conclusion, nous avons caractérisé les MPftro et étudié leur effet sur des cellules
jouant un roéle important dans la réponse immures:DC. Ceci n'avait jamais été étudié
jusqu'alors. Les MPE induisent la maturation phgpiojue et fonctionnelle des pDC,
probablement par une interactigia un récepteur aux PSer : BAIl-Les MPE pourraient
ainsi constituer une nouvelle alarmine capable d’iduire de fagcon appropriée ou non
I'activation des pDC. Toutefois, I'ensemble de ces données devra étrigreenin vivo dans

des modeéles murins.

En dehors des perspectives visant a améliorer kectign et tout particulierement
I'identification des MPE ou des MP d’autres origineellulaires dans le plasma de patients,
nous souhaitons développer diverses perspectivesii&rement d’ordre mécanistique par
'étude des interactions des MP avec les DC afinpdiiser les voies de signalisation
impliquées dans ces interactions, et deuxiememeéimidla signification physiologique et
l'intérét clinique de la libération de MPE dansféliéntes situations cliniques telles qug te
psoriasis, modele d’inflammation chronique, oup&C produisent de I'lFN¥, activent les
cDC qui répondent en produisant de I'lL-12 et/od’'le23, conduisant respectivement a une
réponse lymphocytaire de type Thl et/ou TH)7Aa maladie veino-occlusive hépatique dont
le primum novengst une altération fonctionnelle de I'endothélivemeux du foie. Or, cette
atteinte hépatique n’est diagnostiquée qu’'avecaiscéau d’arguments clinico-biologiques
sans grande spécificité. La quantification de MBrpat étre un outil diagnostique utile pour
cette pathologie3) la GVH aigue liée a I'activation des DC du recaveude I'endothélium
vasculaire et,4) d'autres situations clinigues qui sont a explooar déja en cours
d’exploration par d’'autres équipes telles que ledsyme métabolique, ou le rejet chronique

en transplantation.
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Résumé

Role des microparticules endothéliales sur I'activigon des cellules dendritiques et

applications potentielles dans les pathologies imfinmatoires

Une élévation de la quantité de microparticulesodimgliales circulantes (MPE) témoignant d’'une
altération de I'endothélium vasculaire et le reenmtnt de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
sont communément impliqués dans différentes pagfedo inflammatoires. Or les interactions
potentielles entre MPE et pDC ne sont pas conreigla constitue I'objectif de notre travail. Nous
avons montrén vitro que des MPE générées a partir de lignées cedsl@ndothéliales, pouvaient
induire la maturation phénotypique de pDC humaibh&sugmentation de I'expression des molécules
de maturation et de costimulation a la surfacepd#S s’accompagne d’une sécrétion de cytokines
inflammatoires. De plus les pDC ainsi maturées gmmttionnellement matures puisqu’elles induisent
la prolifération des lymphocytes T Cbdaifs qui s’orientent vers un profil de sécrétigmokinique

de type 1. Des microparticules d’'autre origine dliisent pas la maturation des pDC, suggérant que
cette capacité est spécifique aux MPE. Par ailldassMPE n’activent pas les cellules dendritiques
dérivées de monocytes (Mo-DC). Afin de comprenee rhécanismes d’interaction DC/MPE, nous
avons recherché l'expression de récepteurs a laspplatidylsérine a la surface des cellules
dendritiques. Nos résultats préliminaires montramg expression isolée de BAI-1 sur les pDC qui
pourrait potentiellement étre impligué dans la eren charge des MPE par les pDC. Les MPE
pourraient ainsi constituer une nouvelle « alarmsineapable d'induire de fagon inappropriée
I'activation des pDC et par ce biais participeraaphysiopathologie de désordres inflammatoires.
L'implication des MPE dans un nombre de plus ers phoportant de pathologies, nous a conduits a
valider la technique de quantification des MPE plasques par cytométrie de flux dans une cohorte
de sujets normaux et de patients atteints de p$@rida poursuite de la standardisation de la
quantification des MPE permettra d'obtenir un na@webiomarqueur utile au diagnostic ou a

immunomonitoring de différentes pathologies dé&sjuelles les MP sont impliquées.

Mots clés :cellules dendritiques, inflammation, immunopathiogndothélium vasculaire,

microparticules
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