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RESUME

Les cellules dendritiques (DC), principales cellules présentatrices d’antigéne, jouent
un role crucial dans la régulation de la réponse immunitaire. Leur état d’activation et de
maturation conditionne notamment la réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi a un stade
immature, les DC sont incapables d’activer la réponse immunitaire. Notre équipe a montré
qu'en plus d’étre inefficaces, les DC intra-tumorales acqui¢rent des propriétés
immunosuppressives et inhibent 1’activation lymphocytaire. A I’inverse, activées et matures,
les DC peuvent étre utilisées en immunothérapie des cancers. Notre équipe a montré que les
DC peuvent dans certaines conditions devenir tumoricides et que ces DC tumoricides
combinent une activité cytotoxique contre les cellules tumorales et la capacité d’activation des
lymphocytes T spécifiques de la tumeur. Avant d’utiliser ces DC tumoricides en phase
clinique, nous avons voulu étudier les interactions de ces cellules avec des cellules
immunosuppressives générées par les tumeurs, les lymphocytes T régulateurs (Treg). Notre
¢tude montre que les DC cytotoxiques (KDC), générées a partir du sang de patients atteints de
tumeurs, sont capables d’inhiber la génération des lymphocytes T régulateurs, impliqués dans
I’immunosuppression induite par les tumeurs. Elles sont également a [’origine de la
polarisation des lymphocytes T naifs en des lymphocytes T helper 1, principaux acteurs de la
réponse immunitaire anti-tumorale. Sans parvenir a identifier les molécules impliquées, nous
avons €tabli que I’inhibition de la génération des Treg par les KDC n’implique ni I’IL-6, ni le

NO, mais est partiellement dépendante d’un contact cellulaire.

La rate joue un rdle central dans les mécanismes de tolérance immunitaire, lors des
cancers, mais ¢galement lors des maladies auto-immunes (MAI). Une meilleure
compréhension de la réponse immunitaire au cours de ces 2 types de pathologies au niveau
d’un organe lymphoide majeur tel que la rate est indispensable pour adapter au mieux les
thérapeutiques. Cependant, il n’existe que trés peu d’études portant sur les DC spléniques
humaines. Nos travaux sur les DC au sein de rates provenant de patients atteints de divers
cancers et MAI mettent en évidence une répartition des sous populations de DC qui différe
selon les pathologies. Bien que limité par le nombre d’échantillons humains, nous avons
également déterminé le profil d’activation de ces sous populations de DC apres stimulation
par différents TLR. Etant donné le rdle clé des DC dans I’initiation de la réponse immunitaire
spécifique, ces nouvelles connaissances pourraient permettre de cibler certains sous-types de
DC afin de les activer ou de les inhiber lors de ces différentes pathologies.

Ces observations offrent d’importantes perspectives pour la future utilisation des DC dans les

stratégies d'immunothérapie.




ABSTRACT

Known for years as professional antigen presenting cells (APC), dendritic cells (DC)
play a crucial role in immune response regulation. Their state of activation and maturation

conditions the antitumor immune response.

Thus, at an immature stage, the DC are unable to activate the immune response. Our
team demonstrated that besides being ineffective, intra-tumoral DC acquire
immunosuppressive properties and inhibit T cell activation. Conversely, activated and mature
DC can be used in cancer immunotherapy. Previous reports from our research team
deciphered that under certain conditions DC can become tumoricidal. These DC combine a
cytotoxic activity against tumor cells and the capacity to activate tumor specific T cells. Prior
launching the possibility of the application of such cytotoxic DC (referred as KDC for Killer
DC) in clinic, we explored the interactions of these cells with regulatory T cells (Treg), -
major immunosuppressive cells promoted by tumor microenvironment. Our study revealed
that KDC, generated from the blood of cancer patients, can inhibit Treg generation and
deviate naive T cell polarization into T helper 1 cells, key players in the anti-tumor immune
response. We have further established that the inhibition of Treg generation by the KDC
requires cell to cell contact, though implies neither IL-6 nor NO, but the mechanism still to be

deciphered.

Spleen, a major lymphoid organ, drives foremost mechanisms in immune tolerance
during cancer and autoimmune diseases (AID). A better understanding of the immune
response specifications during these 2 types of diseases in the spleen is therefore essential
goal for therapeutic developments. Nevertheless, there is negligible volume of studies on
human splenic immune cells, in particular DC. Our research on splenic DC, derived from
patients with various cancers and AID, display distinct DC subset distribution respective to
the disease. Although limited by the availability of human splenic samples, we also
determined the activation profile of DC subsets after stimulation by different TLR ligands.
Given the key role of DC in initiating specific immune response, this novel findings could be

implemented to target certain DC subset activation or inhibition in these pathologies.

These investigations provide important knowledge for more refine exploitation of DC in

immunotherapeutic strategies as treatment tools or as targets.
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INTRODUCTION

1 Les cellules dendritiques, sentinelles et initiatrices de la réponse

immunitaire

Les cellules dendritiques (DC) sont une population hétérogéne de cellules issues de la
moelle osseuse qui partagent la propriété de cellules présentatrices de I’antigéne (CPA)
caractérisée par la capture et la présentation de 1’antigéne (Ag) aux cellules effectrices telles

les lymphocytes T naifs (Banchereau & Steinman, 1998).

1.1 Hétérogénéité et ontogénie des cellules dendritiques

Au cours des années, différentes sous populations de DC ont été décrites selon leur
origine, leur capacité migratoire ou certaines fonctions immunologiques spécifiques (Sato &
Fujita, 2007). Il est coutumier de distinguer les DC résidentes des organes lymphoides et les
DC circulantes telles que les DC de ’épiderme, les cellules de Langerhans (CL) et les DC
interstitielles (Merad et al, 2013; Villadangos & Heath, 2005). Une autre possibilité consiste a
classer les DC selon des marqueurs de surface spécifiques et leurs fonctions. Les DC peuvent
ainsi étre divis€ées en deux catégories principales, les DC my¢loides (mDC), et les DC

plasmacytoides (pDC).

1.1.1 Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Chez I’homme, les pDC, qui constituent la moitié des DC circulantes du sang
(MacDonald et al, 2002), n’expriment pas la molécule CD11c, en revanche, elles expriment
tres fortement la chaine a du récepteur a I’interleukine 3 (IL-3 /CD123) et le CD45RA. Leur
identification est également possible grace aux marqueurs BDCA-2 (CD303), une lectine de
type C et BDCA-4 (CD304), le récepteur a la neuropiline-1(Dzionek et al, 2000; Dzionek et
al, 2002; Dzionek et al, 2001). Ces cellules, rares dans les tissus périphériques sains, sont
principalement localisées dans les organes lymphoides mais peuvent étre trés rapidement
recrutées sur les sites d’inflammation. La principale propriét¢é des pDC est une forte

production d’interféron (IFN) de type I (Cella et al, 1999a; Siegal et al, 1999) en réponse a
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une infection virale. Les pDC expriment sélectivement les TLR (Toll Like Receptor)-7 et -9
qui détectent les acides nucléiques provenant de virus, bactéries ou cellules mortes. La
cascade de signalisation déclenchée par la stimulation de ces TLR conduit a la sécrétion

d’IFN-a, d’IFN-B et d’IFN-A (Coccia et al, 2004; Mathan et al, 2013; Yin et al, 2012).

1.1.2 Les cellules dendritiques myéloides (mDC)

Les mDC, aussi appelées DC conventionnelles, sont localisées dans les tissus, les
organes lymphoides et le sang ou elles sont constamment en contact avec des Ag. Leur forte
capacité d’endocytose, d’apprétement et de présentation des Ag (Joffre et al, 2012; Mellman
& Steinman, 2001; Segura & Villadangos, 2009; Villadangos & Schnorrer, 2007), combinées
a une forte capacité a migrer vers les zones riches en lymphocytes T (LT) des ganglions
lymphatiques (Forster et al, 2012), conférent aux mDC une forte aptitude a réguler la réponse
T (Banchereau & Steinman, 1998). Ainsi, les mDC peuvent induire une réponse immunitaire

lorsqu’elles présentent un Ag « étranger » et imposer la tolérance face aux auto-Ag.

Les mDC humaines sont définies par la co-expression des molécules CD11c et HLA-
DR (Human Leukocyte Antigen-DR) et par I’absence d’expression des molécules CD14 et
CD16 (Collin et al, 2013). II existe 2 sous types de mDC, les mDC de type 1 et 2,

respectivement caractérisées par 1’expression des molécules CD1c et CD141.

1.1.2.1 Les cellules myéloides de type 1 (mDC1)

Les mDCI1 constituent la grande majorit¢é des mDC, soit environ 1% des cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC). En plus de la molécule CDlc, aussi appelée
BDCALI, ces cellules sont caractérisées par 1’expression des molécules CD11b, CD13, CD33,
CD172 et CD45RO (Cella et al, 1999a). L’¢tude phénotypique des mDC1 présentes dans les
différents compartiments (tissus, organes lymphoides et sang) a montré que les mDClI
tissulaires expriment plus fortement les marqueurs d’activation CD80, CD83, CD86 et CD40
que les mDC1 sanguines (Angel et al, 2007). Ces cellules possedent également de nombreux
récepteurs permettant la capture, le transport et la présentation des Ag, notamment Dectin-1 et
-2 et tous les TLR, du TLR-1 au TLR-8, ainsi que le TLR-10 pour les mDCI du sang,
(Harman et al, 2013; Lundberg et al, 2013). De plus, les mDC1 régulent I’expression de
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certains récepteurs aux chimiokines, en diminuant 1’expression de CLA (Cutaneous
Leucocyte-associated Antigen) et CD62L, deux récepteurs de « homing » vers les tissus, et en
augmentant [’expression du récepteur CCR7 (CCR : CC chemokine Receptor 7) leur
permettant de migrer vers les ganglions lymphatiques (Harman et al, 2013; Sanchez-Sanchez
et al, 2006). Enfin, il a ét¢é montré que les mDCI, apres stimulation, sécrétent différentes
cytokines telles que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor), I’IL-8, I’IL-10, I’'IL-23 et I'IL-12p70
leur permettant d’agir sur la différenciation cellulaire au cours de la réponse T (Banchereau et

al, 2000; Reis e Sousa, 2006).

1.1.2.2  Les cellules myéloides de type 2 (mDC2)

Les mDC2, définis par I’expression de la thrombomoduline, aussi appelée CD141 ou
BDCAZ3, ne représentent que 0,01% des PBMC et sont donc la plus faible sous population de
DC humaines (Dzionek et al, 2000). Bien que rare dans la circulation sanguine, ces cellules
sont présentes dans la moelle osseuse et dans les zones T des organes lymphoides ou elles
peuvent exercer leur fonction d’activation de la réponse immunitaire, et dans les tissus
périphériques tels que la peau, les poumons et le foie, ou elles peuvent défendre I’organisme
contre les virus (Jongbloed et al, 2010; Mittag et al, 2011; Poulin et al, 2010; Segura et al,
2012). En effet, la stimulation du TLR-3 via des ARN doubles brins viraux induit une forte
production d’IFN-a et -A (IL-29 et IL-28A et B) (Zhang et al, 2013a). Ces cytokines inhibent

la réplication de nombreux virus.

Une autre caractéristique des mDC2 est leur expression de la molécule CLEC9A (C-
type lectin domain family 9 member A), un récepteur des cellules nécrotiques, qui leur
confere une spécialisation dans la présentation croisée d’Ag issus de cellules mortes aux LT

CDS".

1.1.3 Les cellules dendritiques inflammatoires

Récemment une autre sous-population a été identifiée, chez I’homme, en raison de leur
activation, les DC inflammatoires qui correspondent a des DC différenciées a partir de
monocytes sanguins lors d’une infection ou d’une inflammation (Segura et al, 2013b). Ces

cellules expriment les marqueurs des mDC tels que le HLA-DR et le CDl1lc, cependant
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plusieurs phénotypes ont été décrits. Les premicres DC inflammatoires a avoir été¢ identifiées
ont été les IDEC (Inflammatory epidermal DC). Elles sont caractérisées par 1’expression des
molécules CD206, CD1la, CD11b, FceR1 et CD209 et ont été décrites chez les patients
souffrants de dermatite atopique (Wollenberg et al, 1996). Plus tard, les TipDC (TNF-
a/iNOS-producing DC), nommées ainsi pour leur capacité a produire de grandes quantités de
TNF-a et de NOSi (NO Synthase induite), ont d’abord été trouvées chez des animaux infectés
par Listeria monocytogenes (Serbina et al, 2003) ou par le virus Influenza (Nakano et al,
2009), ainsi que chez les patients atteints de psoriasis (Lowes et al, 2005). Enfin, plus
récemment, des DC inflammatoires CD14" CDI1c" ont été décrites dans le liquide synovial de
patients atteints d’arthrite rhumatoide et dans 1’ascite de patients porteurs de tumeurs (Segura
et al, 2013b). Les DC inflammatoires jouent un rdle dans la polarisation des LT, notamment
en favorisant la différenciation en LT helper 17 (Th17), bien qu’elles soient aussi capables

d’activer la réponse Thl (Lowes et al, 2005; Nakano et al, 2009; Segura et al, 2013b).

1.1.4 Le développement des cellules dendritiques

Les mDC et pDC présentes dans le sang, les organes lymphoides secondaires et tissus
périphériques ont une demi-vie courte et doivent donc étre renouvelées continuellement. La
grande majorité des DC, hormis les CL (Merad et al, 2002) et les DC inflammatoires (Segura
& Amigorena, 2013), se différencient dans la moelle osseuse a partir de précurseurs issus des
cellules souches hématopoiétiques (CSH) CD34 " (Doulatov et al, 2010; Steinman et al, 1974).
L’ontogénie des DC murines a été largement décrite et il a ét€ montré que les différentes sous
populations de DC sont capables de se différencier a la fois a partir des progéniteurs
my¢loides communs (CMP) et des progéniteurs lymphoides communs (CLP) (Geissmann et
al, 2010). Cette plasticit¢ dans le développement des DC a récemment été décrite chez
I’homme. Lee et al ont en effet mis au point un systeme de culture des cellules stromales
permettant la différenciation des CSH en DC appartenant aux 3 sous populations décrites
précédemment (Lee et al, 2015). Ainsi ils ont montré que la différenciation des CSH, apres
deux progéniteurs intermédiaires, aboutit a I’apparition de cellules progénitrices des DC, les
progéniteurs communs des DC (CDP), pouvant se polariser en mDC1, mDC2 ou pDC (Breton
et al, 2015). Des études ont ¢galement mis en évidence la possibilité¢ d’obtenir des DC a partir

de cellules progénitrices lymphoides humaines (Chicha et al, 2004; Ishikawa et al, 2007). Le
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facteur de transcription PU.1, fortement exprimé par les CSH, joue un rdle essentiel dans
I’hématopoiese des DC en controlant I’expression du récepteur au Flt-3L (Fms-Like receptor
Tyrosine kinase-3 Ligand) (Carotta et al, 2010; McKenna et al, 2000; Nutt et al, 2005) et celle
de la chaine a du récepteur au GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating
Factor) (Hohaus et al, 1995). Ces deux facteurs de croissance, le Flt-3L et le GM-CSF, sont
responsable de 1’activation respective des molécules STAT3 (Signal Transducer and Activator
of Transcription 3) et STATS qui contrdlent la différenciation des sous populations de DC en
modulant I’expression des facteurs de transcription IRF-2, -4 et -8 (Interferon regulatory

factor) (Esashi et al, 2008).

Alors que les pDC se différencient dans la moelle osseuse et migrent directement vers
les organes lymphoides secondaires ou elles attendent des signaux d’inflammation, les mDC
peuvent également se différencier a partir de précurseurs présents dans la circulation sanguine
et les organes lymphoides secondaires (Lee et al, 2015; Liu et al, 2009a). Ces précurseurs

permettent le renouvellement des mDC présentes dans les nombreux organes du corps.

Différents sous-types de mDC circulent dans le sang périphérique, les mDC matures
qui ont déja recu un signal « Danger » et les DC immatures qui migrent vers les organes
lymphoides secondaires (Ju et al, 2010; Randolph et al, 2005) ou des tissus périphériques
comme le foie (Prickett et al, 1988), le pancréas, les poumons, les reins (Hart & Fabre, 1981)
ou encore le derme (Lenz et al, 1993). Les organes lymphoides secondaires qui regroupent les
ganglions, la rate, les amygdales et les tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT,
Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) hébergent a la fois des DC migratoires et des DC
résidentes. Ces organes lymphoides secondaires sont des lieux d’interaction entre les cellules

du systeme immunitaire.

1.2 Les cellules dendritiques, trait d’union entre ’immunité innée et I’immunité

adaptative

Le systeme immunitaire est constitué de 2 composantes, la réponse immunitaire innée
et la réponse adaptative. L’immunité innée est la premiere ligne de défense de 1’organisme
face a une agression. Elle regroupe les cellules NK (Natural Killer), les granulocytes,

comprenant les polynucléaires éosinophiles, basophiles et neutrophiles, les mastocytes, les
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macrophages et les DC. La réponse adaptative est assurée par les lymphocytes B (LB) et T.
Cette réponse est plus efficace car elle est spécifique, mais elle demande une activation des
lymphocytes, qui résident principalement dans les organes lymphoides, par des peptides
antigéniques dérivés de pathogeénes qui envahissent les tissus en périphérie. Un lien est donc
nécessaire entre les immunités innée et adaptative. Cette relation est assurée par les DC, qui
sont de véritables sentinelles présentes dans tous les tissus, capables de capturer les Ag avant

de migrer vers les ganglions lymphatiques ou elles les présentent aux LT.

1.2.1 Recrutement des cellules dendritiques

Les DC sont générées dans la moelle osseuse puis migrent a un état immature dans la
circulation sanguine. Ces cellules répondent a un large spectre de chimiokines, grace a
I’expression de nombreux récepteurs (Figure 1) et peuvent donc migrer vers de nombreux
tissus. Une production basale de chimiokines est observée dans les différents tissus de
I’organisme. Elle permet le recrutement constant des DC, maintenant ainsi la densité de
cellules nécessaires a I’immunosurveillance (Bachmann et al, 2006; McColl, 2002). Lors
d’une infection ou d’une inflammation, la production de chimiokines est localement
augmentée, amplifiant ainsi le recrutement des DC sur le site. MIP3a (macrophage
inflammatory protein 3o/ CCL19) apparait comme la chimiokine la plus puissante dans le
recrutement des DC via sa liaison avec le récepteur des chimiokines 6, CCR6, exprimé par les
DC immatures et les précurseurs des CL (Charbonnier et al, 1999; Dieu-Nosjean et al, 1999).
Il a également été montré que cette chimiokine, fortement sécrétée par les cellules tumorales,

permettait le recrutement des DC sur le site tumoral (Bonnotte et al, 2004).

23



Site de I'inflammation

L] e 4 @ MIP-1a
9. @ @ MIP-18
@ @ MIP-3a
e @ ® I8
@ RANTES
@ ccL2
@ ccL7
@ ccLs

Figure 1 : Roéle des chimiokines dans le recrutement des cellules dendritiques sur le site
de ’inflammation.

Différentes chimiokines présentes sur le site de I’inflammation recrutent les cellules
dendritiques qui au stade immature expriment fortement les récepteurs aux chimiokines
suivants: CXCR1, CXCR2, CCR1, CCR2, CCRS et CCR6.

1.2.2 Capture de I’antigene

1.2.2.1 Par les cellules dendritiques myéloides

Les mDC recrutées dans les tissus périphériques y arrivent dans un état immature. A
ce stade les DC possédent une forte capacité de reconnaissance et de capture des Ag via
différents mécanismes: la macropinocytose qui permet de capturer des Ag solubles (Sallusto
et al, 1995), la phagocytose qui permet 1’internalisation des particules et bactéries (Inaba et al,
1997; Reis e Sousa et al, 1993) et I’endocytose des Ag (Figure 2). Ces deux derniers

mécanismes sont médiés par des récepteurs spécifiques exprimés a la surface des DC comme
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les récepteurs reconnaissant les parties constantes (FcR) des immunoglobulines qui
permettent la capture des complexes immuns (Fanger et al, 1996; Sallusto & Lanzavecchia,
1994). Les DC immatures expriment ¢galement des récepteurs aux lectines de type C (CLR)
tels que DEC-205 (Jiang et al, 1995), DC-SIGN (DC-Specific Intercellular adhesion
molecule-3Gragging Non integrin) (Cambi et al, 2003), le récepteur au mannose (Sallusto et
al, 1995) ou la langerine, spécifique des CL (Valladeau et al, 2000), impliquant une voie
dépendante du calcium pour capturer les Ag. Des récepteurs spécifiques aux HSP (Heat
Shock Protein) peuvent jouer un role dans 1’activation de la réponse immunitaire anti-
tumorale par la capture de HSP dérivées de cellules tumorales (Basu et al, 2001). Enfin, les
mDC2 immatures expriment spécifiquement le récepteur CLEC9A, particuliérement efficace

dans la capture et la présentation des Ag issus de cellules nécrotiques (Sancho et al, 2009).

ENDOCYTOSE MACROPINOCYTOSE PHAGOCYTOSE

@ Ac@
solubles

Récepteur de
phagocytose

g Phagosome \(
Macropinosome

/,?
Récepteurg - . .,. ‘3

Clathrine
d’endocytose

Endosome précoce

Phagolysosome

Figure 2 : Mécanismes de capture d’antigénes par les cellules dendritiques immatures.
Les cellules dendritiques immatures sont capables de capturer les antigenes (Ag) par
macropinocytose, phagocytose ou endocytose. Lors des phénomenes d’endocytose et de
phagocytose, des récepteurs spécifiques permettent aux cellules dendritiques immatures de
reconnaitre et de capturer les Ag.
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1.2.2.2 Par les cellules dendritiques plasmacytoides

La capacité et 1’efficacité des pDC a induire une réponse adaptative via la présentation
directe de peptides antigéniques aux LT a longtemps été controversée, notamment chez la
souris. Néanmoins, les pDC humaines expriment plusieurs récepteurs permettant la détection
et I’endocytose des pathogenes tels que BDCA-2, DEC-205, Siglec-H (Sialic acid binding
Immunoglobulin-like Lectin H), FcyRIla et DCIR (DC ImmunoReceptor) (Dzionek et al,
2000; Karrich et al, 2014; Meyer-Wentrup et al, 2008; Zhang et al, 2006).

1.2.3 Apprétement et présentation de I’antigéne

Une fois capturés, les Ag doivent étre chargés sur les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) afin d’étre présentés aux LT (Figure 3). Il existe deux classes de
CMH, le CMH de type I (CMH-I) qui est reconnu par les LT CD8" et le CMH-II qui interagit
avec les LT CD4". Trois voies de chargement peuvent étre empruntées par les Ag lors de la
présentation sur le CMH. Celles-ci dépendent a la fois de la molécule de CMH et du type
d’Ag.

Les Ag exogenes se trouvent dans 1’environnement extracellulaire, alors que les Ag
endogenes proviennent de la cellule elle-méme. Les Ag endogenes, qui sont continuellement
présentés par les molécules de CMH-I, empruntent la voie du protéasome, ou ils sont
dégradés en peptides. Ces peptides antigéniques sont ensuite transloqués, via les protéines de
transport des Ag TAP, dans le réticulum endoplasmique ou ils se lient aux CMH-I (Vyas et al,
2008). Une exocytose classique via 1’appareil de Golgi permet ensuite aux complexes d’étre

exprimés a la membrane plasmique des cellules (Figure 3).

La voie classique de chargement des Ag exogeénes est la voie endocytique
(Villadangos et al, 1999). Les Ag sont dégradés par des enzymes protéolytiques et chargés sur
les molécules de CMH-II dans les compartiments endosomaux. Le complexe peptide/CMH

est alors directement dirigé vers la membrane plasmique pour y étre présenté aux LT CD4".
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Figure 3 : Voies de présentation classiques des antigénes par les molécules du CMH-I et
CMH-II.

Les peptides endogénes sont dégradés dans le cytoplasme des DC par le protéasome. Les
peptides générés sont ensuite transportés via les transporteurs TAP vers le réticulum
endoplasmique ou ils seront associés au CMH-I. Le complexe CMH-I/ peptide antigénique est
ensuite transporté vers la surface des DC. Les Ag exogenes capturés par les DC sont dégradés
dans les endosomes. Cet endosome contenant le peptide antigénique fusionne avec le
compartiment riche en molécule du CMH-II. Le complexe CMH-II/ peptide est transféré vers
la membrane cytoplasmique.

La troisiéme voie, appelée présentation croisée, correspond a la présentation d’un Ag
exogene endocyté, via une molécule de CMH-I (Joffre et al, 2012). Deux chemins peuvent

alors étre suivis par les Ag. Les Ag endocytés peuvent étre relargués du phagosome dans le
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cytosol, ou ils sont dégradés par le protéasome avant soit, de poursuivre sur la voie classique
du CMH-I, soit d’étre réimportés dans un phagosome contenant des molécules de CMH-L.
L’autre possibilité est qu'une molécule de CMH-I, recyclée de la membrane, soit présente
dans le phagosome. Les Ag ayant subit une dégradation phagosomiale sont alors directement
chargés sur des molécules de CMH-I (Figure 4). La voie de la présentation croisée qui est

essentielle a I’activation des LT CDS8" est caractéristique des mDC2.
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Figure 4 : La présentation croisée des antigenes exogénes.

Deux voies peuvent étre empruntées par les DC pour présenter I’Ag exogene par les
molécules du CMH-I. La voie cytosolique: apreés dégradation par le protéasome de I’Ag
exogene phagocyté, les peptides antigéniques sont envoyés vers les phagosomes contenant les
molécules du CMH-I. La voie vacuolaire: les phagosomes contenant les peptides exogeénes
fusionnent avec les phagosomes contenant les molécules du CMH-I destinées a étre recyclées.
Ainsi, les peptides exogenes s’associent aux molécules du CMH-I puis le complexe est
adressé a la membrane.
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Chez I’homme, le CMH est nommé HLA car la premiére molécule
d’histocompatibilité identifiée avait été définie comme un Ag leucocytaire par Jean Dausset
(Charron, 2009). Ainsi, les CMH-I et -II humains, dénommés suivant leur gene,

correspondent respectivement aux molécules HLA-A, -B et -C et HLA-DP, -DQ et -DR.

1.2.4 Reconnaissance des signaux de danger

Les DC capturant et présentant des Ag continuellement, il est nécessaire qu’un autre
mécanisme permette de discriminer les Ag. Ainsi les DC sont capables de distinguer les auto-
Ag, pour lesquels elles induisent une tolérance, des Ag dits « dangereux » qui déclenchent une
réponse immunitaire efficace (Matzinger, 1994). Deux types de signaux, exogéne et
endogéne, permettent cette distinction. Le premier signal découvert concerne la
reconnaissance de motifs conservés exprimés par les pathogeénes, les PAMP (Pathogen-
Associated Molecular Patterns). Les PAMP ont ét¢ définis comme des motifs uniques aux
micro-organismes, communs a une famille de pathogénes et indispensables a la survie de
celle-ci (Janeway, 1989). Le deuxiéme signal est un signal endogéne caractérisé par les
notions de danger et de dommage. Lors des infections virales, bactériennes et fongiques, ou
lors de ’apparition d’une tumeur ou de nécrose tissulaire, les cellules endommagées liberent
des molécules intracellulaires telles que les HSP, acides nucléiques ou HMGBI1 (High-
mobility group protein B1) (Lotze & Tracey, 2005). Ces signaux de danger, appelés DAMP
(Danger-Associated Molecular Patterns), déclenchent eux aussi [’activation des DC

(Matzinger, 1998).

Ces molécules sont reconnues par les DC grace a 1’expression de récepteurs appelés

PRR (Pattern Recognition Receptor) qui sont regroupés en trois catégories:

e les récepteurs solubles, qui participent a I’opsonisation des microorganismes, a I’activation
du complément et modulent la réponse inflammatoire (Holmskov et al, 2003);

e les récepteurs d’endocytose, que sont les récepteurs « scavenger » (Gough & Gordon,

2000) et les CLR (Geijtenbeek et al, 2004);
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e les récepteurs de signalisation, comprenant les TLR (Akira, 2003) et des récepteurs
appartenant aux familles des CLR, des NLR (NOD domain protein-like receptor) et des
RLR (RIG-like receptor) qui déclenchent 1’activation des cellules (Meylan et al, 2006;
Yoneyama et al, 2005).

1.2.4.1 Les récepteurs Toll-like

Les TLR sont, a ce jour, les PRR les plus étudiés. Ces protéines transmembranaires de
type I, constituées de 3 domaines, sont exprimées a la surface des cellules ou dans les
membranes des endosomes et lysosomes. Dix TLR ont été identifiés chez ’Homme et sont
divisés en deux catégories (Akira, 2003). Les TLR-1, -2, -4, -5, -6 et -10, sont exprimés a la
surface des cellules. Ils reconnaissent les lipides, lipoprotéines ou peptidoglycanes de
champignons, de bactéries ou de protozoaires. Les TLR-3, -7, -8 et -9 sont quant a eux situés
dans des endosomes (Barton & Kagan, 2009). Cette localisation intracellulaire leur permet la

détection des acides nucléiques bactériens et viraux (Figure 5).

Les analyses structurelles ont montré que les TLR se présentent sous la forme d”homo-
ou d’hétéro-dimeres (TLR-1/2 ou -2/6 ou -3/3...)(Jin & Lee, 2008). La liaison entre les sous
unités se fait par le domaine extracellulaire, impliqué dans la reconnaissance des ligands.
Cette dimérisation est nécessaire pour la transduction du signal d’activation (Imler &
Hoffmann, 2001). Certains TLR peuvent s’associer a d’autres molécules. Ainsi le TLR-2
s’associe a la dectin-1 pour coopérer dans la reconnaissance de certains glycanes alors que le
complexe TLR-2/6 peut se lier au CD36 (Hoebe et al, 2005). Enfin, la reconnaissance par le
TLR-4 peut nécessiter I’implication des molécules MD-2 et CD14.
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Figure 5 : Les différents TLR exprimés a la surface des DC humaines.

Les hétérodimeres TLR-1/2 et TLR-2/6 reconnaissant les lipoprotéines, le TLR-4 liant le LPS,
le TLR-5 reconnaissant la flagelline et le TLR-10, exprimés a la surface des DC, vont induire
une production de cytokines pro-inflammatoires par I’intermédiaire de la voie MyD88. Les
TLR-7, TLR-8 et TLR-9, présents dans des endosomes, vont stimuler la méme voie. Les
TLR-3 et TLR-4 induiront la production d’IFN de type I, par I’'intermédiaire de la voie TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon).

Les sous populations de DC sont caractérisées par des profils d’expression des TLR
différents. Les mDC1 expriment tous les TLR sauf le TLR-9. Les mDC2 présentent un profil
d’expression plus restreint et ne présentent que les TLR-1, -2, -3, -4, -6, -8 et -10. Enfin, les
pDC expriment les TLR-1 et -6, mais sont principalement caractéris€és par une forte

expression des TLR-7 et -9 sont donc spécialisées dans la détection des virus (Tableau 1).
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mDC1 mDC2 pDC
TLR-1 + + +
TLR-2 + + +/-
TLR-3 + + -
TLR-4 + +/- -
TLR-5 + - +/-
TLR-6 + + +
TLR-7 + - +
TLR-8 + + -
TLR-9 - - +
TLR-10 + + +/-

Tableau 1 : Les différents TLR exprimés par les sous populations de DC humaines.
Les mDCI1 expriment tous les TLR sauf le TLR-9. Les mDC2 n’expriment pas les -5, -7 et -9
et les pDC n’expriment pas les TLR-3, -4 et -8.

1.2.4.2 Les ligands reconnus par les récepteurs Toll-like

Mis a part le ligand du TLR-10, la nature des ligands de chaque TLR a été identifiée.
Ainsi, les études ont mis en évidence I’implication du TLR-2 dans la détection de plusieurs
composantes de la paroi des bactéries Gram'. En formant des hétérodiméres avec les TLR-1
ou -6, le TLR-2 permet donc la reconnaissance des lipoprotéines, des acides lipotéichoides, du
zymosan et du peptidoglycane. La stimulation du couple de TLR-2/-6, par le lipopeptide 2
dérivé des mycoplasmes (Weigt et al, 2003) ou par des protéoglycanes (Qi et al, 2003;
Yoshimura et al, 1999), induit la sécrétion d’IL-10 par les DC dérivées de monocytes
humains. Les lipopolysaccharides (LPS) contenus dans les bactéries Gram™ sont quant a eux
reconnus par le TLR-4 associé¢ aux molécules CD14 et MD-2 (Hoshino et al, 1999; Shimazu
et al, 1999) et induisent préférentiellement la sécrétion d’IL-12 par les mDC1 humaines
(Kapsenberg, 2003). Le TLR-4 permet aussi la reconnaissance d’HSP60 libérée par les
cellules endommageées. Enfin, le TLR-5, principalement exprimé par les DC intestinales, est
spécialisé dans la reconnaissance de la flagelline, un constituant des flagelles bactériennes

(Hayashi et al, 2001).

Les TLR localisés dans les endosomes sont spécialisés dans la détection des acides
nucléiques viraux et bactériens. Ainsi, le TLR-3 reconnait les ARN double brin (Alexopoulou

et al, 2001) produits par les virus lors de leur réplication. Cette reconnaissance mene les DC
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dérivées de monocytes humains a produire des cytokines de type Thl comme I’IL-12 et
I’IFN-y (Cella et al, 1999b; de Jong et al, 2002). Les TLR-7 et -8, quant a eux, détectent les
ARN simple brin riches en uridine et guanosine ou I’imiquimod (Schon & Schon, 2007). La
stimulation du TLR-7, exprimé par les mDC et pDC, conduit a une réponse Thl. Cependant,
les mécanismes utilisés par ces deux sous populations de DC sont différents (Ito et al, 2002).
Apres stimulation, les mDC vont sécréter de I’IL-12, alors que les pDC vont produire de
I’IFN-y. Enfin, le TLR-9, exclusivement exprimé par les pDC, reconnait les virus a ADN via
leurs motifs CpG non-méthylés (Hemmi et al, 2000; Krug et al, 2001). Cette reconnaissance
induit la sécrétion d’IFN-y et d’IL-12 par les pDC.

Il existe des ligands synthétiques permettant la stimulation des différents TLR

(Tableau 2).

Ligands Ligands synthétiques
TLR-1/2 Triacyl lipopeptides Pam3CSK4
TLR-2/6 Diacyl lipopeptides, zymosan FSL1, MALP-2, Pam3CSK4
TLR-3 ARN double brins Poly I:C

LPS, HSP60, HSP70, HMGB1, mannan

TLR-4 (Candida albicans), fibrinogénes

TLR-5 Flagelline

TLR-7 ARN simple brin Imiquimod, Resiquimod

TLR-8 ARN simple brin Resiquimod

TLR-9 ADN CpG-A, CpG-B et CpG-C ODN

TLR-10 Inconnu

Tableau 2 : Les ligands naturels et synthétiques des différents TLR.

Ainsi, le niveau et le type d’activation dépend de la nature de 1’agoniste des TLR et du
sous-type de DC (Dowling et al, 2008). En effet, la fixation du ligand sur les TLR aboutit a un

assemblage complexe et sélectif des protéines adaptatrices cytoplasmiques et a une cascade de
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phosphorylations. La molécule adaptatrice centrale est MyD88 (myeloid differenciation
antigen 88) mais la signalisation TLR-4 emploie également une voie alternative via TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3) (Barton & Kagan, 2009). La cascade
de signalisation des TLR aboutit a [’activation des facteurs de transcription dans une
combinaison trés complexe expliquant que des changements subtils puissent aboutir a des

réponses cellulaires différentes (Akira, 2003).

Enfin, les molécules de co-stimulation exprimées par les DC jouent également un role
important. Notamment, la stimulation des pDC activée, qui surexpriment le ligand de la
molécule de co-stimulation inductible (ICOS-L), par 1’OligoDesoxyNucléotides CpG, un
agoniste du TLR-9, induit la génération de Treg sécrétant de I’'IL-10 (Ito et al, 2007).

1.2.5 Maturation et migration

La capture des Ag et la reconnaissance des signaux de danger induisent des
changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels chez les DC. En effet, les DC
vont alors exprimer le marqueur CD83 et les molécules de co-stimulation CD40, CD80 et

CD86 qui sont indispensables pour induire 1’activation des LT naifs (Figure 6).

Les mDC, ayant un role de sentinelle dans les tissus périphériques, migrent
secondairement pour entrer en contact avec les LT afin de les activer. Ainsi, lors de leur
maturation, les mDC diminuent I’expression du récepteur CXCR1 et perdent I’expression de
CCRI1, CCRS et CCR6 et avec elle, leur capacité de réponse aux chimiokines CCL3 (CC
chémokine Ligand), CCL5 et CCL20, qui les recrutaient au sein des tissus périphériques
(Dieu et al, 1998; Sallusto et al, 1999). En revanche, 1’augmentation de I’expression des
récepteurs CXCR4 et CCR7 rend les mDC matures sensibles aux chimiokines CCL19 et
CCL21 qui sont produites par les cellules stromales de zone riche en LT des organes
lymphoides secondaires (Sallusto et al, 1998). Les mDC matures, en suivant les gradients de
CCL19 et CCL21, migrent alors vers les zones riches en LT des ganglions lymphatiques ou

elles vont pouvoir présenter I’Ag aux LT.

Le second changement induit par la maturation des mDC est 1’acquisition de la

fonction de CPA. Les mDC vont ainsi perdre leur capacité d’endocytose/phagocytose et elles
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vont augmenter leur expression des molécules de CMH-II. Alors que les mDC immatures
expriment constitutivement, a leur surface, un nombre constant de complexe CMH-peptide
qui sont continuellement recyclés (Cella et al, 1997), ’activation des mDC va conduire a
I’augmentation temporaire de la capture des Ag (West et al, 2004) et de la synthése des
molécules de CMH-II qui sont acheminées vers les endosomes contenant les Ag (Blander &
Medzhitov, 2006). Cette augmentation est rapidement inhibée par la perte, due a la maturation
des DC, de I’expression du facteur de transcription CIITA (Class II TransActivator) qui
controle 1’expression du CMH-II, ce qui conduit a une diminution du recyclage des molécules
de CMH-II (Landmann et al, 2001). De plus la maturation des mDC entraine 1’arrét de
I’ubiquitination des molécules de CMH, ce qui provoque une accumulation des complexe
CMH-peptide a la surface. Ces mécanismes permettent aux mDC matures de présenter

pendant plusieurs jours les Ag aux LT (Cella et al, 1997).
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Figure 6 : Modifications phénotypiques et fonctionnelles au cours de la maturation des
cellules dendritiques.
Au cours de leur maturation, les DC vont surexprimer a leur surface les molécules de co-
stimulation et les molécules du CMH. De plus leur expression de récepteurs aux chimiokines
va étre modifiée (perte de I’expression de CCR6 et expression du CCR7) ce qui leur permet
d’étre attirées dans les ganglions lymphatiques sécrétant CCL19 et CCL21 dans le but de
rencontrer les lymphocytes T. Les DC acquiérent également de nouvelles fonctions dont la
propriété de présenter les antigénes aux LT et d’induire leur différenciation en LT effecteurs.
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Contrairement aux mDC, les pDC migrent directement de la moelle osseuse vers les
zones riches en LT. Elles peuvent ensuite étre recrutées sur le site inflammatoire lors d’une
infection virale ou d’une maladie auto-immune (MAI), notamment via 1’expression de
CMKLRI1 (Chemokine-like receptor-1) qui reconnait la chemerine, une chimiokine localisée
au niveau des vaisseaux sanguins inflammés (Vermi et al, 2005). De plus, chez les pDC, le
facteur de transcription CIITA reste fonctionnel et I’ubiquitination des molécules de CMH-II
est maintenue (Young et al, 2008). Le recyclage des complexes CMH-peptide est donc
conservé. Cette absence d’accumulation des complexes a la surface des pDC explique leur
plus faible efficacité dans la présentation des Ag exogenes, et plus particulierement lorsque la
quantit¢ d’Ag est faible. En revanche, cette propriété confére aux pDC la capacité de
présenter efficacement les Ag endogenes, disponibles en permanence. De plus, lors d’une
infection virale, contrairement aux mDC matures infectées, les pDC conservent la capacité de

présenter les Ag viraux.

Ces différences dans les modifications induites par leur maturation rendent les mDC et

pDC complémentaires dans 1’activation des LT.

1.2.6 Initiation de la réponse immunitaire adaptative

1.2.6.1 Activation des lymphocytes T: les 3 signaux

L’interaction des DC activées et des LT naifs a lieu dans les organes lymphoides
secondaires ou les deux types cellulaires sont recrutés par la chimiokine CCL21. L’activation
des LT naifs nécessite alors trois signaux délivrés par les DC matures. Le premier signal est
caractérisé par la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le récepteur des LT, le TCR
(T Cell Receptor) qui est spécifique d’un peptide antigénique dans un contexte CMH
particulier. Cependant, pour que les LT deviennent des effecteurs fonctionnels, un second
signal, dit de co-stimulation, est nécessaire. Ce signal est initi¢ par la liaison entre les
molécules de co-stimulation CD80 et CD86, exprimées par les DC matures, et la molécule
CD28 présente a la surface des LT. Cette interaction entraine I’expression du CD40L, par les
LT, qui va se lier au CD40 présent a la surface des DC, renforcant ainsi le signal induit par
CD28 et CD80/86. Sans ces interactions, les LT ayant regu le premier signal deviennent

anergiques ou entrent en apoptose précoce. La combinaison de ces deux signaux entraine une
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cascade d’activation, qui aboutit a I’expression de la chaine a du récepteur a I’IL-2, le CD25,
ainsi qu’a la production d’IL-2. Ces boucles d’activation autocrine et paracrine, correspondant

au troisiéme signal, entrainent la prolifération des LT (Figure 7).

Les différents types de signaux, d’Ag présenté et de cytokines sécrétées, par les DC
matures vont induire la différenciation des LT CD4" en différentes populations de LT

auxiliaires ou régulateurs (Treg) et les LT CD8" en LT cytotoxiques (CTL).
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Figure 7 : La synapse immunologique, ’interaction entre les LT et les DC permettent
d’activer les LT.

Signal 1: Le peptide antigénique présenté a la surface des molécules du CMH est reconnu par
le TCR.

Signal 2: Interaction des molécules de co-stimulation (CD28/CD80/86 et CD40/CD40L) qui
induisent la production d’IL-2.
Signal 3: La liaison de I’IL-2 sur le CD25 conduit a ’activation compléte du lymphocyte.

37



1.2.6.2 La polarisation des lymphocytes T CD4"

Les DC sont capables, via la sécrétion de différentes cytokines comme 1’IL-12, I’IL-4,
I’'IL-6 ou le TGF-B (Transforming Growth Factor), d’induire I’expression de facteurs de
transcription nécessaires a la différenciation des LT CD4" en LThl, LTh2, LTh17 ou Treg
(Figure 8).

En réponse a des pathogenes intracellulaires, tels que les virus ou bactéries, les DC,
induisent une réponse de type Thl. En effet, la sécrétion d’IL-12 et d’IFN-y conduit a
I’expression du facteur de transcription Tbet et a la production d’IFN-y, d’IL-2 et de TNF-a,
caractéristiques des LThl (Trinchieri et al, 2003). Les LThl jouent également un role
important dans la réponse immunitaire anti-tumorale, notamment en favorisant la
différenciation des LT CD8" en CTL et leur prolifération via la sécrétion d’IL-2. L’IFN-a et y
produite par les LThl provoque une augmentation de 1’expression des molécules de CMH-I
par les cellules tumorales, entrainant leur reconnaissance et leur ¢élimination par les CTL

(Schroder et al, 2004).

En revanche, les LTh1 et CTL sont inefficaces face a une infection par des pathogenes
extracellulaires. Dans ce cas, les DC vont interagir avec les LT via OX40L. En effet, apres
stimulation par le TCR, les LT vont exprimer OX40. L’interaction de OX40 avec son ligand
est nécessaire a la survie des LT et favorise leur prolifération. Elle conduit également a la
production d’IL-4 par les LT naifs eux méme, permettant d’induire, de facon autocrine, la
différenciation des LT en LTh2. Ces lymphocytes sont caractérisés par 1’expression du facteur
de transcription GATA-3 et par la sécrétion des cytokines IL-4, IL-5 et IL-13. Les LTh2 sont
¢galement responsables de la sécrétion d’IL-10, une cytokine immunosuppressive. Cette
propriété a valu aux LTh2 d’étre considérés comme pro-tumoraux (De Monte et al, 2011;
Protti & De Monte, 2012). Cependant, un rdle anti-tumoral leur est également associé avec le
recrutement et I’activation des granulocytes et éosinophiles sur le site tumoral via la sécrétion

d’IL-4 et d’IL-13.

Plus récemment, une troisieme sous population de LT effecteurs a été décrite, les
LTh17. Ces cellules, importantes pour la défense contre les infections bactériennes

extracellulaires et fongiques, sont caractérisées par la production d’IL-17, d’IL-22 et d’IL-21.
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Les LTh17 se différencient a partir des LT naifs sous I’influence du TGF-f associé¢ a 1I’IL-6
qui conduit a I’expression du facteur de transcription RORyt (Retinoic acid-related Orphan
Receptor-gamma t). Les LTh17 sont également impliqués dans le développement de maladies

auto-immunes et notamment dans la polyarthrite thumatoide et dans la maladie de Horton

(Samson et al, 2012a).

Le TGF-B, quand il n’est pas associé a I’'IL-6, conduit a I’expression du facteur de
transcription FoxP3 (Forkhead Box P3) qui est a 1’origine du développement des Treg. Ces
cellules immunosuppressives sont caractérisées par la production de TGF-B et d’IL-10. Les
Treg ont pour rdle d’inhiber les réponses immunitaires pour permettre la tolérance
périphérique et la contraction des réponses inflammatoires. Les Treg jouent un réle délétere
dans la réponse immunitaire anti-tumorale en inhibant les cellules effectrices, favorisant ainsi

la prolifération des cellules tumorales.

Enfin, d’autres profils de LT ont été décrits, les LTh9 (Kaplan, 2013), qui sécrétent de
I’IL-9 et sont différenciés a partir des LTh2, sous I’effet du TGF-B, les LTh22 (Fujita, 2013),
caractérisés par I’expression du facteur de transcription AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor)
qui ont un réle dans I’immunité de la peau, les Th folliculaires (TFH), qui aident a I’activation
des LB (Sage & Sharpe, 2015), et les LTh3 et les Trl (Beissert et al, 2006), des cellules

immunosuppressives qui sécrétent respectivement du TGF- et de I’'IL-10.
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Figure 8 : Populations de LT pouvant étre induites par les DC.
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allergies.

Selon I’environnement, différentes cytokines peuvent étre sécrétées par les DC, induisant la
polarisation de différents LT (Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, Treg et TFH).

Une plasticité existe entre les différents profils de LT CD4" (Hirahara et al, 2013). Les

LT différenciés peuvent s’adapter suivant le contexte immunologique dans lequel ils se

trouvent. Ainsi, sous I’influence des IFN de type I ou de I’'IL-12, les LTh2 (Hegazy et al,

2010) et les LTh17 (Shi et al, 2008) peuvent sécréter de I’I[FN-y, plus caractéristique d’un

profil Thl. De méme, sous I’influence de I’environnement, les LT peuvent co-exprimer les

facteurs de transcriptions spécifiques de différentes sous populations de LT. Ainsi, aprés une

infection virale, une population de LT exprimant Tbet et GATA-3 a pu étre mise en évidence

(Hegazy et al, 2010).
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1.2.6.3 La contribution des cellules dendritiques myéloides et

plasmacytoides et leur plasticité

Les différents phénotypes et les localisations diverses des sous populations de DC,
suggerent une spécialisation de leurs fonctions. De nombreuses études, notamment chez la
souris, ont mis en évidence la particularité des sous populations de DC dans la reconnaissance

des différentes classes de pathogenes et I’induction de réponses immunitaires distinctes.

Ainsi, les DC murines CD8a", équivalentes aux mDC2 humaines, présentes dans les
zones riches en LT des organes lymphoides secondaires, ont la capacité de produire des
quantités importantes d’IL-12 (Hochrein et al, 2001; Reis e Sousa et al, 1997) et favorisent
donc la réponse Thl (Maldonado-Lopez et al, 1999; Pulendran et al, 1999). Plusieurs études
ont mises en évidence le réle crucial de cette sous population de DC dans la présentation
croisée des Ag viraux aux LT CD8" au cours des infections par le virus herpétique ou grippal
(Belz et al, 2004; Smith et al, 2003). Au contraire, les DC murines CD8a’, analogue aux
mDC1 humaines, se situent dans les zones marginales des organes lymphoides secondaires et
favorisent la réponse Th2 par la sécrétion d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-10 (Maldonado-Lopez et al,
1999).

Chez la souris, les DC CD103" qui tapissent le tractus intestinal, quant a elles, sont
dans un microenvironnement favorisant les réponses de type régulatrices dues a la présence de
facteurs solubles comme I’IL10, le TGF-B I’acide rétinoide (Annacker et al, 2005; Coombes
et al, 2007). Ainsi, les DC de la lamina propria sont bien plus efficaces que les DC de la rate
dans la conversion de LT naifs en Treg (Coombes et al, 2007; Sun et al, 2007). Ces DC sont
¢galement capables de capturer des débris de cellules mortes et participent ainsi a la clairance
des cellules apoptotiques et au maintien de la tolérance. En effet, leur expression de la
molécule CLEC9A, un récepteur de ’actine F, un Ag exprimé par les cellules nécrotiques,
leur confeére une supériorité¢ dans ’apprétement et la présentation croisée d’Ag issus de
cellules nécrotiques. Ces cellules jouent donc un role important dans la réponse immunitaire
contre les virus a ADN et a ARN, mais aussi dans I’induction d’une réponse des LT
cytotoxiques contre les tumeurs et de nombreux pathogénes. Ainsi, au niveau de la peau, les
DC CDI103" ont un autre réole, lors des infections virales, ces cellules peuvent activer la

réponse CD8 via la présentation croisée des Ag viraux (Bedoui et al, 2009). A I’inverse, les
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DC CD103", principales productrices de cytokines inflammatoires telles que le TNF-a, 1I’IL-6
et I'[L-12 (Coombes et al, 2007; del Rio et al, 2008), favorisent le développement de la
réponse Th17 (Denning et al, 2007).

Les pDC sont spécialisées dans la production d’IFN-a, lors des infections virales
(Siegal et al, 1999). Cette capacité unique, associée a I’expression de TLR-7 et -9, fait des
pDC une population cellulaire cruciale dans les réponses antivirales. Leur rdle a été démontré
dans de nombreux mode¢les infectieux chez la souris (Dalod et al, 2003; Krug et al, 2004a;
Krug et al, 2004b; Lund et al, 2003). Les pDC sont également capables d’accroitre les
fonctions cytolytiques de cellules NK et CTL (Dalod et al, 2003; Gerosa et al, 2005; Krug et
al, 2001), d’augmenter la production d’anticorps par les LB (Le Bon et al, 2001) et de

stimuler la production des cytokines par les mDC.

Ces ¢tudes mettent en évidence combien I’hétérogénéité phénotypique et fonctionnelle
des populations dendritiques est importante pour le développement et le contrdle des réponses
immunitaires appropriées. Cependant, bien que chaque sous population de DC soit spécialiste
de I’initiation d’une réponse particuliere, les DC font preuve d’une plasticité fonctionnelle
remarquable pour permettre 1’établissement d’une réponse adaptée. Les fonctions des DC sont
modulées, aussi bien par la nature des stimuli reconnus que par les facteurs présents dans le

microenvironnement (Constant & Bottomly, 1997).

Ainsi, la stimulation des mDCI1, exprimant de nombreux TLR, peut conduire a la
production de nombreuses cytokines qui entrainent diverses réponses T. L’IL-12 et les IFN de
type I, sécrétés par les mDC1 lors de leur stimulation via les TLR-3 et -4, sont deux cytokines
polarisant la réponse Thl (Kapsenberg, 2003). Les mDCI1 sont également sensibles aux
signaux de tolérance envoyés par de nombreux pathogénes comme Candida albicans ou
Plasmodium falciparum (Montagnoli et al, 2002), ou par les cellules tumorales pour leurrer le
systtme immunitaire (Fricke & Gabrilovich, 2006). Enfin, dans wun contexte
immunorégulateur, les DC, via la sécrétion d’IL-10, peuvent induire la génération de Treg.

Les mDC possedent donc une forte plasticite.

Bien que tres rares dans la circulation sanguine, les mDC2 sont retrouvées en quantités

comparables, voire supérieures, aux mDC1 et pDC, dans les tissus périphériques tels que la
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peau, les poumons et le foie ou elles présentent un phénotype activé. Ces cellules, en plus de
leur action inhibitrice directe sur la réplication virale, peuvent induire une réponse Thl via la
séerétion d’IL-12p70, d’IFN-B et de CXCL10. Les mDC2 présentes dans les ganglions
lymphatiques sont, en plus, capables d’initier une réponse Th2 (Segura et al, 2012). L’IL-29,
fortement sécrétée par les mDC2, leur permet également de moduler la réponse Th1/Th2 en

inhibant la sécrétion d’1L-13.

Alors que les mDC2 ont d’abord été décrites comme les cellules les plus efficaces
dans la présentation croisée des Ag solubles et associés aux cellules, de récentes études ont
mises en évidence les capacités similaires des mDC1 et pDC dans la présentation croisée des
Ag solubles pour activer les LT cytotoxiques (Segura et al, 2013a). En revanche, la forte
expression de DEC-205 par les mDC2 leur permet une plus grande efficacité lorsque I’Ag est

contenu dans les endosomes tardifs et lysosomes.

Le potentiel des pDC a induire une réponse immunitaire via la présentation
antigénique a longtemps ¢été controversé, cependant, il a ét¢ montré récemment que
I’activation des pDC conduit également a 1’acquisition de leur propriété de CPA. L’expression
des molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86 est alors augmentée, tout comme la
sécrétion d’IL-12, d’IL-6 et de TNF-a (Guiducci et al, 2006; Honda et al, 2005). Les pDC
sont ainsi capables d’activer une réponse des LT CD4" (Sapoznikov et al, 2007) et d’induire
leur polarisation en LTh1, aprés activation via les TLR-7 et -9, ou LTh2, apres stimulation par
I’IL-3 et le CD40L (Cella et al, 2000; Rissoan et al, 1999), ainsi que d’activer une réponse
CDS8 par présentation directe (Salio et al, 2004) ou présentation croisée (Hoeffel et al, 2007)
de ’Ag. Les pDC peuvent aussi orienter la polarisation vers un profil Th17. Ainsi, la
stimulation via le TLR-7 va induire une polarisation Th17 dépendante des cytokines IL-1J et
IL-23 alors sécréter par les pDC (Yu & Gallagher, 2010). De plus, il a ét¢ montré que les pDC
traitées par TGF-P étaient capables de sécrétées elles-méme du TGF-B. Ainsi, combiné a I’'IL-
6, qui est produite par les pDC en réponse a une stimulation du TLR-9, le TGF-f favorise une
polarisation Th17 (Bonnefoy et al, 2011a). Cependant, en 1’absence d’IL-6, le TGF- a
montré une capacité a induire une réponse tolérogene en favorisant la différenciation des LT

naifs en Treg par les pDC (Bonnefoy et al, 2011b; Volpi et al, 2012).
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1.2.7 Les autres fonctions des cellules dendritiques

En plus de leur fonction de CPA et d’initiatrices de la réponse immunitaire T, les DC
peuvent interagir avec les cellules de I’'immunité innée telles que les cellules NK (Fernandez
et al, 1999). Ainsi, la sécrétion d’IL-15 par les DC conduit a la prolifération des NK (Lucas et
al, 2007). Cependant, la formation d’une synapse entre les DC et les NK est nécessaire pour
une activation optimale (Borg et al, 2004). Les DC, via la production d’IL-12, d’IL-18 et
d’IFN de type I, augmentent également ’activité cytotoxique des NK médiée par les voies
Fas/FasL et perforine /granzyme (Borg et al, 2004; Yu et al, 2001). Enfin, il a ét¢ montré que
ces interactions entre les DC et les NK sont bidirectionnelles puisque les NK influencent aussi
les DC et sont capables soit de les activer, soit d’induire leur mort par apoptose (Piccioli et al,

2002).

Alors que I’activation des LB par les DC se fait classiquement par I’intermédiaire des
LT, les DC sont également capables d’interagir directement avec les LB, leur présenter ’Ag,
entrainer leur prolifération, favoriser leur survie et leur différenciation en plasmocytes
(Bergtold et al, 2005; Dubois et al, 1998). Ces mécanismes impliquent des facteurs solubles,
tel que I’IL-12, et ’expression des molécules membranaires comme le CD40L (Pinchuk et al,
1996) ainsi que des ligands de la famille du TNF (BAFF (B-cell Activating Factor) et APRIL
(Apoptosis-Inducing Ligand) (MacLennan & Vinuesa, 2002).

2 Cellules dendritiques et cancer

2.1 Les cellules dendritiques et 'immunosurveillance des cancers

Les cas de rémissions spontanées de cancer et la mise en évidence des Ag tumoraux
(Banchereau et al, 2000; Boon & Old, 1997; Zimmermann et al, 2005) ont suggéré 1’existence
d’un phénoméne d’immunosurveillance anti-tumorale qui a ensuite ét¢ confirmé. Le rdle
critique joué¢ par les DC dans I’initiation de la réponse immunitaire leur confeére un rdle
primordial dans I’élimination des cellules tumorales. Les DC peuvent étre recrutées sur le site
tumoral ou elles vont capturer les Ag tumoraux avant de migrer vers les ganglions

lymphatiques ou elles pourront activer les LT spécifiques.
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2.1.1 Les cellules dendritiques sont recrutées au sein des tumeurs

L’analyse histologique de nombreux cancers montre une infiltration des tumeurs par
les DC (Sozzani et al, 2000; Vicari et al, 2002). En effet, les cellules tumorales produisent des
chimiokines reconnues par les DC immatures conduisant a leur recrutement sur le site
tumoral. La chimiokine MIP3a joue un role prédominant dans le recrutement des DC sur le
site tumoral. En effet, il a ét€ montré que cette chimiokine est sécrétée par de nombreux types
de cancers tels que les cancers du sein et de la thyroide pour lesquels une infiltration de DC a
été retrouvée (Bell et al, 1999; Scarpino et al, 2000; Thomachot et al, 2004). De plus, ces
résultats ont été confirmés chez le rat, ou il a été montré que les cellules tumorales
transfectées avec le géne codant pour MIP3a attirent 3 a 4 fois plus de DC que les tumeurs
contréles (Bonnotte et al, 2004), et chez la souris en introduisant les génes codant pour
CCL20 et MIP3a dans les cellules tumorales induisant ainsi le recrutement de DC immatures

(Furumoto et al, 2004). Le role de CCL3 a également été rapporté (Diao et al, 2010).

2.1.2 Les cellules dendritiques peuvent endocyter les antigénes tumoraux

Les DC immatures recrutées sur le site tumoral sont alors capables de capturer les Ag
tumoraux, libérés lors de la nécrose des cellules tumorales. Ainsi, les DC immatures peuvent
endocyter les HSP dérivées des cellules tumorales, par 1’intermédiaire de récepteurs
spécifiques, notamment CD91, présents a leur surface (Guermonprez et al, 2002). La
molécule HMGBI1, également libérée lors de la mort des cellules tumorales, permet
I’activation des DC en se liant au TLR-4. Les DC sont également capables de reconnaitre des
modifications sur des motifs de glycosylation des Ag MUCI1 (Mucine 1) et CEA (carcinoma
embryonic antigen). Ces modifications, exprimées par de nombreuses cellules tumorales
(cancer du sein, cancer du colon) (Aarnoudse et al, 2006), sont détectées par les récepteurs
MGL (Macrophage galactose-type lectin) et DC-SIGN (Saeland et al, 2007; van Kooyk &
Rabinovich, 2008; van Vliet et al, 2007).

Enfin, les récepteurs du complément CR3 et CR4 (Morelli et al, 2003) ou I’intégrine
CD36 (Albert et al, 1998; Guermonprez et al, 2002; Sauter et al, 2000), moins spécifiques des

cellules tumorales, participent également a 1’internalisation de corps apoptotiques
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2.1.3 Les cellules dendritiques peuvent induire la réponse T

L’injection de vaccins, a base de DC chargées en peptides spécifiques des tumeurs, a
permis de mettre en évidence leur capacité a induire une réponse T spécifique et protectrice
(Steinman & Banchereau, 2007). 11 a ét¢ montré, chez la souris, que I’injection de DC
chargées en Ag tumoraux aboutit & une régression tumorale persistante (Mayordomo et al,
1995). De méme, les essais cliniques chez ’homme ont montré la capacité des DC a activer
les CTL spécifiques de la tumeur par présentation croisée des Ag (Berard et al, 2000; Cao et
al, 2007; Nouri-Shirazi et al, 2000; Saito et al, 2006).

2.2 Les cellules dendritiques et I’échappement tumoral

Cependant, bien que ’existence de cette réponse immunitaire anti-tumorale ait été
démontrée dans de nombreux modéles expérimentaux, elle est trés souvent inefficace ou
inhibée chez les patients atteints de cancer. En effet, les cellules tumorales mettent en place
des mécanismes pour bloquer cette réponse (Fricke & Gabrilovich, 2006; Rabinovich et al,

2007).

2.2.1 Concept d’immunosurveillance

La formation des tumeurs résulte de la sélection des clones malins, les plus résistants
aux attaques du systéme immunitaire, par I’élimination des cellules anormales les plus
immunogenes. Le systéme immunitaire joue donc un double role dans le cancer puisqu’il est a
la fois capable de protéger I’organisme contre le développement des tumeurs, mais aussi de
favoriser la croissance tumorale en sélectionnant les variants tumoraux résistants. Ce
processus comprend trois phases: I’élimination, 1’équilibre et 1’échappement (Figure 9) (Dunn

et al, 2002; Schreiber et al, 2011).
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2.2.1.1 Phase d’élimination

La premiére phase, I’élimination, correspond au stade durant lequel les systémes
immunitaires innés et adaptatif vont collaborer pour détecter et détruire la tumeur. En effet, le
développement des tumeurs entraine des lésions tissulaires qui conduisent a la libération de
DAMP, activateurs de I’immunité innée. Les cellules NK, NKT et macrophages activés
produisent alors de I’'I[FN-y et induisent la lyse des cellules tumorales, libérant des Ag
tumoraux pour I’activation de la réponse adaptative. Les DC chargées en peptides tumoraux et
activées, par I’environnement cytokinique et leur interaction avec les cellules NK, vont
ensuite migrer vers les ganglions lymphatiques pour activer les LT CD4" et CD8" spécifiques
de la tumeur. Aprés avoir migré sur le site tumoral, les LT peuvent éliminer les cellules
tumorales exprimant I’Ag. La sécrétion d’IL-2 par les LT CD4" permet le maintien de la
viabilité¢ et des fonctions des CTL qui sont capables de lyser les cellules tumorales. Les
mécanismes cytolytiques utilisés par les CTL sont de deux types: direct, par la voie
perforine/granzyme ou Fas/FasL et indirecte, via la production de TNF-a et d’IFN-y, qui
soutient la fonction cytolytique des macrophages et conduit a 1’arrét du cycle cellulaire des
cellules tumorales et donc a leur apoptose. L’activation de la réponse immunitaire aboutit

ainsi a la destruction de la presque totalité de la tumeur.

2.2.1.2 Phase d’équilibre

En effet, des mutations fortuites et/ou la pression de sélection exercée par le systeme
immunitaire vont rendre certaines cellules tumorales résistantes. Ces cellules tumorales
souvent peu immunogenes sont soit non reconnues par le systeme immunitaire soit controlées
par le systtme immunitaire qui bloque leur prolifération. Il s’installe alors une phase

d’équilibre entre le systéeme immunitaire et les cellules tumorales.

2.2.1.3 Phase d’échappement

Apres une période variable, cet équilibre va se rompre soit a cause d’une baisse de la
réponse immunitaire du fait de I’age ou de traitements, soit a cause de 1’acquisition par les
cellules tumorales de mécanismes d’échappement. Les variants tumoraux vont alors proliférer

de maniéere incontrolée et aboutissent & une tumeur cliniquement observable. De nombreux
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mécanismes sont utilisés par les cellules tumorales pour échapper au systétme immunitaire.
Les cellules tumorales peuvent notamment devenir « invisibles » pour le systéme immunitaire
en perdant I’expression du CMH-I. Elles sont également capables d’échapper aux effecteurs
cytolytiques en devenant résistantes aux mécanismes de mort, via la production de molécules
anti-apoptotiques (P19, Flip, TAP) ou via I’acquisition d’anomalies dans la voie de
signalisation des récepteurs de mort (perte de I’expression de Fas). Les cellules tumorales
peuvent également sécréter des leurres, comme DcR3 (Decoy receptor 3), un ligand soluble
de Fas-L, ou des molécules MICA (MHC class I chain-related protein A) solubles (Ye et al,
2008), qui se lient au récepteur NKG2D (Natural Killer Group 2D) des CTL et NK (Zhang et
al, 2015a), inhibant ainsi leur prolifération et fonction cytotoxique. Enfin, la sécrétion de
molécules immunosuppressives par les cellules tumorales ou par les cellules immunitaires au
contact des cellules cancéreuses conduisent a I’inhibition de 1’activation et des fonctions des

DC et LT effecteurs et favorisent leur différenciation en cellules tolérogenes et régulatrices.

ELIMINATION EQUILIBRE ECHAPPEMENT
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Figure 9 : Le développement de la tumeur, concept d’immunosurveillance.

Le développement de la tumeur se déroule en 3 phases.

Phase 1: I’¢limination, les cellules immunocompétentes (lymphocytes T CD4, CD8 et NK)
sont capables de détruire les cellules tumorales.

Phase 2: I’équilibre, le processus d’expansion tumorale est partiellement contr6lé par une
réponse immunitaire encore efficace.

Phase 3: I’échappement, la réponse immunitaire anti-tumorale est totalement dépassée.
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2.2.2 Les cellules dendritiques dans le microenvironnement tumoral

Des DC infiltrent les tumeurs (TIDC, Tumor-Infiltrating DC) sont présentent dans le
microenvironnement tumoral (MET) de nombreux types de cancers tels que le cancer du sein,
du poumon, du cou, des ovaires, de la vessie, et les cancers colorectaux et gastriques (Xiang
et al, 2009). Malheureusement, la présence de ces TIDC n’est pas forcément associée a un

bon pronostic, du fait d’un possible role tolérogéne (Song et al, 2005).

Les cellules tumorales et le MET altérent la différenciation des précurseurs des DC
(Figure 10). Ainsi, I’'IL-6 et le M-CSF sécrétés par les cellules tumorales ont montré un effet
inhibiteur sur la différenciation des cellules CD34" qui se différencient en monocytes
incapables d’activer une réponse T plutdt qu’en DC (Bharadwaj et al, 2007; Menetrier-Caux
et al, 1998). De plus, une fonction inhibitrice a été attribuée au VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) (Gabrilovich et al, 1996), aux gangliosides GD2 et GM3 (Shurin et al, 2001),
aux prostanoides dérivés de COX-1 (Cyclo-oxygenase) et -2 présents dans le MET et a la
prostaglandine E2 (PGE2) sécrétée par les cellules tumorales, mais aussi par les cellules
stromales du MET (Stock et al, 2011). Toutes ces molécules, ainsi que le TGF-f (Xiang et al,
2009), 'IL-1B (Song et al, 2005), I’IL-13 (Terabe et al, 2003), le GM-CSF (Bronte et al,
1999) et les especes radicalaires oxygénées (ROS) (Jayaraman et al, 2012) sont responsables
de la génération de cellules my¢loides suppressives (MDSC, myeloid-derived suppressor
cells), une population hétérogene de cellules dont I’accumulation a été montrée dans de

nombreux cas de cancer (Corzo et al, 2009; Diaz-Montero et al, 2009; Solito et al, 2011).

Le MET agit également sur ’activation et la maturation des DC (Hiltbold et al, 2000).
Les Ag tumoraux MUCI et CAE peuvent étre confinés dans les endosomes précoces bloquant
ainsi leur présentation. L’IL-10 a également montré un effet inhibiteur sur la maturation des
DC (Steinbrink et al, 1997). L’inhibition de la maturation et de I’activation des DC par les
cellules tumorales et les facteurs présents dans le MET ont un effet délétere significatif sur
I’induction d’une réponse T effectrice du fait de la faible capacit¢ des DC immatures a

présenter efficacement les Ag.

De plus, les cellules tumorales sont responsables du développement de DC régulatrices

(DCreg). En effet, de nombreux facteurs du MET, la PGE2, le TGF-$, I’'IL-10 et le VEGF,
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conférent aux DC des propriétés immunosuppressives telles que la production d’IL-10
(Michielsen et al, 2011) et de TGF-B (Dumitriu et al, 2009) favorisant la génération des Treg.
Les DCreg produisent également, en grande quantité, 1’arginase I, responsable de
I’appauvrissement du milieu en arginine, un acide aminé essentiel a la prolifération des LT
effecteurs (Liu et al, 2009b; Norian et al, 2009). Le MET, via la PGE2, influence également
les pDC en induisant leur expression de I’enzyme Indoleamine 2,3-DioOxygénase (IDO) qui
rend anergique les LT CD4" et CDS8" et favorise la différenciation des T naifs en Treg (Chen
et al, 2008). Les pDC peuvent aussi induire la génération des Treg par 1’intermédiaire de

ICOS-L avec son récepteur, présent sur les T (Conrad et al, 2012; Labidi-Galy et al, 2012).
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Figure 10 : La tumeur influence les fonctions des DC.
Les cellules tumorales utilisent de nombreux mécanismes pour rendre les DC tolérogenes,
afin d’inhiber la réponse immunitaire.
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2.2.3 Les lymphocytes T régulateurs

Les Treg, mis en évidence chez la souris par Sakaguchi en 1995 puis chez I’homme en
2001(Baecher-Allan et al, 2001), sont une sous population de LT CD4" caractérisés par une
I’expression de la molécule CD25 et du facteur de transcription Foxp3 (Sakaguchi et al,
1995). Ces cellules jouent un role indispensable dans le maintien de la tolérance périphérique,
notamment pour empécher 1’apparition de maladies auto-immunes. Il existe deux populations
de Treg, définies en fonction de leur origine. Les Treg naturels (nTreg) sont générés au cours
du développement des LT dans le thymus, alors que les Treg induits (iTreg) proviennent de la
conversion de LT naifs induite en situation tolérogéne. L’expression du facteur de
transcription HELIOS qui semble restreinte aux seuls nTreg, permettrait la différenciation de
ces deux populations (Thornton et al, 2010). Un élément fondamental caractérisant la majorité
des Treg est leur expression du facteur de transcription Foxp3. En effet, ce facteur controle
I’expression de genes codant pour les protéines qui sont capables d’induire la fonction
immunosuppressive des Treg, telle que la production de cytokines immunosuppressives ou de
molécules exprimées a leur surface. Les Treg utilisent 4 stratégies immunosuppressives
(Figure 11). La premiére consiste en la sécrétion de cytokines suppressives telles que L’IL-10
et le TGF-B (Rabinovich et al, 2007). L’IL-35, qui favorise la production d’IL-10, est
¢galement impliquée dans I’inhibition du développement des LTh17 et LThl (Collison et al,
2007). L’action suppressive sur les cellules effectrices de I’immunité peut aussi €tre liée a une
cytotoxicité directe des Treg par I’intermédiaire de la voie Perforine/Granzyme ou Fas/FasL
(Campbell & Koch, 2011). Le role de TRAIL-DRS (TRAIL-Death Receptor 5)(Ren et al,
2007) et de la galectine-1 (Garin et al, 2007) ont également été rapporté. De plus, les Treg
peuvent induire des modifications métaboliques, notamment via la surexpression du CD25 qui
correspond a la chaine a du récepteur a I’'IL-2. Ainsi, les Treg, en consommant I’[L-2 présent
dans le milieu, entravent la prolifération des LT effecteurs (Nishikawa & Sakaguchi, 2010;
Pandiyan et al, 2007). Cependant, ce mécanisme ne suffit pas a induire I’inhibition des LT
effecteurs (Oberle et al, 2007). Les Treg expriment également les ectoenzymes CD39 et CD73
qui cooperent pour dégrader I’ATP ou ADP en adénosine, dont la fixation sur son récepteur
A2aR (Adenosine 2a Receptor) entraine 1’inhibition des fonctions effectrices des LT (Deaglio
et al, 2007) et favorise la génération des Treg (Zarek et al, 2008). De méme, le transfert par
les Treg d’AMP cyclique (AMPc) dans les LT effecteurs, via des jonctions gap, provoque
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I’inhibition des fonctions des LT effecteurs (Bopp et al, 2007). Un mécanisme immuno-
modulateur impliquant les molécules PD1 et PDL1 (Programmed Death-1/Programmed
Death-1 Ligand) a également été décrit. L’interaction de PDL1, exprimé par les Treg, avec
PD1, présent a la surface des LT effecteurs, conduit a la fois a I’inhibition des LT (Zhang et
al, 2010) et des LB (Gotot et al, 2012), mais semble aussi favoriser la conversion des LT naifs
en iTreg (Francisco et al, 2009). Enfin, les Treg peuvent inhiber indirectement I’activation des
LT effecteurs en ciblant les DC et en modulant leur maturation et activation. Ainsi, les Treg
expriment fortement la molécule CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen-4) qui peut
interagir avec les molécules CD80/86 et ainsi inhiber la maturation des DC, conduisant a la
génération de DCreg (Oderup et al, 2006). La fixation de LAG3 (lymphocyte-activation gene
3), exprimé par les Treg, sur les molécules de CMH-II est responsable du blocage de la

maturation des DC et de leurs fonctions immunostimulatrices (Liang et al, 2008).

Les Treg, garants de la tolérance périphérique, jouent également un role majeur dans
la réponse immunitaire anti-tumorale en permettant 1’échappement de la tumeur aux
mécanismes d’immunosurveillance. La tumeur est en effet capable d’induire un
environnement suppressif qui, en plus de stimuler I’expansion des iTreg, va les recruter,
notamment par la sécrétion de chemokines, telles que CCL1, CCL17 et CCL22 (Curiel et al,
2004). L’augmentation du nombre de Treg sur le site tumoral va ainsi inhiber la réponse anti-

tumorale.
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Figure 11 : Les 4 stratégies immunosuppressives utilisées par les Treg.

Les Treg bloquent les LT effecteurs (Teff) via la sécrétion de cytokines inhibitrices, en
modulant leur métabolisme, ou via 1’induction de DC tolérogenes. Les Treg sont également
capables d’induire I’apoptose des LT effecteurs.

2.3 Les cellules dendritiques en immunothérapie: les vaccins tumoraux et

leurs limites

L’objectif de I’utilisation de vaccin comme immunothérapie anti-tumorale est

d’induire une réponse immunitaire spécifique, suffisamment longue et robuste pour mener a la
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régression et/ou I’éradication de la tumeur. De part leur role central dans I’initiation de la
réponse immunitaire adaptative (Banchereau & Steinman, 1998), les DC ont rapidement été
utilisées dans les protocoles d’immunothérapie anti-tumorale (Palucka et al, 2005; Palucka &
Banchereau, 2012). Cependant, les résultats des essais cliniques sont décevants (Burgdorf et
al, 2008; Figdor et al, 2004; Janikashvili et al, 2010). En effet, de nombreux problémes
concernant la différenciation, 1’activation et le chargement en Ag tumoraux des DC sont

encore a résoudre.

2.3.1 Méthode de génération des cellules dendritiques

L’utilisation des DC comme vaccin nécessite un grand nombre de cellules. Il est donc
nécessaire que les DC soient générées et/ou amplifiées ex vivo. De nombreux protocoles ont
¢té mis au point pour générer des sous types de DC a partir de monocytes ou de cellules
hématopoiétiques CD34", cultivés en présence de GM-CSF associé a différentes cytokines

(Tableau 3).

L’amplification peut également se faire a partir de DC isolées du sang dont la
prolifération est induite par le FIt3-L (Fong et al, 2001). En outre, ces DC isolées des PBMC
sont plus sensibles aux signaux de maturation et ainsi, plus efficaces dans ’activation des LT
(Palucka & Banchereau, 2012; Palucka et al, 2010). Cependant, dans ce cas, le contrdle de la
différenciation n’est pas possible et est laissé a I’environnement dans lequel évoluent les DC.
Or, I’état de différenciation des DC est un ¢lément important a prendre en compte pour leur
utilisation en immunothérapie. En effet, le MET immunosuppressif peut induire la génération
de DC tolérantes face aux Ag tumoraux et conduire a I’inhibition de la réponse immunitaire

anti-tumorale. Il est donc primordial de vérifier la nature des DC généreées.
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Précurseurs Cytokines DC générées
GM-CSF + IL-4 + TGF-B Cellules de Langerhans
GM-CSF + IL-4
GM-CSF + IL-15
Monocytes CD14" GM-CSF +1L-13 mDC immatures
GM-CSF + TNF-a,
GM-CSF +IL-17

GM-CSF + IFN-a mDC matures
GM-CSF + TNF-a +
TGF-B
1.3+ INFaq Cellules de Langerhans
, + B -
Précurseurs CD34 GM.CSF + TNF-a

GM-CSF +IL-4 mDC

Flt3 pDC

+

Tableau 3 : Génération de DC a partir de monocytes CD14" ou de cellules CD34

humains.

2.3.2 La maturation des cellules dendritiques

Les DC immatures ayant une faible capacité a stimuler la prolifération des LT et
pouvant induire des Treg, Une étape d’activation des DC a été ajoutée dans de nombreux
protocoles d’immunothérapie. La maturation des DC est induite par divers stimuli tels que des
ligands de PRR, notamment présents dans le lysat de cellules mortes ou par des cytokines
inflammatoires (Boullart et al, 2008; Palucka et al, 2010). Le cocktail « standard » qui associe
le TNF-a, I’'IL-1pB, ’IL-6 et la PGE2 (Jonuleit et al, 1997) a été le plus utilisé (Palucka et al,
2010). Cependant, il s’est avéré qu’il conduit a la génération de DC produisant peu d’IL-
12p70 et donc peu efficace dans la polarisation Thl (Jonuleit et al, 1997; Kalinski, 2009). De
I’IFN-y a été ajoutée a ces protocoles pour induire la maturation de DC sécrétant de 1’IL-

12p70 (Sheng et al, 2013).

2.3.3 Le chargement des cellules dendritiques en antigénes tumoraux

Afin que les DC puissent initier une réponse immunitaire anti-tumorale spécifique,
leur chargement en Ag tumoraux est nécessaire. Pour cela, plusieurs stratégies ont été
utilisées. Une premiere approche a consisté a utiliser des Ag purifiés, de préférence mutés afin

de ne pas induire de Treg. Ceux-ci ont été chargés sur les DC lors d’une simple culture
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(Nestle et al, 1998) ou via la transfection d’un plasmide codant pour I’Ag tumoral (Kyte et al,
2006). Cependant, ces méthodes n’ont permis de présenter qu’un nombre restreint d’Ag
aboutissant donc a une réponse immunitaire limitée. Une autre technique a été développée
consistant a mettre les DC en présence d’extraits tumoraux totaux, contenant 1’assortiment
complet des Ag tumoraux et permettant donc 1’induction d’une réponse immunitaire contre un
plus grand nombre d’Ag tumoraux (Cantrell et al, 2010; Nestle et al, 1998). Une approche
utilisant des hybrides, nés de la fusion de cellules tumorales avec des DC, a également été
envisagée (Cathelin et al, 2011). Toutefois, les difficultés a obtenir un nombre suffisant

d’hybrides et a les sélectionner n’ont pas permis leur utilisation en clinique.

Le chargement in vivo est également possible sur les DC circulantes. L’utilisation de
protéines chimériques constituées de 1’Ag associés a un anticorps (Ac) reconnaissant un
récepteur type lectine C exprimés par les DC a été envisagée (Bonifaz et al, 2002; Bonifaz et
al, 2004). L’avantage de cette méthode est d’induire 1’activation d’une sous population de DC
spécifique en ciblant un récepteur précis, et ainsi déclencher une réponse immunitaire
particuliere (Dudziak et al, 2007). Cependant, I’impact du MET reste un obstacle majeur de
cette thérapie. De plus, le choix de I’adjuvant permettant la maturation des DC est une

question encore non résolue (Li et al, 2012).

2.3.4 L’administration des cellules dendritiques

Un troisieme parametre a prendre en compte concerne le site et la voie
d’administration du vaccin. Le lieu d’injection des DC joue en effet un role important dans la
stimulation d’une réponse T spécifique et I’induction de la réponse immunitaire anti-tumorale.
Différentes voies d’injection ont été testées, présentant chacune des avantages et des
inconvénients. L’injection intra-tumorale présente comme inconvénient la capacité du MET a
influencer la viabilité et les fonctions des DC (Butterfield, 2013). De plus, la tumeur n’est pas
toujours accessible. L’injection du vaccin en intraveineux permet une dissémination rapide
des cellules dans tout I’organisme, malheureusement les DC semblent migrer
préférentiellement vers le foie et les poumons plutdt que vers les ganglions lymphatiques
(Morse et al, 1999). L’administration du vaccin par la peau, en sous-cutané ou intra-dermal,
induit une bonne réponse T mais la dose de cellules injectées doit étre faible pour ne pas

induire leur apoptose. De plus, trés peu de DC, moins de 5%, migrent vers les organes

56



lymphatiques  secondaires  (Lesterhuis et al, 2011). L’injection intra-nodale,
immunologiquement idéale, induisant une réponse avec activation de LT spécifiques, est
difficile a mettre en ceuvre puisque les DC doivent étre injectées trés précisément dans le
ganglion (de Vries et al, 2005). Une nouvelle procédure, qui consiste a injecter les DC dans le
systeme lymphatique, présente les mémes avantages que 1’injection intra-nodale (Butterfield,

2013).

Ces nombreux obstacles sont un frein a l’utilisation des DC dans les protocoles
d’immunothérapie. Il est donc crucial d’améliorer les capacités des DC a induire une réponse
immunitaire efficace et a résister au MET. La découverte d’une nouvelle propriété des DC,
une activité tumoricide (Josien et al, 1997; Manna & Mohanakumar, 2002; Suss & Shortman,
1996), permet d’envisager de nouveaux protocoles d’immunothérapie basés sur I’utilisation

de DC cytotoxiques.

2.4 Les cellules dendritiques cytotoxiques

Suss et al. sont les premiers a avoir fait la démonstration d’une activité cytotoxique
des DC, (Suss & Shortman, 1996). De nombreuses sous-populations de DC cytotoxiques,
appelées KDC (Killer DC), ont ensuite été¢ décrites chez le rat, la souris et I’homme,
présentant chacune un mécanisme d’activation, une cytotoxicité et des cibles diverses

(Chauvin & Josien, 2008; Larmonier et al, 2010).
2.4.1 Les cellules dendritiques cytotoxiques chez la souris

2.4.1.1 Les cellules dendritiques spontanément cytotoxiques

Les premicres KDC identifiées chez la souris ont été une population de DC spléniques
conventionnelles CD8" ayant la capacité d’induire une apoptose des LT CD4" médiée par Fas
(Suss & Shortman, 1996) (Tableau 4). L’implication de FasL, exprimé par les CL, dans
I’induction de I’apoptose de cellules Jurkat a ensuite été reportée mais requiert I’activation
préalable des CL par le CD40L (Shibaki & Katz, 2001). La cytotoxicité d’une population de

DC CD11¢™CD11b™ a également été mise en évidence dans la rate de souris infectées avec
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Listeria Monocytogenes. Ces cellules ont un role important dans la réponse innée en
produisant de grandes quantités de TNF-o et en exprimant 1’enzyme NOSi, mais sont

incapables d’activer la réponse T (Serbina et al, 2003).

Plusieurs études font également rapport d’une population de DC hybrides présentant a
la fois des caractéristiques de DC et de cellules NK. Ces cellules appelées NK/DC (Homann
et al, 2002), NKDC (Pillarisetty et al, 2005) ou IKDC (IFN-producing Killer DC) (Chan et al,
2006; Taieb et al, 2006), sont caractérisées par la co-expression de marqueurs de DC et de
NK, respectivement CD11c et NKI1.1, une forte capacit¢ de production d’IFN-y et, dans
certaines conditions de stimulation, a une fonction de CPA. L’activité cytotoxique de ces
cellules est médi¢e par TRAIL. Une fois activées par des ligands des TLR, elles expriment un
phénotype de DC matures et produisent de grandes quantités de cytokines inflammatoires
comme I'IFN-y, IFN-a et I’IL-12 (Chan et al, 2006; Taieb et al, 2006). Cependant,
I’appartenance de ces cellules au groupe des DC est trés controversée. Il semblerait qu’elles

représentent une sous population de NK activées (Blasius et al, 2007; Caminschi et al, 2007).

2.4.1.2 Les cellules dendritiques cytotoxiques générées in vitro

Les DC dérivées de la moelle osseuse peuvent également exercer une activité
cytotoxique, le plus souvent acquise de fagon spontanée (Huang et al, 2005; Lu et al, 2002)
mais pouvant aussi étre induite via 1’activation de TLR (Fraszczak et al, 2010; Yu et al, 2002)
ou via I'IL-12 et I'IL-18 (Tatsumi et al, 2003). Ces cellules présentent une activité
cytotoxique envers les LT ou les cellules tumorales via des mécanismes impliquant des ligand
de récepteurs de mort comme FasL (Huang et al, 2005; Lu et al, 2002), le TNF-a (Huang et
al, 2005; Tatsumi et al, 2003) et TRAIL (Huang et al, 2005; Yu et al, 2002). Cependant, des
études contradictoires ont montré que le contact cellulaire n’était pas requis et que I’activité
cytotoxique des KDC était partiellement dépendante du monoxyde d’azote (NO) (Shimamura
et al, 2002) ou des péroxynitrites (Fraszczak et al, 2010). L’implication du NO dans ’activité
cytotoxique des DC a été confirmée dans une étude ou les KDC sont activées par I’IFN-y

sécrété par les LTh1 (LaCasse et al, 2011).
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Sous-population de DC Mecanls mes Mécanis n.le.s ’de Cellules cibles Références
inducteurs cytotoxicité
DC CDS8a+ spléniques aucun FasL LT CD4+ Suss et al. 1996
Cellules de Langerhans CD40L FasL LT Shibaki et al. 2001
. FasL Cellules tumorales et LT Luetal 1997
maturation T
spontanée FasL et TRAIL Lignées tumorales Huang et al. 2005
BMDC NO Cellules tumorales Shimamura et al. 2002
LPS TRAIL LT Yuetal 2002
LPS ou Pam3Cys Péroxynitrites Cellules tumorales Fraszczak et al. 2010
IFN-y NO Cellules tumorales LaCasse et al 2011

Tableau 4 : Les principales DC cytotoxiques chez la souris.
2.4.2 Les cellules dendritiques cytotoxiques chez le rat

2.4.2.1 Les cellules dendritiques spontanément cytotoxiques

Les premicres études de DC cytotoxiques chez le rat ont concerné 1’étude de DC
immatures exprimant le marqueur des cellules NK, NKR-P1, isolées de la rate et du thymus
(Tableau 5). Josien et al. ont montré que leur maturation spontanée, in vitro, leur conférait une
activité tumoricide contre les cellules YAC-1 via un mécanisme dépendant du Ca®’, suggérant
I’implication de la perforine et des granzymes (Josien et al, 1997). Des <études
complémentaires sur ces DC spléniques immatures ont permis d’identifier une population de
mDC, de phénotype 0X62'CD4°CD103""CD11b " CMH-1I"Y, pouvant induire I’apoptose de
diverses lignées tumorales et de cellules endothéliales (Trinite et al, 2000). Le mécanisme
utilisé par ces KDC est encore inconnu mais ne semble pas impliquer les ligands des

récepteurs de mort, ni le Ca>* (Trinite et al, 2000), ni la voie des caspases, bien qu’il nécessite

un contact cellulaire (Trinite et al, 2005).

Une autre population de KDC a été identifiée dans la rate et les ganglions
lymphatiques de rats porteurs de tumeurs (Alli et al, 2004). Ces DC CD103" sont
caractérisées par I’expression du récepteur NKR-P2 (NKG2D) qui joue un rdle dans leur
activité cytotoxique, notamment en favorisant la sécrétion de TNF-a induisant I’apoptose des

cellules tumorales.
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2.4.2.2 Les cellules dendritiques cytotoxiques générées in vitro

Des DC générées a partir de la moelle osseuse peuvent également présenter une
fonction cytotoxique médiée par NKR-P2, qui favoriserait la sécrétion de NO par ces DC
(Srivastava et al, 2007). L’activité¢ tumoricide de DC dérivées de moelle osseuse a aussi été
mise en évidence apres activation par les LPS ou par ’IFN-y et implique un mécanisme

dépendant de la production de NO (Nicolas et al, 2007).

Sous-population de DC Mé canismes MGG 11.1e.s ,de Cellules cibles Références
inducteurs cytotoxicite
spontané perforine/granzyme cellules tumorales Josien et al. 1997
. . cellules tumorales et Trinité et al. 2000
DC spléniques CD103+ aucun fneonnu endothéliales Trinité et al. 2005
NKG2D TNF-a cellules tumorales Alli et al. 2004
BMDC NKG2D NO cellules tumorales Srivastava et al. 2007
LPS, IFN-y NO Lignées tumorales Nicolas et al. 2007

Tableau S : Les principales DC cytotoxiques chez le rat.

2.4.3 Les cellules dendritiques cytotoxiques chez I’homme

Les KDC humaines ont été identifiées pour la premiere fois dans le thymus de patients
infectés par le virus d’immunodéficience humain (VIH) (Beaulieu et al, 1998). Leur activité
cytotoxique dirigée contre les LT est induite par le VIH et implique le TNF-a, FasL, TRAIL
et TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) (Beaulieu et al, 1998; Lichtner et al,
2004). De plus, Pactivation des pDC, isolées du sang périphérique, par des virus (VIH ou
Influenza virus) ou par des ligands des TRL-7/8 et -9 conduit a I’acquisition d’une fonction
cytotoxique médiée par TRAIL (Chaperot et al, 2006; Hardy et al, 2007). D’autres études ont
¢galement mis en évidence les capacités du cytomégalovirus (Raftery et al, 2001) et du virus
de la rougeole (Vidalain et al, 2000) dans I’induction de fonction cytotoxiques chez les DC

générées a partir de moelle osseuse (Tableau 6).

2.4.3.1 Les cellules dendritiques spontanément cytotoxiques

Le potentiel cytotoxique des DC isolées du sang périphérique a ¢été étudié par de

nombreuses équipes. Fanger et al, ont ainsi montré que les DC CD11c+, mais pas les pDC IL-
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3Ra’, induisent 1’apoptose des cellules tumorales cibles de maniére dépendante de TRAIL
dont I’expression est augmentée apres stimulation par I’'I[FN-a et —y (Fanger et al, 1999).
D’autres études ont identifié une population de DC immatures Lineage’ CD4 HLA-DR"
pouvant induire I’apoptose des cellules tumorales via I’expression des ligands des récepteurs
de mort de la famille du TNF, le TNF-a, FasL, TRAIL et la lymphotoxine alB2 (Janjic et al,
2002; Lu et al, 2002). L’activité tumoricide via le TNF-a des DC circulantes qui a également
¢été montrée contre les cellules de cancer du sein est augmentée par les LPS, ’'IFN-y et I'IL-15
(Manna & Mohanakumar, 2002). De plus, I’activité cytotoxique des pDC, qui avait été mise
en évidence aprés stimulation par des virus, est également retrouvée apres stimulation des
pDC avec de I'IFN-a (Kalb et al, 2012). L’étude plus approfondie de I'impact de la
stimulation des TLR-7/8 a montré des effets distincts chez les mDC et pDC (Stary et al,
2007). Ainsi, la stimulation des TLR-7/8 induit la sécrétion de perforine et des granzymes par
les mDC, conduisant a la mort des cellules tumorales, alors qu’elle réduit la sécrétion de ces
molécules, normalement constitutivement exprimées chez les pDC. Cependant, 1’induction de

I’expression de TRAIL a la surface des pDC leur confére une activité tumoricide.

Ces nombreux travaux démontrent 1’existence de DC pourvues d’une fonction
cytotoxique spontanée ou acquise apres stimulation, pouvant étre dirigée contre les cellules
tumorales. Ces cellules ont donc un fort potentiel pour étre utilisées dans les protocoles
d’immunothérapie. Cependant le faible nombre de ces cellules dans la circulation sanguine
rend difficile leur étude et leur utilisation, c’est pourquoi l'intérét s’est porté sur le
développement de protocoles de génération de KDC ex vivo, a partir de monocytes ou de

précurseurs CD34"

2.4.3.2 Les cellules dendritiques cytotoxiques générées in vitro

Dans la grande majorité des protocoles de génération des KDC, les DC sont
différenciées a partir de monocytes isolés du sang périphérique, cultivés en présence d’IL-4 et
de GM-CSF. Cependant les concentrations de cytokines et temps de cultures différent selon

les études.
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Ces DC, présentant un phénotype immature, sont capables d’exercer une activité
cytotoxique contre les diverses lignées de cellules tumorales (Ayres et al, 2004; Hubert et al,
2001; Janjic et al, 2002; Vanderheyde et al, 2001) et cela sans affecter les cellules saines (Shi
et al, 2005). La fonction cytotoxique des DC générées in vitro ou ex vivo peut €¢galement étre
induite via différents stimuli. Ainsi, 1’activation des DC par les LPS conduit a la mort des
cellules tumorales, par un mécanisme impliquant la caspase-8, mais aussi a une inhibition de
la croissance tumorale médiée par le TNF (Manna & Mohanakumar, 2002; Vanderheyde et al,
2004) (Chapoval et al, 2000). Plus récemment, il a été montré que la stimulation des DC par
les LPS conduit a la production de péroxynitrites responsables de la cytotoxicité de ces KDC
(Lakomy et al, 2011). Plusieurs autres molécules induisant la cytotoxicité des DC ont pu étre
mis en évidence, notamment les IFN de type I (Liu et al, 2001; Santini et al, 2000; Vidalain et
al, 2001b) ou des virus (Vidalain et al, 2001a; Vidalain et al, 2001b). Cette cytotoxicité est le
plus souvent dépendante de TRAIL. Une activité cytotoxique des DC stimulées par ’OK432
via les TLR-2 et/ou TRL-4, qui implique I’interaction du CD40, exprimé par les cellules
tumorales, avec son ligand exprimé par les DC stimulées, a également été rapportée (Hill et

al, 2008).

Il est aussi possible de générer des KDC a partir de monocytes isolés du sang de
cordon (Shi et al, 2005) ou d’ascite (Yang et al, 2001). Dans le premier cas, les KDC
présentent une activité cytotoxique contre certaines lignées de cellules tumorales aprés
stimulation par les LPS ou ’IFN-y (Shi et al, 2005). Une étude concernant les DC générées a
partir de monocytes isolés d’ascite de patientes atteintes de cancer ovarien a montré que les
DC pouvaient étre cytotoxiques envers de nombreuses lignées tumorales via un mécanisme
impliquant FasL (Yang et al, 2001). Enfin, une étude a montré que les DC générées a partir de
précurseurs médullaires CD34" présentent une activité tumoricide via TRAIL aprés avoir été

activées par ’'IFN-B (Liu et al, 2001).
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Sous-population de DC Mecanls mes Mecanlsn.le.s ’de Cellules cibles Références
inducte urs cytotoxicité
IFN-y, IFN-a TRAIL Cellules tumorales Fanger et al. 1999
mDC CD1lc+dusang | LPS, IFN-y, IL-15 TNF-a Cellules tumorales Manna et al. 2002
Imiquimod perforine/granzyme Cellules tumorales Stary et al. 2007
CD Lin-CD4+HLA-DR+ aucun TNF-o, LT-a1B2, Cellules tumorales et épithéliales Janjic etal. 2002
FasL, TRAIL Luetal 2002
Imiquimod TRAIL Cellules tumorales Stary et al. 2007
Inﬂuenz;;/:‘r;s, CpG, TRAIL Cellules tumorales Chaperot et al. 2007
pDC du sang .
IH, T
VIH, In;l;unnod, TRAIL Cellules tumorales Hardy et al. 2007
IFN-a TRAIL Cellules tumorales Kalb etal 2012
LPS, IFN TNF-o Cellules tumorales Manna et al. 2002
S TRAIL Shi et al. 2005
CD40L TNF-o MDA 231
i 1 j . 2001
virus de la rougeole, TRAIL MDA 232 Vidalain et al. 200
dsRNA
DC dérivées des IENB TRAIL Cellules tumorales Liu etal 2001
monocytes . TRAIL Cellules tumorales Ayres et al. 2004
maturation
spontanée TNF-a, LT-a1B2,
02002
FasL, TRAIL Cellules tumorales Lu etal
IFN + GM-CSF TRAIL Cellules tumorales Santini et al. 2000
HIV récepteurs de mort LT Lichtner et al 2004
LPS Péroxynitrites Cellules tumorales Lakomy et al. 2011
DC dérivées des CD34+ IFN-B TRAIL Cellules tumorales Shietal 2005

Tableau 6: Les principales DC cytotoxiques chez I’homme.

2.4.4 Lerole potentiel des cellules dendritiques cytotoxiques

Les DC cytotoxiques vont avoir un role différent selon que la cytotoxicité est

spontanée ou acquise. Les cibles pourraient étre différentes.

2.4.4.1 Les cellules dendritiques cytotoxiques dans la réponse immunitaire

anti-tumorale

La majorité des KDC semble spécialisée dans 1’élimination des cellules tumorales, ce
qui implique une reconnaissance spécifique de ces dernieres. Plusieurs récepteurs ont été
identifiés. Chez le rat, NKG2D, exprimé par les KDC, pourrait reconnaitre ses ligands a la
surface des cellules tumorales (Raulet, 2003). Néanmoins, ce récepteur n’est pas retrouveé
chez les DC humaines (Stary et al, 2007). Chez ’homme, une corrélation positive a pu étre

observée entre 1’accumulation des DC dans le MET et I’apoptose des cellules tumorales
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pulmonaires (Kurabayashi et al, 2004) et des carcinomes (Stary et al, 2007). De plus, il a été
montré que les KDC, générées a partir du sang de patients atteints de tumeur et stimulées avec
des LPS, pouvaient endocyter les Ag libérés suite a leur activité cytotoxique et aussi les
présenter et activer les LT spécifiques (Lakomy et al, 2011). Enfin, la capacité des KDC a tuer
les cellules endothéliales suggere que les DC pourraient détruire les vaisseaux sanguins

néoformés servant a la progression tumorale (Janjic et al, 2002).

2.4.4.2 Les cellules dendritiques cytotoxiques dans la tolérance

Les KDC pourraient également avoir un role dans I’induction de la tolérance,
notamment en induisant la délétion des LT (Aiello et al, 2000; Suss & Shortman, 1996)
(Legge & Braciale, 2005). Les DC thymiques sont impliquées dans la tolérance centrale. Elles
peuvent induire 1’apoptose des thymocytes via la sécrétion de NO induite par le contact d’un
auto-Ag (Aiello et al, 2000). Les KDC pourraient aussi étre impliquées dans 1’induction ou le
maintien de la tolérance périphérique. Une étude chez le rat a mis en évidence la capacité des
KDC a tuer des cellules endothéliales (Trinite et al, 2005). De plus, des KDC du rat (Trinite et
al, 2000), transportant des fragments de cellules épithéliales apoptotiques ont été identifiées

dans la lymphe (Huang et al, 2000).

2.4.4.3 Le potentiel des cellules dendritiques cytotoxiques en

immunothérapie

L’utilisation des KDC en immunothérapie offre plusieurs avantages (Figure 12) (Wesa &
Storkus, 2008). Les KDC ont un rdle direct dans 1’élimination des tumeurs. La diversité des
mécanismes cytotoxiques employés par les KDC permet de contrer les stratégies développées
par les tumeurs pour résister a la cytotoxicité des CTL et NK. Les KDC permettent ainsi
d’augmenter la quantité et la diversité des Ag tumoraux. Enfin, la cytotoxicité suggere une
proximité entre les KDC et les cellules tumorales qui favorise la capture rapide des Ag
produits, avant qu’ils ne soient phagocytés par les macrophages. Un avantage majeur des
KDC est qu’apres avoir tué les cellules tumorales, les KDC phagocytent les débris tumoraux,

présentent les Ag tumoraux et ainsi activent les LT CD4 " et CD8" spécifiques.
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Plusieurs stratégies d’utilisation des KDC en immunothérapie anti-tumorale sont
envisageables. Les KDC générées in vitro ou ex vivo pourraient étre utilisées comme le vaccin
et injectées par voie intraveineuse (i.v.) ou en intra- ou péri-tumoral (Triozzi et al, 2000). Une
autre approche consiste a stimuler la fonction cytotoxique des DC in vivo. Stary et al, ont
montré que 1’injection d‘Imiquimod, chez des patients atteint de carcinome, était corrélée a
une augmentation du nombre de cellules tumorales apoptotiques et une accumulation de DC
dans le MET (Stary et al, 2007). De plus, I’induction de 1’activité cytotoxique des DC apres

stimulation des TLR-7/8 par I’Imiquimod a été démontrée in vitro.

Les propriétés des KDC, la cytotoxicité, la capture et la présentation des Ag tumoraux,
ouvrent une voie prometteuse en immunothérapie anti-tumorale. Néanmoins, la maturation et
les fonctions des DC peuvent étre inhibées par le MET. 11 est donc trés important de vérifier
I’interaction des KDC avec les cellules du MET avant d’envisager leur utilisation dans des

protocoles d’immunothérapies.

ETAPE 2
ETAPE 3
ETAPE1 Capture des Ag L
s K . Activation des LT
Activité cytotoxique contre tumoraux issus des P
. spécifiques des
les cellules tumorales cellules tumorales tuées
cellules tumorales
parles DC

P

( L‘\ / ® \ \g /

& o
/] // \©LT cDs*

¢ f i/\ / \\ naif

Cellules
tumorales

ETAPE 4
Elimination des cellules
tumorales par les LT
activés et les DC
cytotoxiques

Figure 12 : Le role des DC cytotoxiques dans la réponse immunitaire anti-tumorale.

Les DC cytotoxiques peuvent dans un premier temps tuer les cellules tumorales, puis
endocyter les fragments tumoraux des cellules précédemment tuées et enfin présenter les Ag
tumoraux aux LT spécifiques qui pourront tuer a leur tour les cellules cancéreuses.
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3 Cellules dendritiques et auto-immunité

Un autre exemple de la conséquence néfaste que peut entrainer une réponse inadaptée
des DC est illustré dans les maladies auto-immunes (MAI). L’auto-immunité apparait
lorsqu’il y a un défaut dans la mise en place ou dans le maintien de la tolérance au soi. Les
cellules du systéme immunitaire, les LT et LB spécifiques de 1’auto-Ag, sont alors activées
contre les Ag de leur propre organisme et contribuent au maintien d’une inflammation
chronique, la MAI De par leur fonction d’initiatrices de la réponse immunitaire adaptative,
les DC ont un role primordial a la fois dans la prévention et dans 1’induction des réponses
auto-immunes. Dans des conditions normales, c'est-a-dire en 1’absence de signaux de danger,
les DC immatures capturent et présentent continuellement des auto-Ag, issus de cellules
apoptotiques, aux LT potentiellement auto-réactifs et induisent leur anergie ou leur apoptose.
De plus, ces DC, dites tolérogenes, induisent, via la sécrétion d’IL-10 et la production d’IDO,
la génération de Treg qui contribuent également a la tolérance périphérique (Janikashvili et al,
2011). Malheureusement, dans certaines conditions, les DC chargées en auto-Ag peuvent

devenir immunogenes et initier une réponse auto-immune.

3.1 Lerole des cellules dendritiques dans les maladies auto-immunes

Afin de déterminer le role des DC dans I’apparition des MAI, plusieurs équipes ont
¢tudié I’impact du nombre de DC sur la tolérance immunitaire au soi. Leurs résultats montrent
que I’élimination des DC ne conduit pas au développement d’une MAI (Cervantes-Barragan
et al, 2012; Edelson et al, 2010), et améliore méme la maladie (Teichmann et al, 2010).
D’autre part, ’augmentation du nombre des DC, apres un traitement avec certaines cytokines
anti-inflammatoires par exemple, est associée avec une induction de Treg et le développement
d’un environnement tolérogeéne (Darrasse-Jeze et al, 2009; Swee et al, 2009). Paradoxalement,
il a également ét¢é montré qu’inhiber 1’apoptose des DC meéne a une augmentation de leur
nombre et favorise I’auto-immunité (Chen et al, 2006; Stranges et al, 2007). L’apparition des
MAI ne semble donc pas associé¢e au nombre des DC mais plutdt le résultat d’un déreglement

de leur fonctions et possiblement de la balance DC tolérogenes / DC immunogenes.

Les DC immunogenes jouent un rdle actif dans I’initiation et/ou la progression des

réponses auto-immunes de plusieurs fagons. Elles peuvent agir comme des effecteurs via la
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production de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a qui conduit a la destruction
du cartilage des articulations dans I’arthrite rhumatoide (Lakey et al, 2009), ou activer les LT
auto-réactifs en présentant un auto-Ag. Plusieurs mécanismes impliqués dans cette activation

de la réponse immunitaire ont ainsi été identifiés.

Le premier, correspondant au « mod¢le du seuil » (Ludewig et al, 2001), est défini par
le principe selon lequel les DC présentent continuellement des auto-Ag sans induire de
réponse T car la quantité d’auto-Ag présentée est trop faible. Cependant, dans certaines
conditions, la présentation des auto-Ag peut étre favorisée et augmentée par différents
facteurs (génétiques et environnementaux) et conduire a ’activation d’une réponse auto-
immune. Les infections peuvent ainsi induire une MAI lorsque les peptides antigéniques
pathogenes présentent des épitopes similaires a ceux d’auto-Ag. Ce mimétisme moléculaire
est notamment décrit dans le diabéte auto-immmun ou I’auto-Ag GAD (glutamic acid
decarboxylase) partage un épitope avec le virus Coxsackie B (Kukreja & Maclaren, 2000).
Certaines MAI sont déclenchées par un traumatisme. En effet, un certain nombre d’Ag, qui
sont ignorés du systéme immunitaire car leur localisation anatomique ne leur permet pas
d’entrer en contact avec des cellules immunocompétentes, peuvent étre libérés dans le sang
suite a un traumatisme. Ainsi, un traumatisme a 1’un des yeux conduit a la libération d’Ag, qui
avaient jusque la été ignorés tels que I’Ag rétinien Sag, qui provoquent une ophtalmie
sympathique (Arevalo et al, 2012; Rao et al, 1983). Enfin, des agents physicochimiques tels
que les rayons ultraviolets peuvent provoquer 1’apoptose des cellules de la peau conduisant a
une augmentation de la quantité d’auto-Ag libérée, comme c’est le cas lors du lupus

érythémateux systémique (Caricchio et al, 2003).

Un second mécanisme correspond au défaut de régulation intrinseéque de certains
genes associés aux fonctions des DC. Plusieurs régulations négatives de geénes induisant des
MALI ont ainsi été identifiées. Par exemple, la perte de 1’intégrine aVP8 correspond a une
perte de la capacité des DC a activer le TGF-B qui est nécessaire a la génération des Treg et
joue un rdle dans le développement des colites (Travis et al, 2007). De méme, I’absence du
facteur de transcription STAT3 conduit a une perte de la réponse des DC a I’'IL-10 et donc a
une perte de leur fonction tolérogéne (Melillo et al, 2010). De méme, I’absence des protéines

BLIMPI1 (B Lymphocyte-Induced Maturation Protein-1), A20 ou SHP1 (Src homology region
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2 domain-containing phosphatase-1) conduit a la production de cytokines inflammatoires qui
favorisent la réponse T effectrices, pouvant induire I’apparition de lupus, psoriasis ou arthrite

(Hammer et al, 2011; Kaneko et al, 2012; Kim et al, 2011; Kool et al, 2011).

Enfin, des traitements pharmacologiques peuvent également provoquer des MAI en
favorisant 1’activation des DC et in fine, des LT auto-réactifs. Ainsi, I'IFN-a, notamment
utilisé dans le traitement de 1’hépatite C, peut amener a I’émergence de thyroidite (Jadali,

2013).

3.2 Les DC dans les thérapies contre les MAI

Les DC sont donc impliquées dans le développement de nombreuses MAI par le biais
de nombreux mécanismes. De plus leur role pivot entre la réponse immunitaire effectrice et la
tolérance font des DC des cibles thérapeutiques au cours des MAI. Différentes stratégies
utilisant divers agents pharmacologiques qui permettent d’induire des propriétés tolérogénes
aux DC ont été étudiées (Figure 13). Plusieurs molécules ont montré leur capacité a inhiber
les propriétés stimulatrices des DC. La plus connue est la vitamine D3, qui bloque la
maturation des DC et modifie leur profil cytokinique en augmentant la sécrétion d’IL-10 et en
inhibant la production d’IL-12 (Adorini & Penna, 2009; Penna & Adorini, 2000; Szeles et al,
2009). La vitamine D3 induit ainsi des DC tolérogenes qui provoquent la génération de Treg
notamment via l’interaction du TNF membranaire avec son récepteur TNFR II (TNF
Receptor) (Klejjwegt et al, 2010). D’autres molécules, notamment les traitements
immunosuppressifs, sont capables d’induire la tolérance des DC. Les corticostéroides, la
deoxyspergualine ou la rapamycine diminuent I’expression des molécules de CMH et des
molécules de co-stimulation a la surface des DC (Reichardt et al, 2008). Le traitement des DC
avec la dexaméthasone (Hackstein & Thomson, 2004; Zheng et al, 2013) ou la simvastatine
(Zhang et al, 2013b) modifie également leur profil cytokinique en inhibant la production des
cytokines inflammatoires comme I'IL-1B, I'IL-6, I'IL-12 ou I’IL-23, et favorisant les

cytokines suppressives comme 1’IL-10.

L’utilisation des cellules apoptotiques, qui favorisent la mise en place d’une réponse
tolérogeéne, est également envisagée. Les cellules apoptotiques favorisent 1’induction d’un

microenvironnement tolérogéne par 2 mécanismes: dans un premier temps, les cellules
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apoptotiques relarguent des cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-f, I’'IL-10 et la
PGE2 (Stuart et al, 2002; Voll et al, 1997), puis leur phagocytose, par les macrophages et les
DC, va entrainer la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (Bonnefoy et al, 2011b; Fadok
et al, 1998; Iyoda et al, 2002; Morelli et al, 2003; Perruche et al, 2008). Ainsi, dans certains
mode¢les murins de pathologies auto-immunes comme le diabéte (Xia et al, 2007) ou encore
’arthrite (Perruche et al, 2009), il a ét¢ montré que 1’injection de cellules apoptotiques réduit
fortement la sévérit¢ des maladies, notamment via 1’augmentation des Treg. De plus,
I’injection de DC chargées en Ag de cellules apoptotiques, prévient le développement de la
sclérose en plaque chez les modeles animaux d’encéphalomyélite allergique expérimentale
(EAE), grace a la génération de Treg induite par le TGF- sécrété par ces DC (Miyake et al,
2007). De méme, les propriétés immuno-modulatrices des cellules apoptotiques ont été
utilisées dans des modeles de transplantation (Bonnefoy et al, 2011b; Mevorach et al, 2014;

Mougel et al, 2012; Perruche et al, 2004).

Une autre stratégie consiste a manipuler génétiquement les DC afin qu’elles perdent
I’expression des molécules activatrices des T effecteurs. L’utilisation d’ARN interférant
permet d’inhiber 1’expression de nombreuses molécules pro-inflammatoires. Les microARN
tels que miR-155, miR-34 et miR-21 permettent de réguler la différenciation des DC (Ceppi et
al, 2009; Hashimi et al, 2009). Récemment, le miR-23b a été impliqué dans 1’inhibition des
voies de signalisation Notchl et NFkB (Nuclear Factor-kappa B) (Zheng et al, 2012). Ainsi,
la transfection de miR-23b dans les DC conduit a une réduction de 1’expression des molécules
de CMH II et CD80/86 et a une modification du profil cytokinique de ces DC qui vont
augmenter leur production d’IL-10 et diminuer leur sécrétion d’IL-12, induisant ainsi une
réponse T régulatrice. La perte de la production d’IL-12 joue un r6le important dans
I’inhibition de la réponse inflammatoire. Ainsi, I’injection de DC dont le géne codant pour
I’IL-12 a été invalidé, chargées en collagéne, diminuent tres significativement I’intensité de la
maladie chez les souris atteinte d’arthrites. D’autre part, les DC peuvent étre modifiées pour
surexprimer les molécules immunosuppressives telles que 1I’'IL-10, I’IL-4, le CTLA-4 ou le
TGF-B. Cependant, bien que I’injection de DC matures surexprimant 1’IL-10 puisse prévenir
I’apparition de I’asthme chez les souris, la libération continue de cette cytokine peut induire

des effets secondaires néfastes comme une anémie ou thrombopénie.
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Des pathogenes microbiens peuvent également €tre a I’origine de 1’induction de DC
tolérogénes. En effet, certains agents infectieux ont développé des mécanismes
d’échappement a la réponse immunitaire via I’induction de DC tolérogéne. Ainsi la
reconnaissance de produits microbiens provenant de zymosan de levure (Dillon et al, 2006),
Yersinia pestis (Depaolo et al, 2008) , Schistosoma mansoni (van der Kleij et al, 2002) ou
Bordetella pertussis (McGuirk et al, 2002) par les TLR-2, -4 ou -6, ou de I’Helicobacter
pylori (Bergman et al, 2004) par DC-SIGN conduit a I’activation des fonctions tolérogénes

des DC. Les mécanismes moléculaires sont cependant toujours inconnus.
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Figure 13 : Signaux induisant les fonctions régulatrices des DC.
Les fonctions tolérogenes des DC peuvent étre induites via plusieurs stimuli exogénes (a
gauche) et endogenes (a droite).

4 La rate, un organe lymphoide secondaire particulier

La rate est un organe lymphoide ayant un rdéle important dans les réponses innée et
adaptative et la protection de I’organisme contre les infections, notamment a germes

encapsulés. Le role de la rate dans la réponse immunitaire contre les infections a été identifié
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pour la premicre fois en 1919, lorsque Morris et Bullock ont montré que, suite a une infection
par le bacille de la peste du rat, les rats splénectomisés présentaient un taux de mortalité
postopératoire supérieur par rapport aux rats non splénectomisés (Morris & Bullock, 1919).
Cette fonction de la rate a été confirmée chez I’homme 35 ans plus tard (Dameshek, 1955;
King & Shumacker, 1952), cependant, les études sur la rate humaine restent tres rares du fait

de la difficulté a obtenir des échantillons.

Cet organe encapsulé et hautement vascularisé est constitué de 3 compartiments, la
pulpe rouge au sein de laquelle les macrophages filtrent le sang afin d’¢éliminer les cellules
sénescentes, la pulpe blanche constituée par les manchons péri-artériolaires riches en LT
CD4+ et les centres germinaux et folliculaires riches en LB, ou peut étre initiée la réponse
immunitaire adaptative et, entre les deux, la zone marginale, une zone de transit ou résident
les LB mémoires ainsi que des sous populations de macrophages et des DC (Bronte & Pittet,
2013). Les différents compartiments ont des fonctions différentes. Ainsi les macrophages de
la pulpe rouge ont pour role de filtrer le sang, d’éliminer les globules rouges sénescents et de
recycler le fer (Bronte & Pittet, 2013; Mebius & Kraal, 2005). Les macrophages de la zone
marginale, pour leur part, sont chargés de reconnaitre les virus et bactéries du sang (Kraal,
1992). La zone marginale contient également des LB et des DC qui capturent les Ag présents
dans le sang avant de migrer vers la pulpe blanche pour activer la réponse T (Ansel et al,
2000; Forster et al, 1999; Mebius & Kraal, 2005). La rate a un rdle central dans la
surveillance immunitaire puisque I’ensemble du pool sanguin transite par les vaisseaux
sinusoides spléniques, facilitant ainsi la capture des Ag exogeénes et endogeénes. De plus, la
fonction de filtre de la rate confére a cet organe un role primordial dans la tolérance
immunitaire puisque les cellules immunitaires de la rate sont constamment en contact avec les

auto-Ag des cellules sénescentes.

4.1 La tolérance dans la rate

Le rdle de la rate dans la tolérance a été identifié apres splénectomie. Ainsi, Buettner
et al. ont montré qu’apres une splénectomie, les souris perdaient la tolérance face aux Ag
injectés en sous cutané (Buettner et al, 2013). Les macrophages spléniques ont un role

particulier dans le maintien de la tolérance comme cela a été montré dans les travaux de Lin
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ou le méme défaut de tolérance, face a un Ag injecté dans I’ceil, a été observés chez des souris
splénectomisées ou déficientes en macrophages F4/80 (Lin et al, 2005). De méme, la
déplétion en macrophages de la zone marginale, qui réduit fortement la clairance des cellules
apoptotiques, conduit a une perte de la tolérance dans des modéles expérimentaux murins
d’encéphalite (Miyake et al, 2007) ou de Lupus Erythémateux Systémique (LES) (McGaha et
al, 2011). Bien que les mécanismes moléculaires utilisés par les macrophages ne soient pas
encore totalement connus, LXR (Liver X Receptor) et IDO pourraient étre impliqués. En
effet, A-Gonzales ef al. ont montré que LXR était nécessaire a la phagocytose des cellules
apoptotiques par les macrophages de la zone marginale (A-Gonzalez et al, 2009; Gonzalez et
al, 2013) alors que Ravishankar ez al. ont mis en évidence que le rdle de la production d’IDO
par les macrophages de la zone marginale dans la tolérance face aux cellules apoptotiques

(Ravishankar et al, 2012).

Plusieurs travaux chez la souris ont montré que les macrophages modulent également
la tolérance en régulant I’activation des autres CPA qui peuvent étre en contact avec le
matériel apoptotique, et notamment les DC CD8o" dont elles sont physiquement proche
(Ravishankar et al, 2014). Ces DC sont capables de capturer des débris apoptotiques via de
nombreux récepteurs, tels que I’intégrine B5A, le CD36, le CD14, le CD68 et le récepteur
scavenger BI (Iyoda et al, 2002) et d’induire la conversion de Treg (Yamazaki et al, 2008),
tout comme les pDC (Bonnefoy et al, 2011b).

La rate participe également a la tolérance périphérique en exprimant le facteur de
transcription AIRE (AutoImmun REgulator) qui participe a la sélection négative des LT auto-
réactifs. Ce facteur de transcription est notamment exprimé par des DC spléniques (Lindmark

et al, 2013).

La rate est donc un site important pour la régulation de la réponse immunitaire ;

cependant des dysfonctionnements peuvent étre associés a des cancers ou des MAIL

4.1.1 La rate dans les maladies auto-immunes

Un défaut de tolérance au niveau de la rate peut en effet mener a 1’apparition de MAI,

notamment des MAI systémiques, comme c’est le cas lors de la thrombopénie immunologique
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(purpura thrombopénique immunologique, PTI). Le PTI est caractérisé par une destruction
accélérée des plaquettes d’origine immunologique et une production médullaire insuffisante
(Gernsheimer, 2009; Sandler, 2000). Une des causes de la rupture de la tolérance peut étre un
déficit fonctionnel des Treg (Bao et al, 2010; Stasi et al, 2008). L’apoptose des plaquettes
constitue une source d’Ag pour les DC et macrophages, qui aprés activation, sont capables
d’induire la prolifération des LT spécifiques des Ag plaquettaires (Catani et al, 2006). En
effet, une hyper-activation des DC a ¢ét¢ mise en évidence au cours du PTI, avec la
surexpression de la molécule de co-stimulation CD86. En I’absence de régulation par les
Treg, ces LT auto-réactifs vont alors coopérer avec les LB reconnaissant ces mémes Ag et
entrainer la production d’auto-anticorps dirigés contre des glycoprotéines (GP) membranaires,
notamment les complexes GPIIb/I1a, et plus rarement GPIb/IX et GPla/lla (He et al, 1994).
La fixation des Ac a la membrane des plaquettes favorise la destruction des plaquettes par
divers mécanismes: la phagocytose par les macrophages, une cytotoxicité¢ cellulaire
dépendante des Ac et dans une moindre mesure, une cytotoxicité dépendante du complément.
Les macrophages spléniques jouent un role prépondérant dans le maintien de 1’auto-immunité
lors du PTI puisqu’en plus de phagocyter et détruire les plaquettes, ces macrophages sont

capables d’induire la prolifération des LT spécifiques de la GPIIb/IlIa (Kuwana et al, 2009).

4.1.2 Larate dans le cancer

La rate joue également un role dans la régulation de la réponse immunitaire anti-
tumorale. Ainsi la splénectomie, faite a un stade précoce de développement de la tumeur
permet de retarder la croissance tumorale dans des modeles animaux de cancer mammaires,
de cancer du colon ou de mélanomes (Fotiadis et al, 1999; Schwarz & Hiserodt, 1990). Ce
résultat paradoxal peut s’expliquer par deux mécanismes. Tout d’abord, la rate constitue un
réservoir de progéniteurs hématopoiétiques, une hématopoiese splénique a en effet été décrite
dans plusieurs modeles de tumeurs animales (Bronte et al, 2000; Cortez-Retamozo et al,
2012). Ces progéniteurs sont capables de se différencier en cellules myéloides pouvant étre
recrutées par les cellules tumorales et favoriser leur progression en participant au MET
(Cortez-Retamozo et al, 2012; Cortez-Retamozo et al, 2013). De plus, une tolérance aux Ag
tumoraux peut apparaitre au niveau de la rate. Une accumulation de MDSC est observée dans

la rate des souris porteuses de tumeurs (Gabrilovich et al, 2012). Il a ét¢ montré que les
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cellules Ly6Chigh, dérivées des monocytes, sont trés présentes dans la rate de souris atteintes
de tumeurs, notamment dans la zone marginale ou elles deviennent des macrophages (Ugel et
al, 2012). Ces cellules peuvent alors capturer les Ag tumoraux et, via une présentation croisée,
interagir avec les LT CD8" mémoires qui transitent dans la zone marginale. Ce processus
aboutit a la tolérance du systéme immunitaire face aux Ag tumoraux (A-Gonzalez et al,

2013).

Les travaux chez ’homme ont également identifi¢ la rate comme un réservoir de
progéniteurs des monocytes (Leuschner et al, 2012). Cependant les conséquences d’une
splénectomie sur la carcinogénése sont controversées (Cadili & de Gara, 2008). Plusieurs
¢tudes chez I’homme ont montré que la splénectomie post-traumatique ne modifie pas
I’incidence des cancers (Mellemkjaer et al, 1995; Robinette & Fraumeni, 1977). En revanche,
lorsque I’indication de la splénectomie n’a pas €été un traumatisme mais une hémopathie, le
risque de développement d’une tumeur était augmenté. Ce résultat est trés controversé
puisque cette augmentation pourrait étre due aux hémopathies sous-jacentes, aux traitements
recus (radiothérapie ou chimiothérapie) ou a 1’age des patients (Mellemkjaer et al, 1995).
L’analyse des données cliniques de ces patients splénectomisés suggere une implication de la
rate dans la réponse immunitaire anti-tumorale bien que son réle pro- ou anti-tumoral soit

encore incertain.

4.1.3 La rate, une cible thérapeutique

Les différentes fonctions de la rate en font une cible thérapeutique stratégique. Tout
d’abord, le fait que le pool sanguin total soit filtré par la rate facilite la localisation splénique
des cellules ou molécules injectées de facon systémique. De nombreuses nanoparticules
injectées par voie systémique dans un but thérapeutique sont retenues dans la rate. Ainsi,
I’injection en i.v. de nanoparticules encapsulant des ARN interférants pour CCR2 permet de
bloquer I’expression de ce récepteur par les monocytes Ly6Chigh spléniques. Ce traitement
induit une diminution des monocytes inflammatoires dans les plaques d’athérosclérose,
prolonge la survie des ilots pancréatiques allogéniques transplantés chez les souris diabétiques
et controle la croissance tumorale en diminuant le recrutement des monocytes dans le MET

(Leuschner et al, 2011).
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Une autre stratégie consiste a cibler les précurseurs my¢loides présents dans les niches
spléniques. Il convient donc d’activer, de séquestrer ou de dépléter ces cellules avant qu’elles
ne soient mobilisées de fagon néfaste par I’organisme. L’angiotensine II est indispensable au
maintien du renouvellement des cellules hématopoiétiques et des précurseurs des
macrophages dans les rates de souris porteuses de tumeur. L’inhibition de cette voie de
signalisation réduit donc la population de progéniteurs disponibles pour un recrutement et
I’induction de fonctions tolérogenes par les cellules tumorales (Cortez-Retamozo et al, 2013).
Les chimiothérapies classiques telles que la gemcitabine, le sorafenib, la trabectedine ou le 5-
flourouracyl, peuvent également moduler la réponse des progéniteurs. Leur administration a
de faible dose, chez des souris porteuses de tumeur, favorise I’apoptose des monocytes

spléniques et la restauration des fonctions des CTL (Germano et al, 2013; Ugel et al, 2012).

Enfin, le role clé de la rate dans la régulation de la réponse immunitaire aux auto-Ag
présents dans le sang est d’un grand intérét dans la manipulation de la tolérance. Ainsi,
I’injection i.v. de splénocytes ou d’érythrocytes syngéniques couplés a des auto-Ag induit une
tolérance spécifique a I’auto-Ag, in vivo (Ravishankar & McGaha, 2013). La phagocytose des
cellules apoptotiques et des débris d’érythrocytes conduit a la sécrétion d’IL-10 et a la
prolifération des Treg (Ravishankar & McGaha, 2013). En outre, I’injection de PBMC
autologues couplées a des Ag de myéline a induit une diminution de la réponse T auto-

réactive contre cet Ag chez les patients atteints de sclérose en plaque (Lutterotti et al, 2013).

Ainsi, I’implication des DC spléniques dans ’activation de la réponse immunitaire ou
dans la tolérance fait de ces cellules une cible prometteuse pour I’'immunothérapie anti-
tumorale ou pour le traitement des MAI. Cependant, jusqu’a présent, trés peu d’études ont été
menées sur les DC spléniques humaines, principalement a cause de la rareté des échantillons.
Notre collection d’échantillons de rates humaines provenant de patients atteints de pathologies
diverses, nous a permis de caractériser et d’étudier les différentes sous populations de DC

spléniques chez les patients atteints de cancers ou de MAIL
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RESULTATS

PARTIE 1: ETUDE DE L’INTERACTION DES CELLULES
DENDRITIQUES CYTOTOXIQUES AVEC LES LYMPHOCYTES T
REGULATEURS AU COURS DE LA REPONSE IMMUNITAIRE

ANTI-TUMORALE

5 Objectifs

Malgré les progrés en chirurgie, en chimiothérapie et en radiothérapie, le cancer reste
la premicre cause de déces en France. De nouvelles voies thérapeutiques sont étudiées depuis
plus 30 a 40 ans, comme I’immunothérapie dont le but est de stimuler la réponse immunitaire
de I’hdte afin d’induire un rejet de la tumeur. Les DC, principales cellules présentatrices
d’antigene, jouent un rdle crucial dans I’induction de la réponse immunitaire anti-tumorale
(Banchereau & Steinman, 1998). Elles présentent donc un grand intérét dans
I’immunothérapie des cancers. Cependant, les résultats des essais cliniques basés sur
I’utilisation des DC comme vaccins anti-tumoraux ont été relativement décevants (Figdor et

al, 2004; Janikashvili et al, 2010).

Une nouvelle fonction des DC, leur cytotoxicité envers les cellules tumorales (Josien
et al, 1997; Suss & Shortman, 1996), pourrait étre un atout dans 1’amélioration des protocoles
d’immunothérapie. Notre équipe a mis au point un protocole de génération de cellules
dendritiques cytotoxiques (KDC, pour Killer Dendritic Cells) a partir de monocytes
différenciés en DC qui sont ensuite activées avec des LPS (Fraszczak et al, 2010; Lakomy et
al, 2011; Nicolas et al, 2007). Nous avons montré que ces KDC combinent une activité
cytotoxique contre les cellules tumorales et une capacité d’activation des LT spécifiques de la
tumeur. Ainsi, les KDC présentent un trés fort potentiel pour leur utilisation dans les
protocoles d’immunothérapie (Larmonier et al, 2010). Cependant, lors du développement de
la tumeur, les cellules cancéreuses induisent un environnement immunosuppressif vis-a-vis de

la réponse immunitaire anti-tumorale (Rabinovich et al, 2007). En outre, des études récentes,
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montrent que I’injection de DC favorise cet environnement, ce qui est une nouvelle

explication des échecs de I'immunothérapie utilisant les DC (Dhodapkar & Steinman, 2002).

L’utilisation des KDC en immunothérapie pourrait elle aussi étre inhibée par
I’environnement suppressif induit par la tumeur. Cet environnement suppressif est
principalement du a la présence de puissantes cellules immunosuppressives, les lymphocytes
T régulateurs (Nishikawa & Sakaguchi, 2010). L’objectif de notre projet de recherche est
d’étudier I’interaction des KDC avec les Treg et plus spécifiquement si les KDC ne favorisent

pas le développement des Treg.
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6 Matériels et méthodes

6.1 Lignée cellulaire

La lignée cellulaire de cancer colorectal HT29 provient de I’ATCC et est cultivée a
37°C sous atmosphere humide, en présence de 5% de CO2 dans du milieu complet (MC)
correspondant & du milieu RPMI 1640 (Lonza, Basel, Suisse) supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal (SVF) (Lonza) et 1% d’antibiotiques (Penicillin-Streptomycin-

Amphotericin B (PSA), 10K/25ug, Lonza).

6.2 Patients

Cinq patients admis au Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, atteints de différents
cancers a des stades avancés (Tableau 7), ont été inclus dans cette étude aprés avoir signé un

consentement en accord avec la Déclaration d’Helsinki.

Patients Age Type de cancer

P1 85 ans adénocarcinome prostatique métastatique
P2 89 ans sarcome métastatique

P3 51 ans adénocarcinome mammaire métastatique
P4 66 ans carcinome hépatocellulaire métastatique
P5 81 ans cancer métastatique de primitif inconnu

Tableau 7 : Caractéristiques des patients

6.3 Génération des cellules dendritiques

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont isolées par gradient de
densité¢ sur Ficoll (Eurobio, Courtaboeuf, France), a partir de prélévements provenant de
donneurs sains (buffy coat, EFS, Besancon, France) ou a partir de prélévements de patients

porteurs de cancer. Les monocytes sont ensuite isolés par un tri magnétique (AutoMACSPro)
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utilisant le kit « CD14" microbeads » selon les instructions du fabricant (Miltenyi Biotec,
Bergsh Gladbach, Allemagne). Les DC immatures sont obtenues en incubant les monocytes
(0,5.10° cellules/ml) dans du MC en présence de GM-CSF (100ng/ml) (Miltenyi Biotec) et
d’IL-4 (20ng/ml) (PromoCell, Heidelberg, Allemagne), pendant 5 jours. Une partie des DC
immatures est ensuite activée avec des lipopolysaccharides (LPS) (100ng/ml) (Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA) pendant 24h afin d’induire leur cytotoxicité (KDC).

6.4 Conversion des LT naifs en iTreg

A partir de PBMC, une purification magnétique utilisant le kit « naive CD4" T cells »
(Miltenyi Biotec) permet d’obtenir les LT naifs qui sont mis en culture a une concentration de
500 000 cellules/ml, en présence d’IL-2 (200ng/ml) (Miltenyi Biotec), de billes activatrices
anti-CD3/CD28 (10ul/10%ellules) (Invitrogen) et en présence ou non de TGF-B (15ng/ml)
(Miltenyi) Selon les conditions, des DC ou des KDC sont ajoutées, a différents temps de la

culture, au ratio 1IDC/10LT.

6.5 Sélection des Treg circulants

Les cellules sont isolées a partir de PBMC via un tri magnétique utilisant le kit «
CD4'CD25" regulatory T cell isolation kit » en suivant les recommandations du fournisseur
Miltenyi Biotec. Ce tri permet d’obtenir 2 fractions cellulaires, les Treg CD4 CD25"" et les
LT effecteurs CD4 CD25""". Les Treg sont ensuite mis en culture, avec de I’'IL-2 (200ng/ml)
(Miltenyi) et des Ac anti-CD3 et anti-CD28 (5ul/ml) en présence ou non de DC ou de KDC,
au ratio 1DC/10 nTreg pendant 24h.

6.6 Suivi de la prolifération cellulaire

Les LT CD4'CD25 purifiés a partir des PBMC sont marqués lors d’une incubation de
20 minutes a 37°C avec du Cell Trace Violet (TM) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Les
Treg CD25", cultivés en présence ou non de DC ou KDC pendant 24h, sont isolés par un tri
magnétique. Les LT marqués sont stimulés ou non avec des billes activatrices anti-CD3/CD28
(10ul/ 10°cellules) (Invitrogen) et mis en culture en présence ou non de différents ratio de Treg

(ratio Treg/LT: 1/1, 1/2 et 1/4). La prolifération cellulaire est mesurée, apres 4 jours de
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culture, en cytométrie en flux, puis les données sont analysées grace au logiciel ModFit
(version 3.0). L’index d’inhibition est déterminé a partir de I’index de prolifération selon la

formule suivante:

(Tsti-Tns)-(Texp-Tns)
(Tsti-Tns)

Pourcentage d’inhibition = ( ) x 100
Avec: Tsti: index de prolifération des LT stimulés
Tns: index de prolifération des LT non stimulés

Texp: index de prolifération des LT dans les conditions testées

6.7 Anticorps et cytométrie en flux

Caractérisations phénotypiques des Treg: Le kit « Human Treg Flow Kit (FoxP3
Alexa Fluor 488/CD4 PE-Cy5/CD25 PE) » (Biolegend, San Diego, USA) est utilisé lors de
I’étude phénotypique des Treg. Apres lavage, les LT sont incubés a 4°C pendant 30 min avec
des Ac anti-CD4 et anti-CD25 couplés a des fluorochromes dans 50uL. de PBS contenant
0,1% d’azide de sodium et 0,5% de sérum d’albumine bovine (SAB). Le marquage de Foxp3
¢tant intracellulaire, la perméabilisation et la fixation des cellules sont effectuées avec un
tampon de fixation et de perméabilisation fourni par le fabricant et selon ses instructions. Les
cellules sont ensuite incubées avec 1’ Ac anti-FoxP3 dans 50puL de tampon de perméabilisation

pendant 30 min. Puis les cellules sont lavées et mises en suspension dans 350uL. de PBS.

Etude des facteurs de transcription: Les cellules sont dans un premier temps marquées
avec I’Ac anti-CD4-PECy7 puis les cellules sont fixées et perméabilisées ; Les cellules sont
ensuite marquées, séparément, avec les Ac couplés a des fluorochromes (anti Tbet-PE, anti
GATA-3-PE et anti RORYt-PE), en suivant les recommandations du fournisseur (eBioscience,

San Diego, USA). Apres un lavage les cellules sont reprises dans 350uL de PBS.

Etude des cytokines intracellulaires: Les cellules sont stimulées avec du phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) (0,1pug/ml) et de I’'ionomycine (1pug/ml) (stimulent la production
de cytokines) et traitées avec du Golgi Plug (1ul/ml) (bloque la sécrétion des cytokines).

Apres 5h de stimulation, les cellules sont fixées, perméabilisées et les Ac (eBioscience)
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suivant utilisés: anti CD4-PECy7, anti IFN-y-APC, anti IL-4- Alexa Fluor 488 et anti IL-17-
eFluor 450.

Les échantillons sont ensuite analysés en cytométrie en flux, sur le cytometre LSRII
(BD Biosciences, San Diego, USA), les intensités de fluorescence sont acquises avec le

logiciel FACS diva. Les résultats sont ensuite traités avec le logiciel Flow JO.

6.8 Marquage Annexine V/iodure de propidium (IP)

Le pourcentage de cellules apoptotiques et nécrotiques est déterminé en utilisant le kit
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences) selon les instructions du
fabricant. L’annexine V a une forte affinité pour la phosphatidylsérine qui est présente sur la
face extra-cellulaire des membranes des cellules uniquement quand elles entrent en apoptose.
L’IP, un intercalant de I’ADN, peut diffuser dans les cellules nécrotiques ou en apoptose

tardive.

6.9 Mesure des concentrations en cytokine par un test ELISA

Les concentrations en IFN-y et IL-6 des surnageants de cultures sont déterminées par
un test ELISA en utilisant les kits « ELISA Ready-SET-Go ! » (eBioscience), selon les
recommandations du fournisseur. Les plaques sont lues au spectrophotometre 2030 Multilabel
Reader VICTOR X4 (PerkinElmer, Courtaboeuf, France), a 450nm, grace au logiciel
PerkinElmer 2030 Manager.

6.10 Statistiques

Toutes les expériences pour lesquelles des analyses statistiques sont montrées ont été
reproduites au moins 3 fois ou réalisées en triplicate. Le test de Friedman a été¢ utilisé pour
comparer les différents groupes entre eux (* p<0,05 et **p<0,01). Les analyses statistiques

ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism®.
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7 Résultats

Les KDC étant des cellules matures, les Treg n’ont que peu d’effet sur leur propriété
immunogénique (Fraszczak, 2011). Cependant, il est possible que les KDC, de par leur
caractére inflammatoire, puissent avoir une action sur les Treg, notamment sur leur
phénotype, leur génération et/ou leur fonction immunosuppressive. Aussi, nous avons étudié
I’effet des KDC sur les Treg circulants, avant de nous intéresser a I’effet des KDC sur la

génération des Treg.

7.1 Effets des KDC sur les Treg circulants

Nous avons étudié dans un premier temps 1’effet des KDC sur la viabilité des Treg
circulants en isolant les cellules CD4 CD25" du sang de donneurs sains. La viabilité est
déterminée en cytométrie en flux, par un marquage par 1’Annexine V-FITC et par I’IP. La
figure 14A montre que lorsque les KDC sont présentes dans la culture pendant 24h, le
pourcentage de Treg viables passe de 57,13% a 53,37%. Cette différence n’est pas
significative et suggere donc que les KDC n’exercent pas leur activité cytotoxique sur les
Treg. Ce résultat est concordant avec les résultats obtenus lors de I’étude de I’effet
cytotoxique des KDC sur les LT CD3" (Lakomy et al, 2011). De plus, nous avons également
vérifié I’impact des KDC sur la viabilité des LT CD4'CD25, obtenus lors de 1’isolation des
Treg. Les résultats ne montrent pas d’augmentation de la mort cellulaire (Figure 14B). Les

KDC ne sont donc pas cytotoxiques contre les LT.

La principale caractéristique phénotypique des Treg est leur expression du facteur de
transcription FoxP3, qui est impliqué dans leur fonction immunosuppressive (Fontenot et al,
2003). La suite de notre travail a donc ét¢ de déterminer 1’effet des KDC sur le phénotype des
Treg circulants et plus particulierement sur I’expression de FoxP3. Les résultats obtenus apres
24h de culture montrent que FoxP3 est exprimé par 21,40% des Treg lors de la coculture avec

des KDC contre 19,47% et 21,96% lors de la culture seuls ou avec les DC (Figure 14C).
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Figure 14 : Etude de I’effet des KDC sur la viabilité et le phénotype des Treg circulants.
Les Treg CD4" CD25" (50 000 cellules/200ul) isolés a partir des PBMC sont cultivés en
présence d’IL-2 (200ng/ml) et avec ou sans DC activées ou non avec des LPS (100ng/ml). A,
B, Aprés 24h, les Treg (A) et LT effecteurs CD4'CD25™ (B) sont marqués avec un Ac anti-
CD3 et a ’Annexine V-FITC et a I’IP puis sont analysés en cytométrie en flux. C, Apres 24h,
le pourcentage de Treg CD4 CD25 FoxP3" est déterminé par cytométrie en flux. Ce résultat
est représentatif de 2 expériences distinctes.

Afin de compléter ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’effet des KDC sur la
fonction suppressive des Treg. Pour cela, des Treg isolés du sang de donneurs sains ont été
cultivés en présence de KDC pendant 24h. Les Treg ont ensuite été isolés et mis en culture

avec des LT stimulés par des billes anti-CD3/CD28 et marqués avec du Celltrace, une
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molécule fluorescente permettant de suivre la prolifération des cellules. La figure 15 souligne
la forte capacité des Treg a inhiber la prolifération des LT effecteurs. L’index de prolifération
passe de 6 pour les LT stimulés a 1.26 en présence de Treg au ratio 1/1 et 2.73 au plus faible
ratio (Figure 15 A). L’inhibition de la prolifération est similaire lorsque les Treg ont été
cultivés avec les KDC pendant 24h. Nous observons ainsi un pourcentage d’inhibition de
95.56% au ratio 1/1 et 81.82% au ratio 1/4 (Figure 15 B). Les KDC n’affectent donc pas la

capacité des Treg a inhiber la prolifération des LT.
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Figure 15 : Etude de ’effet des KDC sur la fonction immunosuppressive des Treg isolés
du sang. A, B, Les Treg (140 000 cellules/200ul) ont été cultivés en présence d’IL-2
(200ng/ml), d’anticorps anti-CD3 et anti-CD28 (5ul/ml), en présence ou non de DC ou KDC
(28 000 cellules/200pul). Apres 24h, les Treg CD25" ont été isolées par tri magnétique et mis
en culture avec des LT marqués avec du Celltrace, en présence de billes activatrices
(10ul/10°%ellules), a différents ratio Treg / LT (1/1, 1/2, et 1/4. Aprés 4 jours de culture, le
taux de prolifération des LT est analysé en cytométrie en flux. (Pi = index de prolifération). B,
Pourcentage d’inhibition de la prolifération des LT par les Treg lors 2 expériences distinctes.
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Nos résultats montrent ainsi que les KDC n’ont d’effet ni sur la viabilité, ni sur le
phénotype, ni sur la fonction immunosuppressive des Treg circulants. Cependant, la
population de Treg circulants chez les sujets sains ne représente que 5% des LT CD4" totaux,
aussi le role joué par ces Treg dans les mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire,
utilisés par les cellules tumorales, n’est que modeste en comparaison de celui joué¢ par les
Treg induits (iTreg) dont la génération est trés activement favorisée par les cellules
cancéreuses et les cellules du microenvironnement tumoral (Nishikawa & Sakaguchi, 2010).
Il est donc intéressant de réaliser des expériences complémentaires, notamment I’étude
fonctionnelle, sur des Treg isolés du sang de patient porteur de tumeur. Aussi, nous avons
¢tudié les effets des KDC sur les iTreg. La premiére étape a été de déterminer 1’effet des KDC

sur la génération des Treg.

7.2 Effets des KDC sur la génération des Treg

Dans le but de déterminer si les KDC jouent un rdle dans la conversion des LT naifs
en Treg, nous avons cultivé des LT naifs stimulés seuls ou en présence de DC ou de KDC.
Cette conversion est évaluée par ’étude de I’expression de FoxP3 par les LT CD4'CD25".
Nous avons ainsi observé qu’en moyenne, 26,81% des LT naifs se convertissaient
spontanément en LT exprimant FoxP3 (Figure 16A et B). Le pourcentage de ces LT FoxP3"
est sensiblement le méme en présence des DC avec une moyenne de 20,33% de LT.
Cependant, nous avons pu noter une diminution significative de la conversion spontanée des

LT naifs en LT FoxP3" en présence de KDC.

Afin de confirmer ces résultats, nous avons utilis€ un protocole nous permettant de
générer in vitro des Treg. En effet, il est possible d’induire la différenciation de Treg a partir
de LT naifs en cultivant les LT en présence de TGF-f§ et de CPA (Valzasina et al, 2006). Le
TGF-B, une cytokine sécrétée par de nombreuses cellules tumorales et cellules immunitaires

suppressives, est indispensable dans la conversion des Treg. Afin de mimer ’activation par
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une CPA, nous avons utilisé des billes recouvertes d’Ac anti-CD3 et anti-CD28, qui stimulent
les LT en mimant les signaux d’activation envoyés par les CPA et de I’'IL-2. Les LT naifs ont
ensuite été cultivés en présence de TGF-B, d’IL-2 et de billes activatrices. Nous avons obtenu
un taux ¢€levé de conversion des LT naifs avec en moyenne 65,29% de Treg apres 5 jours de
culture (Figure 16A et C). Afin d’étudier I’effet des KDC sur cette différenciation, des DC ou
KDC ont été ajoutées a la culture a différents temps (Oh ou 24h) au cours de la conversion des
Treg. Nos expériences ont ainsi mis en évidence que I’ajout de KDC dans la culture entraine
une diminution relative de 1’expression de FoxP3 de 1’ordre de 78,14% lorsque les KDC sont
ajoutées des le début de la différenciation des LT naifs (Figure 16). Nous avons obtenu un
résultat similaire lorsque les KDC sont ajoutées aprés les 24 premicres heures de
différenciation des LT naifs en Treg. Le pourcentage de Treg passe alors de 56,01% a
15,15%, en moyenne. Les KDC sont donc capables de bloquer la polarisation des LT naifs en
Treg induite par le TGF-B. Bien que plus importante avec les KDC, nous observons
¢galement une inhibition de la différenciation en Treg en présence des DC «classiques». Ceci
s’explique par le fait que les DC ajoutées sont matures et qu’elles favorisent donc la réponse

immunitaire effectrice plutot que la réponse suppressive (Lutz & Schuler, 2002).
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Figure 16 : Etude de I’effet des KDC sur conversion des LT naifs en Treg. 5.10° LT naifs
isolés de PBMC du sang de donneur sain ont été cultivés en présence de billes activatrices
(anti-CD3/CD28), d’IL-2 (200ng/ml) et avec (C-D) ou sans (A-B) TGF-B (15ng/ml) pour
induire des Treg. Des DC ou KDC ont été ajoutées dans certaines cultures, au début des
cultures (A-B et C-D) ou 24h apres le début (E-F), au ratio 1DC/10LT. Le taux de Treg
CD4'CD25FoxP3" est déterminé en cytométrie en flux aprés 5 jours. B, D,F, * p<0,05 et
*#p<0,01(test de Friedman)
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Dans le but de se placer dans les conditions les plus proches de celles de leur
utilisation future dans les protocoles d’immunothérapie anti-tumorale, nous avons vérifié si
les KDC générées a partir du sang de patients atteints de cancer présentaient les mémes
propriétés. Pour cela, des KDC ont été générées a partir des monocytes périphériques isolés
du sang de patients atteints de différents cancers a des stades avancés et mis en culture avec
des LT naifs en présence de billes activatrices, d’IL-2 et de TGF- pendant 5 jours. En raison
de la faible quantité de sang prélevée chez les patients, nous n’avons pu obtenir suffisamment
de LT naifs pour mener a bien les expériences. Nous avons poursuivi ces travaux sur les KDC
de patients atteints de cancer en utilisant des LT allogéniques isolés du sang de donneurs
sains. Les résultats obtenus sont similaires a ceux observés avec les KDC générées a partir des
monocytes de donneurs sains. En effet, les figures 17A et 17B montre que les KDC générés a
partir des monocytes de patients atteints de cancer entrainent également une diminution de

I’expression de FoxP3 de I’ordre de 44%.

La principale caractéristique des KDC est leur propriété de tuer les cellules tumorales.
Nous avons donc ensuite vérifié si le contact des KDC avec les cellules tumorales et leur
activité cytotoxique pouvaient affecter leur capacité a inhiber la génération de Treg. Ainsi, les
KDC, générées a partir de monocytes de patients atteints de cancer, ont préalablement été
cultivées avec des cellules tumorales pendant 24h, temps nécessaire a leur activité
cytotoxique. Puis, les KDC ont été isolées et mises en culture avec des LT naifs en présence
de TGF- B. L’¢tude de la conversion des LT en Treg, réalisée 5 jours plus tard en cytométrie
en flux, montre que le taux d’expression de FoxP3 passe de 70,14% en 1’absence de DC a
18,86% en présence de ces KDC (Figure 17C). Ainsi, les KDC, générées a partir du sang de

patients et ayant tué¢ des cellules tumorales, sont tout aussi capables d’inhiber la

différenciation en Treg.
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Figure 17 : Etude de ’effet de KDC générées a partir de patient porteur de tumeur
ayant déja tué des cellules tumorales sur la conversion des LT naifs en Treg. 5.10° LT
naifs provenant de donneur sain ont été cultivés avec de I’IL-2 (200ng/ml) et des billes
activatrices (10ul/ 10%ellules) en présence de TGF-p (15ng/ml) et de 5.10% DC isolées a partir
du sang de 5 patients porteurs de tumeur et activées ou non par des LPS (100ng/ml) et ayant
(C) ou non (A-B) été préalablement cultivées avec des cellules tumorales HT29 pendant 24h.
Les résultats montrés sont ceux des patients P2 (A) et PS5 (C). Le taux de Treg
CD4'CD25 FoxP3" a été déterminé en cytométrie en flux aprés 5 jours.

La premiére partie de ce travail nous a permis de mettre en évidence que les KDC
générées a partir de monocytes de donneurs sains ou de patient était dotées de la capacité
d’inhibition de la polarisation des LT naifs en Treg. Afin de compléter ce travail, il est

primordial de déterminer le phénotype des LT obtenus a 1’issue de cette coculture.

7.3 Effets des KDC sur la polarisation des LT naifs

Bien qu’il n’y ait pas de conversion des LT naifs en Treg, nous observons
’accumulation d’une population de LT CD4" activés puisqu’ils expriment la molécule CD25.

Nous nous sommes donc intéressés au phénotype de ces LT générés en présence de KDC.
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Plusieurs sous-populations de LT ont été décrites dans la littérature et sont identifiées
par leurs différents phénotypes. Nous avons étudié¢ la production cytokinique et 1’expression
des facteurs de transcription caractéristiques des principales sous populations de LT: I’'IFN-y
et Tbet pour les LThl, I’IL-4 et GATA-3 pour les LTh2 et I’IL-17 et RORYt pour les LTh17.
Ces études n’ont pas mis en évidence de modification significative du pourcentage de cellules
produisant de I’'IL-4 ou de I’IL-17, puisque ce pourcentage varie de moins de 3% entre les
conditions (Figure 18A). De méme, I’expression des facteurs de transcription GATA-3 ou
RORyt reste faibles (Figure 18B). Les KDC ne semblent donc pas avoir d’effet sur la
polarisation des LTh2 et LTh17. En revanche, nous observons que la présence de KDC induit
une augmentation du pourcentage des cellules produisant de I’'IFN- y (Figure 18A). Alors que
moins de 10% des LT cultivés seuls ou avec du TGF-B produisent de I’'IFN- vy, 28% des LT
co-cultivés avec des KDC expriment un phénotype de Thl. Un fort pourcentage de cellules
exprimant Tbet est aussi observé en présence de KDC (Figure 18B). Les KDC sont donc
capables d’induire la conversion des LT naifs en LThl et ce malgré la présence de TGF-3
dans la culture. Ces résultats sont confirmés par la mesure de la concentration d’IFN-y dans
les surnageants de culture par un test ELISA. En effet, une forte sécrétion d’IFN-y est
observée, de ’ordre de 12ng/ml, en présence de KDC (Figure 18C). Bien qu’une diminution
de la conversion des Treg ait également été observée en présence de DC conventionnelles, nos
résultats ne mettent pas en évidence d’induction d’une différenciation vers un phénotype
LThl, comme le montrent les faibles productions et sécrétions d’IFN-y (Figure 18 A+C). Les
KDC ont donc I’avantage, contrairement aux DC, de favoriser la conversion des LT naifs en
LThl malgré la présence de TGF-B, ce qui est tres positif en immunothérapie des cancers
puisque les LThl ont un rdle central dans la réponse immunitaire anti-tumorale (Hung et al,

1998; Rakhra et al, 2010).
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Figure 18 : Etude de D’effet des KDC sur la polarisation des LT naifs. Les LT naifs
(5.10°cellules/ml) isolés a partir du sang de donneurs sains ont été cultivés comme
précédemment pendant 5 jours. A, les LT ont été exposés pendant 5h a du Golgi Plug
(1pl/ml), du PMA (0,1pg/ml) et a de I’ionomycine (1pg/ml), puis I’expression intracellulaire
de I'IFN-y, ’'IL-4 et I'IL-17 a été analysée en cytométrie en flux. B, I’expression de différents
facteurs de transcription lors de la différenciation en présence de KDC a été analysée par
cytométrie en flux: Tbet pour les LThl, GATA-3 pour les LTh2 et RORyt pour les LTh17. C,
la concentration en IFN-y a ¢ét¢ mesurée dans les surnageants des différentes cultures de LT
naifs par un ELISA.
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7.4 Mécanismes impliqués

Afin de déterminer par quel(s) mécanisme(s), les KDC bloquent la conversion des LT
naifs en Treg et induisent leur différenciation vers un profil Thl, nous avons étudié le profil
des cytokines sécrétées par les KDC. Ainsi, nous avons observé une forte sécrétion d’IL-6, de
I’ordre de 12 ng/ml (Figure 19A) par les KDC contrairement aux DC qui n’en produisent pas.
L’IL-6 étant une cytokine connue pour bloquer la différenciation des Treg en présence de
TGF-B (Bettelli et al, 2006), nous avons test¢ son implication dans I’inhibition de la

génération des Treg par les KDC.

Les résultats montrent que 1’utilisation d’un inhibiteur du récepteur a I’'IL-6, le
Tocilizumab, ne permet pas de rétablir la génération de Treg (Figure 19B). L’IL-6 ne semble
donc pas étre impliquée dans I’inhibition de la différenciation des Treg. Ce résultat est
concordant avec nos résultats et la littérature. En effet, la combinaison des cytokines TGF-f et
IL-6 est responsable de la polarisation des LT naifs en LThl7 (Samson et al, 2012b).
Cependant, malgré la sécrétion de I’IL-6 par les KDC, dans notre modele d’étude, les LT
naifs se différencient en Thl, ce qui suggere que I’IL-6 n’est pas impliquée dans ce

phénomeéne.
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Figure 19 : Etude de I’implication de I’IL-6 dans les mécanismes inhibiteurs utilisés par
les KDC. A, La concentration en IL-6 a été mesurée, dans les surnageants de cultures de DC
activées ou non par des LPS, par un test Multiplex. B, les LT naifs (5.10°cellules/ml) isolés a
partir du sang de donneur sain ont €té cultivés en présence d’IL-2 (200ng/ml), de billes
activatrices (10pl/10%ellules), de TGF-B (15ng/ml) et de DC ou KDC (5.10*cellules/ml)
pendant 5 jours. Du Tocilizumab (100pg/ml) a été ajouté a Oh, 24h et 48h dans certains puits.
Le taux de Treg CD4 CD25 FoxP3" a été déterminé en cytométrie en flux aprés 5 jours.

Afin d’approfondir I’étude de(s) mécanisme(s) impliqué(s) dans I’inhibition de la
conversion de Treg par les KDC, nous avons ensuite vérifié si les KDC nécessitaient d’étre en
contact ou pas avec les LT naifs pour bloquer leur différenciation. Lors de la co-culture, les
LT naifs ont été physiquement séparés des KDC via un systéme de Transwell. Ce systeme de
membrane semi-permeéable (pores de 0,4um de diamétre) empéche tout contact direct entre

ces cellules mais laisse passer les différents facteurs solubles secrétés lors de ces co-cultures.
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Lorsque le contact est possible entre les LT et les KDC nous obtenons 22,8% de Treg, alors
qu’en présence d’un Transwell, 60,7% des LT expriment un phénotype de Treg (Figure 20).
Ces résultats montrent donc que la séparation physique entre les KDC et les LT naifs, permet
de restaurer une conversion des LT naifs en Treg équivalente a celle induite en absence de
KDC (64,6%). L’inhibition de la conversion induite par les KDC est donc dépendante d’un

contact direct avec les LT.

LT naifs LT naifs LT naifs LT naifs
natts +TGF-B +TGF-p+DC +TGF-B +KDC
23.7

’ 314

FoxP3

Transwell

CDh4

Figure 20 : Etude de I’effet des KDC sur la conversion en Treg en séparant les 2 types
cellulaires par un Transwell. Les LT naifs (5.10°cellules/ml/puits) ont été cultivés en
présence d’IL-2 (200ng/ml), de billes activatrices (10ul/10°cellules), avec du TGF-B
(15ng/ml), en présence ou non de DC ou KDC (5.10%ellules/ml) et avec ou sans un
Transwell. Aprés 5 jours de culture, le taux de cellules CD4 CD25 FoxP3" est analysé en
cytométrie en flux.

Nos études précédentes ont permis d’identifier les péroxynitrites comme étant
impliqués dans [Dactivité¢ cytotoxique des KDC. Pour étre cytotoxique ces molécules
nécessitent une forte proximité avec les cellules cibles en raison de leur trés courte demi-vie.
Une forte production de ces espéces oxygénées est produite par les KDC. Or, il a été montré
que les péroxynitrites induisent de nombreuses modifications de protéines et sont entre autre
capables de provoquer D’activation de ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) en
phosphorylant le récepteur EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et les protéines kinase
Raf-1 et MEK (Pacher et al, 2007; Zhang et al, 2000). ERK est une protéine kinase capable de

moduler I’expression de certains genes, et notamment I’expression du facteur de transcription
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FoxP3, ce dernier étant exprimé lorsque la phosphorylation de ERK est inhibée (Luo et al,
2008). Nous avons donc poursuivi notre étude en vérifiant si les péroxynitrites, via
I’activation de ERK, pouvaient étre responsables de I’inhibition de la conversion de Treg dans

notre modéle.

Pour cela, nous avons utilisé le FeTPPS, un catalyseur des peroxynitrites, a différentes
concentrations (50 uM et 75uM). Nos résultats montrent, qu’avec 50uM de FeTPPS, le
pourcentage de Treg générés en présence de KDC est Iégerement augmenté (de 15%) (Figure
21). Cependant, avec cette méme concentration de FeTPPS, nous remarquons que le
pourcentage de Treg générés seuls (LT naifs + TGF-f) est également augmenté d’environ
15%. Avec une plus forte concentration (75uM), nous observons un rétablissement de la
génération des Treg en présence KDC. Cependant, nous avons pu noter que cette dose est
toxique pour les LT cultivés seuls (sans DC). Nous ne pouvons donc conclure sur une réelle
implication des péroxynitrites dans ce mécanisme, d’autant plus que 1’utilisation du NMMA,
I’inhibiteur de 1’enzyme NOSi responsable de la production de NO (impliqué dans la
formation des péroxynitrites), ne semble pas avoir d’effet sur I’inhibition de la conversion des

Treg médiée par les KDC (Figure 21).
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Figure 21 : Etude de I’implication des péroxynitrites et du NO dans les mécanismes
inhibiteurs des KDC. Les LT naifs (5.10°cellules/ml) ont été cultivés en présence d’IL-2
(200ng/ml), de billes activatrices (10pl/10°cellules), avec du TGF-p (15ng/ml), en présence
ou non de DC ou KDC (5.10%cellules/ml) et avec ou sans FeTPPS (50 ou 75 uM) ou NMMA
(ImM). Aprés 5 jours de culture, le taux de cellules CD4'CD25'FoxP3" est analysé en
cytométrie en flux.
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PARTIE 2: ETUDE PHENOTYPIQUE DES CELLULES
DENDRITIQUES SPLENIQUES HUMAINES LORS DES CANCERS

ET MALADIES AUTO-IMMUNES

8 Objectifs

Les DC jouent un role capital dans la réponse immunitaire en orchestrant la réponse
adaptative. Depuis leur découverte en 1868 par Langerhans et leur description en 1973 par
Steinman (Steinman & Cohn, 1973), plusieurs sous populations de DC ont pu étre décrites,
avec une forte variation dans leur nombre, leur origine, leur localisation, leurs fonctions et
role dans la physiopathologie de diverses pathologies. Alors que chez la souris, les DC
spléniques sont de loin les plus étudiées, la majorité des connaissances sur les DC humaines
font référence aux cellules circulantes dans le sang ou aux DC générées a partir de
progéniteurs de la moelle osseuse. Il n’existe que peu d’études portant sur la fréquence et la

distribution des DC dans les organes lymphoides.

La rate, qui est le plus gros des organes lymphoides, joue un rdle important a la fois
dans les réponses immunitaires innée et adaptative. Plusieurs études ont montré que les
différentes sous populations de DC décrites dans le sang sont retrouvées dans la rate des sujets
sains (Mittag et al, 2011), cependant il n’existe a ce jour aucune information portant sur les
sous-types de DC dans la rate de patients porteurs de tumeurs ou atteints de maladies auto-
immunes. Or, les DC ont un role trés important dans ces deux pathologies, liées a un défaut
dans les mécanismes de tolérance. En effet, I’environnement immunosuppressif induit par la
tumeur conduit a D’inhibition des DC, notamment a [’inhibition de leur activation et
maturation, ce qui aboutit a la génération de DC tolérogenes, c'est-a-dire tolérantes envers les
cellules tumorales. Lors des MAI au contraire, le contexte inflammatoire particulier conduit
les DC présentant des auto-Ag a induire une réponse immunitaire dirigée contre le soi

(Steinman & Banchereau, 2007).

Une meilleure compréhension de la réponse immunitaire au cours de ces 2 types de

pathologies, au niveau d’un organe lymphoide majeur tel que la rate, est indispensable pour
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adapter au mieux les thérapeutiques. Etant donné la position clé des DC dans I’initiation de la
réponse immunitaire spécifique, ces nouvelles connaissances pourraient permettre de cibler
certains sous-types de DC afin de les activer ou de les inhiber lors de ces différentes

pathologies.
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9 Matériels et méthodes

9.1 Patients

Dix huit patients admis au Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, dix atteints de

tumeurs, sept ayant une MAI et un témoin (Tableau 8), ont été inclus dans cette étude apres

avoir signé un consentement en accord avec la Déclaration d’Helsinki. L’étude a été

approuvée par le comité d’éthique de Bourgogne. La plupart des patients atteints de cancer et

le t¢émoin n’ont regu aucun traitement. En revanche, les patients atteints de MAI ont pour la

plus part recu une corticothérapie (tous sauf b2), du Rituximab (tous sauf b4) et des injections

intraveineuses d’ Immunoglobulines (Ig) (tous) avant leur splénectomie

. . . Traitements
Rate Diagnostic Traitements recus
avant
a [Trauma Aucun Aucun
b [PTI Corticoides, IglV, RTX IglV
¢ |Thrombopénie Cyclique (ATCD de Shulman) [RTX IgIlV
d [(Evans Corticoides, IglV, RTX Corticoides
e |PTI, maladies cardio-artérielles, deficit IgA Corticoides, IglV, disulone IglV
f |PTI Corticoides, disulone IglV
g |PTI Corticoides, disulone,RP IglV
h [PTI Corticoides, disulone, RTX, Romiplostim |Romiplostim
i |LMNH B de la zone marginale 6 RCD Aucun
j |LMNH B de lazone marginale Aucun Aucun
k |LMNH B du manteau Aucun Aucun
1 |LMNH alymphocytes villeux Aucun Aucun
m |TIPMP/Cystadenome mucineux Aucun Aucun
n [Adénocarcinome pancréatique pT3NxMO Aucun Aucun
o |LMNH B de la zone marginale Aucun Aucun
p |LMNH B de la zone marginale Aucun Aucun
q [LMNH B diffus a grandes cellules
r |Adénocarcinome gastrique T3N1MO LV5FU2 carboplatine Aucun
s |Hamartome splénique Aucun Aucun
t |Tumeur de Frantz solide et pseudo papillaire |Aucun Aucun

Tableau 8 : Caractéristiques des patients splénectomisés

(PTL:

Purpura Thrombopénique Immunologique ;

LMNH: Lymphome Malin Non-

Hodgkinien ; TIPMP: Tumeur Intracanalaire Papillaire et Mucineuse du Pancréas ; RTX:
Rituximab ; IgIV: Immunoglobulines par voie IntraVeineuse)
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9.2 Obtention des cellules mononuclées de la rate (SMC)

Les prélevements de rates des patients sont obtenus dans I’heure suivant la
splénectomie. Ces échantillons sont alors coupés en pieces d’environ 2mm3 et digérés grace a
une solution de dissociation, composée de désoxyribonucléase (0.1mg/ml, Sigma Aldrich) et
de libérase TL (0.1mg/ml, Roche, Mannheim, Allemagne) dans du milieu complet (MC,
RPMI+ 10% SVF + 1% PSA), a une concentration de 16mg/ml. Le mélange est maintenu a
37°C sous agitation pendant 25 min. La digestion enzymatique est ensuite stoppée par 1’ajout
d’un tampon (PBS + 2mM EDTA). Puis, les cellules mononuclées de la rate (SMC, Splenic
Mononuclear Cells) sont isolées par un gradient de densité sur Ficoll (Eurobio). Les SMC
sont ensuite congelées par ampoule de 100.10° cellules, dans du SVF contenant 10% de

diméthylsulfoxyde (DMSO), et conservées dans ’azote liquide.

9.3 Stimulation des SMC

Apres décongélation, les SMC ont été cultivées, a une concentration de 10°
cellules/ml, pendant 24h, en présence ou non de différents agonistes de TLR (LPS, 100ng/ml,
Sigma Aldrich ; Pam3CSK4 (PAM), Sug/ml, Invivogen ; oligodesoxynucléotides CpG
(CpQG), Spg/ml, Invivogen ; Acide polyinosinique polycytidylique (Poly I:C, 100ng/ml,
Invivogen) ou de billes activatrices des lymphocytes (anti-CD3/CD28, 10ul/10°cellules,

Invitrogen).

9.4 Anticorps et cytométrie en flux

Caractérisations phénotypiques des sous populations de DC: Les SMC décongelées (10°
cellules) ont été incubées avec les Ac (CD11c-PECy7, HLA-DR-PB, CD14-BV510, CD16-
APC, CD1c-FITC, CLEC9A-PE et CD303-FITC), dans du PBS + 0,5% SAB, pendant 30 min

a 4°C. Puis les cellules ont été lavées et mises en suspension dans 350ul de PBS.

Evaluation de Dactivation des sous populations de DC: Les Ac anti CD86-PerCP et anti

CDB83-APC ont été ajoutés aux marquages permettant I’évaluation de I’activation des DC.

Caractérisations phénotypiques des sous populations de lymphocytes: Les SMC sont

marquées avec les Ac suivant: CD3-BV510, CD4-PECy7, CD8-PB, CD19-APC et CD25-PE.
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Les échantillons ont ensuite ¢été analysés par cytométrie en flux, sur le cytometre
LSRII (BD Biosciences, San Diego, USA), les intensités de fluorescence sont acquises avec le

logiciel FACS diva. Les résultats sont ensuite traités avec le logiciel Flow JO.

9.5 Statistiques

Le test de Wilcoxon a été utilisé pour comparer les différents groupes entre eux (*
p<0,05 et **p<0,01). Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad

Prism®.
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10 Résultats

Les études ont montré qu’il est possible de distinguer trois principales sous
populations de DC au sein des rates humaines: les mDCI, les mDC2 et les pDC. Ces sous
populations ont dans un premier temps été décrites dans le sang, puis dans les organes
lymphoides secondaires (Mittag et al, 2011; Segura et al, 2012; Ziegler-Heitbrock et al, 2010).
Notre but étant de cibler les DC de la rate lors de protocoles d’immunothérapie, une
caractérisation précise des DC présentes dans la rate des patients est nécessaire. Nous nous
sommes donc intéressés a la répartition des sous populations de DC dans la rate humaine,

ainsi qu’a leur réponse a la stimulation par les ligands de TLR.

10.1 Caractérisation des sous populations de DC spléniques humaines

Historiquement, les sous populations de DC humaines ont ét¢ définies par un petit
nombre de marqueurs phénotypiques, au sein de la population cellulaire exprimant le CMH-
II. Dans le sang, les DC sont divisées en 2 populations principales: les pDC et les mDC. Ces
derniéres regroupent 2 sous-types: les DC BDCA1/CDIc’, appelées mDCI1, et les mDC2
exprimant les molécules BDCA3/CD141 et CLEC9A (Ziegler-Heitbrock et al, 2010). Ces 3
sous populations de DC ont également été identifiées dans les organes lymphoides
secondaires comme les ganglions lymphatiques ou la rate (Mittag et al, 2011; Segura et al,
2012). L’héterogeénéité des DC, au sein de la rate humaine, a d’abord été mise en évidence par
des études histologiques (Mcllroy et al, 2001; Velasquez-Lopera et al, 2008). Les travaux de
Mcllroy et al., sur des rates de donneurs d’organes décédés, ont ainsi révélé la présence de 3
types de DC définis par leur localisation: les DC de la zone marginale, les DC des aires B et
les DC des zones T, ces derniéres présentant un phénotype moins mature que les 2 autres sous
populations (Mcllroy et al, 2001). Mittag et al. ont ensuite approfondi ces travaux en étudiant
les phénotypes et fonctions des DC au sein de la rate humaine (Mittag et al, 2011). Les
¢chantillons de rates, provenant de donneurs d’organes décédés, ont été dissociés de fagon
enzymatique par une solution de collagénase et de DNase, et les cellules mononucléées ont
ensuite été isolées par un gradient de ficoll. L’étude phénotypique a ainsi permis d’identifier 4
sous populations de DC au sein des cellules HLA-DR" Lin (CD3, CD14, CD19 et CD56): les
pDC CDl1lc CD304" et parmi les DC CD1lc", 3 sous types exprimant respectivement le

CDlb/c, le CD141 et le CD16. En nous inspirant de cette méthode, nous avons mis au point
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notre propre protocole de dissociation de rate qui utilise une solution de désoxyribonucléase et
de libérase T. De méme, les SMC sont isolées de la suspension cellulaire apres une séparation
par un gradient de ficoll. Nous avons ainsi pu étudier les phénotypes des DC spléniques chez
des patients atteints de différentes pathologies. Cette ¢étude a été réalisée a partir des
échantillons de rates prélevées chez 10 patients atteints de cancers, 3 cancers solides (2
tumeurs pancréatiques et un adénocarcinome gastrique) et 7 lymphomes (LMNH), et chez 7
patients atteints de MAI (dont 6 PTI) ayant regu différents traitements (IgI'V, corticoides ou
Anti-CD20). Afin de mettre en évidence une éventuelle modification de la distribution des
DC spléniques du a ces pathologies, nous avons cherché a comparer nos résultats avec ceux
obtenus avec des rates saines. Cependant, ces échantillons de rate saine sont trés rares, ainsi
nous n’avons obtenu, depuis le début de 1’étude, qu’un échantillon, la splénectomie ayant été
justifiée par une rupture post-traumatique. Malheureusement, cet échantillon unique de ne
nous permet pas de faire d’analyse statistique. Enfin, les rates de 2 patients atteints de tumeurs
bénignes (un hamartome splénique et une tumeur de Frantz) ont aussi été analysées. Ces
résultats montrent une forte similitude avec ceux de 1’analyse de la rate saine, c¢’est pourquoi,
afin de pouvoir réaliser les analyses statistiques, nous avons choisi de combiner ces 2 groupes,

la rate saine et les 2 rates de tumeurs bénignes, pour former le groupe « Témoin ».

L’analyse, en cytométrie en flux des différents marqueurs phénotypiques de chaque
sous type de DC a permis I’identification des 3 principales sous populations de DC au sein
des rates humaines. La stratégie d’analyse utilisée est la suivante: parmi les cellules vivantes,
les mDC CDIllc” HLADR" ont été discriminées des cellules CD11c” HLA-DR™ qui
contiennent les pDC CD303". Au sein des mDC, les mDC2 ont été identifiées par
I’expression de CLEC9A et les mDC1 par le phénotype CD16CDIc" (Figure 22A). Nos
résultats confirment ainsi la présence des 3 principales sous populations de DC dans la rate
humaine. L’étude de la distribution de ces sous populations dans le sang a révélé que les
mDC1 et les pDC représentaient chacune, environ 1% des PBMC alors que les mDC2,
beaucoup plus rares, ne représentent que 0,1% des PBMC (Dzionek et al, 2000; MacDonald et
al, 2002). Notre étude révele que la distribution des sous populations de DC au sein des rates
humaines est similaire a celle du sang. En effet, nous observons, en moyenne 0.89% de mDC1
(Figure 22B), 0.16% de mDC2 (Figure 22C) et 0.93% de pDC (Figure 22D) parmi les SMC

«témoinsy». Aucune différence significative de cette répartition n’a été observée au sein des
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rates pathologiques, ni pour les rates cancers, ni pour les rates MAI. Cependant, nous avons
tout de méme noté quelques tendances, notamment un pourcentage de mDC2 qui double dans
les rates MAI par rapport aux rates témoins et passe de 0,16% a 0,32% (Figure 22C). Une
diminution du pourcentage de pDC est ¢galement observée au sein des rates cancers ou

seulement 0,52% des SMC sont des pDC (Figure 22D).
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Figure 22 : Répartition des sous populations de DC au sein des rates. A, Les SMC ont été
marquées avec des Ac anti-HLA-DR, anti-CD11c, anti-CD16, anti-CDlc, anti-CLEC9A et
anti-CD303 et analysées en cytométrie en flux. Une expérience représentative (rate f) est
montrée. B, C, D, Pourcentages des sous populations de DC, les mDC1 HLA-DR" CDl11c"
CD16 CDIc" (B), les mDC2 HLA-DR" CD11c¢" CLEC9A™ (C) et les pDC HLA-DR' CD11¢’
CD303" (D), au sein des rates témoins, MAI et cancers. * p<0,05 et **p<0,01 (test de
Wilcoxon)
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Lors d’une inflammation, une quatrieme sous population de DC apparait, se
différenciant & partir des monocytes, les DC inflammatoires. Ces DC inflammatoires CD11c"
HLA-DR”, caractérisées par la co-expression des molécules CD1c et CD14, ont récemment
¢té identifiées dans le liquide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoide et dans
’ascite de patients porteurs de tumeurs (Segura et al, 2013b). Ces DC se différencieraient, in
situ, a partir des monocytes recrutés sur le site de I’inflammation. Les auteurs ont mis en
évidence 1’absence de ces DC inflammatoires au sein des rates de patients atteint d’un cancer
du pancréas. Elles n’ont été identifiées qu’au niveau des rates de patients atteints d’un cancer
gastrique accompagné d’une inflammation chronique. L’étude des 3 rates témoins et 10 rates
cancers confirme ces résultats puisque nous n’avons pas identifi¢ de DC inflammatoires au
niveau de ces rates (Figure 23A et B). En revanche, nos résultats montrent, qu’en moyenne,
0,59% des SMC des rates MAI présentent le phénotype HLAD-DR" CD11c¢"” CDlc" CD14"
caractéristique des DC inflammatoires (Figure 23C et D). Ce résultat n’est pas surprenant
puisque la trés grande majorité des rates étudiées proviennent de patients ayant un PTI, une
pathologie caractérisée par une réponse auto-immune au sein de la rate. Cette étude apporte
donc une nouvelle information concernant la présence de DC inflammatoires dans les rates de

patients ayant une MAI.

En résumé, bien que le nombre trop restreint d’échantillons ne permette pas la mise en
évidence de différence significative, nous avons pu montrer une tendance a la diminution du
pourcentage de pDC dans les rates de patients atteints de cancer ainsi qu’une tendance a
I’augmentation du nombre de mDC2 au sein des rates MAI Cette augmentation est
particulierement importante au sein de 3 rates (g, f et d), mais I’analyse de I’historique
médicale n’a pas permis de faire de lien spécifique entre ces 3 patients atteints de PTI ou du

syndrome d’Evans ayant recu divers traitements (Tableau 8).
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Figure 23: Des DC inflammatoires sont identifiées au niveau des rates MAI mais pas au
sein des rates témoins et cancers. Les SMC ont ét¢ marquées avec des Ac anti-HLA-DR,
anti-CD11c, anti-CDlc et anti-CD14 et analysées en cytométrie en flux. Une analyse
représentative des rates témoins (rate s) (A), cancers (rate 1) (B) et MAI (rate e) (C) est
montrée. D, Le pourcentage de DC inflammatoires a ét€¢ déterminé au sein des SMC des rates
MAL

Parce que I’état d’activation des DC est un élément trés important a prendre en compte
lors de 1’élaboration d’un protocole d’immunothérapie visant les DC et que le but de cette
¢tude est d’identifier des cibles, parmi les TLR, permettant 1’activation des DC lors des
cancers, ou leur inhibition lors des MAI, nous nous sommes ensuite intéressés au stade de
maturation et a la capacité¢ a étre activées des sous populations de DC dans les différentes

conditions décrites précédemment.
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10.2 Réponse des sous populations de DC a la stimulation de différents

TLR

Les TLR, exprimés par les DC, sont capables de reconnaitre les signaux de danger,
notamment les PAMP. Lorsque cela se produit, 1’activation de la cascade de signalisation
conduit a I’expression par les DC du marqueur d’activation CD83 et des molécules de co-
stimulation CD40, CD80 et CD86, indispensables a I’initiation de la réponse T. Nous avons
donc ¢étudié I’expression de ces marqueurs, et plus particuliecrement 1’expression des
molécules CD86 et CD83, par les sous populations de DC, en réponse ou non a la stimulation

de différents TLR.

Le profil d’expression des TLR par les DC a été largement étudié par RT-PCR, a partir
de DC issues du sang. Des études ont également été réalisées sur les DC de rates humaines,
notamment pour les TLR-3, -4, -7 et -9 (Mittag et al, 2011). Les résultats de ces travaux
montrent que le profil d’expression de ces 4 TLR par chaque sous population de DC est le
méme pour les DC sanguines et spléniques. Ainsi, les auteurs ont montré que les mDCl1
exprimaient les TLR-3 et -4, les mDC2, le TLR-3 et les pDC expriment les TLR-4, -7 et -9.
Les rates étudiées lors de ce projet provenaient de donneurs d’organes décédés ayant divers
historiques médicaux. Certains des patients étaient atteints de MAI (arthrite, diabete) ou de
cancers (lymphome) mais 1’étude n’a pas pris en compte ce parametre. Ainsi, & ce jour,
aucune ¢tude n’a été réalisée spécifiquement sur les DC spléniques de patients atteints de

cancer ou de MAL

Des études ont mis en évidence le fait que le taux d’expression de I’ARN d’un TLR,
I’expression de la protéine et la réponse aprés stimulation avec 1’agoniste de ce TLR ne sont
pas corrélés (Reis e Sousa, 2004). Ainsi, il a ét¢ montré que bien que ’ARN du TLR-4 ne soit
pas détecté dans les DC immatures générées a partir de monocytes, ces cellules pouvaient étre
stimulées par les LPS. Cela conduit a leur maturation, caractérisée par 1’expression des
CD80/86 et CD83 a leur surface, et a I’augmentation d’ARN messager du TLR-4 dans les DC
matures. Pourtant, le marquage en cytométrie de ces DC matures ne met pas en évidence
I’expression du TLR-4 a la surface de ces cellules (Visintin et al, 2001). De ce fait, nous
avons focalisé notre étude sur la réponse des sous populations de DC a des stimuli

microbactériens plutdt qu’a 1’étude des profils d’expression des TLR. De plus, nous avons
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choisi de nous intéresser plus particulierement a 1’activation de quatre TLR dont I’expression
est plus ou moins spécifique de chaque sous population de DC: le couple TLR-1/2, dont le
Pam3CysSK4 (PAM) est un ligand synthétique, est présent a la surface des mDC1 ; le TLR-3,
activé par le double brin d’ADN synthétique qu’est 1’acide polyinosinique-polycytidylique
(Poly L:C) exprimé par les mDC 1 et 2 ; le TLR-4, sur les mDC, activé par les
lipopolysaccharides (LPS) et le TLR-9 spécifique des pDC et activé par
I’oligodéoxynucléotide CpG (CpG). Les SMC ont été cultivées en présence ou non d’un de
ces ligands pendant 20h avant que 1’expression des molécules CD83 et CD86 de chaque sous

population de DC soit analysée en cytométrie en flux.

Cette analyse a permis de mettre en évidence une forte corrélation entre 1’expression
des molécules CD83 et CD86 (Figure 24). Cela implique que I’augmentation de 1’expression
de CD86 est accompagnée d’une augmentation de I’expression de CD83. Dans le but de
faciliter 1’analyse des résultats, nous avons donc choisi de ne montrer que les résultats

concernant I’expression de la molécule de co-stimulation CD86.

20007 r2=0.81
P <0.0001
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Figure 24 : Corrélation entre I’expression des molécules CD83 et CD86 par les DC
spléniques. L’intensité moyenne de fluorescence des molécules CD83 et CD86 a été mesurée
au sein des différentes sous populations de DC en cytométrie en flux, apres 20h de culture des
SMC en présence ou non de ligands des TLR (n=283).
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Les travaux portant sur le profil d’activation des DC spléniques ont montré que la
plupart des DC isolées de rates de donneurs d’organes ne présentant pas de pathologie,
présentent un phénotype immature caractérisé par 1’absence d’expression des molécules
CD80, CD86 et CD83 (Mcllroy et al, 2001). Cependant, le marquage histologique des rates a
révélé une petite population de DC matures CD83" CDS86', au niveau des zones T. Nous
avons donc cherché a savoir si 1’état pathologique des patients influencait le stade de
maturation des sous populations de DC spléniques. L’étude comparée de 1’expression des
molécules CD83 et CD86 par les différents sous types de DC au sein des rates témoins,
cancers et MAI a ¢été réalisée grace a I’analyse de l’intensité¢ de fluorescence (MFI, Mean
Fluorescence Intensity). Les résultats des rates témoins montrent que les MFI correspondant a
I’expression du CD86 par les mDC1, mDC2 et pDC sont respectivement 27, 26,9 et 7,3
(Figure 25A, B et C). Ces valeurs tres basses confirment les résultats obtenus par Mcllroy et
al. selon lesquels les DC spléniques ont un phénotype immature. En revanche, nous
remarquons des MFI beaucoup plus ¢€levées pour les DC de rates de patients atteints de
cancers ou de MAI Ainsi, la MFI de CD86, pour les mDC1, est de 179,7 dans les rates MAI
et de 385,3 dans les rates cancers. De méme, la MFI de CD86 des mDC2 et pDC est
multipliée par 5 pour les rates MAI et par 8 pour les rates cancers. Ces résultats mettent donc
en évidence que les mDC et pDC issues des rates cancers et MAI sont significativement plus
activées que les rates témoins. Il semble donc que les DC présentes dans les rates des patients
atteints de cancer ou de MAI, contrairement a celle des témoins, aient déja regu, in vivo, des

signaux d’activation.

En plus d’étre peu activées a I’état basal, les DC issues des rates témoins sont trés peu
sensibles aux agonistes des TLR. En effet, nous ne constatons pas d’augmentation
significative de 1’expression de la molécule CD86 en réponse aux différents agonistes de TLR
utilisés (LPS, PAM, CpG et Poly I:C) et bien que quelques tendances puissent étre observées,
elles sont trés faibles. Ainsi, alors que les mDC1 sont caractérisées par 1’expression de tous
les TLR sauf le TLR-9, nous n’observons I’augmentation de la MFI de CD86 qu’apres
stimulation avec le Poly I:C, ligand du TLR-3 (Figure 25A). De plus cette augmentation est
minime et bien en dessous de la MFI observée avec les mDCI1 de rates MAIL De méme, seul
le Poly I:C induit I’activation des mDC2 (Figure 25B). Cependant, les LPS et le PAM, qui

sont connus pour activer les mDC, n’ont pas d’effet sur les mDC spléniques issues des rates
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témoins. Enfin, nos résultats indiquent que les pDC sont activées par le PAM, agoniste du
TLR-1/2, mais pas par le CpG, ligand du TLR-9, qui est pourtant caractéristique des pDC
(Figure 25C).

La méme ¢étude des capacités d’activation des DC a été réalisée sur les sous population
de DC spléniques de patients atteints de MAI Cette étude a permis de mettre en évidence des
différences dans I’activation des sous types de DC par rapport au DC de rates témoins. En
effet, la présence des agonistes du TLR-9, le CpG, et du TLR-4, les LPS, induit une
augmentation significative de I’expression des marqueurs d’activation par les mDC1, dont la
MFI du CD86 passant respectivement de 179,7 a 293,3 et 275,4 (Figure 25A). Nous avons
noté la méme tendance chez les mDC2, bien que cette augmentation de la MFI, d’environ 100
unités, ne soit pas significative (Figure 25B). Enfin, les pDC issues de rates MAI sont activées

par le PAM mais aussi par le ligand du TLR-9, le CpG (Figure 25C).

Nous avons également vérifié les propriétés d’activation des DC issues des rates de
patients porteurs de tumeurs. Nos résultats montrent que 3 ligands de TLR sont capables
d’induire une augmentation de I’expression du CD86 par les DC. Ainsi, les LPS sont de trés
bons activateurs des DC spléniques des patients atteints de cancer puisque les 3 sous
populations de DC répondent a cet agoniste du TLR-4 (Figure 25A, B et C) par une
surexpression significative du CD86. Alors que les LPS sont les seuls activateurs des mDCI,
les mDC2 répondent également a la stimulation par le PAM et par le CpG. La MFI passe de
212,2 sans stimulation, a 388,5 avec du LPS, 320,5 avec du PAM et 305,9 avec du Poly I:C
(Figure 25B). Nos résultats mettent également en évidence la capacit¢é du PAM a induire
I’activation des pDC. De plus, il semble que cet agoniste du TLR-1/2 soit plus efficace que les
LPS puisque la MFI du CD86 est de 115,7 apres stimulation par le PAM alors qu’elle n’est
que de 81,7 avec les LPS (Figure 25C). En revanche, le Poly I:C ne modifie pas la MFI du

CD86 d’aucunes des 3 sous populations de DC spléniques.

Les profils d’activation des sous populations de DC de ces trois groupes de rates,
témoins, cancers et MAI, sont donc bien distincts. Cela nous améne a nous demander si au
sein méme de ces groupes, des différences peuvent exister selon la pathologie ou les
traitements regus. L’influence du microenvironnement dans lequel évoluent les DC a déja été

rapporté plus haut. Plusieurs études ont également rapporté I’influence de divers traitements
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sur les DC. Les DC sont notamment sensibles aux stéroides, utilisés pour le traitement des
MALI, qui diminuent leur capacité stimulatrice (Moser et al, 1995; Rea et al, 2000). Nous
avons donc approfondi cette étude en vérifiant les capacités d’activation des différents sous

types de DC au sein de groupes de rates plus spécifiques.

Figure 25: Profil de réponse a DP’activation des TLR des sous populations de DC
présentes dans les rates de témoins et patients atteints d’une MAI ou d’un cancer. Les
SMC ont été cultivées en présence ou non de divers agonistes des TLR: LPS, PAM, CpG ou
Poly I:C, pendant 20h. L’intensité moyenne de fluorescence de la molécule de co-stimulation
CD86 a ensuite été mesurée au sein des différentes sous populations de DC, mDC1 (A),
mDC2 (B) et pDC (C), en cytométrie en flux. * p<0,05 et **p<0,01 (test de Wilcoxon) (=)
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10.3 Les rates de patients atteints de maladies auto-immunes

Plusieurs ¢tudes ont mis en évidence le réle des DC dans le PTIL. Une premicre étude a
mis en évidence que les DC dérivées de monocytes €taient capables de capturer les plaquettes
apoptotiques et de les présenter aux LT. Les auteurs ont aussi montré que les DC, générées a
partir des monocytes isolés du sang de 14 patients atteints de PTI, chargées en Ag de
plaquettes apoptotiques pouvaient stimuler la prolifération des LT allogéniques via
I’augmentation de 1’expression de la molécule de co-stimulation CD86 (Catani et al, 2006).
Cette équipe s’est également intéressée a la relation DC-Treg, des anomalies de nombre et de
fonction de ces 2 populations cellulaires ayant été rapportées au cours du PTI (Catani et al,
2013). IIs ont ainsi montré que la maturation des DC isolées du sang de patients n’induisait
pas l’augmentation de D’expression d’IDO normalement observée. Cela conduit a une
diminution de la génération des Treg et donc une diminution de 1’inhibition de la réponse T
qui favorise la MAI Les DC sont également responsables de la stimulation des LB et ainsi de
I’augmentation de la production d’auto-Ac. Une étude sur les fonctions des DC dérivées de
monocytes isolés du sang de 10 patients atteints de PTI, avant et apres traitements avec des
corticostéroides, a montré que les DC, générées a partir du sang non traité, avaient la capacité
d’activer les LB apres avoir été stimulées par un Anti-CD40 ou des LPS (Zhou et al, 2010).
Zhou et al. ont mis en évidence le role de la cytokine BAFF, fortement sécrétée par ces DC,
dans ce mécanisme. BAFF, aussi appelée Blys (B-lymphocyte stimulator), est une cytokine
cruciale pour la survie des LB. Elle permet leur prolifération, leur différenciation et la
production d’Ac. L’implication de cette cytokine a été confirmée la méme année, par une
autre étude qui a montré que la stimulation du TLR-7 des mDC, isolées du sang de 22 patients
atteints de PTI, induisait la production de BlyS (Yu et al, 2011). Les auteurs ont également
mis en évidence une corrélation positive entre le taux de Blys et le taux d’Ac anti-
glycoprotéines, responsables de la destruction des plaquettes, dans le sang des patients atteints

de PTL

Toutes ces données indiquent que les DC ont un réle important dans la pathogénie du
PTI. La destruction des plaquettes conduisant a 1’apparition de la maladie ayant lieu au niveau
de la rate, I’étude des sous populations de DC spléniques est donc primordiale. De plus, la
splénectomie est un traitement de 3°™ ligne, les patients sont dans un premier temps traités

avec des corticostéroides et des IgIV et en seconde ligne un Anti-CD20. Aussi nous nous
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sommes également intéressés a I’effet in vivo de 1’ Anti-CD20 sur les sous populations de DC

spléniques.

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a la distribution des sous
populations de DC. Cependant, notre analyse n’a pas mis en évidence de différence dans les
pourcentages de chaque sous type de DC au sein des rates des différents groupes avant ou
sans traitement par Anti-CD20. Seule une augmentation, non significative, des mDC1 est
observée au niveau des rates n’ayant pas été traitées avec de I’Anti-CD20 (Figure 26). Nous
observons alors 1,8% de mDCI1 contre 1% chez les témoins et 1,1% chez les patients ayant
recu un traitement par Anti-CD20. Il est donc possible qu’il y ait une augmentation des mDC1
dans les rates de patients atteints de PTI, qui serait corrigée par le traitement a I’anti-CD20.
Cependant, cette hypothése doit étre vérifiée avec un plus grand nombre de patients. En
revanche, ni le PTL, ni le traitement a I’Anti-CD20 ne semble avoir d’effet sur la répartition
des sous populations de mDC2 et de pDC par rapport aux témoins. Cependant, il est possible

que ces parametres (PTI et traitement) aient un effet sur la capacité d’activation des DC.
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Figure 26: Comparaison de la distribution des mDC1, mDC2 et pDC au sein des rates de
patients atteints de PTI et traités ou non avec de I’Anti-CD20. (Témoins n=3, PTI n=6,
RTX n=4 et no RTX n=2).
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Aussi nous avons ensuite étudi¢ 1’expression des molécules CD83 et CD86 par les
sous populations de DC spléniques issues de rates de patients atteints d’un PTI (rates PTI),

et/ou ayant recu ou non un traitement par Anti-CD20 (rates RTX et rates no RTX).

La grande majorité des rates MAI étudiées provenait de patients atteints de PTI et
ayant recu de I’Anti-CD20. Nous observons une augmentation de la MFI du CD86 lorsque les
mDC1 et mDC2 sont stimulées par des LPS ou du CpG (Figure 27A et B). Cependant, nous
notons également une légeére augmentation de la MFI, qui passe de 200,7 a 261,3, apres
activation par le PAM, des mDC1 de rates de patients ayant été traités par Anti-CD20 (Figure
27A). De méme, les pDC de rates de patients atteints de PTI et /ou traités par Anti-CD20, sont
activées par les agonistes du TLR-1/2, mais surtout du TLR-3 (Figure 27C).

En revanche, 1I’é¢tude des DC de rates de patients n’ayant pas été traités par Anti-CD20
est assez intéressante et révele un profil d’expression des marqueurs d’activation tres
différents. En effet, aucun des agonistes utilisés ne semble activer les mDC1 de ces rates
(Figure 27A). De méme, seuls les LPS conduisent a la maturation des mDC2 (Figure 27B).
Nous remarquons cependant que la MFI de ces mDC2 stimulées avec des LPS, bien qu’elle
soit supérieure a celle des mDC2 non stimulées, est inférieure a la MFI des mDC2 de rate de
patients traités, stimulées avec des LPS, respectivement 150,6, 27,4 et 255 (Figure 27B). Il est
¢galement intéressant de noter la similitude de profil d’activation entre les pDC de rates MAI
non traités et les pDC de rates témoins. En effet, comme chez les témoins, ces pDC ne sont
activées que par le PAM (Figure 27C). Nous remarquons aussi que le niveau d’expression de
la molécule de co-stimulation CD86, est identique. Ainsi, si nous comparons les MFI du
CD86 des pDC de rate témoins et de rate de patients non traités, nous remarquons que les
MFTI des pDC non stimulées sont peu différentes, respectivement de 7,3 et 12,1, et de 27,4 et
22,5 apres stimulation par le PAM (Figure 27C).

Figure 27: Profil de réponse a P’activation via les TLR, des sous population de DC
présentes dans les rates de témoins et patients atteints d’un PTI, ou traités ou non avec
de I’Anti-CD20. Les SMC ont été cultivées en présence ou non de divers agonistes des TLR:
LPS, PAM, CpG ou Poly I:C, pendant 20h. L’intensit¢ moyenne de fluorescence de la
molécule de co-stimulation CD86 a ensuite ét¢é mesurée au sein des différentes sous
populations de DC, mDC1 (A), mDC2 (B) et pDC (C), en cytométrie en flux. (=)
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10.4 Les rates de patients atteints de cancers

L’implication de la rate dans la réponse immunitaire anti-tumorale a été rapportée,
bien que son rdle pro- ou anti-inflammatoire soit encore incertain. Au vu du role joué par les
DC dans la réponse immunitaire anti-tumorale et des possibles effets tolérogénes du
microenvironnement tumoral sur les DC il est important d’étudier les DC spléniques au cours
des cancers. Ces travaux pourraient ainsi mettre en évidence des cibles thérapeutiques parmi

les sous populations de DC.

Notre collection de rates issues de patients ayant un cancer étant plus diversifiée, nous
avons pu analyser des rates provenant de patients atteints de cancers solides (3 rates) ou ayant
un LMNH (7 rates). Cette analyse a permis de mettre en évidence des différences notamment
au sein des rates de patients atteints de cancers solides. En effet, nos résultats montrent que la
répartition des sous populations de mDC dans les rates de patients atteints de LMNH est
semblable a celle des rates témoins, avec, en moyenne, 1,16% de mDCI1 et 0,23% de mDC2
(Figure 28). Une diminution trés modérée du taux de pDC est observée lors des LMNH, avec
seulement 0,65% des SMC exprimant le CD303. Nous observons €galement une diminution
du pourcentage des mDC1 (0,60% des SMC) et encore plus fortement des pDC (0,22% des
SMC) au sein des rates de patients ayant une tumeur solide (Figure 28). Dans ce cas, le profil
de répartition des DC est donc modifi€¢, avec une perte du ratio 1/1 entre les mDC1 et les

pDC.
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Figure 28: Comparaison de la distribution des sous populations de DC au sein des rates
de patients ayant un cancer solide ou un LMNH. (Témoins n=3, Cancers solides n=3,
LMNH n=7).

Nous avons ensuite étudié 1I’expression des marqueurs d’activation des DC que sont le
CD83 et le CD86. Nous avons ainsi vérifié si des différences existaient dans les capacités

d’activation des sous populations de DC au sein de ces différentes sous catégories de rates.

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés aux DC spléniques de patients
ayant un cancer solide. Nos résultats mettent en évidence la capacité des LPS, du PAM et du
poly I:C a activer les mDC (Figure 29A et B). Une augmentation de la MFI du CD86 est ainsi
observée avec ces 3 ligands de TLR: la MFI est multipliée par 1,6 apres stimulation par les
LPS et par 1,4 aprés stimulation par le PAM ou le Poly I:C. Les pDC augmentent leur
expression du marqueur CD86 uniquement, apres une activation par le Poly I:C et le PAM, la

MFTI est alors doublée (Figure 29C).

Au contraire, les DC de rates provenant de patients atteints d’'un LMNH ne répondent
pas au Poly I:C. Le profil d’activation des mDC1 spléniques de patients atteints d’'un LMNH
est différent de celui des mDC1 de patients ayant un cancer solide. En effet, bien que les LPS
soient, dans les 2 cas, 1’agoniste favorisant le plus ’expression du CD86, nous remarquons

que ni le Poly I:C, ni le PAM n’induisent d’augmentation de la MFI du CD86 (Figure 29A).
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En revanche, le CpG semble capable de stimuler les mDC1. L’étude du profil de maturation
des mDC2 révele une augmentation significative de la MFI du CD86 apres stimulation avec
les LPS et le PAM, la MFI passe de 172,5 sans activation, a 322,1 en présence de LPS et
270,9 en présence de PAM (Figure 29B). Comme pour les mDCI1, le CpG augmente la MFI
du CD86. Cependant, une étude plus précise révele que 1’activation par le CpG n’est observée
qu’au sein d’une rate, la rate i, les DC des autres rates ne semblent pas stimulées par cette
molécule. Enfin, les pDC partagent le profil d’activation des mDC2. La MFI du CDS86 est
significativement augmentée aprés stimulation par les LPS ou le PAM. Une augmentation est

¢galement observée avec le CpG, bien que celle-ci ne soit pas significative.

Figure 29: Profil de réponse a Dactivation via les TLR, des sous populations de DC
présentes dans les rates de témoins et patients atteints d’un cancer solide ou d’un
LMNH. Les SMC ont été cultivées pendant 20h en présence ou non de divers agonistes des
TLR: LPS, PAM, CpG ou Poly I:C. L’intensit¢ moyenne de fluorescence de la molécule de
co-stimulation CD86 a ensuite €t¢é mesurée, en cytométriec en flux, au sein des sous
populations de DC, mDC1 (A), mDC2 (B) et pDC (C). * p<0,05 (test de Wilcoxon) (=)
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Notre étude a montré que deux molécules, les LPS et le PAM, ont la capacité d’induire
I’activation des DC spléniques humaines. Ces deux molécules sont en effet capables d’induire
la maturation de quasiment toutes les sous populations de DC spléniques des patients atteints
de cancers solides ou de LMNH. Le PAM est également un bon activateur des mDC2 et pDC.
Ces résultats ouvrent une porte intéressante pour I’utilisation d’agonistes des TLR lors
d’immunothérapie, qui permettraient d’activer les DC dont la maturation est bloquée par
I’environnement tumoral. Nous pouvons ainsi imaginer la possiblit¢ d’induire la maturation
des DC via la stimulation d’un TLR, in vivo. L’acquisition de nouvelles propriétés pourrait
¢galement étre envisagée, comme c’est le cas avec I’apparition de I’activité cytotoxique des

KDC apres stimulation avec les LPS.
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Les DC jouent un réle crucial dans la mise en place d’une réponse immunitaire anti-
tumorale efficace. Cependant, dans la plupart des tumeurs solides, la présence des DC ne
permet pas toujours d’induire une réponse immunitaire efficace et la tumeur continue a se
développer dans un grand nombre de cas. En effet, les cellules tumorales, par le biais de
nombreux mécanismes d’échappement peuvent altérer la fonction et le phénotype des DC,
inhibant ainsi leurs capacités a stimuler la réponse immunitaire (Fricke & Gabrilovich, 2006;

Rabinovich et al, 2007).

Dans cette étude dont I’investigatrice principale était Malika Trad, nous nous sommes
intéressés au role joué par les DC infiltrant les tumeurs (TIDC) de poumon (LLC) et de sein
(4T1) chez la souris dans 1’échappement de la tumeur au systétme immunitaire. Nous avons
montré que les TIDC CD11c" isolées des tumeurs 4T1 et LLC présentent un phénotype semi-
mature. En effet, malgré leur expression des marqueurs de maturation, les molécules de co-
stimulation et les molécules du CMH-II, les TIDC ne sont pas immunostimulatrices mais au
contraire sont responsables de 1’inhibition de la prolifération des LT. Afin de définir le ou les
mécanismes immunosuppressifs utilisés par les TIDC, nous avons étudié les nombreux
mécanismes décrits dans la littérature. Nos résultats écartent tout role de la cytokine
suppressive, I’'IL-10, du NO, de I’enzyme IDO et de I’arginase. En revanche, les TIDC
expriment fortement 1’ecto-enzyme CD39, impliquée dans la production d’adénosine, une
molécule puissamment immunosuppressive. Cependant nos résultats n’ont pas pu étre

confirmés par 1’utilisation de modéeles murins génétiquement modifiés.

Les DC infiltrant les tumeurs 4T1 et LLC ont une activité régulatrice au sein de la
tumeur en participant au maintien de I’environnement immunosuppressif instauré par les

cellules tumorales.
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T lymphocytes activated by dendritic cells (DC) which present tumor antigens play a key role in the antitumor immune response.
However, in patients suffering from active cancer, DC are not efficient at initiating and supporting immune responses as they
participate to T lymphocyte inhibition. DC in the tumor environment are functionally defective and exhibit a characteristic
of immature phenotype, different to that of DC present in nonpathological conditions. The mechanistic bases underlying DC
dysfunction in cancer responsible for the modulation of T-cell responses and tumor immune escape are still being investigated.
Using two different mouse tumor models, we showed that tumor-infiltrating DC (TIDC) are constitutively immunosuppressive,
exhibit a semimature phenotype, and impair responder T lymphocyte proliferation and activation by a mechanism involving CD39

ectoenzyme.

1. Introduction

Dendritic cells (DC) are professional antigen presenting cells
(APC) specialized in the capture, processing, and presenta-
tion of antigens to specific T lymphocytes [1-3]. DC, there-
fore, orchestrate the T-cell fate through their activation, pro-
liferation, and subset polarization resulting in competent
adaptive responses. However, in many solid tumors, includ-
ing breast and lung cancers, infiltrating DC (TIDC) exhibit
an abnormal phenotype and impaired function [4-7]. The
immunosuppressive tumor microenvironment can indeed
alter the differentiation and activation of DC, which become
unable to adequately license antitumoral T lymphocytes [8-
13]. The most commonly observed defects of TIDC include an
immature phenotype defined by the lack or reduced expres-
sion of costimulatory molecules (including CD80, CD86,

and CD40), an impaired production of proinflammatory
cytokines (such as IL-12), and an altered antigen-presenting
machinery [7, 8, 14-22]. Numerous studies have also sug-
gested that TIDC actively suppress immune responses by
potentiating alternative immunosuppressive mechanisms,
hereby contributing to tumor escape from immune surveil-
lance [8, 18, 21, 23]. Previous reports have indicated that
DC associated with human mammary carcinoma express
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) leading to tryptophan
depletion, which subsequently results in T lymphocyte inhi-
bition [24]. Despite exhibiting a mature phenotype, arginase-
l-expressing TIDC, described in the NeuT mammary murine
tumor model, can suppress T lymphocyte proliferation by
depleting arginine from the environment. Alternatively, ovar-
ian cancer-associated DC block T-cell proliferation by a
programmed cell death-1- (PD-1-) dependent mechanism
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[25]. CD39 expression and the associated ATP hydrolysis and
adenosine production, a potent anti-inflammatory molecule,
have also been proposed to contribute to the mechanisms
responsible for the suppressive activity of immune cells [26].
However, the expression of CD39 by tumor-associated DC
and the implication of this enzyme in the tumor-promoting
activity of TIDC are unclear. TIDC have also been involved
in the generation of immunosuppressive regulatory T lym-
phocytes (Treg) capable of suppressing antitumor immunity
and therefore promoting tumor development [27-29]. Over-
coming TIDC-mediated immunosuppression is essential for
the implementation of efficient immunobased anticancer
interventions and requires a better understanding of the T-
cell suppressive mechanisms employed by these cells.

We here present results indicating that, in the mouse
lung LLC and mammary 4T1 cancer models, CD1lc" DC
infiltrating tumors exhibit a semimature phenotype (interme-
diary expression of MHC-II, CD80, CD86, and CD83) and
significantly suppress T lymphocyte activation in vitro by a
mechanism involving CD39 ectoenzyme.

2. Materials and Methods

2.1. Mice. Female BALB/c and C57BL/6 mice were purchased
from Charles River (Saint-Germain-sur-I'Arbresle, France)
and housed in the University of Burgundy animal facility
(Dijon, France). Animal use and handling were approved
by the local veterinary committee and were performed
according to the European laws for animal experimentation.

2.2. Cell Lines and Tumor Implantation. The mammary car-
cinoma (4T1) and Lewis Lung Cancer (LLC) cell lines were
obtained from the ATCC (American Tissue Cell Culture)
and cultured in RPMI 1640 (Lonza) supplemented with 10%
FBS (Lonza) and 1x antibiotic-antimycotic (Gibco) (complete
medium, CM) at 37°C, 5% CO,. Mice were inoculated with
1 x 10° 4T1 (in both sides of the abdominal mammary gland)
or with 1 x 10° LLC (left and right flank) cells. After 2 weeks,
tumors were harvested and processed. DC were isolated as
outlined hereafter.

2.3. DC Isolation. Control DC were isolated from the spleen
of tumor-free mice and TIDC were purified from 4T1 or LLC
tumors. Tissues were collected, washed in sterile RPMI 1640
(Lonza), minced into small fragments, and incubated in a
solution of type I collagenase (1.5mg/mL) (Sigma-Aldrich)
with continuous shaking (37°C, 45 min) in CM. The obtained
single-cell suspension was filtered through a 100 ym cell
strainer (BD Biosciences) and cells were washed twice in
CM. TIDC and splenic DC (spDC) were then purified based
on CDllc expression using anti-CD1lc magnetic microbeads
(Miltenyi Biotec) and an autoMACS Separator following the
manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec).

2.4. Immunofluorescence. Tumors were dissected from
euthanized mice and immediately embedded in tissue-Tek
(O.C.T;; Sakura Finetek, Inc., Torrance, CA), snap-frozen in
liquid nitrogen, and stored at —80°C. All samples were cut into
5um thick sections. Immediately before staining, sections
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were fixed with cold methanol/acetone for 10 min. After
washing in PBS, slides were incubated for 30 min with PBS
supplemented with 3% BSA. Sections were then stained
with anti-CDIllc-biotin (clone HL3, BD Biosciences) (1 hour)
followed by 45 minutes staining with streptavidin coupled
with Alexa Fluor 568 and examined using a Zeiss Axiovert
200 inverted fluorescent microscope. Pictures were taken
with an AxioCam HRml digital camera.

2.5. T-Cell Proliferation Assays. Splenocytes from naive
BALB/c or C57BL/6 mice were enriched for T lymphocytes
using nylon wool columns. T cells, used as responders, were
plated in CM at 1 x 10° cells/well in 96-well round bottom
plates with anti-CD3/CD28 T-cell expander beads (Invitro-
gen) and cultured for 4 days with or without DC. Cul-
tures were pulsed with [*H]-Thymidine (1 4Ci/well) for the
last 12 hours. [3H]-Thymidine incorporation was measured
using a liquid scintillation counter. Percentages of T-cell
proliferation were calculated compared to [*H]-Thymidine
incorporation in T cells cultured with anti-CD3/CD28 T-cell
expander beads considered as 100%. In other experiments,
total T lymphocytes were labeled with CellTrace Violet
(CellTrace, Invitrogen) and cultured with DC. After 5 days,
T-cell proliferation was detected by flow cytometry (LSRII
flow cytometer, BD Biosciences) and analyzed using the Mod-
Fit software. Specific inhibitors were used at the follow-
ing concentrations to suppress/neutralize various immuno-
suppressive modulators: polyoxometalate-1 (POM-1, CD39
inhibitor, 50 uM, Sigma-Aldrich), adenosine 5'-(c, 3-methy-
lene)diphosphate (APCP, CD73 inhibitor, 10 M, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA), NG—methyl—L—arginine (NMMA,
500 uM, nitric oxide synthase (NOS) inhibitor, Sigma-
Aldrich), N(omega)-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA,
arginase-1 inhibitor, 50 uM, Calbiochem, San Diego, USA)
and I-methyl-tryptophan (1-MT, inhibitor of IDO, 200 uM,
Sigma-Aldrich).

2.6. Antibodies and Flow Cytometry Analysis. Cells (1 x 10°)
were washed in PBS containing 0.5% BSA. To prevent non-
specific binding cells were incubated with 5% normal rat
serum for 10 min at RT. Cells were then stained (45 min, on
ice) with the appropriate fluorochrome-conjugated Ab (anti-
CD11c-APC, anti-CD11b FITC, anti-CD86 PE, anti-PDCA-1
FITC, anti-Gr-1PB, anti-MHC-II PE, anti-CD4 PB, anti-CD8
FITC, anti-CD25 PE, and anti-CD3 FITC Ab (eBioscience)).
Cells were washed and analyzed using a LSRII cytometer (BD
Biosciences). Data analysis was performed with the FlowJo
software (version 5.7.2).

2.7. Cytokine Assays. The concentration of IL-12, IL-10,
and IFN-y in the culture supernatants was determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits according
to the manufacturers’ procedures (eBiosciences).

2.8. ATB ADB and Adenosine Assays. The concentration of
ATP and ADP in the TIDC and T-cell coculture supernatants
were determined using a fluorometric assay kit (Abcam,
Cambridge, UK) and adenosine concentration was evaluated
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using a chemiluminescence detection kit (DiscoveRx, Birm-
ingham, UK) according to the manufacturer’s procedures.

2.9. Western Blotting. Freshly isolated spDC, TIDC, or
murine normal hepatocytes were lysed at 4°C for 20 min in
a RIPA buffer containing protease inhibitors (2.5 yg/mL pep-
statin, 10 yg/mL aprotinin, 5 ug/mL leupeptin, and 0.1mM
PMSF). After centrifugation, protein concentration in the
supernatant was determined using a Bio-Rad protein assay
(Hercules). Thirty micrograms of proteins was separated by
SDS-PAGE (12% polyacrylamide gel for IDO and arginase-1
detection and 7% for inducible NOS (iNOS) detection). Pro-
teins were electrotransferred onto a nitrocellulose membrane.
The membrane was blocked in Tris Buffered Saline (TBS)
with 1% Tween-20 and 5% skim milk and incubated overnight
(4°C) with anti-mouse-IDO monoclonal antibody (1:5000,
Enzo Life Sciences), anti-arginase-1 (1: 2000, R&D Systems),
and anti-iNOS (1:500, R&D Systems). The membrane was
washed and incubated (room temperature, 2h) with HRP-
conjugated secondary antibody. Immunoblots were then
developed using an enhanced chemiluminescence (ECL)
reagent kit from Santa Cruz Biotechnology, according to the
manufacturer’s protocol.

2.10. HPLC Measurement. Tryptophan, ornithine, and argi-
nine were measured by high-pressure liquid chromatography
(HPLC) as indicators of IDO and arginase-1activity. After a 5-
day TIDC and T-cell coculture, the supernatant was collected
and tryptophan, ornithine, and arginine concentrations were
measured. In brief, 200 L of cell supernatant was subjected
to a deproteinization step using a 30% sulfosalicylic acid solu-
tion (Sigma). Then, supernatants were diluted with Jeol sam-
pling buffer (JEOL) containing 0.2 gmol/mL of aminoethyl
cysteine and glucosaminic acid (internal standards) (Sigma).
Supernatants (50 uL) were then injected into an automated
amino acid analyzer (JEOL Aminotac 500) and eluted with
lithium citrate buffer. Tryptophan, ornithine, and arginine
were detected at 570 nm. Data acquisition and calculations
were made using the JEOL Workstation software.

2.11. Statistical Analysis. Mann Whitney U test was used to
compare data between T cells alone, TIDC, and spDC. Results
were considered statistically significant when p < 0.05. Data
are expressed by the mean + standard error of the mean
(SEM). Analyses were performed with GraphPad Prism.

3. Results

3.1. CDI1Ic" Cells Infiltrating 4T1 and LLC Tumors Exhibit a
Semimature DC Phenotype. Differences in TIDC phenotype
have been reported. Some studies have described an altered
“immature” phenotype for DC infiltrating tumor tissues,
while other reports have indicated that TIDC exhibit a mature
phenotype [6, 7, 19]. The observed discrepancies may partly
be explained by the type and stage of cancer. In our experi-
ments, the murine mammary tumor 4T1 and the lung tumor
LLC beds contain CD11c" DC visualized by immunofluores-
cence or detected by flow cytometry (Figures 1(a) and 1(b)).
These CDI1lc* TIDC purified by magnetic cell sorting did

not express Gr-1, a marker of myeloid-derived suppressor
cells (MDSC) (Figure 1(b), Supplemental Figure 1in Supple-
mentary Material available online at http://dx.doi.org/10.1155/
2015/891236) or PDCA-1, a marker of plasmacytoid DC (pDC)
(Figure 1(b)). These data indicate that CD11c" TIDC represent
a population of cells phenotypically distinct from MDSC or
pDC. Furthermore, TIDC expressed higher level of MHC
Class II and of costimulatory molecules CD86 than CD11c"
spDC from naive tumor-free mice (Figure 1(b)). We next
compared the phenotype of freshly isolated TIDC to that of
immature spDC (Imm spDC) that spontaneously matured
over a period of 24 hrs ex vivo. Our data showed that TIDC
expressed an intermediate level of costimulatory molecules
compared to mature spDC (mat spDC, Figure 1(c)). The over-
night in vitro culture of TIDC in complete medium which
usually induces DC maturation did not lead to increased
expression of CD80 and CD86 (Figure 1(d)). Collectively,
these results indicate that CD11c* TIDC exhibit a semimature
phenotype and appeared to be blocked at this stage.

3.2. TIDC Isolated from 4TI or LLC Tumors Suppress the
Proliferation and Activation of T Lymphocytes. Functionally
competent mature DC are characterized by their capacity to
induce T-cell proliferation and to produce high level of proin-
flammatory cytokines such as IL-12. The results depicted in
Figure 2(a) indicate that CD1lc" TIDC isolated from 4T1
or LLC tumors were not capable of inducing allogeneic T
lymphocyte proliferation. In fact, these TIDC inhibited, in
a dose-dependent manner, the proliferation (Figure 2(a))
and activation (Figure 2(b)) of T lymphocytes induced
in vitro with anti-CD3/anti-CD28-conjugated microbeads.
These immunosuppressive properties were associated with
a decrease in IL-12 production by the TIDC (Figure 2(c)).
Consistent with these results, TIDC significantly impaired
T-cell production of IFN-y (Figure 2(d)). Altogether these
data indicate that the 4T1 and LLC tumor microenvironment
promotes the accumulation of CD11c” DC with immunosup-
pressive activity. Since optimal inhibition of T lymphocyte
activation and proliferation was observed at a TIDC: T-
cell ratio of 1:2 (Figure 2(a)), subsequent experiments were
performed using this ratio.

3.3. The Modulation of T-Cell Responses by CDIIc" TIDC
Involves the Ectoenzyme CD39 Pathways. IL-10, iNOS, IDO,
or arginase-1 has been reported as contributors of regulatory
DC suppressive function. iNOS expression was substantially
reduced in TIDC compared to bone marrow-derived DC
(BMDC) (Supplemental Figure 2A, top). However, nitrites
(byproducts of NO) were not detectable in TIDC culture
medium (data not shown) and the iNOS inhibitor NMMA
did not affect TIDC-mediated inhibition of T-cell prolifera-
tion (Supplemental Figure 2B). Similarly, blocking anti-IL1I0R
antibodies did not prevent TIDC-mediated suppression of
T-cell proliferation (data not shown). Although detectable
IDO expression was observed in TIDC compared to control
spDC (Supplemental Figure 2A, low), the IDO inhibitor 1-
MT did not impair the suppressive function of these cells
(Supplemental Figure 2B). Consistently, the concentration of
tryptophan in the culture supernatant was similar whether



BioMed Research International

CDl1l1c
Hoechst

CD11b MHC-II CD86 Gr-1 PDCA-1

spDC

TIDCy1y

TIDCy ;¢

CD80 CD86 CD80 CD86

Imm spDC — MatsppC ... TIDC DO
...... TIDC DO —— TIDCD1

() (d)

FIGURE 1: Murine 4T1 tumors are infiltrated with CDI1c*CD86"MHC-II" dendritic cells. (a) Frozen 4T1 tumor sections were stained with
anti-CDllc antibodies and analyzed by inverted fluorescent microscopy. Tumor-infiltrating CD11c" DC are shown in red (4T1 left panel and
LLC right panel). (b) CD11c" cells isolated by magnetic cell sorting were further analyzed by cytometry for the expression of CD11b, MHC-II,
CD86, Gr-1, and PDCA-L. (¢, d) The expression of CD80 and CD86 by spDC or TIDC isolated from 4T1 tumor was evaluated immediately
after isolation (D0) and after an overnight culture (D1). Dot plots quadrants were defined using isotype controls and the values are the percent
of live cells in each quadrant. Results are representative of four independent experiments.



BioMed Research International

180 1
160 -

1Lkl

120
100
DC: T(st)

80
60
40
20

T-cell proliferation (%)

M spDC
O TIDCyr,

8000

NS

6000 —

CD25 MFI
'S
S
S
S
1

2000

T(st)

40000
35000
30000
25000
20000 -
15000 A
10000 A
5000 A

(pg/mL)

[IL-12]

T-cell proliferation (%)

()

T(st) + spDC  T(st) + TIDCyp;

(b)

100 1

80 -

60 -

40 A

20 A

1:10 1:5
DC: T(st)

1:2

M spDC
O TIDCyyc

2000

NS

1500

1000

CD25 MFI

500

T(st) T(st) + spDC  T(st) + TIDCy ¢

600 -

[IFN-y] (pg/mL)

BMDC

TIDC,1,
()

T(st)

T(st) + spDC  T(st) + TIDC
(d)

FIGURE 2: TIDC are immunosuppressive. (a) Autologous T-cell proliferation was measured after 5 days of culture with anti-CD3/anti-CD28-
coated beads (T(st)) in the presence of spDC or TIDC isolated from 4TI or LLC tumors at the indicated ratios. Data are representative of 5
independent experiments. (b) CD25 expression by T cells was measured after 5 days of culture with TIDC or spDC. Data are representative of 5
independent experiments. (c) IL-12p70 concentration was quantified by ELISA in TIDC isolated from 4T1 or BMDC 24 hr culture supernatant.
(d) IFN-y concentration was quantified in the supernatant of stimulated T cells cultured alone or in the presence of spDC or TIDC for 5 days.

T cells were cultured alone, or with spDC or TIDC, strongly
suggesting that IDO was not activated (Supplemental Figure
2C, left). These results therefore indicate that IL-10, IDO,
and iNOS are unlikely to play a significant role in the
immunosuppressive function of TIDC.

Previous reports have indicated that arginase-1 was
involved in TIDC suppressive function [6]. The data depicted
in Figure 3(a) indicate that the expression of this enzyme by
TIDC was enhanced compared to control spDC. Consistent

with this result the production of ornithine (generated by
arginase-1) was increased in T-cell and TIDC coculture
supernatants (Figure 3(b), left), which was associated with
a decreased concentration of arginine (Figure 3(b), right).
Intriguingly, arginase-1inhibitor, nor-NOHA, is not sufficient
to induce a significant decrease of the TIDC-mediated sup-
pression of T-cell proliferation (Figure 3(c)).

The ectoenzyme CD39 is responsible for the production
of adenosine, a molecule described for its ability to suppress
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FIGURE 3: Immunosuppressive functions of TIDC depend on arginase-1 activity. (a) Expression of arginase-1 was evaluated in 4TI tumor
derived TIDC and in spDC by WB. Lysate of total liver was used as a positive control. (b) CD3/CD28-stimulated T cells were cultured alone,
with TIDC or spDC. After 5 days, supernatants were collected and concentration of ornithine and arginine was quantified by HPLC. Columns
represent the mean of the concentration and error bars the SEM. (c) Total T cells were stained using CellTrace Violet Cell Proliferation Kit,
stimulated with CD3/CD28 beads and cultured for 5 days with TIDC or spDC in presence or absence of nor-NOHA, arginase-1 inhibitor. The
proliferation was defined by flow cytometry and analyzed by ModFit software. The percentage of inhibition for each condition was calculated
based on the proliferation index of stimulated T cells (representative of 5 experiments).

T-cell proliferation and cytokine production [30, 31]. The
ectoenzyme CD39 has also been reported for its role in Treg
suppressive activity [31]. TIDC from tumor-bearing mice or
spDC from naive mice both expressed CD39, with however a
much higher level of expression of this enzyme by TIDC (Fig-
ure 4(a)). Consistent with these data, adenosine levels were
higher in the supernatant of activated T cells cultured with
TIDC (Figure 4(b)). Furthermore, inhibition of CD39 activity

using POM-1, a pharmacologic NTPDase inhibitor, partially
decreased TIDC suppressive activity (Figure 4(c)) and adeno-
sine production (data not shown). Moreover, POM-1-treated
TIDC failed at inhibiting IFN-y production (Figure 4(d))
and CD25 expression by T lymphocytes (Figure 4(e)). Taking
together, these results therefore strongly suggest that TIDC-
mediated suppression of T-cell proliferation involves a com-
plex of mechanisms including CD39 pathways.
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FIGURE 4: TIDC inhibit T-cell response through the ectoenzyme CD39. (a) Purified spDC and TIDC (derived from 4T1 and LLC tumors)
were stained for CD39. The white histograms represent the isotype controls (representative of 5 independent experiments). (b) CD3/CD28-
stimulated T cells were cultured alone (T(st)), with TIDC (T(st) + TIDC), or with spDC (T(st) + spDC). After 48 hours, supernatants were
collected and concentration of adenosine was determined by chemiluminescence assay kits (representative of 3 experiments). (c) Total T cells
were labeled with CellTrace Violet, stimulated with CD3/CD28 beads and cultured for 5 days with TIDC in presence or absence of POM-1,
the CD39 inhibitor. The proliferation index was measured and the percentage of inhibition for each condition was calculated based on the
proliferation index of stimulated T cells. (d) IFN-y concentration was quantified in the supernatant of the previous cocultures. (e) The T cells
exposed to TIDC or spDC were stained for CD25 and CD3 to evaluate T-cell activation.



4. Discussion

Tumor-induced immunosuppression represents a major
impediment to successful cancer immunotherapeutic strate-
gies leading to T lymphocyte activation. During the last
decades, extensive research has focused on identifying pop-
ulations of immunosuppressive cells induced and recruited
by developing tumors and on deciphering the associated
immunosuppressive mechanisms [32, 33]. In this context,
TIDC have been highlighted as essential constituents of these
immunoinhibitory networks [34].

Consistent with previous studies conducted with different
cancer types [6, 7, 14, 35, 36], CDI11c" TIDC isolated from
4T1- or LLC-tumor bearing mice exhibit an altered phenotype
characterized by intermediary expression of costimulatory
(CD80, CD86, and CD40) and MHC II molecules, produce
low amounts of the proinflammatory cytokine IL-12, and are
poor inducers of T lymphocyte proliferation. Importantly,
these cells can not further mature spontaneously in vitro,
suggesting a blockade at this stage of differentiation [35,
37]. Whether recently reported approaches to activate TIDC
(for instance, the synergistic stimulation of CD40 and TLR3
[38] or miRNA mimetics [39]) may promote the maturation
of TIDC isolated from 4T1 or LLC has however not been
evaluated in our current study.

TIDC isolated from 4T1 or LLC tumors efficiently sup-
press CD4" and CD8™ T cells, therefore clearly demonstrating
their immunosuppressive properties. Identifying the mech-
anisms employed by TIDC to impair antitumor immune
response is essential for the design of therapeutic strategies
to overcome the tumor-promoting influence of these cells.
Different mechanisms underlying TIDC immunosuppressive
activity have been reported [6, 10, 25, 40-42]. Recently,
Norian et al. have demonstrated that the immunoinhibitory
function of DC isolated from murine mammary tumors
depends on arginase-1[6]. In addition, different immunosup-
pressive cells such as MDSC or tumor-associated fibroblasts
have been reported to impair T lymphocyte function through
increased L-arginine catabolism [10, 37, 43]. Since 4T1 tumors
are characterized by strong expression of IL-6, which has
been involved in the regulation of arginase-1 expression
[44, 45], the possible role of this enzyme was evaluated.
CDIic" TIDC from 4T1 tumors highly express arginase-1.
Consistently, a decrease in L-arginine associated with an
increase in ornithine concentration was detected in the super-
natant of stimulated T cells cultured with TIDC compared
to stimulated T cells cultured with spDC. These observations
suggest that arginine depletion may contribute to the TIDC-
induced T-cell inhibition. However, despite a 40% decrease in
the arginine level, the arginine concentration is still superior
to 50 uM, which is the higher concentration inducing T-
cell immunosuppression [46]. Moreover, the use of arginase-
1 inhibitor, nor-NOHA, did not restore T-cell proliferation.
So the implication of arginase-1 in the immunosuppressive
function of TIDC remains unclear.

Further investigation of the mechanisms responsible for
TIDC suppressive function highlighted for the first time the
role of the ectonucleotidase CD39. We indeed observed that
the specific CD39 inhibitor POM-1 decreases the capability

BioMed Research International

of CD11" TIDC to suppress T-cell proliferation and IFN-
y secretion. Interestingly, several immune cells which are
not always immunoinhibitor such as B and T lymphocytes,
monocytes, Langerhans cells, and natural killer cells have
been reported to express CD39 [47, 48]. Similarly, nonsup-
pressive memory human or murine T-cell populations can
also express CD39 [49, 50]. Recently, several groups have
independently reported on the expression of CD39 by Treg,
cancer exosomes, tumor cells, and multipotent mesenchy-
mental stromal cells [30, 51, 52]. To exert its function, the
ectonucleotidase CD39 cooperates with other enzymes, the
best known of which is CD73. The tandem of CD39/CD?73 is
responsible of the hydrolysis of extracellular ATP and ADP
to AMP (by CD39) and the conversion of AMP to adenosine
(by CD73). Adenosine, by binding to A2A receptors, leads to
the accumulation of intracellular cAMP, thereby blocking the
TCR signaling and consequently the T-cell proliferation [53-
55]. The strong production of adenosine shown in our results
demonstrates that the CD39-adenosine pathway is involved
in the T-cell proliferation inhibition by TIDC.

Our results therefore indicate that T lymphocyte inhi-
bition is mediated by CD11c" TIDC via several suppressive
mechanisms among which CD39 plays an important role.
These immune regulatory mechanisms may therefore repre-
sent important new targets of therapeutic strategies aimed at
reversing TIDC negative impact in cancer.
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DISCUSSION

LES CELLULES DENDRITIQUES CYTOTOXIQUES DETOURNENT LA CONVERSION DES

LYMPHOCYTES T REGULATEURS VERS UN PROFIL THI.

Les DC cytotoxiques ont un fort potentiel pour étre utilisées dans les protocoles
d’immunothérapie anti-tumorale. En effet, leur capacit¢ a éliminer directement les
cellules tumorales est un atout considérable. Elles renforcent ainsi la premicre ligne de
défense de 1’organisme constituée des macrophages, des polynucléaires et des cellules
NK. De plus, I’élimination des cellules tumorales favorise, qualitativement et
quantitativement, la libération d’Ag tumoraux qui peuvent alors étre rapidement capturés
par les DC présentes sur le site de la tumeur. Ces cellules sont alors capables de présenter
les Ag tumoraux et de stimuler les LT spécifiques de la tumeur. Les KDC pourraient
donc constituer un puissant outil en immunothérapie anti-tumorale. Cependant, avant
d’envisager leur utilisation dans les protocoles d’immunothérapie, il est nécessaire de
connaitre toutes leurs propriétés, a la fois leurs capacités immunostimulatrices et leurs

capacités potentiellement immunosuppressives.

Notre équipe a mis au point un protocole de génération de KDC, différenciées a
partir de monocytes et activées par des LPS. Ces cellules ont dans un premier temps été
¢tudices chez le rat (Nicolas et al, 2007), puis chez la souris (Fraszczak et al, 2010) et
enfin chez ’homme (Lakomy et al, 2011). Ces travaux ont ainsi mis en évidence la
capacité de ces KDC, notamment les KDC humaines, & éliminer un large panel de
cellules tumorales via la sécrétion de péroxynitrites et a stimuler les LT spécifiques de la
tumeur, par la présentation de 1’Ag et la sécrétion d’une grande quantité d’IL-12. En
outre, cette étude est la premicre a avoir montré le potentiel cytotoxique des DC générées
a partir du sang de patients atteints de cancers. Ces propriétés immunostimulatrices des
KDC, bien documentées, sont trés favorables a leur utilisation dans les protocoles
d’immunothérapie, néanmoins leurs éventuelles propriétés immunosuppressives restent

encore inconnues.
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Ainsi, comme les protocoles utilisant des DC « classiques », les protocoles
utilisant les KDC pourraient étre mis en échec par I’environnement tumoral. En effet, de
nombreuses études rapportent 1’effet délétére du microenvironnement tumorale qui inhibe
notamment les DC et les conduit a 1’acquisition de propriétés immunosuppressives
(Rabinovich et al, 2007). Nos précédentes ¢études ont montré que seules les DC
immatures activées avec des LPS peuvent étre cytotoxiques. Les KDC pourraient donc
étre sensibles au MET, ainsi les DC immatures ayant tué des cellules tumorales
pourraient étre victimes du MET qui inhiberait leur maturation (Banerjee et al, 2006;
Gabrilovich, 2004). Ces KDC deviendraient alors tolérogénes et induiraient I’anergie des
LT effecteurs et la génération de Treg. Nos travaux ont déja montré que les DC
immatures activées avec des LPS ne sont pas sensibles aux mécanismes
immunosuppresseurs utilisés par les cellules tumorales (Lakomy et al, 2011). Cependant,
une autre population cellulaire du MET joue un rdéle prédominant dans ces mécanismes
suppresseurs, les Treg (Boissonnas et al, 2010; Mougiakakos et al, 2010). Ainsi, de
nombreuses études ont rapporté une augmentation du pourcentage des Treg dans de
nombreux cancers (ovariens, mammaire, pulmonaires...), ce qui constitue souvent un
facteur de mauvais pronostic (Viguier et al, 2004; Wang & Wang, 2007). Ces cellules
sont en partie responsables de I’inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale et
donc de 1’échec des immunothérapies actuelles (Nishikawa & Sakaguchi, 2010). Une des
stratégies utilisées par les Treg, consiste a inhiber la maturation et les fonctions des DC
afin de les rendre inefficaces dans 1’activation de la réponse T (Vignali et al, 2008).
Ainsi, il est crucial de déterminer I'impact des Treg sur les KDC. Nos ¢études
préliminaires chez la souris ont montré que les Treg ne modifiaient ni 1’activité
cytotoxique, ni les fonctions de CPA des DC immatures générées ex vivo et par des LPS
dans un environnement hautement immunosuppressif constitué de cellules tumorales et
de Treg (Fraszczak, 2011). Les Treg n’alterent donc pas les propriétés
immunostimulatrices des KDC. En revanche, la prolifération des Treg pourrait étre
favorisée par les KDC, ce qui conduirait a une réponse immunitaire réduite. En effet,
I’équipe de Steinman et Dhodapkar a montré que les DC injectées lors des protocoles
d’immunothérapie pouvaient favoriser la prolifération des Treg qui bloquent alors la

réponse T spécifique de la tumeur (Banerjee et al, 2006; Dhodapkar & Steinman, 2002).
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Nous avons donc étudié 1’effet des KDC sur les Treg circulants, pouvant étre recrutés par
les cellules tumorales, et sur la génération des Treg, pouvant étre induite lors de la

présentation d’un Ag en présence de TGF-f, sécrété dans le MET.

Lors de nos premiers travaux, nous nous sommes focalisés sur 1’effet des KDC sur
les Treg circulants. Nous avons ainsi montré que les KDC n’impactent pas la viabilité des
Treg circulants. Ce résultat est concordant avec nos études déja publiées selon lesquelles
les KDC, générées au sein de notre laboratoire, n’exercent pas leur activité cytotoxique
contre les LT (Fraszczak et al, 2010; Lakomy et al, 2011). Nos résultats n’ont pas mis en
¢vidence d’effet des KDC sur le phénotype des Treg, notamment sur I’expression du
facteur de transcription FoxP3, qui est étroitement liée a leur capacité
immunosuppressive (Williams & Rudensky, 2007). Ce résultat coincide donc avec le fait
que les KDC n’aient pas d’impact sur la capacité des Treg a inhiber la prolifération des
LT effecteurs. Cependant, ces travaux ont été réalisés avec des Treg isolés du sang de
donneurs sains, or cette population de Treg ne représente que 5% des LT totaux ; aussi le
role joué par ces Treg dans les mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire
n’est que modeste en comparaison de celui joué par les Treg induits (iTreg) dont la
génération est trés activement favorisée par les cellules cancéreuses et les cellules du
MET (Nishikawa & Sakaguchi, 2010). Néanmoins, il serait intéressant de réaliser des
expériences complémentaires, notamment 1’étude fonctionnelle, sur des Treg isolés du
sang de patient porteur de tumeur. De méme, il serait instructif de vérifier 1’effet des

KDC sur la prolifération de ces Treg (Hoffmann et al, 2004).

La deuxiéme partie de ce travail a donc porté sur I’é¢tude de I’'impact des KDC sur
la génération des Treg. Nous avons ainsi montré que les KDC humaines sont capables
d’inhiber la différenciation des LT naifs en Treg. Nos résultats ont ainsi montrés que les
KDC inhibent I’expression du facteur de transcription FoxP3 par les LT, activés via leur
CD3 et CD28, générés en présence d’IL-2 et de KDC. Ces résultats ont ¢galement été
observés lorsque la conversion est induite par le TGF-B, et méme lorsque la conversion a
été initiée 24h avant que les KDC ne soient mises au contact des LT. Les KDC possedent

donc une forte capacité d’inhibition de la génération des Treg.
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Nos travaux ont déja mis en évidence la possibilit¢ de générer, a partir des
monocytes de patients atteints de cancer, des KDC fonctionnelles qui sont cytotoxiques
envers les cellules tumorales et peuvent activer les LT (Lakomy et al, 2011). Nos
résultats montrent que les KDC, générées a partir du sang de patients atteints de divers
cancers métastatiques (prostate, sein, foie), sont aussi capables de bloquer la
différenciation des Treg. Ces résultats divergent des travaux publiés qui montrent que les
DC dérivées de monocytes isolés de patients atteints de cancers sont fonctionnellement
déficientes et favorisent la génération et 1’expansion des Treg, et cela méme apreés avoir
été stimulés avec des LPS (Neves et al, 2005; Ramos et al, 2012). Cette différence
pourrait s’expliquer par les différences dans le protocole de génération des DC. Ainsi,
dans ces études les monocytes sont isolés par adhésion cellulaire puis cultivés avec du
GM-CSF et de I’IL-4 pendant 5 jours, avant que ne soit ajouté du TNF-a. Les DC sont
obtenues 2 jours aprés cela. De plus, afin que nos conditions d’étude in vitro soient le
plus proche possible des conditions dans lesquelles se trouveront les KDC in vivo, nous
avons ¢étudié¢ ’effet des KDC de patients, ayant tué des cellules tumorales, sur la
génération des Treg. Nous avons montré que méme si elles ont été en contact avec des
cellules tumorales lors de leur activation, les KDC n’acquie¢rent pas de fonction

tolérogene et conservent la capacité d’inhiber la différenciation des LT naifs en Treg.

Cette nouvelle propriété confére ainsi aux KDC un autre avantage puissant pour
leur utilisation dans les protocoles d’immunothérapie anti-tumorale. En effet, nous
pouvons imaginer, au vu de ces résultats, que les KDC, en plus d’étre insensibles aux
mécanismes immunosuppressifs mis en place par les cellules tumorales, seraient capables
de considérablement les réduire. De plus, nos résultats ont montré que les LT naifs
cultivés en présence de KDC, et malgré le TGF-, se différenciaient en LT exprimant le
facteur de transcription Tbet et produisant une grande quantité d’IFN-y. Ces marqueurs
sont caractéristiques des Thl qui sont tres impliqués dans la réponse immunitaire anti-
tumorale, notamment en activant les CTL qui éliminent spécifiquement la tumeur. Ainsi,
nos résultats montrent que les KDC sont capables de détourner la différenciation des
Treg pour générer des LTh1, ceci représente un autre argument en faveur de I’utilisation
des KDC en immunothérapie. Cependant, une étude fonctionnelle de ces LT générés en

présence des KDC permettraient de confirmer leur profil Thl, bien que cette hypothése
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soit fortement appuyée par 1’absence d’expression de FoxP3. En effet, de nombreuses
¢tudes ont mis en évidence la capacité des Treg a exprimer le facteur de transcription
Tbet ou produire de I'I[FN-y (Venigalla et al, 2012; Zhao & Perlman, 2012), mais le point
commun entre ces travaux est que ces Treg, immunosuppressifs, exprimaient aussi

FoxP3.

Une inhibition de la génération des Treg fut aussi observée en présence des DC
dites « classiques ». Ce résultat peut étre expliqué par 1’état mature dans lequel se
trouvent les DC. En effet, aprés 5 jours de culture, les DC immatures sont manipulées
afin qu’une partie soit stimulée avec des LPS. Bien que I’autre moiti¢ des DC ne soit pas
stimulée, la manipulation conduit a une activation mécanique de ces derniéres qui
présentent alors une activit¢é immostimulatrice et favorise ainsi la génération des LT
effecteurs plutot que des Treg (Lutz & Schuler, 2002). Cependant, bien qu’elles inhibent
la génération des Treg, les DC « classiques » ne favorisent pas de voie de différenciation
spécifique. Le pourcentage des différentes populations de LThl, LTh2 et LTh17 n’est pas
modifié. Les DC « classiques » sécretent beaucoup moins d’IL-12, une cytokine utilisée
dans les protocoles de génération des LThl, que les KDC, c’est pourquoi la génération
des LTh1 n’est pas privilégié¢e (Lakomy et al, 2011). Ainsi, les KDC présentent, en plus
de leur propriété cytotoxique directe, un avantage important par rapport aux DC

« classiques » pour une utilisation dans les protocoles d’immunothérapie.

Nous n’avons pas déterminé précisément le mécanisme impliqué dans le
détournement de la différenciation des LT en Treg mais ce mécanisme est dépendant
d’un contact cellulaire. Il se pourrait donc que les péroxynitrites, déja impliqués dans la
fonction cytotoxique des KDC, jouent un rdle dans ce mécanisme. En effet, les
péroxynitrites sont responsables de la modification de nombreuses protéines dont le
récepteur EGFR et les protéines kinases Raf-1 et MEK (Zhang et al, 2000). En induisant
leur phosphorylation, les péroxynitrites induisent 1’activation de ERK qui inhibe alors
I’expression de FoxP3 (Luo et al, 2008). Cependant, nos résultats, encore préliminaires,
ne nous permettent pas de conclure sur I’implication des péroxynitrites dans ces
mécanismes, notamment a cause de I’effet toxique du FeTPPS, catalyseur des
péroxynitrites, sur les LT. De plus, le NO, un composant nécessaire a la formation des

péroxynitrites, n’est pas impliqué dans I’inhibition de la conversion des Treg médiée par
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les KDC. Néanmoins, il serait tout de méme intéressant d’étudier le profil de
phosphorylation des différentes protéines impliquées dans la voie de signalisation de
ERK, particuliérement 1’état de phosphorylation de ERK. Cependant, cette information
ne nous permettrait pas de conclure sur le role des péroxynitrites puisqu’un autre
mécanisme pouvant moduler cette voie a été décrit. Ce mécanisme implique la liaison du
GITR (Glucocorticoid-Induced TNF Receptor), notamment exprimé par les Treg, avec
son ligand GITR-L, exprimé par les DC (Stephens et al, 2004). Il a été montré que la
liaison d’un ligand du GITR sur ce récepteur conduit a 1’inhibition de la génération des
Treg médiée par le TGF-B, en bloquant ’expression de FoxP3 (Cohen et al, 2010). Ce
mécanisme constitue donc également une piste importante a vérifier. Ces mécanismes
inhibant I’expression de FoxP3, associés a la forte sécrétion d’IL-12 par les KDC

pourrait ainsi expliquer le détournement de la différenciation des Treg vers un profil Thl.

Une autre hypothése impliquait le role de la forte quantité d’IL-6 sécrétée par les
KDC (Lakomy et al, 2011). Cette cytokine, associée au TGF-B, conduit a la
différenciation des LT en Th17. Cependant, I’utilisation d’un Ac bloquant dirigé contre
le récepteur a 1I’IL-6, le Tocilizumab, n’a pas permis de restaurer la conversion des Treg.
De plus, notre étude du profil d’expression des facteurs de transcription, notamment
Roryt qui est spécifique des LTh17, et du profil cytokinique des LT générés en présence
de KDC n’est pas en faveur d’une différenciation en Th17. Cette cytokine ne semble

donc pas impliquée dans le mécanisme d’inhibition de la conversion utilisé par les KDC.

L’inhibition de la génération des Treg par les KDC représente un atout
considérable pour leur utilisation dans les protocoles d’immunothérapie. Les KDC
permettraient ainsi un meilleur déroulement de la réponse immunitaire anti-tumorale.
Cependant, d’autres cellules inhibitrices sont présentes dans le MET, notamment les
MDSC. Il sera donc nécessaire d’étudier de la méme facon 1’interaction des KDC et des

MDSC.
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ETUDE DES DC SPLENIQUES HUMAINES LORS DES CANCERS ET MAI

Les DC jouent un rdle clé¢ dans la réponse immunitaire anti-tumorale et auto-immune.
Pourtant a ce jour, il n’existe que peu d’études portant sur la fréquence et la distribution des
DC dans les organes lymphoides et notamment aucune information portant spécifiquement sur
les sous-types de DC localisées dans le plus gros organe lymphoide, la rate, chez les patients
porteurs de tumeurs ou atteints de maladies auto-immunes n’est disponible. La principale
raison de la rareté des travaux portant sur les DC spléniques est la difficulté a obtenir du tissu
splénique humain. Ainsi, les rares études qui ont ét¢ menées sur les DC spléniques n’étaient
pas spécifiques d’une pathologie et regroupaient les rates de patients ayant divers antécédents
médicaux. Dans ce travail, nous avons pu étudier et comparer les sous populations de DC
spléniques présentes dans la rate de patients porteurs de tumeurs ou atteints de MAIL Nous
avons également pu mettre en évidence I’'impact de différents traitements sur ces DC

spléniques.

La découverte de nouveaux marqueurs a permis d’améliorer la caractérisation des
différentes sous populations de DC sanguines. Trois sous populations sont ainsi distinguées
parmi les cellules lineage” HLA-DR: les pDC caractérisées par 1’expression des marqueurs
CD123, BDCA-2 et -3 et par I’absence de CD11c, et deux types de mDC CD1 1c", les mDC1
et mDC2 différenciées par leur expression respective des marqueurs CDlc et CDI141
(Dzionek et al, 2000; Hemont et al, 2013). Les cellules lineage™ HLA-DR" CDI16",
initialement rattachée aux DC, sont désormais considérées comme des monocytes (Hemont et
al, 2013). Les travaux réalisés sur les DC spléniques humaines ont montré que ces différentes
sous populations de DC décrites dans le sang sont retrouvées dans la rate (Mittag et al, 2011).
Notre ¢tude a permis d’identifier ces 3 sous populations de DC dans les rates humaines
témoins, et ce dans des proportions comparables a celles des sous types de DC dans le sang.
Ces résultats divergent de ceux obtenus par Velasquez et al., qui ont mis en évidence un
déséquilibre de la balance mDC/pDC en faveur des mDC ainsi qu’une proportion plus
importante de ces sous types de DC dans la rate avec 10,7% de mDC1 BDCA-1", 9% de
mDC2 BDCA-3" et 6,3% de pDC BDCA-2" dans les SMC (Velasquez-Lopera et al, 2008).
L’utilisation de différents protocoles de dissociation des rates pourraient expliquer ces

différences.
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L’¢tude des sous populations de DC au sein des rates pathologiques n’a pas mis en
évidence de différence quantitative significative. Bien qu’une diminution des pDC dans les
rates cancers et une 1égére augmentation du pourcentage de mDC2 ait pu étre observée dans
les rates de patients atteints de MAI, ces résultats treés préliminaires nécessite 1’étude d’un plus
grand nombre de rates pour étre confirmés. Cependant, cette derni¢re observation constitue
une piste intéressante. En effet, les mDC2 sont connues comme les principales cellules
présentatrices d’Ag issus de cellules nécrotiques. 1l serait donc intéressant de vérifier si les
mDC?2 sont capables d’endocyter les Ag produits lors de la destruction des plaquettes, et de
déterminer si ces mDC2 chargées en Ag plaquettaires ont un rdle dans I’activation des LT
CDS8" auto-réactifs impliqués dans la destruction des plaquettes lors du PTI (Audia et al,

2013).

Les DC inflammatoires CD11c" ont été mises en évidence au sein des rates de patients
atteints d’un cancer gastrique accompagné d’une inflammation chronique, mais pas au niveau
des rates de patients atteints un cancer du pancréas. Nos résultats montrent que ces DC
inflammatoires ne sont pas présentes dans les rates de patients atteints de cancers. En
revanche, nous avons pu identifier ces DC au sein des rates de patients ayant une MAI Ce
résultat est concordant avec le profil pathologique des patients puisque la majorité des rates
¢tudi¢es proviennent de patients ayant un PTI. Cette pathologie est caractérisée par une
réponse auto-immune et donc une forte inflammation au niveau de la rate. Notre ¢tude apporte
donc une nouvelle information concernant la présence de DC inflammatoires dans les rates de
patients ayant une MAI et plus particulierement un PTI. De plus, les DC inflammatoires étant
impliquées dans I’initiation et le maintien de la réponse Th17 (Segura et al, 2013b), ces
résultats pourraient étre une explication a I’augmentation des LTh17 observée au cours du PTI

(Hu et al, 2011).

L’¢étude de 1’état de maturation des sous populations de DC nous a permis de montrer
que sans activation ex vivo, les DC issues des rates pathologiques sont plus activées que les
rates témoins, suggérant ainsi que ces DC aient déja ét€ en contact avec des signaux
d’activation. Ce résultat est concordant avec la littérature puisque les travaux portant sur le
profil d’activation des DC spléniques ont montré que la plupart des DC de rates de donneurs

d’organes ne présentant pas de pathologie, expriment un phénotype immature caractérisé par
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I’absence d’expression des molécules CD80, CD86 et CD83 (Mcllroy et al, 2001), alors que
les DC de patients atteints de PTI expriment fortement les molécules de co-stimulation
(Catani et al, 2006; Zhang et al, 2015b). De plus, nos résultats mettent en évidence une forte
corrélation positive entre I’expression des molécules CD86 et CD83. Etonnamment, les DC
issues de rates de patients ayant un cancer présentent aussi un phénotype mature avec la co-
expression des molécules CD86 et CD83. Ce résultat suggeére que ces DC ne présentent pas

un phénotype tolérogene.

Nos travaux montrent, qu’en réponse a tous les agonistes testés, la réponse des sous

populations de DC different selon les pathologies et les traitements regus.

Nos expériences mettent en évidence plusieurs incohérences des résultats avec la
littérature, notamment avec 1’activation des mDC induite par le CpG, alors que le TLR-9 n’est
normalement pas exprimé par les mDC. L’¢étude de rates supplémentaires pourrait permettre
d’infirmer ou de confirmer ces résultats. Une étude du profil d’expression des TLR, par RT-
PCR, permettrait de vérifier I’expression des TLR par les sous populations de DC spléniques
et d’obtenir ainsi plus d’informations. Cependant, des études ont mis en évidence le fait que le
taux d’expression de ’ARN d’un TLR, I’expression de la protéine et la réponse apres
stimulation avec 1’agoniste de ce TLR ne sont pas corrélés (Reis e Sousa, 2004; Visintin et al,
2001). De plus, des études ont montré qu’il est possible d’activer les mDC avec le polyl:C,
malgré 1’absence d’expression du TLR-3 par ces cellules (Lopez et al, 2004; Piccioli et al,

2007).

L’étude de I’effet du traitement par Anti-CD20 sur les DC a déja été réalisée in vitro,
les résultats obtenus mettaient en évidence une inhibition de 1’activation des mDCI1 par le
traitement (Xu et al, 2012). Cependant, notre étude est la premiére a mettre en évidence ’effet
des Anti-CD20, in vivo, sur les DC spléniques de patients atteints de PTI. Nos résultats
mettent en évidence une différence intéressante entre les DC spléniques des patients ayant
recu de I’Anti-CD20 et celles des patients non traités. Un plus fort pourcentage de mDC1 est
ainsi observé dans les rates de patients non traités. Cette augmentation des mDC1 serait
concordante avec I’induction d’une réponse immunogene qui favoriserait la MAIL De plus,
nous pouvons penser que le traitement par Anti-CD20 permettrait de retrouver un pourcentage

de mDCI1 proche de celui des rates témoins. Cependant, nos résultats montrent que la capacité
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d’activation de ces mDC1 est réduite, tout comme celle des mDC2 et des pDC. Cette
observation est discordante avec 1’éventuelle implication des mDC1 dans I’induction d’une
réponse immunitaire. Malheureusement, le trop petit nombre d’échantillon de rate de patients
n’ayant pas regu d’Anti-CD20 (2 rates) ne nous permet pas de conclure et des échantillons
supplémentaires sont nécessaires pour vérifier le réel effet de 1’Anti-CD20 sur les sous

populations de DC spléniques humaines.

Enfin, la mise en évidence des différences entre les différents types de cancers
lors de cette étude pourrait permettre d’adapter au mieux les immunothérapies tout en
ciblant la rate qui comme nous 1’avons vu, constitue un organe lymphoide de grand
intérét pour 1’induction d’une réponse immunitaire. Dans le cas des cancers solides, par
exemple, 1’analyse des réponses aprés stimulation par agonistes de TLR montre que le
PAM et le Poly I:C activent toutes les populations de DC. Ces molécules seraient donc
intéressantes a utiliser en immunothérapie. Pourtant, 1’étude de la distribution des sous
population de DC au sein des rates de patients présentant une tumeur solide montre que
le taux de pDC est trés bas, aussi les activer ne présenterait pas un grand intérét. En
revanche, les LPS, qui activent modérément les pDC sont beaucoup plus efficaces que le
PAM et le Polyl ;C dans I’activation des mDC, ils représenteraient donc un meilleur

choix de molécules a utiliser en immunothérapie.

Cependant ces résultats préliminaires nécessitent confirmation avec une étude

incluant un nombre plus important de patients.

Les TIDC immunosuppressives

L’immunosuppression induite par le MET représente un obstacle majeur au succes des
thérapies anti-cancéreuses en inhibant la réponse immunitaire. Plusieurs populations
cellulaires immunosuppressives peuvent ainsi étre induites ou recrutées par les cellules
tumorales pour favoriser leur développement. Parmi ces populations, les DC infiltrant les
tumeurs jouent un réle important. Les facteurs tumoraux présents dans le MET sont
responsables de [Daltération de la différenciation, de la maturation et de la fonction

immunogénique des DC qui deviennent alors tolérogénes et participent aux mécanismes
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d’échappement de la tumeur. La compréhension des mécanismes utilisés par les TIDC pour
inhiber la réponse immunitaire et aider a la croissance de la tumeur est essentielle pour le
développement de nouvelles thérapies. Ainsi, nous avons étudié le role des DC infiltrant
diverses tumeurs, des carcinomes mammaire (4T1) et pulmonaire (LLC) de souris, dans le

développement tumoral.

Nos résultats ont mis en évidence le phénotype semi-mature particulier présenté par
ces TIDC. Ainsi, les TIDC isolées de tumeurs 4T1 et LLC expriment les molécules de CMH-
IT et les molécules de co-stimulation que sont le CD80, CD86 et CD40, en revanche, elles ne
produisent qu’une faible quantité d’IL-12 et échouent donc dans [’activation des LT
effecteurs. De plus, nos résultats montrant la capacité inhibitrice des TIDC envers les LT

CD4" et CD8" confirment la fonction immunosuppressives des TIDC.

Dans le but d’¢laborer des stratégies thérapeutiques capables de maitriser 1’influence
immunosuppressives des cellules tumorales, il est indispensable de déterminer le(s)
mécanisme(s) employé(s) par les TIDC pour bloquer la réponse immunitaire. Plusieurs
mécanismes immunosuppresseurs ont été décrits dans la littérature, impliquant notamment le
NO, IDO, I’arginase ou encore le CD39, nous avons vérifié leur role dans I’inhibition de la

prolifération des LT.

Le role de I’enzyme IDO dans les mécanismes d’échappement utilisé par les tumeurs a
été décrit au sein des tumeurs 4T1. Les DC tolérogenes via I’expression de ’enzyme IDO,
catabolisent le tryptophane en kynurénine. Cela induit d’une part, la déplétion du milieu en
tryptophane, un acide aminé essentiel a la prolifération des lymphocytes, et d’autre part, la
production d’une molécule toxique qui provoque I’apoptose des cellules (Fallarino et al,
2002). De plus, le traitement des souris porteuses de tumeurs 4T 1, avec un inhibiteur de IDO,
le 1-MT (1-Méthyl-Tryptophane), en combinaison avec la cyclophosphamide
(chimiothérapie), a permis de rétablir la réponse immunitaire, entrainant une régression
tumorale (Hou et al, 2007). Nos résultats mettent aussi en évidence 1’expression de cette
enzyme par les DC isolées de tumeurs 4T1, cependant, 1’utilisation du 1-MT ne nous a pas
permis de restaurer la prolifération des LT en présence de TIDC. De plus, nous n’avons pas
observé de modification de la concentration de tryptophane dans les surnageants de culture.

L’enzyme IDO, malgré son expression par les TIDC, ne semble donc pas impliquée dans leur
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mécanisme inhibiteur. De méme, bien que nos résultats montrent I’expression, par les TIDC,
de I’enzyme iNOS, qui catalyse la formation du NO, une molécule fortement suppressive
(Jayaraman et al, 2012; Lejeune et al, 1994), I'utilisation de son inhibiteur, la NMMA, ne

rétablit pas la prolifération des LT.

L’arginase contribue a I’inhibition des LT en dégradant I’arginine, un acide aminé
essentiel & leur prolifération. Le role de cette enzyme, qui conduit a I’inhibition de la
prolifération des LT CD8" et de la production d’IFN-y, a été mis en évidence au niveau des
TIDC isolées de tumeurs mammaires de souris CMSS5 par Norian et al. (Norian et al, 2009).
Nos résultats ont montré une forte expression de I’arginase par les TIDC isolées de tumeurs
4T1. De plus, I’étude des milieux de co-culture des LT avec les TIDC a mis en évidence une
diminution de la concentration en arginine corrélée a une augmentation de la concentration en
ornithine, son produit de dégradation. Etonnamment, ’utilisation de I’inhibiteur de cette
enzyme n’a pas permis de restaurer la prolifération des LT. Ce résultat surprenant pourrait
étre expliqué par la concentration en arginine qui, pour conduire a I’inhibition des LT, doit
étre inférieure a S0uM (Almand et al, 2001; Munn et al, 1999; Roth et al, 1994). Malgré une
forte diminution, la concentration en arginine dans nos cultures reste trop ¢levée pour avoir un
effet sur la prolifération des LT. Nous avons donc écarté cette enzyme des mécanismes

utilisés par nos TIDC.

Pour finir, de nombreuses études ont rapporté que I’adénosine extracellulaire produite
par les Treg ou les cellules tumorales instaure un environnement immunosuppressif en
inhibant I’activation et la prolifération des LT (Clayton et al, 2011; Hausler et al, 2011; Sauer
et al, 2012; Whiteside et al, 2011). Le mécanisme conduisant a la production de 1’adénosine
extracellulaire implique ’activité de deux ecto-enzymes, CD39, constitutivement exprimée
par les DC (Dwyer et al, 2007), qui hydrolyse I’ATP/ADP en AMP, et CD73 qui hydrolyse
I’AMP en adénosine. Notre étude a mis en évidence que les TIDC isolées des tumeurs 4T1 et
LLC exprimaient CD39 et cela a une concentration bien plus élevée que les DC isolées de
rates naives (spDC). De plus, nos résultats ont montré que les TIDC isolées de ces deux
modeles de tumeurs sont capables de produire de I’adénosine. Enfin, I’inhibition spécifique de
I’ecto-enzyme CD39 par POM-1 (Muller et al, 2006; Wall et al, 2008), restaure la

prolifération des LT a 75% confirmant ainsi I’implication de CD39 dans la fonction
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immunosuppressive des TIDC. Plusieurs enzymes conduisant a I’hydrolyse de ’AMP en
adénosine ont été décrite, CD73 et 1’ecto-alkaline phosphatase. Ces enzymes pourraient
¢galement étre impliquées dans le mécanisme d’inhibition utilis¢ par les TIDC. Cependant,

d’autres investigations devront étre menées pour confirmer cette hypothése.

L’hydrolyse de I’ATP a également un réle direct dans I’échappement de la tumeur au
systétme immunitaire. En effet, I’ATP constitue un signal de danger, libéré par les cellules
endommagées, qui amplifie I’activation des LT et induit la maturation des DC conduisant a
I’initiation d’une réponse immunitaire pro-inflammatoire (la Sala et al., 2003). Le role anti-
tumoral de I’ATP a notamment ét¢ montré dans des modeles de cancer de prostate et de
mélanome murins, ou l’injection intrapéritonéale d’ATP entraine une inhibition de la
croissance tumorale par 1’induction de I’apoptose des cellules tumorales (Shabbir et al, 2008;
White et al, 2009). Ce mécanisme a été confirmé in vitro, par 1’ajout d’ATP dans une culture
de cellules de mélanome qui entraine ainsi une inhibition de leur prolifération. De plus,
lorsqu’une forme soluble de CD39, I’enzyme apyrase, qui dégrade I’ATP, est ajoutée a la
culture, I’effet antiprolifératif de I’ATP est perdu. L’ajout d’ATP dans des cultures de cellules
tumorales cultivées en présence de cellules exprimant le CD39 conduit a un résultat similaire
(Feng et al, 2011). Ainsi, le role dans 1’échappement de la tumeur de CD39, exprimé par les
DC que nous avons isolées des tumeurs mammaires et pulmonaires chez la souris, serait
double. Cette enzyme, par ’hydrolyse de I’ATP conduirait ainsi a favoriser la croissance
tumorale tout en inhibant la prolifération des LT. Cependant, I’inhibition de CD39 n’a permis
de bloquer la fonction immunosuppressive des TIDC qu’en partie, suggérant 1’existence d’un
ou d’autres mécanismes immunosuppresseurs. Des études complémentaires seront donc

nécessaires pour compléter cette étude.
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CONCLUSION

En conclusion, nos travaux apportent de nouvelles informations concernant les
mécanismes mis en place par les cellules tumorales pour échapper a la réponse
immunitaire. Nous avons montré que les cellules dendritiques du microenvironnement
tumoral présentaient une fonction tolérogéne médiée par 1’ecto-enzyme CD39. Malgré
cela, nos travaux montrent qu’il est tout de méme possible d’envisager 1’utilisation des
DC isolées du sang de patient atteint de tumeur en immunothérapie. Ainsi, nos précédents
travaux avaient montré la possibilité de générer des DC cytotoxiques a partir du sang de
patients atteints de tumeurs. Nous avons montré, ici, qu’en plus de tuer les cellules
tumorales et d’activer la réponse immunitaire spécifique, les KDC sont également
capables de bloquer la génération des Treg, principale population cellulaire qui
participent a 1’échappement des tumeurs. Ces résultats confirment le gros potentiel des

KDC pour leur utilisation en immunothérapie anti-tumorale.

De plus, nos travaux sur les rates humaines ont fournit des informations
nécessaires pour envisager le développement de stratégies thérapeutiques ciblant la

réponse immunitaire dans la rate.
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Background: Adoptive transfer of immunosuppressive cells
has emerged as a promising strategy for the treatment of
immune-mediated disorders. However, only a limited number
of such cells can be isolated from in vivo specimens. Therefore
efficient ex vivo differentiation and expansion procedures are
critically needed to produce a clinically relevant amount of
these suppressive cells.

Objective: We sought to develop a novel, clinically relevant, and
feasible approach to generate ex vivo a subpopulation of human
suppressor cells of monocytic origin, referred to as human
monocyte-derived suppressive cells (HuMoSCs), which can be
used as an efficient therapeutic tool to treat inflammatory
disorders.

Methods: HuMoSCs were generated from human monocytes
cultured for 7 days with GM-CSF and IL-6. The immune-
regulatory properties of HuMoSCs were investigated in vitro
and in vivo. The therapeutic efficacy of HuMoSCs was evaluated
by using a graft-versus-host disease (GvHD) model of
humanized mice (NOD/SCID/IL-ZR'yc_/_ [NSG] mice).
Results: CD33* HuMoSCs are highly potent at inhibiting the
proliferation and activation of autologous and allogeneic
effector T lymphocytes ir vitro and in vivo. The suppressive
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activity of these cells depends on signal transducer and activator
of transcription 3 activation. Of therapeutic relevance,
HuMoSCs induce long-lasting memory forkhead box protein
3—positive CD8™ regulatory T lymphocytes and significantly
reduce GVHD induced with human PBMCs in NSG mice.
Conclusion: Ex vivo-generated HuMoSCs inhibit effector

T lymphocytes, promote the expansion of immunosuppressive
forkhead box protein 3—positive CD8* regulatory T cells,

and can be used as an efficient therapeutic tool to prevent
GvHD. (J Allergy Clin Immunol 2015;un:NuE-EEN,)

Key  words: Human  monocyte-derived  suppressor  cells,
T lymphocytes, regulatory T cells, signal transducer and activator
of transcription 3, graft-versus-host disease, inflammation

The induction and maintenance of immune tolerance represent
major therapeutic goals in autoimmunity and transplantation. In
allogeneic hematopoietic cell transplantation current strategies
for controlling lethal graft-versus-host disease (GvHD) are based
on administration of immunosuppressive drugs resulting in
general immune suppression responsible for severe infections
or patient relapse after drug withdrawal.' Therefore more targeted
approaches are needed. In this context the administration of
suppressive (regulatory) immune cells, such as regulatory T
(Treg) cells, has been tested as a more refined strategy to inhibit
donor T cells with limited adverse side effects.”® However, the
implementation of immunosuppressive cells in clinical trials
has been limited by their low frequency in human subjects.””
Many recent protocols have reported on the possibility of
generating or clonally expanding Treg cells in vitro.'"'®
However, several challenges have limited the clinical use of
ex vivo—expanded Treg cells, including maintenance of their
survival, regulatory function, alloantigen specificity, and
appropriate homing properties in transplant recipients.'”* In
addition to conventional CD4" Treg cells, immunosuppressive
CD8™" T lymphocytes have been noted for their protective role
against GvHD.'"**"* This subset of suppressive T lymphocytes
exhibits higher CD8 expression (CD8™) compared with their
effector counterparts and coexpress CD25, CD103, and forkhead
box protein 3 (FoxP3).”°* Recent reports have indicated that
CD8" Treg cell induction negatively correlates with GvHD
development in mice after allogeneic bone marrow transplanta-

. ’_77’_7() . . . .

tion.”~ However, the possible therapeutic advantage of inducing
CD8™" Treg cells has never been explored in patients undergoing
transplantation. Similarly, although studies conducted in animals
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Abbreviations used
FoxP3: Forkhead box protein 3
GvHD: Graft-versus-host disease
HuMoSC: Human monocyte-derived suppressive cell
MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1
MSC: Mesenchymal stem cell
NSG mice: NOD/SCID/IL-2Ry. /™ mice
STAT: Signal transducer and activator of transcription
Treg: Regulatory T

and transplant recipients have demonstrated that myeloid-derived
suppressor cells can promote transplant tolerance,”’ ™ the
therapeutic benefits of ex vivo—generated human myeloid
suppressor cells have not been investigated.

We have developed an original approach to generate ex vivo
large numbers of a subpopulation of human suppressor cells of
monocytic origin, herein called human monocyte-derived
suppressive cells (HuMoSCs). HuMoSCs inhibit the proliferation
and activation of both autologous and allogeneic effector CD4 ™"
and CD8" T lymphocytes. HuMoSC suppressive function
depends on signal transducer and activator of transcription
(STAT) 3 signaling and is associated with deprivation of the
essential amino acids tryptophan and cysteine. Importantly, using
a clinically relevant GYHD model in NOD/SCID/IL-2Ry, '~
(NSG) mice, we demonstrate for the first time that HuMoSCs
reduce GvHD symptoms, resulting in prolonged animal survival.
HuMoSC-mediated prevention of GVHD positively correlates
with induction of memory FoxP3"CD8™ Treg cells.

METHODS

Generation of HuMoSCs

Human study was approved by the Establissment Francgais du Sang (EFS:
ENR-B1-051, Besangon, France), with informed consent in compliance with
the Declaration of Helsinki. PBMCs were isolated from buffy coats of healthy
donors by means of Ficoll density gradient centrifugation. Monocytes were
purified from PBMCs by means of Percoll density gradient centrifugation.
HuMoSCs were generated by incubating monocytes (5 X 10° cells/mL) in
RPMI 1640 (BioWhittaker, Basel, Switzerland) supplemented with 10%
FBS and recombinant human GM-CSF (10 ng/mL) and IL-6 (10 ng/mL;
both from Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Germany) for 7 days. The
medium was replaced every 3 days.

Magnetic cell isolation and sorting

HuMoSCs, total T cells, naive T cells, and Treg cells were purified by
means of magnetic cell sorting with human CD33", Pan-T, naive CD4 " T, and
CD4"CD25" cell isolation kits, respectively, and an autoMACS Pro
Separator, according to the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec).
CD8"CD103™ cells were sorted from cocultures by using a FACSAria cell
sorter (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).

T-cell proliferation and suppression assays

Total T lymphocytes and CD4"CD25~ T cells were stained by using Cell
Trace Violet (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), according to the manufac-
turer’s procedure. Labeled cells were cultured with anti-CD3/CD28—coated
T-cell expander beads (Dynabeads; Invitrogen, Carlsbad, Calif) with or
without HuMoSCs (T-cell/HuMoSC ratio = 4:1). T-cell division was detected
after 4 days by using flow cytometry with an LSRII cytometer (BD
Biosciences) and analyzed by using the ModFit software (version 3.0).
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In some experiments Treg cell suppressor inspector beads (Miltenyi Biotec)
were used for stimulation.

Morphologic analysis

Wright-Giemsa staining (Protocol Hema 3; Fisher Scientific, Kalamazoo,
Mich) of CD33™ cell cytospin preparations was performed to assess HuiMoSC
morphology after purification of CD33™ cells. Observation, evaluation, and
image acquisition were performed with a Carl Zeiss Axiovert 40 CFL inverted
microscope (Fisher Scientific).

Antibodies and flow cytometric analysis

Flow cytometric analyses were performed, as previously reported,’® by
using mAbs against CD33, CDla, CDl1c, CD11b, CD14, CD16, CD40,
CD80, CD86, HLA-DR, CD123, CD163, CD44, CD31, CD105, CCRS,
CCR6, CCR7, CD3, CD20, CD56, CD4, CD8, CD103, CD62 ligand,
IFN-vy, granzyme B, and perforin (eBioscience, Paris, France). Treg
cells were stained with anti-CD4 (phycoerythrin-Cy5.5), anti-CD25
(phycoerythrin) and anti-Foxp3 (Alexa Fluor 488, Human Treg Flow Kit;
BioLegend, San Diego, Calif). Cells were analyzed with an LSRII cytometer
(BD Biosciences), and data analysis was performed with FlowJo software
(version 5.7.2).

Inhibitors and proteins

Specific inhibitors were used to suppress/neutralize various immuno-
suppressive enzymes or pathways: nor-NOHA (inhibitor of arginase-1,
50 wmol/L; Calbiochem, Bad Soden, Germany), L-NMMA (inhibitor of
induced nitric oxide synthase, 1 mmol/L; Sigma-Aldrich, St Louis, Mo),
FeTPPS (peroxynitrite catabolism accelerator, 50 wmol/L, Calbiochem),
NAC (inhibitor of ROS, 3 mmol/L, Sigma-Aldrich), 1-MT (inhibitor
of indoleamine-2,3-dioxygenase, 500 wmol/L, Sigma-Aldrich), tin
protoporphyrin/SnPP (inhibitor of heme oxygenase-1, 50 wmol/L; Frontier
Scientific, Logan, Utah), NS398 (inhibitor of COX-2, 10 wmol/L; Cayman
Chemicals, Ann Arbor, Mich), APCP (antagonist of CD73, 100 wmol/L,
Sigma-Aldrich), and Stattic (STAT3 inhibitor, 10 wmol/L, Calbiochem).
Exogenous L-arginine (400 pmol/L, Sigma-Aldrich), L-cysteine (100 wmol/
L, Sigma-Aldrich), and recombinant IL-10 (50 wmol/L, Miltenyi Biotec) were
also used. In other experiments (-mercaptoethanol (50 pmol/L, Sigma-
Aldrich) was added to the culture to prevent L-cysteine oxidation.

Cytokine assay

Concentrations of IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-5, IL-4, IL-1, IL-12p70,
CCL2 (monocyte chemotactic protein 1 [MCP-1]), CCL20, granzyme B,
soluble Fas ligand, and TGF-B1 were determined in cell-culture supernatants
by using Multiplex and ELISA Kkits, according to the manufacturer’s
procedures (eBioscience).

HPLC assay

JEOL Aminotac 500 (Tokyo, Japan), an automated amino acid analyzer,
was used for quantification of all amino acids within cell supernatants. Data
acquisition and calculations were made with JEOL Workstation software.

Xenogeneic model of GvHD

NSG mice were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, Me)
and housed in specific pathogen-free conditions. Mice were used at
8 to 12 weeks of age. Mice were injected intravenously with human PBMCs
(20 X 10° per mouse) with or without autologous HuMoSCs (5 X 10° per
mouse). The mix of PBMCs with HuMoSCs was made before injections.

Mice were scored every day for 60 days in a blind fashion for clinical signs
of GvHD (weight loss, general appearance of the fur, and mobility). Incidence
of GvHD, clinical score, weight, and survival were noted for each mouse.
Mice were killed when the clinical end points were reached (>15% weight
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FIG 1. Exvivo-generated HuMoSCs. Peripheral blood monocytes were purified from PBMCs and cultured in
complete medium supplemented with recombinant human GM-CSF and IL-6 for 7 days. A, Percentage of
CD33" cells obtained after 7 days. CD33" cells were then magnetically sorted at the end of the culture
and analyzed. B, Morphologic analysis of HuMoSCs performed by using Wright-Giemsa staining of
cytospin preparations. C, After sorting of CD33™ cells, the phenotype of HuMoSCs was determined by
means of flow cytometric analysis. Representative results of 10 independent experiments are shown.
SSC, Side scatter. D, HuMoSC cell-culture medium (48 hours) was collected and analyzed by using
Multiplex. Data are shown as means = SDs of 3 representative experiments.



4 JANIKASHVILI ET AL

A
xxx .\.S
100~
= 80+
=
; 60+
=
2 401
=\' 20-
0 T v
= - = = O =
5 - : - E ;
g

% inhibition

CD4* T(st)
+ HuMoSC
=T(st)
— T(st) + HuMoSC
‘k N A
f \h' \ S '\‘
M0
5 f }\
s N/ \ \

-m

IFNy (pg/ml)

CD8* T(st)
+ HuMoSC

8

:

;

0.

+HuMo$ C

J ALLERGY CLIN IMMUNOL

T(st) : HuMoSC

mmm 2015

T(st)
4:1 2:1
A
£
£
Cell Trace
A
" T 31.06 !’\ 22.79 f".' 1665 || L g39
E ¥ | o
= [} “0 "\ ' : "‘ l
N.';.' / ’ A
Ki67
D NS
100+
801

e & 3

(=2}
o
1

'S
=)
1L

% inhibition

N
o
1

0+

T(st)

T(st)+*HuMoSC

T(st)+
Autologous
HuMoSC

T(st)y+
Allogeneic
HuMoSC

T(st)

FIG 2. HuMoSCs suppress T-lymphocyte proliferation and activation. A, Cell Trace Violet-labeled
T lymphocytes stimulated with anti-CD3/CD28 activation beads were cocultured with myeloid
dendritic cells as controls or HuMoSCs from day 0 (T[st/]+ HuMoSC) or after 48 hours of stimulation
(Tlpre-stim]+HuMoSC). The T-cell proliferation index was determined after 5 days, and the percentage
of T-cell proliferation inhibition was calculated. Results of 10 independent experiments are shown.
B, Proliferation index (upper panels) and Ki67 expression in T cells (lower panels) cocultured for 5 days
with HuMoSCs at different ratios. Representative results of 5 independent experiments are shown.
C, Percentage of T-cell proliferation inhibition was determined separately for CD4* and CD8" T-cell
populations. Results of 5 independent experiments are shown. D, Percentage of T-cell proliferation
inhibition was determined separately for autologous or allogeneic T lymphocytes. Results of 5 independent
experiments are shown. E, CD25 expression by T cells cocultured with HuMoSCs. F, IFN-y and TNF-a
concentrations were measured in the culture supernatant from stimulated T cells cocultured with
HuMoSCs. Results of 5 independent experiments are shown. Data are shown as means = SEMs of
representative experiments. P values are the result of the Student t test: *P < .05, **P < .01, and
***¥P < .001. NS, Nonsignificant.
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FIG 3. HuMoSC suppressive function depends on STAT3. A, HuMoSCs were separated from activated T
lymphocytes by a microporous membrane (HuMoSC[TWI]), and percentages of T-cell proliferation inhibition
were compared with those of T cells cultured with HuMoSCs in direct contact. The culture medium from
HuMoSCs was collected after 48 hours (HuMoSCsup) and added to stimulated T lymphocytes, and the
T-cell proliferation index was compared with that of T cells cultured with HuMoSCs. Stimulated T cells
cultured alone were used as positive controls for proliferation. Results of 5 independent experiments are
shown. Data are presented as means = SEMs. One-way ANOVA and the Dunnett test were used. B, HuMoSCs
pretreated with Stattic for 24 hours were washed and added to activated T lymphocytes. Inhibition of T-cell
proliferation was then analyzed. Results of 5 independent experiments are shown. C, Culture medium
from HuMoSCs treated or not with Stattic was collected and analyzed by using Multiplex. Results of 5 inde-
pendent experiments are shown. D, Concentrations of tryptophan and cysteine were determined in culture
supernatants by using HPLC. Results of 3 independent experiments are shown. Data are presented as
means = SEMs of representative experiments. Student ttest: *P< .05 and ***P < .001. NS, Nonsignificant.

loss, hunched posture, ruffled fur, reduced mobility, and tachypnea). Animal
protocols were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee
at the University of Franche-Comté.

Immunophenotypic analysis of transplanted human

cells

Blood samples were collected from NSG mice by means of cardiac
puncture. Red blood cells were lysed (hemolytic buffer, BD Biosciences), and
flow cytometric analysis was performed. Anti-human CD45 staining was used
to detect the total count of human cells. Percentages of CD33-, CD3-, CD4-,
CD8-, and FoxP3-expressing human cells were determined by using flow
cytometry after staining with the appropriate antibodies.

Histologic analysis of GvHD lesions

Mouse livers were fixed in 3.7% formaldehyde immediately after
collection and embedded in paraffin. Five-micrometer-thick sections were
cut, stained with hematoxylin and eosin, and examined for immune cell
infiltration and apoptotic hepatocytes. Trichrome labeling was used to stain
collagen and identify fibrosis within hepatic tissues. Perls iron staining was
performed to visualize iron overload associated with hemorrhagic lesions. For
immunochemistry, anti-CD8 (Dako, Glostrup, Denmark) antibodies were

used. Staining was performed with a BenchMark Ultra instrument
(Ventana Medical Systems, Roche Diagnostic, Mannheim, Germany).
Diaminobenzidine and Ultra Red (Ventana Medical Systems) were used for
staining visualization.

Statistical analyses

Analyses were performed with GraphPad Prism software (GraphPad
Software, San Diego, Calif). The Student # test or paired 7 test was used, where
appropriate. One-way ANOVA and the Dunnett multiple comparison test were
used when comparing more than 2 groups. Overall survival was calculated as
the time from the day of injection to death. Data were censored after 60 days of
follow-up. Kaplan-Meier curves were plotted, and differences were evaluated
by using the log-rank test. For all statistical analyses, a 2-tailed P value of .05
or greater was considered significant.

RESULTS
Generation of HuMoSCs ex vivo

We have developed a novel procedure for producing ex vivo
clinically relevant numbers of suppressor cells of monocytic
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FIG 4. HuMoSCs protect mice from acute GVHD. Human PBMCs were adoptively transferred into NSG mice
to induce acute GVHD. Two groups of mice were defined: one receiving PBMCs only and another receiving
the same PBMCs mixed with HuMoSCs. A, Clinical disease score was graphed at day 50 after injection
(n = 17). B and C, Mean percentage of weight variations from original weight was followed (Fig 4, B),
and mouse survival was assessed (Fig 4, C). Data were censored after 60 days of follow-up. The survival
curves were compared by using the log-rank test and odds ratio. Pooled data from 2 independent
experiments with 8 mice in each group are shown. D, Liver histopathology around the portal tract
(x40 magnification). a, Dark coloration is indicative of infiltration by human lymphocytes. Apoptotic bodies
are indicated by yellow arrows. b, Green coloration developed by using trichrome labeling is associated
with collagen and indicates fibrosis. ¢, Dark areas indicate hemorrhagic lesions visualized by iron overload.
E, Regenerative hepatocytes undergoing mitosis are indicated by yellow circles. ***P < .001.

origin. Peripheral blood monocytes were purified from PBMCs  referred to as HuMoSCs, were then magnetically sorted and
and cultured in medium supplemented with recombinant human  analyzed. These cells encompassed a homogeneous population
GM-CSF and IL-6 for 7 days. About 50% of the cells express  characterized by large mononuclear cells with basophilic granular
the marker CD33 at the end of culture (Fig 1, A). CD337 cells,  cytoplasm (Fig 1, B). Phenotypically, HuMoSCs exhibited
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FIG 5. HuUMoSCs induce expansion of FoxP3*CD8" T lymphocytes in vivo.
At day 30 after human PBMC transfer, blood samples were collected by
means of cardiac puncture from NSG mice administered PBMCs or PBMCs
plus HuMoSCs. A, Percentages of CD4" and CD8" T lymphocytes were
determined after gating on CD3" cells. CD4/CD8 ratios were compared
between groups. B, CD8" T lymphocytes were detected in liver
sections by using immunohistochemical staining. C, Percentages of
FoxP3-expressing CD3*, CD4", and CD8" lymphocytes were determined
after gating on CD3" cells. Representative results of 8 mice are shown.
Data are shown as means + SEMs of representative experiments. Student
ttest: *P < .05, **P < .01, and ***P < .001.

features similar to those reported for immunosuppressive/
regulatory CD33"CD11b"CD14"CD163*CD206 " "HLA-DR™*
cells, with high expression of the adhesion molecules CD44,
CD31, and CD105 (Fig 1, C). The chemokine receptor CCRS
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was highly expressed by these cells, whereas CCR6 expression
was marginal, and CCR7 was absent (Fig 1, C). HuMoSCs lack
the expression of markers defining mature activated dendritic
cells (CD1a, CD80, and CD86), granulocytes (CD16), natural
killer cells (CD56), and lymphocytes (CD3 and CD19; Fig 1, C,
and data not shown). Additionally, these cells produced CCL2
(MCP-1) and IL-6, moderate levels of IL-10 (Fig 1, D), and no
IL-4, IL-5, IL-12p70, TNF-a, IL-13, CCL20, IFN-vy, granzyme
B, soluble Fas ligand, or TGF-f (data not shown).

HuMoSCs suppress T-lymphocyte proliferation and
activation

Functionally, HuMoSCs were capable of inhibiting the
proliferation of responder T lymphocytes induced with
anti-CD3/CD28-coated beads (Fig 2, A). HuMoSCs added from
the beginning of the T-cell culture with activation beads or
48 hours later inhibited responder T-lymphocyte proliferation
(Fig 2, A, and see Fig El, A, in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org). The efficacy of HuMoSC-mediated
suppression of T-lymphocyte proliferation depended on the
HuMoSC/T-cell ratio (Fig 2, B). Consistent with these results,
HuMOoSCs also reduced T-lymphocyte expression of the nuclear
protein Ki67, a marker of cell proliferation (Fig 2, B).

Further analyses indicated that the proliferation of both CD4 ™"
and CD8" T lymphocytes was suppressed by HuMoSCs to a
comparable extent (Fig 2, C). Furthermore, HuMoSCs were
not only capable of suppressing autologous T-lymphocyte
proliferative responses but also blocked allogeneic T-cell
proliferation (Fig 2, D, and see Fig El, B). Additionally,
HuMoSCs reduced the expression of the activation marker
CD25 (Fig 2, E) and impaired IFN-y and TNF-a production by
responder T lymphocytes (Fig 2, F). It is noteworthy that T cells
did not lose their viability throughout culture with HuMoSCs
(data not shown).

HuMoSC suppressive function depends on STAT3

Further analysis indicated that the suppressive activity of
HuMoSCs did not depend on direct cell-cell contact but required
a soluble factor or factors (Fig 3, A, and see Fig E2). Interestingly,
HuMoSC inhibitory function was not affected by blockade of the
most commonly reported mechanisms of immunosuppression,
including arginase-1, inducible nitric oxide synthase, COX2,
heme oxygenasell, indoleamine-2,3-dioxygenase, adenosine,
or IL-10 (see Fig E3, A, in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org). Of note, control T-cell proliferation was
not modified by the tested inhibitors, thus excluding a possible
direct cytotoxic or cytostatic effect of these molecules on
responder T cells (see Fig E3, B). However, the transcription
factor STAT3 was required for HuMoSC inhibitory function
because pretreatment of HuMoSCs with a specific inhibitor of
phosphorylated STAT3, Stattic, led to the abrogation of their
suppressive activity (Fig 3, B) and impaired secretion of CCL2
and IL-6 (Fig 3, C) without affecting HuMoSC viability (data
not shown). Interestingly, levels of the essential amino acids
tryptophan and cysteine were significantly reduced by the
presence of HuMoSCs in the coculture (Fig 3, D). Importantly,
this effect was not observed when HuMoSCs were pretreated
with Stattic (Fig 3, D). Therefore HuMoSC suppressive activity
depends on STAT3 and is associated with the deprivation of
tryptophan and cysteine.
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Events

FIG 6. HuMoSCs promote FoxP3"CD8* T-lymphocyte development in vitro. A, Stimulated total
T lymphocytes were cocultured with HuMoSCs, and expression of CD8 was detected within CD3™ cells.
B, Expression of CD25, FoxP3, CD103, CD62 ligand, and CCR7 was examined within the CD8" and CD8'°"
T-cell populations after gating on CD3" cells. Representative results of 4 independent experiments are
shown. C, IFN-y, granzyme B, and perforin expression by T cells gated on the CD8" population was
evaluated. Representative results of 4 independent experiments are shown. D, Stimulated total
T lymphocytes were cocultured with HuMoSCs, and CD8"CD103" T cells were sorted and cocultured
with Cell Trace Violet-labeled CD4"CD25~ (Teff) cells. The proliferation index (Pi) was determined within
Cell Trace Violet-positive Teff cells. Representative results of 4 independent experiments are shown.
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posture, ruffled fur, reduced mobility, skin integrity, and
diarrhea).”! We demonstrated that the coadministration of

HuMoSCs with PBMCs efficiently prevented the development
of GvHD in NSG mice (Fig 4, A and B), resulting in significantly
improved long-term survival (odds ratio, 4.577;95% CI, 1.3-16.4;
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P = .0196; Fig 4, C). In addition to clinical symptoms and
outcome, histologic analysis of GvHD severity in the liver
demonstrated that HuMoSCs significantly decreased immune
cell infiltration and reduced the numbers of apoptotic bodies
around the portal tract, as identified by using hematoxylin and
eosin staining (Fig 4, D, a). Trichrome labeling of collagen further
emphasized the protective effect of HuMoSC treatment on liver
fibrosis (Fig 4, D, b). In addition, HuMoSC-treated mice were
protected from hemorrhagic lesions in the liver, as indicated by
Perls iron staining (Fig 4, D, c¢). Interestingly, the same liver
sections contained regenerative hepatocytes that were not present
in the PBMC control group (Fig 4, E). Therefore these results
indicate that HuMoSCs are potent therapeutic tools to relieve
symptoms and promote overall survival in a clinically relevant
mouse model of human PBMC-induced GvHD.

HuMoSCs induce expansion of immunosuppressive
FoxP3*CD8" T lymphocytes

Treg cells represent a major population of suppressive cells
capable of promoting alloantigen-specific tolerance.**** CD8™"
Treg cells have been reported recently as a new regulatory cell
population capable of controlling GvHD in mouse”’*” and human
acute GvHD models.'” Our current results indicate that
HuMoSC administration promotes the development of a CD8*
T-lymphocyte subset expressing FoxP3. In NSG mice
administered human PBMCs, a significant decrease in the
CD4/CD8 ratio was observed within human circulating CD3™
T lymphocytes (CD4/CDS8 ratio = 1:3; Fig 5, A, and see
Fig E4, A, in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org). Consistently, CD8 " T cells were detected in higher numbers
within liver-infiltrating lymphocytes in untreated mice compared
with those seen in HuMoSC-treated mice (Fig 5, B). It is
worth noting that CD33™ cells were not detectable in the
circulation at day 30 (data not shown). Importantly, HuMoSC
coadministration resulted in a substantial increase in the
frequency of CD3% T cells expressing the transcription
factor FoxP3 and particularly of FoxP3-expressing CD8™
T lymphocytes (Fig 5, C, and see Fig E4, B). A less significant
increase in the number of FoxP3-expressing CD4" T cells was
detected (Fig 5, C, and see Fig E4, B).

The ability of HIMoSCs to promote FoxP3"CD8 ™" T-lymphocyte
development in vitro was next assessed. Total T lymphocytes
exposed to HuMoSCs in vitro were analyzed for the
expression of CD8" regulatory cell markers, including
CD25, FoxP3, and CD103 (integrin ogB,). After gating on CD3™
cells, 2 subpopulations of CD8" T cells were detected in total
T-lymphocyte/HuMoSC cocultures, which were distinguished based
on CD8 expression levels: CD8" and CD8'*Y (Fig 6, A). CD8"CD3 ™"
T lymphocytes were induced by HuMoSCs and were not detected in
cultures of lymphocytes performed in the absence of HuMoSCs.
After gating on CD3™ T cells, CD8" and CD8"Y cells were then
gated separately and analyzed further. CD8" T cells expressed
high levels of CD25, FoxP3, and CD103 compared with CD8'% cells
from the same samples (Fig 6, B). Expression of the homing marker
CD62 ligand and the chemokine receptor CCR7 by CD8"™ T
lymphocytes was increased, indicating a central memory phenotype
(Fig 6, B). Furthermore, the expression of IFN-vy, granzyme B, and
perforin by CD8™ T cells in T lymphocytes plus HuMoSC
cocultures was lower compared with that by CD8* T cells in
T lymphocytes cultured in the absence of HuMoSCs (Fig 6, C).
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More importantly, CD8*CD103* T cells induced in the
presence of HuMoSCs were potent suppressors of CD4"CD25~
T-lymphocyte proliferation induced with activation beads
(Fig 6, D), demonstrating that these cells were endowed with
immunosuppressive properties.

DISCUSSION

Immunosuppressive/regulatory immune cell-based therapy is
a relatively recent approach that might allow reduction of the
doses of immunosuppressive drugs being administered to patients
with autoimmune diseases, patients having undergone allogeneic
transplantation, or both. The evaluation of these cells has
highlighted their potential in preclinical studies,®'%*****® but
their therapeutic efficacy in human subjects remains unclear.
A major pitfall precluding clinical studies with suppressive cells
of both myeloid and lymphoid origin is their low frequency in
human subjects.””** Therefore strategies aimed at promoting
their expansion and enhancing their suppressive function
ex vivo are critically needed. The benefit of targeted strategies
to promote Treg cell expansion, function, or both in vivo in
transplant recipients has been demonstrated.”’ Several
pharmacologic agents (immunosuppressive drugs and mAbs)
currently used in human transplantation are being assessed for
their effects on Treg cells in experimental and clinical studies.’*"
Because they target global T-cell activation pathways (eg,
blockade of IL-2 signaling with cyclosporine, tacrolimus,
anti-CD25 antibodies, and others), these molecules also impair
Treg cell-mediated regulatory responses to donor alloantigens.
In addition, all these studies have only focused on conventional
CD4™ Treg cells, and the possibility of harnessing the suppressive
potential of CD8" Treg cells has not been examined.
Mesenchymal stem cells (MSCs) have also been considered an
alternative to immunosuppressive drugs for GvHD.?*”* However,
MSCs are not constitutively immunosuppressive, and their
inhibitory function highly depends on the environmental
proinflammatory milieu.”* This explains why the efficacy of
MSC:s to prevent GVHD development remains unclear.

In the current study we report on an original and clinically
applicable method to generate human suppressor cells of
monocytic origin ex vivo (HuMoSCs). Two studies have reported
on the ex vivo generation and expansion of human CD33" or
CD11b™ myeloid-derived suppressor cells from total PBMCs
by using various cytokine cocktails (IL-18, IL-6, vascular
endothelial growth factor, TNF-a, and GM-CSF), tumor-
derived factors, or tumor cell lines,”° conditions that restrict
the clinical application of these cells. Of clinical importance, in
our study HuMoSCs were generated without exposure to cancer
cells or tumor-derived factors. In addition, HuMoSCs were
phenotypically and functionally different from the cells described
in the studies mentioned above’”® because they exhibited high
CD14 expression and lacked the granulocytic marker CD66b.
As an additional difference, the suppressive activity of HuMoSCs
did not require direct cell-cell contact.

HuMoSCs are capable of inhibiting both autologous and
allogeneic T lymphocytes. This is an important observation
because T cell-mediated alloresponses represent a main
impediment in transplantation. Donor alloantigens (major and
minor histocompatibility antigens) result in alloreactive effector
T-cell responses, leading to graft rejection.”’”’ Therefore
controlling these alloreactive T cells is of paramount importance
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for the regulation of immune responses after transplantation.
Therefore the ability of HuMoSCs to suppress both autologous
and allogeneic T lymphocytes makes these cells ideal candidates
for therapeutic interventions aimed at regulating alloreactive
responses in the clinic. One might propose to use donor-derived
monocytes to generate HuMoSCs. Several therapeutic schemes
can be proposed, as already reported in clinical trials with
Treg therapy.®'® Donor-derived HuMoSCs can be infused to
prevent GVHD and to reduce immunosuppressive drug use at
the time of hematopoietic cell transplantation. Moreover, as
performed in a clinical trial, HuMoSCs can be administrated
after a myeloablative conditioning regimen and before a
CD34-selected hematopoietic stem cell graft together with a
defined number of donor T cells without posttransplantation
immunosuppressive drugs. This has the advantage of using a
defined donor T-cell/HuMoSC ratio comparable with those used
in our study (ie, 4/1). On the other hand, HuMoSCs can be
generated from donor monocytes, frozen, and then thawed to
treat ongoing corticoid-resistant acute GvHD. Overall,
HuMOoSC therapy can be developed in allogeneic hematopoietic
cell transplantation by taking into account other cell-based
therapeutic strategies.

We demonstrate that HuMoSCs are potent therapeutic tools to
mitigate the symptoms of GVHD and promote overall survival in a
humanized mouse model of GvHD. Importantly, we demonstrate
that HuMoSCs administered in vivo promote the development of a
CD8" T-lymphocyte subset expressing FoxP3, which likely
represents a critical event in the establishment of a sustained state
of specific tolerance. CD8" Treg cells have recently been
reported as a new regulatory population with potential to mitigate
GvHD symptoms.'"?”*° These cells can impair alloreactive
T-lymphocyte infiltration in target organs. However, the
possibility of successfully inducing and expanding these cells
in vivo has not been reported. Therefore our study, by highlighting
HuMoSCs as major inducers of CD8" Treg cells, provides
important new data to address this aspect. Further underlying
the therapeutic interest of HuMoSCs, our results demonstrate
that these cells were also capable of promoting classical CD4*
Treg cell suppressive function (not shown).

Several chemokines and their receptors have been reported as
having roles in regulatory immune cell accumulation and
anti-inflammatory responses in vivo. For instance, 2 recent
publications described the role of CCRS in the recruitment of
Treg cells by myeloid-derived suppressive cells to the graft™
and tumor environment,”” where they play a key role in blockade
of effector immune responses. It is interesting to note that
HuMoSCs produce high concentrations of MCP-1 (CCL2), a
CCRS5 ligand, while expressing CCRS. This mechanism
might represent an autocrine amplification loop for HuMoSC
accumulation and for recruitment of Treg cells.

In summary, for the first time, we report on a clinically relevant
and feasible approach to generate ex vivo a new population of
HuMoSCs endowed with the peculiar ability to promote
expansion of immunosuppressive FoxP3"CD8" Treg cells that
can be used as an efficient therapeutic tool to prevent GvHD,
transplant rejection, and autoimmune diseases.

Flow cytometric experiments were performed and analyzed in Plateforme
de Cytométrie, Institut Férératif de Recherche 100, Université de Bourgogne.
We thank Jessica Borgeot for the technical help.
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Key messages

o HuMoSCs can be routinely generated ex vivo.

o HuMoSCs induce FoxP3"CD8" Treg lymphocytes.
o HuMoSCs prevent GVHD development.
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FIG E1. Inhibition of T-cell proliferation by autologous and allogeneic HuMoSCs. A, Proliferation of T cells
cocultured with activation beads and HuMoSCs added at day 0 (T[st]+ HuMoSC) or after 48 hours of
prestimulation (T[pre-stim]+HuMoSC). B, Proliferation of T cells cocultured with autologous or allogeneic
HuMoSCs. Representative ModFit analyses are shown. Pi, Proliferation index.
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different inhibitory pathways. A, Inhibition of T-cell proliferation by
HuMoSCs in the presence of the indicated inhibitory agents, blocking
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and treated with the same agents were used as controls to calculate
percentages of proliferation inhibition for each sample. Results of 3
independent experiments are shown. Data are presented as
means = SEMs. One-way ANOVA and the Dunnett test were used.
B, Proliferation of T cells in the presence of HuUMoSCs and the indicated
inhibitory agents. Representative results of 3 independent experiments
are shown. Pi, Proliferation index.
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PLATELETS AND THROMBOPOIESIS

Preferential splenic CD8™ T-cell activation in rituximab-nonresponder
patients with immune thrombocytopenia

Sylvain Audia,’® Maxime Samson,'® Matthieu Mahévas,* Christophe Ferrand,! Malika Trad," Marion Ciudad,'*
Alexandrine Gautheron, Famky Seaphanh,’® Vanessa Leguy,? Sabine Berthier,2 Bruno Salles,® Laurent Martin, "¢
Bernard Lorcerie,®® Pablo Ortega-Deballon,®” Olivier Facy,®” Denis Caillot,® Agnés Soudry-Faure,® Marc Michel,*
Bertrand Godeau,* Nicolas Larmonier,'® Philippe Saas,' Nona Janikashvili,’ and Bernard Bonnotte'3

'Centre de Recherche, National de la Santé et de la Recherche Médicale 1098, University of Franche-Comté, Besangon, France; 2Department of Internal
Medicine and Clinical Inmunology, Competence Center for Auto-Immune Cytopenia, University Hospital, Dijon, France; 3Faculty of Medicine, University
of Burgundy, Dijon, France; “Department of Internal Medicine, Reference Center for Auto-Immune Cytopenia, University Hospital, Créteil, France;
SDepartment of Hematology and Oncology, Chalon/Sadne, France; ®Department of Pathology and Cytology, “Department of Surgery, ®Department

of Hematology, and °Department of Clinical Research, University Hospital of Dijon, Dijon, France; and "°Department of Pediatrics, Steele Children’s
Research Center, Department of Immunobiology, BIO5 Institute and Arizona Cancer Center, University of Arizona, Tucson, AZ

» Activated CD8" T cells are
preferentially found in the
spleen of ITP patients who
are nonresponders to
rituximab.

The pathogenic role of B cells in immune thrombocytopenia (ITP) has justified the
therapeutic use of anti-CD20 antibodies such as rituximab (RTX). However, 60% of ITP
patients do not respond to RTX. To decipher the mechanisms implicated in the failure of
RTX, and because the spleen plays a well-recognized role in ITP pathogenesis, 12 spleens
from ITP patients who had been nonresponders to RTX therapy were compared with 11
spleens from RTX-untreated ITP patients and 9 controls. We here demonstrate that in
RTX-nonresponder ITP patients, preferential Th1 and Tc1 T lymphocyte polarizations occur,
associated with an increase in splenic effector memory CD8* T-cell frequency. Moreover,

in the RTX- nonresponder patient group, the CD8* T-cell repertoire displays a restricted pattern. In the blood, the phenotype of CD8*
T cells before and after RTX treatment is not modified in responders or nonresponders. Altogether, these results demonstrate for the
first time an activation of splenic CD8* T cells in ITP patients who did not respond to RTX and suggest their involvement in platelet

destruction in these patients. (Blood. 2013;122(14):2477-2486)

Introduction

Immune thrombocytopenia (ITP) is an autoimmune disease charac-
terized by a low platelet count that increases bleeding risk. Both an
immune peripheral destruction of platelets and an insufficient bone
marrow production are involved in its pathogenesis." B cells play a
key role in the disease by producing antiplatelet autoantibodies that
target the membrane glycoproteins GPIIb/IIla, GPIb/IX, and GPla/Ila.”
The opsonized platelets are then eliminated by macrophages,
preferentially in the spleen. The autoantibodies have undergone a
class switch and somatic mutations, which requires B- and T-cell
cooperation.” T lymphocytes in ITP patients display specific features,
with a cytokine pattern skewed toward a Th1 profile,*® an oligoclonal
T-cell receptor (TCR) restriction,”” and an engagement into anti-
apoptotic pathways.’> CD8" T lymphocytes (CTL) could participate
to the peripheral destruction of platelets and to the reduced mega-
karyocyte maturation.>!" An increase in Fas ligand, granzymes,
and perforin expression by CD8 " T cells has been shown, and high
soluble granzyme levels have also been detected in the plasma of
some ITP patients.® Previous studies have indicated that regulatory
T cells (Treg) are deficient, both in the blood and the spleen
of ITP patients.'>'? More recently, a decrease in circulating

CD19%CD24"CD38" B cells and in the overall production of
interleukin 10 (IL-10) by B cells has also been reported, con-
sistent with a regulatory B-cell deficiency.'* Besides peripheral
platelet destruction, an impairment in platelet production is also
observed, secondary to low thrombopoietin levels'> and to an
immune response directed against megakaryocytes, mediated by
both CD8* T cells'® and anti-platelet autoantibodies.'”

Different strategies have been considered for the treatment of
ITP.'®!? Steroids are the first-line therapy and induce a systemic
and profound immunosuppression. Different mechanisms of action
have been described for intravenous immunoglobulins (IVIgs), such
as blockade of activating Fcy receptors, increased expression of the
inhibitory receptor FcyRIIb, saturation of neonatal Fc receptor,
decrease in proinflammatory cytokine production, and promotion
of tolerogenic dendritic cell generation.”® However, the effects of
IVIg administration lead to only a transient response.'®'? Despite
its elusive mechanisms of action, dapsone leads to a prolonged
response in 28% of ITP patients.>! Up to now, the treatment that
allows the highest long-term response rate remains splenectomy
that results in the elimination of splenic macrophages and possibly
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corrects the immune dysregulations associated with ITP.** Immu-
nosuppressive drugs that inhibit both T and B cells are now rarely
used and reserved to refractory patients.'®'® To increase bone
marrow platelet production, thrombopoietin mimetics have been
used and lead to high response rates in most patients, but their
effects are generally not curative.”>** Finally, like in many other
autoimmune diseases involving B lymphocytes,> rituximab (RTX)
has also shown efficacy in ITP, with 1-, 2-, and 5-year response rates
of 40%, 30%, and 20%, respectively.zf”27 RTX is a chimeric mono-
clonal antibody targeting CD20, which is expressed by the B-cell
lineage except by pro-B cells and plasma cells. The binding of
RTX to CD20 triggers B-cell depletion by different mechanisms,
including their immune mediated clearance by complement depen-
dent cytotoxicity, antibody dependent cytotoxicity, and phagocytosis,
but also by triggering their apoptosis.>>*® Following RTX adminis-
tration, a rapid and complete depletion of circulating B cells is
observed. Previous reports have shown that response to RTX
is associated with a correction of T-cell abnormalities such as the
Th1 and Tcl skewed polarizations, TCR restriction repertoire,” and
Treg deficiency.'? On the other hand, we have shown that failure to
respond to RTX was associated with the persistence of splenic plasma
cells producing anti-platelet antibodies® and to an imbalance between
effector and regulatory T cells in the spleens of ITP patients who
do not respond to RTX, consistent with an increase in the Th1/Treg
ratio.'> We thus hypothesized that such an imbalance may foster
CD8" T-cell stimulation leading to an enhanced CTL-mediated
platelet destruction that may explain the lack of response to RTX in
some patients. To address this hypothesis, splenic cytotoxic T-cell
phenotype, polarization, and TCR spectratyping were studied for
the first time in ITP patients previously treated or not with RTX
and compared with controls.

Materials and methods

Patients

ITP patients, admitted to the University Hospital of Dijon, Dijon, France,
were enrolled in this observational study after giving written informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki. The study was
approved by the institutional review board and the ethics committee of the
University Hospital of Dijon. The main inclusion criterion was primary
immune thrombocytopenia, ie, a platelet count <100 X 10%L with exclusion
of secondary causes such as familial, viral, drug-induced, or other autoimmune-
disease-related thrombocytopenia. Treatments were initiated when platelet
count was <30 X 10°/L and/or bleeding symptoms were observed, as
recommended.'®!'? Most of the patients were treated with steroids for 3 to
4 weeks and, if necessary, IVIg as first-line therapies, followed by
dapsone. RTX and splenectomy were used as second-line therapies at least
6 months and 1 year after the disease onset, respectively, except for a few
patients for whom bleeding symptoms were unresponsive to first-line
therapies. Patients were considered nonresponders to RTX if their platelet
count remained <30 X 10°/L 8 weeks after the first RTX administration or if
the long-term use of another treatment was mandatory. The spleens of 23 ITP
patients were obtained, among which 11 did not receive RTX before
splenectomy and were referred to as RTX-untreated patients, when the
remaining 12 did not improve after RTX treatment, and were referred to
as RTX nonresponders. Characteristics of the splenectomized ITP patients
are reported in Table 1. Because the response to splenectomy tends
to be lower in patients >60 years,?>>%3! RTX was preferentially used in
older patients to avoid surgery, resulting in a higher median age for RTX
nonresponders (74.5 [53.8-80]) compared with RTX-untreated patients
(27.5 [21.4-46.3]) and controls (28.2 [20.9-63.7]). The control spleens (n = 9)
were obtained from posttraumatic splenectomy, except for 1 patient suffering

BLOOD, 3 OCTOBER 2013 - VOLUME 122, NUMBER 14

from spherocytosis. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of 30
ITP patients were collected before the first RTX infusion and compared
depending on the response to RTX and with 8 healthy volunteers. Patients
were recruited in the University Hospital of Dijon (n = 20) and in the
Reference Center for Auto-Immune Cytopenia, University Hospital of
Créteil (n = 10) after they gave a written informed consent. Their
characteristics are summarized in supplemental Table 1. Samples were also
obtained 2 months after RTX infusion for 18 out of 20 patients treated in
Dijon. All the experiments were performed in Dijon.

Spleen preparation

The spleens were obtained from ITP patients during scheduled surgery
allowing their management within 1 hour after removal. Posttraumatic
spleens were stored for 12 hours or less at 4°C until processing. Splenocytes
were obtained as previously described'? and stored in liquid nitrogen until
their use. After thawing, cell viability was measured over 90% in all cases
by using trypan blue exclusion.

Antibodies

The following antibodies were used for flow cytometry (FCM) analysis
of lymphocyte subsets: anti-CD19 allophycocyanin (APC), anti-CD27
phycoerythrin (PE)-Cy7, anti-CD28 APC, anti-CD45RA PE-Cy7, anti-
CD62L PE, anti-perforin PE, anti—interferon-y (IFN-y) APC, anti-IL-4
fluorescein isothiocyanate, anti—IL-17 PE (eBioscience), anti-CD3 PE-Cy7,
anti-CD8 Pacific blue, anti-Granzyme B AF647, anti-HLA-DR fluorescein
isothiocyanate, and anti-CCR7 AF647 (BD Biosciences). FCM experiments
were performed and analyzed in the cytometry platform facility at IFR 100
Santé STIC, University of Burgundy. Data were acquired on a BD Biosciences
LSRII cytometer and analyzed with FlowJo software.

For immunochemistry, anti-CD8, anti-CD4, anti—IFN-y and anti-CD61
(Dako, Glostrup, Denmark) antibodies were used. Staining was performed
using a BenchMark Ultra instrument (Ventana Medical Systems, Roche
Diagnostic). Diaminobenzidine (DAB) and Ultra Red (Ventana Medical
Systems) were used for staining visualization.

Intracellular cytokine staining

Splenocytes or PBMC (1 X 10° cells) were cultured in 24-well plates in
1 mL of RPMI 1640 (Bio Whittaker) with 10% fetal bovine serum (Gibco
BRL) and stimulated with 0.1 pwg/mL phorbol 12-myristate 23-acetate (PMA),
and 1 pg/mL ionomycin (Sigma-Aldrich). Brefeldin A (BD Golgi Plug;
BD Biosciences) was added at 1 wL/mL to block cytokine secretion. After
4 hours, the cells were harvested for CD3 and CD8 membrane staining.
After fixation and permeabilization (Fixation Permeabilization buffer;
eBioscience), intracellular cytokine staining for IFN-y, IL-17, and IL-4
was performed. Cell subsets were defined as follows: Tcl: CD3 *CD8'IFN —«{*,
Tc2: CD3 CD8 IL-4", Tc17: CD3"CDS *IL-17*, Thi: CD3"CD8 TFN-y*,
Th2: CD3*CD8 IL-4", Th17: CD3"CD8 IL-17".

CD8™" T-cell isolation

Splenocytes were stained with an anti-CD8 antibody coated with magnetic
beads following the manufacturer’s instructions (Miltenyi) and sorted using
an AutoMACS device. The mean purity evaluated by FCM was 94%.

Real-time polymerase chain reaction and TCR Vf spectratyping

Sorted splenic CD8" T cells were collected in RLT lysis buffer (Qiagen) to
further isolate total RNA. After reverse transcription, complementary DNA
was amplified with primers specific for IFN-y, IL-4, IL-17A, perforin, and
granzyme B transcripts. Results were normalized to the expression of the
ribosomal protein L32. Primer sequences are reported in supplemental Table 2.

For TCRVP spectratyping, reverse transcription was performed using
the SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Life Technologies). The com-
plementary DNA was then amplified in 24 separate polymerase chain reactions
using 24 TCRBV forward specific primers and 1 reverse TCRBC primer as
described previously.*? Fluorescent polymerase chain reaction products
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Table 1. Characteristics of splenectomized patients

SPLENIC CD8" T CELLS IN ITP 2479

Lowest platelet
count in the

Last treatment

Interval between

Time since Disease RTX and Response to

Patients Sex Age,y last3 mo, x10°/L Previous treatments received last therapy, wk duration, mo splenectomy, mo splenectomy
1 F 16.8 31 Steroids; dapsone; 1VIg IVIg 2 4.4 — CR
2 F 21.4 9 Steroids; dapsone Steroids 0 31.3 — CR
3 F 55.2 21 Steroids; dapsone; 1VIg IVig 1.5 13.2 — CR
4 M 18.9 28 Steroids; dapsone; 1VIg Steroids 0 16.0 — CR
5 F 49.6 5 Steroids; dapsone; 1VIg Dapsone 0 206.4 — CR
6 F 23.5 20 Steroids; dapsone; IVIg IVig 1 8.1 — NR
7 F 27.5 20 Steroids; 1VIg IVIg 1.5 17.5 — CR
8 M 225 24 Steroids; dapsone; IVIg IVig 1 221 — CR
9 F 28.9 27 Steroids; 1VIg IVIg 1 29.6 — CR
10 F 46.3 22 Steroids; 1VIg Steroids 0 21.0 — CR
11 F 28.4 27 Steroids; 1VIg IVIg 1.5 75.9 — NR
12 F 42.7 20 Steroids; dapsone; 1IVIg; RTX IVig 1 16.5 6.9 CR
13 F 78.7 6 Steroids; dapsone; IVlg; RTX IVIg 3 3.7 2.3 NR
14 F 79.5 13 Steroids; 1VIg; RTX 1Vig 1 7.9 7.5 NR
15 F 87.7 6 Steroids; dapsone; I1Vlg; RTX IVIg 1 9.2 8.4 CR
16 M 74.0 4 Steroids; dapsone; 1VIlg; RTX Steroids 0 121.0 23 NR
17 M 75.8 18 Steroids; dapsone; IVlg; RTX IVIg 1 87.3 5.6 NR
18 F 71.0 18 Steroids; dapsone; IVig 1 124 5.8 CR
vincristine; 1VIg; RTX
19 F 58.5 25 Dapsone; IVIg; RTX IVIg 1 37.6 14.7 CR
20 F 31.1 15 Steroids; 1VIg; RTX Steroids 0 22.2 9.6 CR
21 M 80.1 29 Steroids; 1VIg; RTX; romiplostim Romiplostim 1 12.2 9 CR
22 M 81.3 12 Steroids; 1VIg; RTX; eltrombopag IVig 1 21.7 7.2 NR
23 M 52.3 9 Steroids; 1VIg; dapsone; RTX IVIg 1 52.4 5.4 CR

CR, complete response; NR, nonresponse.

were run on an ABI377 analyzer to determine CDR3 size length of TCRBV
transcripts, and spectratyping profiles were constructed using the Immuno-
scope 3.1a Software. Fluorescent intensity raw data of each peak in each
TCRBYV subfamily were collected, and repertoire perturbation index was
calculated using the ISEApeaks software.* For this analysis, peak areas of
each TCRBV were compared for their distribution and intensities to an
unskewed repertoire. The higher the perturbation index, the more the
repertoire is skewed. The nomenclature of TCRBV segments proposed
by Arden et al** was used in this study.

Statistical analysis

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used to compare quantitative
data, as appropriate. Wilcoxon’s signed-rank test was used to compare paired
value. Fisher’s exact test was used for qualitative data. Spearman’s rank
correlation test was used for correlation analyses. Unless specified, results
are given by median (interquartile range). Results were considered statistically
significant when P < .05. Analyses were performed on GraphPad Prism.

Results

Rituximab depletes splenic B cells but does not modify the
CD4™" to CD8™ T lymphocyte ratio

The effect of RTX on splenocytes was determined by comparison
of controls (n = 9), RTX-untreated ITP patients (n = 11), and
RTX-nonresponder ITP patients (n = 12). RTX-nonresponder ITP
patients were splenectomized after a median of 7.1 months (range,
2.3-14.7) after RTX administration. Both RTX-untreated and non-
responder ITP patients exhibited active disease before splenectomy,
with a median lowest platelet count during the previous 3 months
of 22.5 X 10°/L (17.3-27.3) and 14 X 10°/L [(6.8-19.5), respectively
(Table 1). As expected, a B-cell depletion was obtained in nearly all

patients treated with RTX (1.4% [0.3-3.4]), the percentage of
B cells representing about 35% of total splenic lymphocytes in
both controls (P = .0002) and RTX-untreated patients (P < .0001;
Figure 1A). Consequently, the relative amount of T cells among
total splenic lymphocytes was increased in RTX nonresponders
(Figure 1A) compared with untreated patients (P = .002)
and controls (P = .003). B- and T-cell percentages were not cor-
related with patient age (supplemental Table 3). Patient #19 dis-
played a high percentage of splenic B cells, which is consistent
with B-cell regeneration because the splenectomy was performed
14.7 months after RTX treatment. The percentage of CD8* T cells
among total T lymphocytes, represented by the CD8*/CD4 " ratio,
was not different among the 3 groups (Figure 1A). Only 2 out of
12 patients within the RTX-nonresponder group displayed a high
CD8"/CD4" ratio (patients #14 and #19). In both controls and
ITP patients, histologic analyses indicated that CD8™ T cells were
preferentially localized in the red pulp and, to a lesser extent, in the
periarteriolar lymphoid sheaths (Figure 1B). Platelets were also located
in the red pulp, at the close vicinity of CD8™ T cells (Figure 1B).

Splenic effector memory CD8" T cells are increased in patients
in whom RTX therapy failed

To study the possible role of splenic CD8* T cells in ITP patho-
genesis, the expression of activation and memory markers, effector
molecules involved in the cytotoxic function of these cells, chemokine
receptors, and the cytokine production profile of CD8* T lymphocytes
were assessed. In RTX nonresponders, the expression of HLA-DR
by CD8™ T cells was increased (60% [50.6-68.9]) in comparison
with untreated patients (41.8% [33.7-54.2]; P = .02; Figure 2A) and
did not correlate with patient age (supplemental Table 3).
Similarly, granzyme B expression by CD8" T cells was significantly
higher in RTX nonresponders (50.3% [32.2-72.3]) than in untreated
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Figure 1. Effect of RTX on splenic lymphocytes and CD8" localization. (A) Splenic lymphocyte subsets were compared among controls (black circles, n = 9), RTX-
untreated ITP patients (black squares, n = 11), and RTX-nonresponder ITP patients (black triangles, n = 12). Data representing the percentage of B cells (CD19™"), T cells
(CD3"), and the cytotoxic/helper T-cell ratio (CD8*/CD4*) are summarized in dot plots. The horizontal bar represents the median with the interquartile range. P values were
derived by Mann-Whitney U test. **P < .01; ***P < .001. NS, nonsignificant. (B) On immunohistochemistry analyses, CD8" T cells were preferentially located in the red pulp (left
panel, anti-CD8, DAB, magnification X400) and also in periarteriolar lymphoid sheaths (PALS) (left panel, within the dashed circle). Platelets were found in the red pulp (black
arrows, right panel, anti-CD61, Ultra-Red, magnification X800) and into macrophages (white arrows). Representative immunohistochemistry of 1 RTX-nonresponder ITP patient.

ITP patients (23.9% [14.4-27.7]; P = .006) and in controls (28.9%
[14.6-38.6]; P = .02; Figure 2A). The percentage of granzyme
B CDS8™ T cells positively correlated with patient age in the RTX-
untreated group (r = 0.6, P = .04; supplemental Table 3), but not
in the control group or in RTX-nonresponder group. Perforin
expression was slightly higher in the RTX-nonresponder group than
in other groups, although this difference was not statistically
significant (Figure 2A). These results were confirmed by gene ex-
pression analyses of nonstimulated CD8" T cells, granzyme B
messenger RNA expression being increased in RTX-nonresponders
only (Table 2). The expression of CCR7, a chemokine receptor that
drives lymphocyte migration into T-cell areas, was also assessed. In
RTX nonresponders, CCR7 expression was lower (8.6% [3.9-12])
than in RTX-untreated patients (21.1% [17.4-29.4], P = .001) and
controls (14% [8.6-21.9], P = .03, Figure 2B). Combined with
the expression of CD62L, an adhesion molecule involved in the
recruitment of T cells into secondary lymphoid organs, we observed
an increase in CCR7~CD62L~CD8™ T cells in RTX nonresponders
(85.4% [77.1-93.3]) when compared with RTX-untreated ITP patients
(66.5% [56.2-73.2]; P = .0009; Figure 2B). Neither CCR7" nor
CCR7 CD62L" percentages within CD8 " T cells were correlated
with patient age (supplemental Table 3). In the RTX-untreated group, 2
patients (#5 and #7) displayed low CCR7 and CD62L expression
together with a high expression of HLA-DR and granzyme B.

To distinguish between naive and late-differentiated T cells, CD27,
CD28, and CD45RA expression was analyzed. In RTX-nonresponders,
the frequency of CD27 CD28 CDS8" T cells was significantly in-
creased (33.2% [23.3-67.1]) in comparison with RTX-untreated ITP
patients (13.4% [11.6-24.9]; P = .004) and controls (19.7% [13.3-32.9];

= .04; Figure 2D). No correlation between the percentage of
CD27~CD28 CD8™ T cells and patient age was observed (supplemen-
tal Table 3). Approximately 50% of CD8"' T lymphocytes expressed
CD45RA, without difference among the 3 groups (data not shown).

Analysis of the nature of the T-cell lineage commitment indicated
an increase in IFN-y"CD8" (Tcl cells) in RTX nonresponders
(68% [59.1-81.6]) in comparison with RTX-untreated ITP patients
(46.6% [32.3-57.8]; P = .02) and controls (33.3% [15.2-49.2];
P = .0008; Figure 3B). IFN-y production by CD3*CD8 ™ T cells,
which mainly represent Th1 cells, was increased in RTX-nonresponder
ITP patients, representing 32.5% [24.8-44] vs 16.8% [12.2-21.7] in
RTX-untreated ITP patients (P = .001) and 9.7% (5.3-14) in controls
(P = .02; Figure 3B). Th1 percentage did not correlate with patient
age (supplemental Table 3). No difference in the production of
IL-4 and IL-17 by CD8™ or CD4 ™ T cells was observed. IFN-y-
producing cells were located by immunochemistry and were consistent
with CD8 " and CD4™ T cells (Figure 3C). IFN-v, IL-4, and IL-17
messenger RNA expression in CD8" T cells, analyzed without any
stimulation, was similar among the 3 groups (Table 2).
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Figure 2. Splenic CD8" T-cell phenotype. Splenic CD8" T-cell phenotype was characterized for the expression of (A) HLA-DR and the cytotoxic proteins granzyme B and perforin.
(B) The expression of the chemokine receptor CCR7, the adhesion molecule CD62L, and the memory markers CD27 and CD28 were also assessed. Data are summarized in dot plots
representing the expression of each marker among CD8" T cells, in 9 controls (black circles), 11 RTX-untreated patients (black squares), and 12 RTX nonresponders (black triangles).
The horizontal bar represents the median with the interquartile range. P values were derived by Mann-Whitney U test. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. NS, nonsignificant.

Splenic CD8" T lymphocytes display an oligoclonal pattern in
RTX-nonresponder patients

Spectratype analysis of the different TCR V3 families of splenic
CD8™ T cells was assessed for the first time. This analysis revealed
an oligoclonal pattern in RTX nonresponders, as indicated by the
reduction of the number of peaks corresponding to the different
CDR3 size lengths (Figure 4A). The TCR repertoire displayed sig-
nificantly more alterations in RTX nonresponders (37.7% [32.2-
53.9]) when compared with RTX-untreated ITP patients (25.6%
[23.4-26.8]; P = .004) and controls (29.4% [22.3-33]; P = .005).
No significant difference was observed between controls and RTX-
untreated patients (P = .6; Figure 4B). The higher rate of alterations
was observed for TCR V@ 3, 4, 6a, 9, 18, 21, 22, and 23, allowing
the discrimination between RTX-untreated and RTX-nonresponder
ITP patients (supplemental Table 3). No correlation was found
between age and TCR abnormalities (supplemental Table 3) or
with disease duration (data not shown).

Circulating CD8* T cells are not altered before or after
RTX infusion

To investigate whether circulating CD8™" T cells exhibited the same
phenotype as their splenic counterparts, PBMCs from 8 controls and

30 ITP patients, obtained before RTX treatment, were analyzed.
ITP patients were retrospectively classified as responders (n = 14)
and nonresponders to RTX (n = 16; supplemental Table 1). The
expression of HLA-DR, granzyme B and perforin by CD8 " T cells
together with the percentages of Tcl cells were not statistically dif-
ferent among the 3 groups (Figure 5A).

Because the immune features observed in the spleen after
RTX could be linked to the treatment and not to the underlying
mechanism of platelet destruction, the effect of RTX on circulating
T cells was also investigated in 15 ITP patients by comparing their
phenotype just before the first RTX infusion and 2 months later.
HLA-DR, granzyme B, perforin, and IFN-y expression by CD8™"
T cells was not different before and after treatment in both
responders and nonresponders (Figure 5B). Th1 cells significantly
increased after RTX in nonresponders (mean of 10.8 * 4.6 vs
13.6 £ 7.6, P = .04) but not in responder patients (15.8 = 5.7 vs
227 + 114, P = .08).

Response to splenectomy is not associated with a specific
splenic CD8* T-cell phenotype

To address which factors could influence the response to splenectomy,
patient characteristics and the different biological parameters were
compared between responder and refractory patients to splenectomy.

Table 2. Splenic CD8* T-cell relative gene expression analyzed by reverse-transcription PCR

Controls (n = 8)

RTX-untreated patients (n = 7)

RTX-nonresponder patients (n = 7)

Median IQR Median IQR Median IQR P
IFN-y 935 475-935 1715 439-2397 1011 823-1653 .66
IL-4 806 578-837 375 132-562 600 213-861 13
IL-17 389 184-875 318 157-859 309 284-429 72
Granzyme B 330 275-827 295 49-463 944 594-1331 .006
Perforin 1746 506-3670 1716 406-3058 1334 834-2040 .64

Results are expressed by median with interquartile range (IQR) in arbitrary units. P values were derived by Kruskal-Wallis test.
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Figure 3. Splenic T-cell commitment. Splenocytes were stimulated with PMA and ionomycin in the presence of Brefeldin A for 4 hours. Cells were first stained for CD3 and
CD8. After fixation and permeabilization, intracellular staining for IFN-y, IL-4, and IL-17 was performed. (A) For FCM analyses, lymphocytes were first gated on their forward
(FSC) and side scatter (SSC), then on their expression for CD3 and CD8. Cells were defined as Tc1: CD3"CD8 IFN-y*, Tc2: CD3*CD8IL-4*, Tc17: CD3*CD8*IL-177,
Th1: CD3"CD8 IFN-y", Th2: CD3*CD8 IL-4*, and Th17: CD3"CD8 IL-17". The results of a representative RTX-nonresponder patient are depicted. (B) Data are summarized in
dot plots representing the expression of each cytokine among T cells, in 9 controls (black circles), 10 RTX-untreated patients (black squares), and 9 RTX nonresponders (black
triangles). The horizontal bar represents the median with the interquartile range. P values were derived by Mann-Whitney U test. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. NS,
nonsignificant. (C) IFN-y—producing cells were located within periarteriolar lymphoid sheath (PALS) and in the red pulp and consist of CD8" and CD4 ™ T cells (CD8, CD4, and IFN-y
staining, DAB, magnification X400). Representative immunohistochemistry of 1 RTX-untreated ITP patient.
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Figure 4. CDR3 size analysis of TCR VB transcripts
from splenic CD8* T cells. CD8" splenic T cells were
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The analysis was not performed in the RTX-untreated group because
only 1 patient out of 11 was not cured by splenectomy. The results
are reported in the supplemental Table 5. Overall, refractory patients
were older than responders to splenectomy (77.2 [61.4-80.0] vs 42.7
[25.0-56.8]; P = .04). The lowest platelet count during the 3 months
before splenectomy was lower in refractory patients (12.5 [5.5-18.5])
compared with responders to splenectomy (21.0 [12.0-27.0]; P = .04).
Regarding the splenic immune response, only Tc2 percentage was
significantly different between responders (2.1 [1.6-2.6]) and refrac-
tory patients (1.1 [0.6-1.3]; P = .003). Neither the Tc1/Tc2 nor the
Th1/Th2 ratio was significantly different (data not shown). None of
the different parameters was significantly different when consid-
ering only the RTX-nonresponder group.

Discussion

The mechanisms involved in the absence of response to RTX in
patients with autoimmune diseases such as ITP remain to be defined.
We previously reported that the resistance to RTX treatment may
be explained by the persistence of splenic plasma cells,'> which
was recently confirmed, because long-lived plasma cells represent
the major residual cells of the B-cell compartment in the spleen after
RTX administration and, therefore, the producers of antiplatelet
antibodies.?® However, it is also known in ITP that a clinical
response can be achieved despite the persistence of antiplatelet
antibodies.>® Because B cells are not only effector cells that produce
pathogenic antibodies but also professional APCs, their removal
by RTX may also significantly affect T-cell immune response.
However, we previously observed an increase in the Thl/Treg
ratio'® in the spleen of ITP patients who failed to respond to RTX,
which, we hypothesized, may promote the activation of cytotoxic
T cells. In the current study, we demonstrate that despite the fact
that the splenic CD8/CD4* T-cell ratio is not modified in RTX
nonresponders compared with RTX-untreated ITP patients and
controls, the phenotype of CD8" T cells is consistent with activated
CTL that highly express HLA-DR and granzyme B. In the spleen,
CD8" T cells expressing high levels of CCR7 are attracted into the

periarteriolar lymphoid sheaths, whereas CD8" T cells weakly
expressing CCR7 migrate into the red pulp.*® The costimulatory
molecules CD27 and CD28 involved in the activation and the
proliferation of T cells are less expressed on late differentiated
cells.” In RTX nonresponders, splenic CCR7~CD62L~ CD8™"
and CD27 CD28 CD8" T cells are increased, revealing the late-
differentiated state of CD8" T cells localized in the red pulp. More-
over, CD8" T cells display a restricted TCR repertoire consistent with
a chronic stimulation by specific antigens that are most likely
platelet-derived antigens in these ITP patients. In accordance with
an effector memory T-cell phenotype, CD8" T cells express high
level of granzyme B in RTX nonresponders.>”*® Indeed, a perforin'®¥
granzyme B™ phenotype is observed in late effector memory CD8™
T cells, whereas early effector memory T cells are perforin~ "%
granzyme B~ and central memory T cells are perforin~ granzyme B~.*°
Also associated with a phenotype of effector memory CD8™"
T cells, the secretion of IFN-y is high in RTX nonresponders, while
IL-4 and IL-17 secretions are not different from RTX-untreated ITP
patients or controls. This Tc1 polarization is associated with an increase
in Thl cells that is even more important in RTX nonresponders
and that is probably involved in the sustained stimulation of
splenic CD8™ T cells. Splenic CD8* T cells of 2 patients (#5 and #7)
within the RTX-untreated group showed a high expression of
HLA-DR and granzyme B together with a low expression of CCR7.
Patient #5 also displayed a high TCR repertoire perturbation index.
Because these characteristics were preferentially observed in the
RTX nonresponders, one can assume that these 2 patients would
have not responded to RTX.

In accordance with a previous report,40 our results argue that
the spleen may be the site of platelet destruction by CD8™ T cells
because platelets are localized in the cords of the red pulp that are
lined by CD8™ T cells.*® Thus, the specific spleen anatomy allows
a close contact between cells supporting this cellular immune response.
Moreover, the prominent effector memory phenotype associated
with the TCR restriction preferentially observed in RTX-nonresponder
ITP patients strongly supports the possibility of a CTL-mediated
platelet lysis in the spleen of these patients. However, because the
response to splenectomy in this cohort of RTX nonresponders is only
58%, other mechanisms such as a CD8" T-cell immune response
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Figure 5. Circulating lymphocytes from controls and ITP
patients. (A) PBMCs from 8 controls and 30 ITP patients
were assessed. For ITP patients, the samples were obtained
before RTX infusion that leads to a response in 14 cases.
Flow cytometry was performed to analyze the expression of
HLA-DR and the cytotoxic proteins granzyme B and perforin.
After a polyclonal stimulation with PMA and ionomycin,
intracellular expression of IFN-y was measured in CD8*
(Tc1) and CD3*CD8™ T cells (Th1). (B) The same analyzes
were performed in 18 ITP patients before and after RTX
treatment, among whom 8 reached a clinical response. Data
are summarized in dot plots, and the horizontal bar rep-
resents the median with the interquartile range. P values
were derived by Mann-Whitney U or Wilcoxon signed-rank
tests as appropriate. Non-Resp., nonresponder; NS, non-
significant; Resp., responder.

against megakaryocytes may also be involved in the pathogenesis of  a murine model of ITP,** in which megakaryocytes are decreased and
the disease. Indeed, it has been shown that T cells are recruited into  display apoptotic features, a type of cell death that is preferentially
the bone marrow of ITP patients*' and that these T lymphocytes are  mediated by cytotoxic lymphocytes. Unfortunately, CD8 ™ T cells were
capable of impairing megakaryocyte functions.'® The role of CTL in  not assessed in bone marrow biopsy specimens in our study, as bone

the reduction of platelet production has also been demonstrated in  marrow biopsy is not mandatory in ITP diagnosis and follow-up.

18,19
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Whether RTX nonresponders exhibit a preferential CD8™"
T-cell-mediated disease before the administration of RTX or whether
it is directly or indirectly induced by RTX is yet to be determined. To
fully address this question, the spleen of RTX nonresponders should
be compared with the one of responders, which is not possible
because they will not undergo splenectomy. However, the fact that
circulating CD8™ T cells before RTX treatment were not signif-
icantly different between responders and nonresponders argues
for a CD8" T-cell response restricted to the spleen. Taking into
account the clinical heterogeneity of ITP, one can assume that the
preferential involvement of CD8" T cells influences the response
to treatments or that some treatments such as B-cell-depleting
therapy may unveil their role in ITP pathogenesis. In the aforemen-
tioned mouse model, the mechanism underlying platelet destruction
affects the efficacy of treatments. Thus, [VIgs are not effective when
thrombocytopenia relies on CTL, contrary to B-cell-mediated ITP.
In our study, the unresponsiveness to RTX clearly correlates with the
activation of splenic CTL.

Because detection of predictive factors to the response to RTX
is a critical issue in ITP patients, circulating CD8" T-cell phenotype
before RTX treatment was analyzed. Our results show that cir-
culating CD8" T-cell activation and polarization do not allow for
the distinction between responders and nonresponders to RTX.
These results highlight the major role played by the spleen in the
autoimmune response during ITP** and further underline that cir-
culating cells do not fully reflect the immune response that occurs in
lymphoid organs or at the site of inflammation. Therefore, identifying
predictive factors of treatment success relying on blood parameters
may be challenging, although they are particularly needed to optimize
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the effectiveness of treatments and to rationalize the use of expensive
drugs.
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Etudes de diverses sous-populations de cellules dendritiques au
cours des cancers et maladies auto-immunes

Les cellules dendritiques (DC), principales cellules présentatrices d’antigéne, jouent un rdle
crucial dans la régulation de la réponse immunitaire. Leur état d’activation et de maturation
conditionne notamment la réponse immunitaire anti-tumorale. Ainsi a un stade immature, les DC sont
incapables activer la réponse immunitaire. Notre équipe a montré qu’en plus d’étre inefficaces, les DC
intra-tumorales acquiérent des propriétés immunosuppressives et inhibent I’activation lymphocytaire.
A I'inverse, activées et matures, les DC peuvent étre utilisées en immunothérapie des cancers. Notre
équipe a montré que les DC peuvent dans certaines conditions devenir tumoricides et que ces DC
tumoricides combinent une activité cytotoxique contre les cellules tumorales et la capacité d’activation
des lymphocytes T spécifiques de la tumeur. Avant d’utiliser ces DC tumoricides en phase clinique,
nous avons voulu étudier les interactions de ces cellules avec des cellules immunosuppressives
générées en cas de tumeur, les lymphocytes T régulateurs (Treg). Notre étude montre que les DC
cytotoxiques (KDC), générées a partir du sang de patients atteints de tumeurs, sont capables d’inhiber
la génération des lymphocytes T régulateurs, impliqués dans 1I’immunosuppression induite par les
tumeurs. Elles sont également a l’origine de la polarisation des lymphocytes T naifs en des
lymphocytes T helper 1, principaux acteurs de la réponse immunitaire anti-tumorale. Sans parvenir a
identifier les molécules impliquées, nous avons établi que I’inhibition de la génération des Treg par les
KDC n’implique ni I’IL-6, ni le NO, mais est partiellement dépendante d’un contact cellulaire.

La rate joue un role central dans les mécanismes de tolérance immunitaire, lors des cancers,
mais également lors des maladies auto-immunes (MAI). Une meilleure compréhension de la réponse
immunitaire au cours de ces 2 types de pathologies au niveau d’un organe lymphoide majeur tel que la
rate est indispensable pour adapter au mieux les thérapeutiques. Cependant, il n’existe que trés peu
d’études portant sur les DC spléniques humaines. Nos travaux sur les DC au sein de rates provenant de
patients atteints de divers cancers et MAI mettent en évidence une répartition des sous populations de
DC qui differe selon les pathologies. Bien que limité par le nombre d’échantillons humains, nous
avons également déterminé le profil d’activation de ces sous populations de DC apres stimulation par
différents TLR. Etant donné le role clé¢ des DC dans I’initiation de la réponse immunitaire spécifique,
ces nouvelles connaissances pourraient permettre de cibler certains sous-types de DC afin de les
activer ou de les inhiber lors de ces différentes pathologies.

Ces observations offrent d’importantes perspectives pour la future utilisation des DC dans les
stratégies d'immunothérapie.
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