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Préambule

Les premieres observations de maladies cancéreuses remontent a la description
d’ostéosarcomes chez des momies égyptienne et a la distinction entre tumeurs bénignes
et malignes par Hippocrate. Durant le Moyen-age, quelques avancées chirurgicales eurent
lieu, notamment concernant la résection des tumeurs selon leur stade d’avancement,

éme

mais les grandes découvertes n’eurent lieu qu’a partir du XVI siecle lorsque les

autopsies furent autorisées par I'Eglise. Au XVIII™ siécle, Henri Francois le Dran décrivit

alors l'invasion des canaux et des ganglions lymphatiques par les cellules tumorales et
Xavier Bichat fit émerger la notion de métastases cancéreuses. A partir du XX*™ siécle, les
avancées s’enchainérent, avec la découverte du réle des mutations génétiques, de
I’angiogenése, du métabolisme énergétique... et I’élaboration de traitements basés sur la
chimiothérapie, la radiothérapie ou les transplantations avant I’application plus récente
de thérapies ciblées telles que le Trastuzumab ciblant la protéine HER2 dans le cancer du

sein.

En paralléle, depuis la découverte du vaccin contre la rage par Louis Pasteur, de
nombreux travaux participérent a la caractérisation de plus en plus fine du systeme
immunitaire. Le XX®™ siécle vit ainsi I’émergence de nombreux concepts tels que les
notions d’immunité cellulaire et humorale, innée et adaptative, la tolérance, I’orientation
de la réponse immunitaire... et de différents facteurs essentiels au développement de
réponses immunitaires tels que le complexe majeur d’histocompatibilité ou les cytokines
ainsi que les lymphocytes, les cellules dendritiques (DC), les macrophages et les cellules

Natural Killer (NK).

L'importance du systéeme immunitaire dans I'immunosurveillance des tumeurs est
devenue apparente au milieu du XX*™®

siecle. Les DC participent notamment a I'induction
d’une réponse anti-tumorale en sécrétant une variété de cytokines agissant a la fois sur
les acteurs de I'immunité innée et de I'immunité adaptative et en présentant les
antigenes (Ag) dérivés de tumeurs aux lymphocytes T. Elles induisent ainsi la mise en
place d’une réponse T cytotoxique spécifique des cellules tumorales et d’une réponse
mémoire réduisant le risque de rechute. Aujourd’hui, ’'amélioration des connaissances
concernant les mécanismes d’immunoéchappement permet de mettre en place des
immunothérapies de plus en plus efficaces basées sur la réactivation du systéme
immunitaire. Ainsi, 'avenir des thérapies anticancéreuses consistera probablement a

combiner des thérapies ciblant a la fois les cellules tumorales et les acteurs de 'immunité.

Les travaux de notre équipe visent a approfondir, chez ’lhomme, les mécanismes
impliqués dans I'immunosurveillance ainsi que dans 'immunoéchappement des tumeurs
de sein, des tumeurs d’ovaire et des sarcomes. Au sein de cette thématique, je me suis
attaché & mieux caractériser la sous population de DC conventionnelles (cDC) BDCA3"®",
Cette population posséde en effet des particularités potentiellement intéressantes pour
la mise en place d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace liées a leur homologie

avec les DC murines CD8a.". Ces derniéres sont connues pour infiltrer les tumeurs et pour






leur réle majeur dans I’activation d’une réponse T cytotoxique par présentation croisée
d’Ag. Les DC BDCA3"®" et CD8a’ expriment également des récepteurs spécifiques
pouvant étre ciblés afin d’activer les fonctions anti-tumorales de ces cellules.

Chez ’homme, peu de données existent sur les DC BDCA3high

des tissus, et encore
moins sur celles infiltrant les tumeurs, en raison de leur rareté et du manque d’outils
développés pour les étudier spécifiquement. Mon travail de thése a ainsi consisté a mieux
les caractériser, en étudiant d’une part leur capacité a présenter des Ag cellulaires via le
processus de présentation croisée et en évaluant d’autre part leur présence ainsi que leur

fonctionnalité dans les tumeurs de sein.

Dans ce manuscrit, je commencerai par une introduction au sein de laquelle je
décrirai tout d’abord les caractéristiques principales des DC en me focalisant plus

particuliérement sur les particularités des DC BDCA3"e"

puis je présenterai un état des
lieux des connaissances concernant les DC infiltrant les tumeurs et les principaux
mécanismes a l'origine de leur altération dans le microenvironnement tumoral. Je
présenterai ensuite mes résultats et le contexte scientifique dans lequel a été élaboré
mon projet de thése. En quelques mots, mes travaux ont abouti a la mise en évidence de
la présence de DC BDCA3"" dans les tumeurs de sein et d’un défaut de production de
cytokines par les DC associées aux tumeurs comparativement a celles circulants dans le
sang. En particulier, les DC BDCA3"®" associées aux tumeurs produisent moins d’IFN-A
aprés stimulation, mais continuent d’en produire, au contraire des pDC qui n’en
produisent plus du tout lorsqu’elles proviennent de tumeurs. Enfin, a I’aide d’'un modele
in vitro, nous avons montré que les surnageants de tumeurs contiennent des facteurs
solubles inhibant la sécrétion d’IFN-A par les DC BDCA3"8". ’ensemble de ces résultats
suggérent ainsi une immunosuppression partielle des DC BDCA3"™" par le
microenvironnement tumoral (Article 1, en préparation). D’autre part, j’ai collaboré avec

high 5btenus in vitro a

I’équipe de Marc Dalod pour caractériser en détails des DC BDCA3
partir de progéniteurs hématopoiétiques CD34", d’apres un protocole de différenciation
publié peu de temps avant le début de ma thése. Ces travaux nous ont permis de nous
assurer de leur homologie avec les DC BDCA3"®" du sang et de démontrer leur capacité a
sécréter de I'IFN-A et a présenter tres efficacement des Ag d’origine cellulaire (Article 2, J
Immunol 2014). Jai finalement participé a Pélaboration d’un article montrant
'importance des cellules NK dans 'induction de la présentation croisée d’Ag, notamment
par les DC BDCA3"®", via I'IFN-y et le TNFa (Article 3, Int J Cancer 2015). Cependant, les
cellules NK et la présentation croisée ne seront pas introduits en détails pour éviter une
trop grande dispersion dans I'introduction. L’apport de ces résultats vis-a-vis de la
littérature actuelle ainsi que les perspectives a envisager suite a mes travaux seront

finalement examinés dans la discussion.
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Introduction

Chapitre | : Spécificités des cellules dendritiques conventionnelles BDCA3"€"

l. Découverte, caractéristiques et diversité des cellules dendritiques
A. Définition des cellules dendritiques

1) Découverte et caractérisation

Les DC, dont le nom découle de leur forme étoilée caractéristique, furent
observées pour la premiére fois par Paul Langerhans en 1868 chez ’lhomme avant d’étre
décrites de facon plus détaillé chez la souris dans les années 1970 (Steinman and Cohn,
1973; Steinman and Cohn, 1974; Steinman et al., 1975). L’approfondissement de leur
caractérisation fut longtemps ralenti par les difficultés techniques liées a leur rareté et au
manque de marqueurs permettant de les identifier spécifiquement. La mise en place de
protocoles offrant la possibilité de générer des DC fonctionnelles in vitro a partir de
progéniteurs ou de précurseurs fut ainsi une étape importante dans I’'amélioration des
connaissances sur les DC au cours des vingt derniéres années (Caux et al., 1992; Romani et
al., 1994; Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Phénotypiquement, les DC expriment la
molécule CD45 (lymphocyte common antigen) comme tous les leucocytes et sont
dénuées des marqueurs de lignage cellulaires tels que CD3 (lymphocytes T), CD14
(monocytes), CD19 (lymphocytes B), CD16 et CD56 (cellules NK). Nous verrons par la suite
qu’il existe une grande variété de DC qui peuvent étre distinguées a I’aide de marqueurs
plus ou moins spécifiques, tels que CD1c (BDCA1), CD141 (BDCA3) et Clec4C (BDCA2)
permettant de définir respectivement les ¢cDC BDCA1" et BDCA3+ ainsi que les DC
plasmacytoides (pDC) chez ’lhomme.

2) Caractéristiques principales

In vivo, les DC ne représentent qu’une faible proportion des leucocytes et
possedent un pouvoir prolifératif restreint. Leur renouvellement est cependant régulier
afin de garder un stock constant de cellules dont la présence est essentielle pour
Pinitiation et ’orientation de la réponse immunitaire (Hart, 1997; Nussenzweig et al., 1980;
Steinman et al., 1974; Steinman et al., 1983). Les DC ont en effet la particularité de
stimuler tres efficacement les lymphocytes T naifs et sont donc considérées comme des
cellules présentatrices de I’antigéne professionnelles. Les Ag internalisés par les DC
provenant d’une part de pathogénes mais également de cellules du soi mourantes ou
d’Ag protéiques circulants, les DC jouent un double réle. En situation non pathologique,
les DC immatures sont impliquées dans la tolérance centrale et périphérique des
lymphocytes T pour éviter les réponses auto-immunes inappropriées dans un contexte
non inflammatoire. Les DC induisent alors la délétion ou I’anergie des lymphocytes T et
favorisent le développement de lymphocytes T régulateurs (Treg) (Mowat, 2003;
Steinman et al., 2003). Au contraire, en présence de pathogenes, les DC induisent une
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Figure 1 : A I'état basal (a gauche), les DC immatures jouent le role de sentinelles au sein des
tissus périphériques et des organes lymphoides. La reconnaissance d’Ag du soi méne alors a
I'anergie, la délétion ou la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes T
régulateurs. En présence de pathogenes (a droite), les DC vont exprimer CCR7 et migrer par
la lymphe afférente jusqu’aux organes lymphoides drainant le site infecté. Le CMH-Il et
différents facteurs de costimulation vont également étre surexprimés pour permettre
I'activation des lymphocytes T et des lymphocytes B. Ces derniers vont finalement migrer par
la lymphe efférente jusqu’au site infecté.



réponse immune appropriée. En effet, les DC immatures possedent une forte capacité
d’endocytose et sont dotées d’un panel de récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition
Receptor) spécialisés dans la détection de motifs moléculaires associés aux pathogenes
(PAMP) ou aux dommages cellulaires (DAMP), dont les mieux caractérisés sont les TLR
(Toll-like receptors) et les CLR (C-type lectin receptors) (Iwasaki and Medzhitov, 2004;
Sancho and Reis e Sousa, 2013; Takeda et al., 2003). Ainsi, en présence de signaux de
danger ou de cytokines pro-inflammatoires, les DC vont évoluer vers un phénotype
mature caractérisé notamment par une modulation de I’expression de leurs récepteurs
de chimiokines. En particulier, elles vont exprimer CCR7 (C-C chemokine receptor type 7)
afin de migrer jusqu’aux organes lymphoides secondaires (Caux et al., 2000). En paralléle,
les DC vont accroitre I’expression de molécules de costimulation associées a la
présentation des Ag aux lymphocytes T et intensifier la production de cytokines
impliquées dans I’orientation de la réponse immunitaire (Banchereau and Steinman, 1998;
Banchereau et al., 2000; Mellman and Steinman, 2001). Les cytokines sécrétées vont
dépendre des stimuli rencontrés et de la sous population de DC activée. Les pDC sont par
exemple connues pour produire de grande quantité d’interférons (IFN) de type | apres
stimulation (Siegal et al., 1999), mais les DC BDCA3high sont également capable d’en
produire en cas d’engagement du TLR3 (Jongbloed et al., 2010). L’origine tissulaire des DC
est également importante puisque les DC BDCA1" du sang sont les plus grandes
productrices d’IL-12p70 lorsqu’elles sont activées avec un ligand de TLR4 ou de TLR7/8
(Nizzoli et al., 2013). Cependant, aucune sécrétion n’est détectée lorsque ces DC sont
issues de la peau (Haniffa et al., 2012).

Ces données sont résumées dans la Figure 1.

Les DC expriment a la fois le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe | et de classe Il et peuvent ainsi présenter les Ag aux lymphocytes T CD8 et aux
lymphocytes T CD4 (Mantegazza et al., 2013). Classiquement, le CMH de classe Il permet
aux DC de présenter des Ag exogénes, issus de microbes, de cellules infectées ou de
cellules tumorales mourantes, aux lymphocytes T CD4. L’autophagie permet quant a elle
de présenter des Ag endogénes via le CMH de classe Il mais participerait également a la
présentation d’Ag exogénes en permettant une fusion optimale des phagolysosomes
(Kondylis et al., 2013; Lee et al., 2010). Deux autres voies permettent aux DC de présenter
des Ag aux lymphocytes T CD8 en I’apprétant sur le CMH de classe I. Tout d’abord,
comme toutes les cellules nucléées, elles peuvent présenter directement des Ag
endogenes et viraux lorsqu’elles sont infectées. De plus, elles sont capables de présenter
des Ag exogénes provenant de cellules infectées ou tumorales mourantes par
« présentation croisée d’Ag » (Segura and Amigorena, 2015). Une derniére voie, appelée
« cross-dressing », leur permet enfin d’acquérir des Ag préalablement apprétés sur le
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Figure 2 : Schéma des principales voies de présentation croisée d’Ag. Les Ag extracellulaires
sont dirigées vers les lysosomes ou les endosomes précoces. Dans ces derniers, I'acidification
est ralentie grace au recrutement de NOX2 ce qui permet une meilleure présentation croisée
selon deux mécanismes. 1) Pour la voie vacuolaire, les Ag sont dégradés par des protéases
endosomales avant d’étre chargées sur les molécules MHC-I pour étre présenté aux
lymphocytes T CDS8. 2) Pour la voie cytosolique, les Ag sont transportés dans le cytoplasme
pour étre dégradés par le protéasome, puis les peptides dérivés de cette dégradation sont
transportés dans les endosomes grace aux protéines TAP pour étre chargés sur les molécules
MHC-I. Une voie alternative passe également par le transport des peptides et leur
chargement sur les molécules MHC-I dans le reticulum endoplasmique.



CMH de classe | par une autre cellule et de le présenter également aux lymphocytes T
CD8 (Nakayama, 2014).

Nous allons |égerement approfondir la voie de présentation croisée d’Ag car celle-
ci est essentielle pour linduction d’une réponse T cytotoxique spécifique dirigée
notamment contre les cellules tumorales (Figure 2). Tout d’abord, une variété de
récepteurs permettent la reconnaissance d’Ag sous différentes formes et participent plus
ou moins a leur orientation vers des compartiments facilitant la présentation croisée d’Ag
(Sancho and Reis e Sousa, 2013). Un environnement endolysosomal alcalin permet en
effet aux épitopes de ne pas étre dégradés trop rapidement et d’étre ainsi présentés plus
efficacement aux lymphocytes T CD8 (Burgdorf et al., 2007). Ainsi, des Ag complexés a
des anticorps dirigés contre le récepteur au mannose (CD206) ou la protéine de
costimulation CD40 sont dirigés vers les endosomes précoces favorisant la présentation
croisée, contrairement a DEC205 (CD205) qui les dirige vers des endosomes plus tardifs
(Chatterjee et al., 2012). Cependant, les DC BDCA3"®" chez ’homme sont malgré tout
capables de présenter efficacement des Ag via DEC205 (Cohn et al., 2013). Les DC
BDCA3"8" expriment en outre spécifiquement la lectine Clec9A 2 leur surface ce qui leur
permet d’internaliser efficacement les Ag provenant de cellules mourantes (Schreibelt et
al., 2012). NOX2 (NADPH Oxydase 2) joue également un role essentiel dans la présentation
croisée d’Ag en maintenant un pH basique dans les endolysosomes.

Une fois les Ag internalisés, deux voies de présentation croisée sont décrites. La
premiere, appelée vacuolaire, consiste en la dégradation par les protéases lysosomales
des Ag avant leur apprétement sur le CMH de classe I. La deuxiéme, considérée comme
plus pertinente, implique quant a elle un transfert actif des Ag du compartiment
d’internalisation jusqu’au cytosol pour permettre leur dégradation par le protéasome. En
particulier, le complexe GILT (y-interferon-inducible lysosomal thiol reductase) permet le
dépliement des protéines alors que Sec61 et p97, toutes deux associées au complexe
ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation), sont respectivement impliquées
dans la formation des pores et dans I’apport d’énergie indispensable au transfert actif des
protéines dépliées. Une fois transférées dans le cytoplasme, Hspgo (Heat shock protein
90) permet le ciblage des protéines vers le protéasome, complexe enzymatique qui clive
les protéines en peptides. En cas de réponses immunitaires et au sein des cellules
hématopoiétiques, se met en place un immunoprotéasome qui permet I’'amélioration de
la qualité et de la quantité des peptides générés pour la présentation via le CMH de classe
| (Basler et al., 2013). Enfin, les peptides sont transférés a nouveau dans les endosomes
via les protéines TAP (Transporter associated with antigen processing) pour étre apprété
sur les CMH de classe | avant leur présentation aux lymphocytes T CD8 (Schuette and
Burgdorf, 2014). En résumé, la capacité d’une cellule a effectuer la présentation croisée
dépend a la fois du panel de récepteurs qu’elle exprime a sa surface et de sa machinerie
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Figure 3 : Les DC sont classées en deux grandes catégories :

les DC résidentes et les DC

migratoires. Les DC résidentes sont retrouvées dans le sang et les organes lymphoides alors
que les DC migratoires résident dans les tissus périphériques avant de migrer jusqu’aux

organes lymphoides. Les DC résidentes se composent des DC CD8a.", des DC CD11b" et des

DC plasmacytoides chez la souris et des DC BDCA3"&" des DC BDCA1' et des

DC

plasmacytoides chez 'homme. A |'état basal, les tissus périphériques se composent quant a
eux des cellules de Langerhans, des DC CD11b"* et des DC CD103" chez la souris et des
cellules de Langerhans, des DC CD14+ (récemment redéfinies comme macrophages), des DC
BDCA1" et des DC BDCA3"®" En cas d’inflammation, de maladies auto-immunes ou de
cancers, les DC inflammatoires et les DC plasmacytoides peuvent également infiltrer les

tissus périphériques.



protéasique intracellulaire. La présentation croisée varie ainsi d’'une sous population de
DC et d’'une forme antigénique a une autre.

Au fur et a mesure des découvertes, les DC furent subdivisées en de nombreuses
sous populations sur la base de leur phénotype. Cette classification manque cependant
d’homogénéité car selon les marqueurs étudiés, I'origine historique de leur découverte
ou le contexte inflammatoire, il arrive qu’une méme population de DC posséde diverses
appellations. Par ailleurs, certains marqueurs sont parfois partagés entre sous
populations différentes contribuant a brouiller les classifications. Les DC CD14" de la peau
ont par exemple été redéfinies récemment en macrophages (McGovern et al., 2014). Afin
de parer a ces difficultés, trois principales approches existent aujourd’hui. Certains
proposent de subdiviser les DC en fonction de leur ontogénie et des facteurs de
transcription essentiels a leur développement, d’autres s’appuient préférentiellement sur
des homologies transcriptomiques et certains préférent rester sur une classification
histologique (Guilliams et al., 2014; Haniffa et al., 2012; Satpathy et al., 2012; Watchmaker
et al., 2014). Ces trois approches se complétent et permettent une définition des
différentes populations de DC qui est encore évolutive et discutée (Vu Manh et al., 2015).

En attendant un consensus, la méthode la plus répandue consiste a diviser les DC
en deux grands sous types fonctionnels, les pDC et les ¢DC, CD11c’, elles-mémes
constituées de différentes sous populations en fonction de leur phénotype, de leur
localisation et de leur capacité migratoire (Durand and Segura, 2015). Méme si des
dissemblances phénotypiques existent, cette classification est applicable a ’lhomme et a
la souris. Par ailleurs, des avancées récentes ont permis d’affiner les homologies entre les
DC des deux espéces, ce qui est intéressant pour le transfert a ’homme des nombreux
résultats obtenus chez la souris concernant le role du systéme immunitaire dans les
infections, les maladies auto-immunes ou les cancers (Clark and Allison, 1974; Cohen et al.,
1971; Goverman et al., 1993; Koebel et al., 2007). Les principales populations de DC
connues, ainsi que leurs marqueurs les plus représentatifs, sont schématisés dans la
Figure 3 et seront décrites par la suite.

Notons également qu’il a récemment été proposé de distinguer les deux sous
populations de cDC grace a I"expression exclusive de XCR1 et SIRPa (Signal Regulatory
Protein alpha). En effet, cette distinction est valable dans de nombreux organes dont le
thymus, la rate, le poumon, les plaques de Peyer, lintestin et différents ganglions
lymphatiques. Par ailleurs, cette classification n’est pas altérée par I’activation des cellules
(Gurka et al., 2015). Il semble également que cette distinction puisse étre transposé entre
différentes especes tel que cela a été montré pour ’lhomme, la souris, le mouton ainsi que
pour les primates (Contreras et al., 2010; Dutertre et al., 2014).
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[l fallut un certain temps avant que les pDC ne soient considérées comme une
population de DC a part entiére. Elles se distinguent en effet des autres sous populations
par leur forme ronde a I’état basal ainsi que par I’labsence d’expression, chez ’lhomme, et
une faible expression, chez la souris, de I'intégrine alpha X (CD11c). Aujourd’hui, leur
identification s’appuie sur des combinaisons de marqueurs. Chez ’lhomme, les pDC sont
caractérisées par Iexpression spécifique de Clec4C et ILT7 (Immunoglobulin Like
Transcript 7) ainsi que par celle moins spécifique du récepteur a I'lL-3 (CD123) et de la
Neuropilin-1 (BDCA4). Les pDC murines expriment quant a elles spécifiquement SiglecH
(Sialic acid binding immunoglobulin-like lectin H) et Bst2 (Bone marrow stromal cell
antigen 2) et moins spécifiquement B220, Ly6C (Lymphocyte antigen 6C) et Ly49Q (Reizis
et al., 2011). A I’état basal, les pDC sont présentes dans le sang et les organes lymphoides
mais dans le cas de maladies auto-immunes ou de cancers, comme nous le verrons par la
suite, les pDC peuvent également étre recrutées dans les tissus périphériques (Hartmann
et al., 2003; Nestle et al., 2005).

Les pDC peuvent provenir de progéniteurs commun aux autres DC (Liu et al., 2009;
Onai et al., 2007) ou commun aux cellules lymphoides comme ’atteste un réarrangement
de leurs immunoglobulines (Sathe et al., 2013). Par ailleurs, quel que soit le progéniteur
des pDC, ce dernier exprime toujours Flt3 (CD135). En effet, le ligand de ce récepteur,
FIt3L (Fms-related tyrosine kinase 3 Ligand), est nécessaire a leur développement ainsi
qu’a celui de la plupart des autres populations de DC (Breton et al., 2015). Le facteur de
transcription E2-2 est également nécessaire au développement des pDC. Enfin,
différentes cytokines, telles que le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), la
TPO (Thrombopoietin) et I'IL-7 favorisent la différenciation des pDC (Shortman et al.,
2013).

Comme les autres DC, les pDC possedent un large répertoire de PRR dont les plus
caractéristiques sont le TLR7 et le TLR9 (Lindstedt et al., 2005). Suite a leur engagement,
les pDC vont produire de grandes quantités d’interférons de type I (IFN-a1-13, IFN-f, IFN-¢,
IFN-k et IFN-w). Elles produisent par exemple 100 a 1000 fois plus d’interférons de type |
que les autres cellules du sang en réponse a HSV (Herpes Simplex Virus) ou au virus
influenza (Cella et al., 1999; Siegal et al., 1999). Cette production de cytokines permet aux
pDC d’agir sur un large spectre de cellules et de moduler la réponse immunitaire innée et
adaptative. Les pDC possedent par ailleurs une activité cytotoxique directe via TRAIL
(Tumor Necrosis Factor-Alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand) qui interagit avec
TRAIL-R1 ou TRAIL-R2 a la surface des cellules infectées et des cellules tumorales. TRAIL
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est induit a la suite de ’engagement des TLR ou en présence d’IFN-a (Balzarolo et al.,
2012; Chaperot et al., 2006; Kalb et al., 2012; Matsui et al., 2009). Enfin, les pDC ont
également la capacité de présenter les Ag aux lymphocytes T CD4 et aux lymphocytes T
CD8 (Tel et al, 2013). En particulier, notons qu’a I’état basal, les pDC induisent une
tolérance périphérique en recrutant des Treg comme cela a pu étre observé dans le cadre
de greffes cardiaques chez ’lhomme ou dans la tolérance orale chez la souris (Goubier et
al., 2008; Ochando et al., 2006).

Cette partie détaillera principalement les cellules dendritiques de la peau qui sont
les mieux décrites et dont la diversité permet de faire ressortir la plupart des
caractéristiques des DC des autres tissus périphériques.

e |dentification des cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans furent observées pour la premiére fois chez ’lhomme
par Paul Langerhans en 1868 dans I’épiderme mais elles sont également présentes dans
les muqueuses. Leurs premieres caractérisations reposaient sur I’observation de leur
morphologie spécifique et d’organites appelés « granules de Birbeck » (Wolff, 1967). Leur
appartenance au systeme immunitaire n’apparut cependant qu’un siecle plus tard chez la
souris lorsqu’il s’avéra qu’elles étaient capables d’activer des lymphocytes T naifs (Stingl
et al., 1978) et qu’elles exprimaient comme les macrophages le CMH de classe I, des
récepteurs Fc et des récepteurs du complément (Klareskog et al., 1977; Rowden et al,,
1977; Stingl et al., 1977). Aujourd’hui, elles sont également identifiées sur la base de
Pexpression d’une lectine de type C appelée «Langerin» (CD207) impliquée dans la
formation des granules de Birbeck (Valladeau et al.,, 2000). Celleci est fortement
exprimée par les cellules de Langerhans mais notons qu’elle peut également étre
observée chez d’autres populations de DC que ce soit chez ’homme ou chez la souris
(Bigley et al., 2015; Haniffa et al., 2012).

e Origine des cellules de Langerhans

Chez ’homme, des analyses transcriptomiques récentes remettent en cause
I’lhomologie des cellules de Langerhans chez ’lhomme et la souris. En effet, ces données
révelent que les cellules de Langerhans humaines possédent plus d’homologies avec les
DC CD103" et les DC thymiques murines, qui seront présentées par la suite, qu’avec les
cellules de Langerhans de souris. Elles présentent également des similarités avec les DC
BDCA3"8" du sang (Artyomov et al., 2015). Notons cependant que cette étude s’attache
principalement a I'analyse de modules de genes impliqués dans la fonction des DC,
réduisant I'importance des genes liés a ’origine tissulaire des cellules. Il est donc possible
qu’elle ne reflete pas 'origine ontogénique des cellules de Langerhans, en particulier

concernant leur homologie avec les DC BDCA3"®" du sang. En effet, des patients mutés
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pour GATA2 présentent une immunodéficience sévére caractérisée par une altération des
DC du sang mais leurs cellules de Langerhans ne sont pas affectées (Bigley et al., 2011).
Notons enfin, que le TGF-p oriente la différenciation de progéniteurs hématopoiétiques
CD34" en cellules de Langerhans (Caux et al., 1999).

Le TGF-f est également primordial pour la différenciation des cellules de
Langerhans chez la souris. En effet, des souris déficientes pour cette cytokine sont
dépourvues de cellules de Langerhans (Borkowski et al., 1996). Il a par ailleurs été montré
que le TGF-$ est également important pour le contréle de leur maturation. Un Knock Out
conditionnel du récepteur au TGF-§ entraine en effet une maturation et une migration
spontanée des cellules de Langerhans indiquant le réle essentiel du TGF-f dans
’lhoméostasie de ces cellules (Kel et al., 2010). Contrairement a la plupart des DC le
développement des cellules de Langerhans dépend de I’expression du CSF-1R (Colony
Stimulating Factor-1 Receptor), comme les macrophages, mais pas du FLT3L (Ginhoux et
al., 2006). L’IL-34, exprimé dans la peau dés le stade embryonnaire chez la souris, semble
étre le ligand du CSF-1R jouant le réle le plus important dans le développement des
cellules de Langerhans. En effet, les souris L34 sont déficientes en ces cellules
contrairement aux souris CSF-17 (Wang et al., 2012; Wang and Colonna, 2014). Par contre,
suite a une blessure par traitement aux ultraviolets, le remplacement des cellules de
Langerhans nécessite le CSF-1 et le recrutement de monocytes Ly6Chigh
2006).

(Ginhoux et al.,

* Quelle est la fonction des cellules de Langerhans ?

Chez ’lhomme, des résultats obtenus in vitro montrent que les cellules de
Langerhans issues des voies respiratoires sont incapables de présenter des Ag aux
lymphocytes T CD8 bien qu’elles les présentent aux lymphocytes T CD4 (van, V et al,,
2011). Cependant, les cellules de Langerhans extraites de la peau aprés migration peuvent
activer les lymphocytes T CD8 par présentation croisée d’Ag et orienter les lymphocytes T
CD4 vers une réponse Th2 (Artyomov et al., 2015; Klechevsky et al., 2008). Ceci corréle
avec 'analyse de leur transcriptome qui révele une forte expression des genes impliqués
dans 'apprétement de I’Ag et la présentation croisée (Artyomov et al., 2015).

In vitro, les cellules de Langerhans font de la présentation croisée d’Ag alors
qu’elles sont incapables d’induire une réponse T cytotoxique (CTL) in vivo (Allan et al.,
2003; Igyarto and Kaplan, 2013). Des études récentes suggerent qu’elles font cependant
de la présentation croisée in vivo mais que celle-ci mene a une délétion des lymphocytes T
CD8 spécifiques de I’Ag et a une tolérance (Flacher et al., 2014). Ceci n’a par contre pas
encore été vérifié chez ’lhomme.

Pour finir, notons que I'lL-34 induit la différenciation de monocytes humains en
macrophages immunosuppressif (Foucher et al., 2013). Il serait ainsi peut étre intéressant
d’évaluer I’expression de I'lL-34 dans la peau humaine pour déterminer si cette cytokine
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joue également un rdle dans I’homéostasie des cellules de Langerhans et dans
I’orientation de leur réponse.

e |dentification des cellules dendritiques du derme

Les DC du derme se distinguent des cellules de Langerhans par I'absence d’EpCAM
(Epithelial Cell Adhesion Molecule) et de la Cadhérine-E ainsi que par une plus faible
expression de la Langerin.

La classification des DC du derme chez 'homme est encore un peu floue.
Originellement elles furent subdivisées en DC CD14" CD1a” et DC CD1a%™ CD14° (Nestle et
al., 1993; Valladeau and Saeland, 2005). L’appartenance des premiéres a la famille des DC
est actuellement remise en cause et il semblerait qu’elles soient en réalité plus proche des
macrophages (McGovern et al.,, 2014). Concernant, les DC CD14, une étude les a
subdivisées sur la base de I'expression de CD11c et BDCA3. D’une part, les DC BDCA3"
CD11c"® expriment XCR1, Necl2 (Nectin-like molecule 2), ClecgA (C-type lectin domain
family 9 member A) et le TLR3 comme les DC BDCA3"8" du sang qui seront présentées par
la suite. D’autre part, les DC BDCA3™ CD11c* ont un profil similaire aux DC BDCA1*du sang.
Ces deux populations sont retrouvées dans le poumon et le foie avec quelques
différences phénotypiques mineures (Bigley et al., 2015; Haniffa et al., 2012). Cependant,
dans une autre étude s’intéressant aux DC de la peau, les DC BDCA3" ne furent pas
observée (Segura et al., 2012). Il est donc possible cette population ne soit recrutée que
dans certaines conditions.

Chez la souris, les DC du derme se subdivisent également en deux populations.
L’une, minoritaire, exprimant la Langerin et I’intégrine alpha E (CD103). L’autre, exprimant
Iintégrine alpha M (CD11b). Globalement, les DC CD103" semblent homologues aux DC
BDCA3"8" humaines et les DC CD11b* aux DC BDCA1" (Haniffa et al., 2012). Notons que les
DC CD103" et CD11b" ont aussi été décrites dans d’autres tissus périphériques tels que le
poumon, I'intestin, le foie, les reins et le pancréas. Dans l'intestin, outre les DC CD103" qui
sont CD11b” et XCR1" trois autres populations de DC sont présentes. A I'inverse des DC
CD103%, ces populations qui sont CD103" CD11b*, CD103" CD1b" et CD103 CD11b’
n’expriment pas XCR1 mais expriment SIRPa (Becker et al., 2014; Scott et al., 2014).

Chez I’'homme, une population CD103" SIRPa ainsi qu’une population CD103"
SIRPa” ont été observée dans lintestin. Les premiéres sont homologues aux DC
BDCA3"8" et aux DC CD103" CD11b™ décrites précédemment alors que les deuxiémes sont
homologues aux DC BDCA1" et aux DC CD103+ CD11b- (Watchmaker et al., 2014).

e Quelle est la fonction des cellules dendritiques du derme ?

Tout d’abord, I'’engagement du récepteur CD40 induit la sécrétion d’une plus
grande variété de cytokines par les cellules CD14" que par les DC CD14". Cependant, les
premiéres sont moins efficaces pour induire une réponse CTL spécifique de I’Ag, ce qui
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n’est pas surprenant s’il s’agit de macrophages (Klechevsky et al., 2008). Elles activent
par ailleurs préférentiellement les lymphocytes T CD4 mémoires de maniére similaire aux
macrophages et elles orientent la différenciation de lymphocytes T CD4 naifs vers un
phénotype de Tfh (Follicular helper T cells), participant ainsi a la régulation de la
maturation des lymphocytes B (Klechevsky et al., 2008; McGovern et al., 2014). Les
cellules CD14" BDCA3" du derme produisent par ailleurs de I'lL-10 et induisent la
différenciation des lymphocytes T en Treg de la méme maniére que les DC CD103" de peau
murine a I’état basal (Chu et al., 2012). Enfin, des avancées récentes ont été effectuées sur
I’induction de réponses immunitaires au niveau de la peau suite a une infection par HSV. Il
apparait désormais que les cellules de Langerhans internalisent le virus avant de migrer
vers le derme. Elles entrent alors en contact avec les DC BDCA3", exprimant ClecgA, qui
internalisent les Ag provenant des cellules de Langerhans apoptotiques. Par la suite, les
DC BDCA3" migrent vers les organes lymphoides pour activer les lymphocytes T CD8. De la
méme maniere, les autres DC du derme récupérent des Ag délivrés par les cellules de
Langerhans et induisent une réponse T CD4 (Kim et al., 2015). Ces résultats corroborent
des résultats obtenus chez la souris montrant que la réponse CTL dirigée contre HSV
nécessite les DC CD8a", présentant de nombreuses homologies avec les DC CD103+
murines et les DC BDCA3high humaines comme nous le verrons par la suite (Allan et al.,
2003; Hildner et al., 2008; Robbins et al., 2008; Mollah et al., 2014).

Chez la souris, les DC du derme sont responsables de I'induction de la réponse Th1
suite aux infections cutanées (Igyarto et al., 2011). Par ailleurs, les DC CD103" sont les
seules, parmi celles des tissus périphériques, a pouvoir efficacement présenter in vivo ’Ag
aux lymphocytes T CD8 par présentation croisée afin d’induire une réponse CTL (Flacher
et al., 2014; Henri et al., 2010). A I’état basal, les DC CD103" de la peau, du poumon et de
I’intestin induisent une tolérance périphérique vis-a-vis des antigénes en activant la
différenciation des Treg. Elles participent aussi a leur recrutement au niveau du derme en
sécrétant la chimiokine CCL22 (Coombes et al., 2007; del Rio et al., 2007; Nagao et al,,
2009). En cas d’infection, les DC CD103" vont au contraire induire dans les ganglions
lymphatiques la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8 spécifique de I’Ag (Semmrich
et al., 2012). Pour leur part, les DC CD11b" participent principalement au recrutement des
lymphocytes T, des monocytes et des neutrophiles en sécrétant de grandes quantités de
cytokines et chimiokines (Coombes et al., 2007).

Notons que dans l'intestin, les DC CD103" capturent les Ag situés dans la lumiere
intestinale en patrouillant entre les cellules épithéliales et en y déployant leurs dendrites
(Farache et al., 2013). De plus, les cellules en gobelet faciliterait cette acquisition en
transférant les Ag provenant de la lumiére intestinal jusqu’au tissu (McDole et al., 2012).
Ainsi chaque tissu possede des caractéristiques propres favorisant la capture de I’Ag par
les DC.
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e Recrutement de cellules dendritiques lors de I'inflammation

Une derniere population de DC est présente de facon transitoire en cas
d’inflammation.

Chez ’homme, peu de données existent sur les DC inflammatoires. Une étude
décrit des cellules CD11c" BDCA1 présentes spécifiquement dans la peau de patients
atteints de psoriasis, induisant une réponse TH1/TH17 et associées a une forte sécrétion de
TNF (Tumor Necrosis Factor) et d’iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase) (Lowes et al.,
2005; Zaba et al., 2009). D’autres travaux révélent I’existence d’une population de DC
CD11c” BDCA1" CD14" CD206" SIRPa." présente seulement en condition pathologique dans
le fluide synovial de patients atteints d’arthrite rhumatoide ou dans des ascites de tumeur
et induisant une réponse Th17 (Segura et al., 2013). L’expression de FceR1 les différencie
des macrophages et I'analyse du transcriptome de ces derniéres les classe comme
intermédiaire des DC et des macrophages.

Chez la souris, les DC inflammatoires expriment fortement Ly6C ainsi que CD11c,
CD11b, CD206, SIRPa et CD88 (Beitnes et al., 2012; Nakano et al., 2015). Elles proviennent
heh exprimant faiblement CX3CR1 (Geissmann et al.,, 2003). Le
récepteur de chimiokines CCR2 apparait également important pour permettre aux

de monocytes Ly6C

monocytes de quitter la moelle osseuse et par la suite atteindre les tissus enflammés ou
elles vont se différencier en DC inflammatoires produisant de grandes quantités de TNF et
d’iNOS participant a P’élimination des pathogénes microbiens (Serbina et al., 2003;
Serbina and Pamer, 2006). Outre leur action antimicrobienne directe, les DC
inflammatoires participent également a Ia réponse adaptative en induisant
principalement une réponse Th1 mais aussi dans certains cas une réponse Th2 ou Th17. La
quantité de DC inflammatoires est par ailleurs modulée positivement lors d’une réponse
Th1 et négativement en présence d’IL-10, d’IL-4 et d’IL-13. Leur réle supposé consisterait a
renforcer la réponse immunitaire en cas de besoin (Hespel and Moser, 2012).

En plus des pDC et des populations ayant migrées depuis les tissus périphériques,
les organes lymphoides contiennent deux populations de DC résidentes. Il s’agit, chez la
souris, des DC CD8a" et des DC CD11b” (Shortman and Heath, 2010), et chez I’lhomme des
DC BDCA3"8" et des DC BDCA1" (Lindstedt et al., 2005; Poulin et al., 2010). Une homologie
existe entre les DC BDCA1" et les DC CD11b" ainsi qu’entre les DC BDCA3"8" et les DC CD8a*
(Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010; Robbins
etal., 2008).

Que ce soit chez ’homme ou chez la souris, les DC résidentes se distinguent des
pDC par I’expression de CD11c. Elles expriment également logiquement le récepteur qui
leur donne leur nom. Les DC BDCA1" se distinguent ainsi par I’expression de CD1c (BDCA1)
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et les DC BDCA3"®" par une forte expression de CD141 (BDCA3). Notons que les DC CD8a*
de la rate se composent de deux sous populations distinguables grace a I’expression de
CD103 et que des DC exprimant CD103 sont également présentes dans les plaques de
Peyer de l’intestin et le thymus (Sathe et al., 2011; Zhan et al., 2011).

La fonction des DC BDCA3™®", et en particulier leur capacité de présentation
croisée proche de celle des DC CD8a", sera détaillée par la suite. Ainsi nous allons nous
attacher a la fonction des DC résidentes de souris, qui par leur homologie avec les DC
humaines peuvent donner des indications intéressantes.

Les DC résidentes ne provenant pas des tissus périphériques, il est intéressant de
se demander comment elles acquiérent les Ag qu’elles présentent aux lymphocytes T.
D’une part, les DC résidentes peuvent acquérir directement des Ag solubles transitant par
la lymphe. Cependant, lorsqu’une faible quantité d’Ag est libérée, cette acquisition ne
serait pas suffisante pour permettre de maintenir une tolérance périphérique. Ainsi, les
DC migrantes sont capables de délivrer des Ag provenant des tissus périphériques aux DC
résidentes suite a un transfert par contacts cellulaires entre DC ou par libération
d’exosomes. A I’état basal, les DC résidentes maintiennent ainsi la tolérance périphérique,
et participent en conditions inflammatoires a la réponse immunitaire (Carbone et al.,
2004). Les DC peuvent également collaborer au sein des ganglions lymphatiques afin de
promouvoir une meilleure activation des lymphocytes T. Par exemple, dans le cas
d’infections par HSV, les pDC favorisent I'induction d’une réponse CTL par les DC
résidentes grace a leur sécrétion d’IFN-a. et leur expression de CD40L (Yoneyama et al.,
2005). L’expression de CD4o0L a la surface des pDC participe également a la production
d’IL-12 par les ¢cDC (Kuwajima et al., 2006).

Dans la rate, les DC CD8a" sont principalement localisées dans les zones T. Une
sous population exprimant également CD103 est située dans la zone marginale. Celle-ci
disparait en cas d’inflammation et son absence altére la tolérance périphérique (Qiu et al.,
2009). L’expression de CD103 est par ailleurs augmentée en présence de GM-CSF
(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) et corréle avec les capacités de
présentation croisée des DC CD8a" de la rate (Zhan et al., 2011). La présentation croisée
des DC thymique est quant a elle supérieure a celle des DC de la rate et moins sensible a la
présence de GM-CSF (Dresch et al., 2011; Kyewski and Klein, 2006).

Les souris Batf3” sont déficientes en DC CD103" et en DC CD8a.* mais possédent un
répertoire intact concernant les autres sous populations de DC (Hildner et al., 2008). Les
souris IRF8” sont quant a elles aussi déficientes pour ces deux sous populations de DC
mais de facon moins spécifique puisqu’elles sont aussi déficientes en pDC (Schiavoni et
al., 2002). Ces éléments, ainsi que la similarité de leur profil d’expression génique et de
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leur capacité de présentation antigénique, indiquent que les DC CD8a." et les DC CD103"
sont issues d’un progéniteur commun (Edelson et al., 2010). De plus, il a récemment été
montré que linjection d’IL-12 ou la présence de pathogénes, tels que Lysteria
monocytogenes ou Mycobacterium tuberculosis, restaurent la présence de DC CD103" et
CD8a* fonctionnelles dans des souris Batf3’ grace a une compensation par Batf (Basic
leucine zipper transcription factor) et Batf 2 (Tussiwand et al., 2012). Batf possédant
comme Batf3 des sites de fixation pour IRF4 et IRFS, il est supposé que la spécificité des
genes induisant le lignage cellulaire passe principalement par les IRF (Interferon
Regulatory Factor).

La différenciation des DC, in vitro, constitue a la fois un moyen efficace d’en
obtenir une quantité suffisante pour étudier leur biologie en détails et un outil
permettant la mise en ceuvre de thérapies basées sur I'injection de DC chez des patients
afin de rétablir une réponse immunitaire efficace. Cette approche testée dans différents
essais cliniques, suite a des résultats encourageants chez la souris, a apporté quelques
résultats en termes de ralentissement de la croissance tumorale et de prolongement de la
survie des patients mais ne permet pas d’obtenir des rémissions complétes (Inaba et al,,
1992; Pizzurro and Barrio, 2015; Porgador and Gilboa, 1995). Cependant, de nouveaux
protocoles permettant d’obtenir une plus grande variété de DC similaires a celles
observées in vivo pourraient permettre de progresser encore dans le domaine de la
vaccination anti-tumorale.

Nous avons précédemment vu que certaines cellules de Langerhans ainsi que les
DC inflammatoires proviennent de la différenciation des monocytes. In vitro, il est
possible d’induire, en présence de GM-CSF et d’IL-4 ou par migration au travers d’une
couche monocellulaire de cellules endothéliales, la différenciation de monocytes en DC
capables de présenter efficacement I’Ag aux lymphocytes T (Randolph et al., 1998;
Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Les DC dérivées de monocytes (MoDC) conservent
cependant un profil transcriptomique plus proche des monocytes que des DC du sang
(Robbins et al., 2008). Il est ainsi actuellement envisagé que les MoDC se rapprocheraient
des DCinflammatoires observées chez la souris.

Les premieres DC obtenues in vitro le furent a partir de progéniteurs CD34"
(Human progenitor cell antigen) cultivés durant une dizaine de jours en présence de GM-
CSF et de TNFa (Caux et al., 1992; Caux et al., 1996). L’utilisation de FIt3L et/ou de cellules
stromales permet par ailleurs d’obtenir des pDC, exprimant CD123 et sécrétant de I'lIFN-a,
dont le nombre peut étre augmenté en présence de TPO (Chen et al., 2004; Chicha et al,,
2004). Il s’est avéré par la suite que ce protocole permet également d’obtenir des DC

23






BDCA1* et des DC BDCA3"®" (Proietto et al., 2012). Un autre protocole permettant
d’obtenir ces trois populations consiste a cultiver des progéniteurs en présence de
cellules MSs5 et de FIt3L, SCF (Stem Cell Factor) et GMCSF. Les DC ainsi obtenues sont
similaires a celles du sang en termes de transcriptome, de phénotype et de fonctionnalité
(Lee et al., 2015). Ce protocole permet également d’obtenir des lymphocytes B, des
cellules NK, des granulocytes et des monocytes.

Pour notre part, nous avons utilisé un autre protocole permettant d’obtenir de
grandes quantités de DC BDCA3"®"
issus de sang de cordons en présence de SCF, de FIt3L, d’IL-3 et d’IL-6 puis en induisant
leur différenciation en présence de SCF, de FIt3L, de GM-CSF et d’IL-4 (Poulin et al., 2010).
Nous avons ainsi montré en collaboration avec I'’équipe de Marc Dalod que les DC
BDCA3"8" obtenues sont similaires en termes de phénotype, de transcriptome, de
sécrétion de cytokines et de capacité de présentation antigénique a celles du sang. Ces

in vitro, en induisant la prolifération de progéniteurs

travaux, publiés, sont présentés dans la partie résultats (Balan et al., 2014).

Plusieurs essais de vaccinations anti-tumorales ont été réalisés avec des MoDC. Les
résultats de ces études ont permis d’affiner les conditions dans lesquelles elles sont
capables d’induire une réponse immunitaire efficace. Par exemple, la maturation
préalable des MoDC est importante pour éviter qu’elles n’induisent une tolérance plutét
gu’une réponse cytotoxique (de Vries et al., 2003; Dhodapkar et al., 2001). L’introduction
par électroporation de différents ARNm codant pour des antigénes associés aux tumeurs
dans les MoDC permet également d’enrichir le répertoire de lymphocytes activés
permettant ainsi d’obtenir de meilleurs résultats qu’en cas de vaccinations avec des DC
sensibilisés préalablement avec une faible diversité d’antigenes (Aarntzen et al., 2012).
Ceci est cohérent avec des résultats récents montrant que la réactivation du systeme
immunitaire est plus efficace si les tumeurs présentent un nombre élevé de mutations
(Rizvi et al., 2015).

Dans 'optique d’une utilisation thérapeutique la rareté des progéniteurs CD34"
présente un obstacle majeur. La solution optimale consiste a injecter des cellules issues
du patient lui-méme pour éviter les réactions du systeme immunitaire a I’encontre des
cellules injectées. En ce sens, des travaux récents ont montré qu’il était possible d’obtenir
des DC BDCA3"8" XCR1* a partir de cellules souches pluripotentes induites (iPS) & partir de
fibroblastes du derme (Silk et al., 2012). Les DC obtenues sont intéressantes car elles
apparaissent plus efficaces que les MoDC pour présenter des Ag provenant de cellules
tumorales aux lymphocytes T CD8 naifs. Les DC BDCA3"e"
rare, I'utilisation d’iPS pourrait offrir une solution permettant d’en obtenir un nombre

du sang étant extrémement

suffisant pour les injecter chez les patients.
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Figure 4 : Particularités des DC BDCA3"®". Les DC BDCA3"®" se distinguent des autres

populations de DC par I'expression, ou l'absence d’expression, de certains marqueurs
phénotypiques tels que XCR1 et Clec9A. Leur développement dépend des facteurs de
transcription Batf3 et IRF8. Enfin, elles sont de grandes productrices de cytokines, en

particulier d’IFN, et sont douées pour la présentation croisée d’Ag.



I. Caractéristiques des cellules dendritiques conventionnelles
BDCA3"®" et homologies avec les cellules dendritiques CD8a" et les
cellules CD103" de souris

Je vais maintenant présenter plus en détails les DC BDCA3"8" qui possédent des
caractéristiques tres intéressantes dans I’initiation de réponses anti-tumorales (Figure 4).
Ces DC sont extrémement rares et représentent de 0,03 a 0,08% des cellules
hématopoiétiques du sang (Jongbloed et al., 2010). Elles représentent également la
minorité des DC dans I"lamygdale, la moelle osseuse, la peau ou le poumon ainsi que dans
la plupart des tissus (Haniffa et al., 2012; Nizzoli et al., 2013). Hors précision, les propos
tenus porteront sur les DC BDCA3"" du sang qui sont les mieux caractérisées.

A. Homologies avec les cellules dendritiques CD8c" et les cellules
dendritiques CD103" de souris

1) Homologies phénotypiques et transcriptomiques

Comme nous I'avons vu précédemment, les DC BDCA3™®" et les DC CD8a" de souris

partagent une forte homologie transcriptomique (Robbins et al.,, 2008). L’étude de
Robbins et de ses collaborateurs a confirmé I’expression partagée de certains génes
entre les DC BDCA3"®" et les DC CD8a" tels que le TLR3 (Lindstedt et al., 2005) ou Necl2
(Galibert et al., 2005) et a révélé d’autres génes encore peu étudiés chez les DC tels que
Clnk (Cytokine-dependent hematopoietic cell linker) ou Gecet2. Notons que ces geénes sont
également exprimés par d’autres populations cellulaires. lls peuvent donc servir a
distinguer les différentes sous populations de DC entre elles, mais ne doivent pas étre

high ot des DC CD8a’. Par contre, ces

considérés comme spécifiques des DC BDCA3
dernieres expriment toutes les deux spécifiquement le récepteur de chimiokines XCR1
(Bachem et al.,, 2010; Crozat et al., 2010; Dorner et al.,, 2009) et la lectine Clec9A
(Caminschi et al., 2008; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010; Sancho et al., 2008).
Notons également leur faible expression de CD11b et I’labsence d’expression de SIRPa. qui
permet d’émettre I’hypothese d’une meilleure phagocytose des cellules tumorales par les

DC BDCA3"8" comme nous le verrons plus tard.

2) Homologies fonctionnelles

Nous avons vu que les DC CD8a." et les DC CD103" sont les plus efficaces pour la
présentation croisée d’Ag chez la souris. Chez I’homme, les DC BDCA3™®"
particulierement douées pour la présentation croisée d’Ag solubles ou provenant de
cellules mortes (Bachem et al., 2010; Haniffa et al., 2012; Jongbloed et al., 2010). Dans
certaines de ces études, la supériorité des DC BDCA3"8"

cependant due a une activation préalable par polyl:C, un ligand de TLR3 (Jongbloed et al.,

sont également

vis-a-vis des autres DC est

2010). Les DC BDCA3"8" de la peau ne nécessitent quant a elles pas d’activation préalable
pour présenter des Ag solubles (Haniffa et al., 2012), probablement parce qu’elles sont







plus matures que celles du sang apreés leur extraction de la peau. D’autres résultats
montrent que les DC BDCA3"®"
que les DC BDCA1" pour présenter un Ag soluble aux lymphocytes T CD8 (Segura et al.,
2012). De plus, lorsque I’Ag est délivré aux DC via CD4o0, la supériorité des DC BDCA3"8"
vis-a-vis des DC BDCA1" n’est plus observée (Cohn et al., 2013).

issues de ganglions ou du sang, ne sont pas plus efficaces

Les DC BDCA3"8" obtenues in vitro sont également douées pour la présentation
croisée (Poulin et al., 2010) et je présenterai dans la partie résultats nos données
montrant que ceci est particulierement vrai dans le cadre d’Ag cellulaires (Balan et al.,
2014; Deauvieau et al., 2015).

Par ailleurs, les DC BDCA3"8" comme les DC CD8a* produisent de I'IL-12p70 aprés
activation avec des cocktails composés de différentes combinaison de ligands de TLR et
de cytokines telles que I'IFN-y, 'IFN-a, le TNF et I'IL-13 (Hochrein et al., 2001; Jongbloed et
al., 2010; Poulin et al., 2010). Cependant, cette production reste faible vis-a-vis de DC
BDCA1" activées par des ligands de TLR4, TLR7 et TLR8 (Nizzoli et al., 2013). In vivo, la
sécrétion d’IL-12 par les DC BDCA3"&"
Mais la capacité des DC BDCA3"8" & produire de I'IL-12 reste intéressante car elle induit

nécessite donc probablement une forte activation.

notamment la prolifération des cellules NK et des CTL et favorise une réponse de type Th1
(Xu et al., 2010). Les DC BDCA3"8" possédent ainsi potentiellement un réle anti-tumoral in

vivo, d’autant plus que les DC BDCA3"e"

sont également des productrices majeures d’IFN-
A, une cytokine possédant entre autres de potentielles propriétés anti-tumorales qui
seront discutées en détails par la suite (Lasfar et al., 2011; Lauterbach et al., 2010). Enfin,
les DC CD8a." sont connues pour produire des interférons de type | (Hochrein et al., 2001)
et de maniére similaire les DC BDCA3"" produisent de P'IFN-B et de IIFN-a aprés
stimulation par un ligand de TLR-3 (Jongbloed et al., 2010; MeixIsperger et al., 2013). La
production d’IFN-o. est cependant une observation récente obtenue en présence de
polylCLC et n’avait pas été observée précédemment en présence de polyl:C. L’étude a
origine de cette observation révele également que les IFN-o produits par les DC

BDCA3"8" sont complémentaires de I"IFN-a2 produit en majorité par les pDC.

Tout d’abord, comme les DC CD8a:’, les DC BDCA3"®" représentent la plus faible
proportion des DC du sang et de la plupart des organes lymphoides alors qu’elles sont
enrichies dans le thymus et le foie (Dresch et al., 2011; Kelly et al., 2014; Shortman and
Heath, 2010). Dans le thymus, leur enrichissement et leur forte capacité de présentation
croisée sont probablement importants pour I'induction de la tolérance centrale (Dresch
et al., 2011).

Les facteurs de croissance et les facteurs de transcription nécessaires aux
développements des DC ont été étudiés en détails chez la souris (Watowich and Liu,
2010). Tout d’abord, nous avons vu que le FIt3L est impliqué dans la différenciation de la
plupart des DC murines dont les DC CD8a" et les DC CD103". De maniére similaire chez
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’lhomme, les protocoles permettant la différenciation de la plupart des DC in vitro
nécessitent la présence de Flt3L et les précurseurs des DC BDCA3"®" et des DC BDCA1*
expriment Flt3 (Breton et al., 2015). Les facteurs de transcription IRF8 et Batf3 sont pour
leur part nécessaire a la différenciation des DC CD8a." et des DC CD103" (Hildner et al.,
2008; Raetz et al.,, 2013). IRF8 est également nécessaire a la différenciation des pDC et
participe a la sécrétion d’IL-12 par les DC CD8a" (Raetz et al., 2013). Chez ’homme, les DC
BDCA3"8" sont les seules DC circulantes & exprimer IRF8 (Poulin et al., 2010), mais des
patients mutés pour IRF8 sont également déficients en cDC et en pDC comme chez la
souris (Salem et al., 2014). Enfin, les DC BDCA3"&" expriment également Batf3 (Poulin et
al., 2010). Dans leur ensemble, tous ces éléments laissent penser que les DC BDCA3"®" ont

un développement similaire aux DC CD8a." et aux DC CD103™.

Necl2 est une protéine d’adhésion fortement exprimée par les DC BDCA3"S"

(Galibert et al., 2005; Robbins et al., 2008). Elle est connue pour interagir de facon
homotypique et hétérotypique avec différentes protéines d’adhésion dont CRTAM (Class-
I-restricted T-cell-associated molecule) qui est probablement la plus intéressante dans le
cadre de la réponse immunitaire car elle est particulierement exprimée chez la souris par
les lymphocytes T CD8 af} et yd ainsi que par les cellules NK activées (Arase et al., 2005;
Boles et al., 2005; Galibert et al., 2005). L’induction de CRTAM suite a leur activation est
plus rapide pour les lymphocytes T CD8 de la rate que pour ceux du sang et pour les
lymphocytes T CD8 yd que pour les af. Par ailleurs, I’IL-2 induit également "expression de
CRTAM mais de facon transitoire et uniquement pour les lymphocytes de la rate
(Zechmann et al., 2013).

La protéine Necl2 est aussi considérée comme un suppresseur de tumeur car son
expression participe au maintien de la structure épithéliale des cellules et empéche leur
propagation. La perte d’expression de Necl2 par hyperméthylation a été observée dans
différents cancers permettant a la fois aux cellules tumorales de changer de morphologie
et d’échapper a la cytotoxicité des cellules immunitaires (Fukami et al., 2003; Murakami,
2005). A l'inverse, il a également été montré que I'interaction entre CRTAM et Necl2 induit
la mort des lymphocytes T y8 protégeant ainsi potentiellement les cellules tumorales de
leur cytotoxicité (Dessarthe et al., 2013). Le réle de Necl2 pourrait donc étre double dans
les tumeurs.

Dans le cas des DC BDCA3high, I'implication de Necl2 n’est pas encore éclaircie.
Nous pouvons émettre ’lhypothése que Necl2 pourrait étre important dans ’lhoméostasie
des DC BDCA3,high ou dans le recrutement et/ou I'activation des cellules NK et des
lymphocytes T CD8 (Dessarthe et al., 2013; Zechmann et al., 2013). En effet, ’expression
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de CRTAM participe a la rétention des lymphocytes T CD8 par les DC CD8a" dans les
ganglions lymphatiques chez la souris, permettant ainsi potentiellement d’améliorer la
réponse CTL (Takeuchi et al., 2009).

L’expression de XCR1, le récepteur de XCL1 chez la souris et de XCL1 et XCL2 chez

I’lhnomme, est conservée entre les DC CD8a" et les DC BDCA3high

(Bachem et al., 2010;
Crozat et al., 2010; Fox et al., 2015). Parmi les cellules hématopoiétiques, XCL1 est produit
par les lymphocytes T CD8 et les cellules NK activées et permet la migration spécifique
des DC CD8a." et des DC BDCA3"8" (Yamazaki et al., 2010). Chez la souris, il a également
été montré que les lymphocytes T CD8, activés par les DC CD8a’, sécrétent XCL1 dont la
présence est importante pour une sécrétion d’IFN-y et une cytotoxicité optimale des CTL
(Dorner et al., 2009). Par ailleurs, le recrutement des DC CD8a* et des DC BDCA3"e"

le thymus, ou elles sont enrichies et induisent la différenciation des Treg, est d(i a une

dans

sécrétion de XCL1 par les cellules épithéliales thymiques (Lei et al., 2011).

L’expression spécifique de XCR1 par les DC BDCA3"8"

est également intéressante
dans I’éventualité d’immunothérapies basées sur leur ciblage in vivo. Cette hypothése a
récemment été testée et validée chez des souris dont les DC XCR1" ont été
spécifiquement ciblées a I'aide d’un anticorps dirigé contre XCR1 ou de XCL1 couplés a
ovalbumine. Les DC XCR1" ainsi ciblées orientent la différenciation des lymphocytes T
CD4 vers un profil Th1 et induisent une réponse CTL spécifique et efficace a I’encontre de

tumeurs (Hartung et al., 2015).

Clec9A est une lectine de type C exprimée spécifiquement par les DC CD8a." et les
DC BDCA3"®", Elle est impliquée dans la reconnaissance de I’actine F, sous forme de
filaments considérés comme DAMP, provenant des cellules nécrotiques et dans la
présentation des Ag provenant de ces cellules aux lymphocytes T CD8 pour I'induction
d’une réponse CTL spécifique (Ahrens et al., 2012; Hanc et al., 2015; Sancho et al., 2009;
Zhang et al., 2012). Dans I’environnement tumoral, riche en cellules mortes, il est donc
probable que Clec9A joue un rdle non négligeable dans la capture des Ag de cellules
tumorales.

Par ailleurs, comme pour XCR1, des anticorps dirigés contre ClecoA et couplés a
I’ovalbumine ou a la Mucine-1 permettent d’induire une réponse CTL spécifique et de
limiter le développement de tumeurs exprimant ces Ag chez la souris (Caminschi et al.,
2008; Picco et al., 2014; Sancho et al., 2008). L’utilisation d’anticorps dirigés contre ClecgA
aboutit également a la formation transitoire de centres germinatifs et a une forte
réponse humorale chez la souris et chez le macaque, en absence d’adjuvants (Li et al.,
2015; Park et al., 2013).
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3) Absence d’expression de SIRPa. : meilleure internalisation d’antigenes issus
de cellules tumorales

high ast leur absence

Une autre particularité intéressante des DC BDCA3
d’expression de SIRPa (Signal-regulatory protein-a). La phagocytose des DC et des
macrophages est inhibée lorsque SIRPa est engagé par son ligand, CD47. Cette
interaction est nécessaire a I’homéostasie des globules rouges dans le sang, mais
I’expression de CD47 est également observée dans une grande variété de cancer ou elle
est associée a un mauvais pronostic pour les patients (Murata et al., 2014b; Willingham et

al., 2012). L’absence d’expression de SIRPa & la surface des DC BDCA3™®" pourrait donc
leur apporter un avantage dans la présentation croisée d’Ag cellulaires (Bachem et al.,,

2010; Jongbloed et al., 2010).

4) Production d’IFN-A : intérét dans le cadre d’HCV et d’autres pathologies

L’IFN-A posséde des activités antivirales et anti-tumorales qui seront détaillées par
la suite. Chez ’lhomme, les DC BDCA3"®" sont enrichies dans le foie et elles produisent des
quantités d’IFN-A supérieure aux pDC en réponse a HCV (Hepatitis C Virus) (Kelly et al.,
2014; Yoshio et al., 2013; Zhang et al., 2013). La production d’IFN-A par les DC BDCA3"®"
nécessite la reconnaissance du virus par le récepteur membranaire CD81 ainsi qu’une
acidification des endosomes et I’engagement de TRIF (TIR domain-containing adapter
inducing IFN-Beta) (Yoshio et al., 2013). L’IFN-A produit par les DC BDCA3"®" permet
d’amplifier la réponse IFN-a. des pDC et inversement I'I[FN-a. amplifie la réponse IFN-A des
DC BDCA3"®" (zZhang et al., 2013). L’étude des DC BDCA3"&" mériterait ainsi d’étre
approfondie chez les patients, sachant que celles-ci sécrétent de grandes quantités d’IFN-
A dans de nombreux autres tissus et en réponse a différents virus (Lauterbach et al., 2010;
Martinez et al., 2015; Schulte et al., 2015).

lll.  Interférons lambda
A. Découverte et caractéristiques générales

1) Découverte des interférons

La mise en évidence des interférons résulte de travaux menés sur l'interférence
dans les années 1950 par A. Isaacs et J. Lindenmann. Le terme interférence recouvre
I'ensemble des mécanismes qui, suite a une infection virale, limitent la multiplication d'un
autre virus au sein des cellules infectées et des cellules saines. A Iissue de leurs
expériences avec le virus influenza, Isaacs et Lindenmann conclurent a I'existence d’un
agent interférent, libéré par les cellules, qu’ils nommerent interféron (ISAACS and
LINDENMANN, 1957; LINDENMANN et al., 1957). Au cours des années 1970, trois
interférons aux propriétés antivirales complémentaires furent caractérisés : I'lFN-a, I'IFN-
B et PIFN-y (Muller et al., 1994; Stewart et al., 1973). L’IFN-a et I'IFN- appartiennent a la
famille des interférons de type | et interagissent avec un récepteur de surface composé




Cellules Inducteur Interférons produits Références
Blood cells Herpes Simplex Virus IL29,1L28A, IL28B Casrouge, Science 2006
Macrophages TLR3 ligand, TLR4 ligand, Influenza, Sendai Virus ARNm IL-28 et IL29 Sirén, J Immunol 2005
Monacytes TLR4 ligand ARNmIL29 Wolk, J Leukoc Biol 2008
MoDC TLR3 ligand, TLR4 ligand, Influenza, Sendai Virus ARNmM IL28 et IL29 Coccia, Eur J Immunol 2004
MoDC Sendai Virus ARNmM IL28 et IL29 Osterlund, J Immunol 2007
MoDC CDA40L + IFN gamma, TLR4 ligand ARNm IL-29 Wolk, J Leukoc Biol 2008
pDC TLRS ligand, Influenza ARNm IL28 et IL-29 Coccia, Eur J Immunol 2004
pDC TLR7 ligand, TLRY ligand, Herpes Simplex Virus IL29 Megjurograc, J Leukoc Biol 2009
pDC TLR7 ligand, Influenza, Sendai Virus, Herpes Simplex Virus 1L29,1L28A, IL28B Yin, J Immunol 2012
pDC TLR7 ligand 1L29,1L28A, IL28B Murata, J Gastroenterol 2013
BDCA3 DC TLR3 ligand 1L29,1L28A, IL28B Murata, J Gastroenterol 2013
BDCA3 DC TLR3 ligand, Hepatitis C Virus IL2S,1L28A, IL28B Yoshio, Hepathology 2013
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Figure 5 : Les interférons de type Ill sont produits par certaines populations immunitaires et
par différentes cellules épithéliales en réponse a une variété de ligand de TLR et de virus. La
production d’interférons de type Ill peut faire suite a la reconnaissance de virus ou de
ligands de TLR a ADN (TLR9 ligand, HSV) ou a ARN (TLR3 ligand, Influenza, Sendai Virus,
Hepatitis C Virus, Vesicular Stomatitis Virus, Rhinovirus). L'expression d’ARN messager
(ARNm) est a prendre avec précaution car il n’est pas certains qu’elle soit représentative des
cytokines réellement produites.



de deux sous unités, 'IFN-aR1 et 'IFN-a.R2, connu sous le nom d’IFNAR (IFN-a receptor)
(Domanski and Colamonici, 1996; Prejean and Colamonici, 2000). L’IFN-y, unique
représentant des interférons de type Il, interagit pour sa part avec 'IFNGR (IFN-y
receptor), composé également de deux sous unités, I'lFN-yR1 et "IFN-yR2.

Une troisieme famille d’interférons, fut caractérisée au début des années 2000
(Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Chez ’lhomme, cette famille comporte
quatre cytokines appartenant également a la famille de I’IL-10 : 'IFN-A1 (IL-29), PIFN-A2 (IL-
28A), 'IFN-A3 (IL-28B) et 'IFN-A4. Les génes codants pour ces cytokines sont présents sur
le chromosome 19 (19q13) et sont composés de 5 exons (Donnelly and Kotenko, 2010).
L’IFN-AM1 posseéde 81% d’homologie avec I'IFN-A2 et I'IFN-A3 alors que ces derniers
possedent 96% d’homologie entre eux, le second venant probablement d’une duplication
du premier. L’IFN-A4 n’est quant a lui exprimé que chez certains individus porteur d’un
polymorphisme permettant sa transcription au sein de ’exon 1 (Prokunina-Olsson et al.,
2013). Bien qu’appartement a la famille des interférons de type lll, sa séquence ne
présente que 29% d’homologies avec les autres IFN-A. Chez la souris, seuls les genes
codant pour les IFN-A2 et -3 sont exprimés, celui codant I'[FN-A1 étant un pseudogéne. Le
récepteur des IFN-A, PIFNLR (IFN-A receptor), est exprimé chez ’lhomme et chez la souris
(Kotenko et al., 2003; Lasfar et al., 2006; Sheppard et al., 2003). Il se compose d’une sous
unité spécifique aux IFN-A, IFN-AR1 (IL-28R), et d’une sous unité interagissant également
avec d’autres cytokines (IL-10, IL-22 et IL-26), I'IL-10R2 (Donnelly et al., 2004; Kotenko and
Langer, 2004; Zdanov, 2010). L’interaction entre I'IFN-A1 et la sous unité IFN-AR1 est bien
caractérisée et repose principalement sur des forces de van der Waals et des contacts
hydrophobes (Miknis et al., 2010).

A linstar des interférons de type |, les interférons de type Ill possedent des
propriétés antivirales et sont donc exprimés en présence d’un large spectre de virus, par
certaines cellules immunitaires, par les hépatocytes et par une grande variété de cellules
épithéliales (Figure 5) (Coccia et al., 2004; Kotenko et al., 2003). Leur transcription est
inductible en quelques heures suite a I'’engagement de différents PRR, conférant au
systeme immunitaire un éventail de réponses adaptées en fonction des pathogénes
rencontrés. L’expression des IFN-A peut faire suite a I'engagement du TLR7 par
I'lmiquimod ou du TLR9 par CpG pour les pDC et du TLR3 par polyl:C pour les DC
BDCA3high ou les MoDC (Coccia et al., 2004; Lauterbach et al., 2010). Les macrophages
dérivés de monocytes (MDM) et les MoDC répondent également au LPS
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Figure 6 : Représentation schématique des voies de signalisation aboutissant a la production
d’IFN-A suite a I'engagement des TLR3, TLR4, TLR7 et TLR9 ou de RIG-I par des virus ou des
ligands spécifiques de ces PRR. En présence de leurs ligands, les TLR et RIG-I vont induire
I'expression des facteurs de transcription IRF3, IRF7 et NF-kB aboutissant a la production
d’IFN-A. La transcription de ces derniers peut par ailleurs étre inhibée par différentes
protéines telles qu’IRF8, Pin-1, BLIMP-1 ou ZEB1.



(lipopolysaccharide), un ligand de TLR4. Il est intéressant de noter qu’une sensibilisation
préalable des MDM avec de I'lIFN-a. augmente I’expression du TLR4 et induit celle du TLR3
et du TLR7 permettant une forte réponse IFN-A en présence d’activateurs de ces TLR
(Siren et al., 2005). De la méme manieére, la production d’IFN-A par les pDC est amplifiée
apres traitement avec de I'IFN-a ou de I'IFN-A (Yin et al., 2012). L’expression des IFN-A1, -
A2 et -A3 par des monocytes, des MDM, des MoDC et différentes sous populations de DC
en présence de différents ligands de TLR a été comparé au sein de la méme étude (Hillyer
et al., 2012). Il apparait que I'IFN-A1, tout comme I'IFN-f, est produit en réponse au polyl:C
et au LPS par les monocytes, les MDM et par les différentes populations de DC étudiées.
Les IFN-A2 et -A3 sont exprimés par les DC, et principalement par les DC BDCA3™®" en
réponse a polyl:C ou a HCV (Lauterbach et al., 2010; Yoshio et al., 2013).

Les voies d’induction des IFN-A sont schématisées dans la Figure 6 et ont été
principalement étudié par Osterlund et son équipe dans un modéle de cellules HEK293
transfectées (Osterlund et al., 2007). Certaines voies de signalisation décrites par la suite
ne sont donc peut-étre pas activées en conditions physiologiques. Tout d’abord, I’analyse
des régions proximales et distales des promoteurs des IFN-A révele la présence de
plusieurs sites de fixation potentiels pour leur facteur de transcription NF-kB (Siegel et al.,
2011; Thomson et al., 2009). Cependant, lors d’infections par HCV, seul 'IFN-A1 est induit
par le NF-kB, se fixant au niveau du promoteur proximal (<1000 paires de bases en amont
du gene). Les trois IFN-A sont par contre induits également par 'IRF3 et 'IRF7 (Lee et al,,
2014). Ces derniers se fixent en effet sur un site ISRE (Interferon Stimulated Response
Element) et un site PRDI (Positive Regulatory Domain 1) situés au niveau des promoteurs
proximaux. L’expression des IFN-A corréle d’ailleurs généralement avec une légére
induction d’IRF3 et une forte induction d’IRF7 et RIG-I (Onoguchi et al., 2007; Osterlund et
al., 2007; Siren et al., 2005). En amont, les protéines adaptatrices TRIF impliquées dans la
signalisation via le TLR3 et le TLR4, et Myd88 impliquée dans celle de tous les TLR hormis
le TLR3, interviennent également dans I"induction des IFN-A. L’expression des IFN-A est
cependant plus forte aprés activation de TRIF. Outre les TLR, les RLR (RIG-I Like
Receptors), et en particulier RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene 1) ainsi que les protéines
situées en aval de ce PRR sont également importants pour I'induction des IFN-A. Notons
que I'IFN-A1 est toujours le plus exprimé, quel que soit la voie de signalisation engagée.
Son profil d’induction est similaire a celui de I'IFN-f3 alors que le profil d’induction de I'IFN-
A3 est proche de celui de I'IFN-a (Osterlund et al., 2007). Tous ces résultats obtenus in
vitro concordent avec des déficiences de production d’IFN-A observées en clinique chez
des patients atteints de HSE (Herpes Simplex Encephalitis) et déficients pour TLR3 ou
pour Unc93B1, une protéine connue pour s’associer aux TLR3, TLR7 et TLR9 (Casrouge et
al., 2006; Zhang et al., 2007).

31






Chez la souris, I’expression des IFN-A est également sous contrdle d’IRF3 et peut
étre induite par ’engagement de TLR ou de la voie RIG-I. Elle est par ailleurs potentialisée
par IFN-a. (Ank et al., 2008; Onoguchi et al., 2007). Notons qu’en cas d’infections, I'IFN-A
ne semble pas pouvoir controler le développement du virus en I’absence d’adjuvants
engageant les TLR tels que polyl:C ou CpG (Ank et al., 2008). Parmi les cellules immunes,
les DC CD8a" et les pDC sont capables de produire de I'IFN-A a un niveau comparable suite
a une infection par HSV-1 ou le parapoxvirus mais dans le cas du virus Sendai seules les
pDC expriment 'IFN-A. Les DC CD8a." sont quant a elles les seules cellules a répondre a
polyl:C, que ce soit in vivo ou ex vivo. Cette réponse, dépendante du TLR3, d’IRF3 et
d’IRF7, peut étre potentialisée par d’autres ligands de TLR ou par I'IFN-y (Lauterbach et
al., 2010).

L’inhibition des IFN-A n’a pas encore été étudiée en détails mais il semble que les
IFN-A soient globalement soumis aux mémes mécanismes inhibiteurs que ceux décrits
pour les interférons de type I. Tout d’abord, pour I'lFN-A1, des sites présents au niveau du
promoteur permettent a des facteurs répresseurs de s’y fixer. Ainsi, la protéine BLIMP-1
(B Lymphocyte-Induced Maturation Protein-1), connue pour réprimer également
’expression de I'IFN-, et ZEB-1 (Zinc finger E-box Binding homeobox 1) répriment toutes
deux la transcription de 'IFN-A1 au sein des cellules épithéliales (Siegel et al., 2011; Swider
et al., 2014). La sous unité p50, a Iinverse de la sous unité p65, du facteur de transcription
NF-kB réprime également I’expression des IFN-A (Siegel et al., 2011) tout comme I'IRF8 qui
se fixe de maniére compétitive avec I'IRF3 et I'IRF7 sur leurs promoteurs. Il provoque au
passage l'instabilité et la dégradation d’IRF7 (Osterlund et al., 2007). Par ailleurs, Pin-1
(Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1) interagit avec la forme
phosphorylée d’IRF3 et provoque son ubiquitynilation et sa dégradation par le
protéasome (Saitoh et al., 2006). Pin-1 diminue ainsi I'induction des interférons de type |
et des interférons de type Ill découlant des voies de signalisations dépendante de RIG-I,
de TRIF, et de Myd88, indépendamment de NF-kB (Osterlund et al., 2007).

Contrairement aux interférons de type |, les interférons de type Ill n’affectent pas
tous les types cellulaires, en raison d’une expression non ubiquitaire de la sous unité IFN-
AR1. Les IFN-A agissent ainsi principalement sur les cellules épithéliales, les neurones, les
macrophages, les neutrophiles, les cellules NK et les DC mais n’ont que peu ou pas d’effet
sur les autres populations hématopoiétiques, les fibroblastes, les cellules endothéliales et
les adipocytes (Blazek et al., 2015; Dickensheets et al., 2013; Lasfar et al., 2011; Sato et al.,
2006; Witte et al., 2009). Il est ainsi possible d’envisager des traitements avec moins
d’effets secondaires que ceux observés avec les interférons de type I. Il est également
intéressant de noter que I’expression de I'IFN-AR1 est réprimée au niveau épigénétique
par la machinerie des histones déacétylases et peut étre restaurée en inhibant ces
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Figure 7 : Les IFN-A activent différentes voies de signalisation. Par I'intermédiaire de Jak-1, le
récepteur a I'IFN-A recrute et active différentes protéines STAT aboutissant a I'expression
d’ISG. Cette voie peut étre inhibée dans le cadre d’infection par des virus tels que HCV. La
voie des MAPK aboutit également a l'induction d’ISG ou comme la voie de PI3K, a la
traduction de la protéine p21 et I'arrét du cycle cellulaire.



enzymes (Ding et al, 2014). L’association de traitements inhibant les histones
déacétylases, déja utilisés en clinique, avec les IFN-A pourraient ainsi potentialiser leur
pouvoir anti-tumoral (West and Johnstone, 2014).

La transduction du signal induit par les IFN-A est décrite dans la Figure 7. Elle a
principalement été étudiée dans les cellules épithéliales.

La fixation des IFN-A sur la sous unité IFN-AR1 de IFNLR induit le recrutement et
Pactivation par JAK (Janus Tyrosine Kinase) du complexe ISGF3 (IFN-Stimulated Gene
Factor 3) composé des protéines STAT-1 (Signal Transducer and Activator of Transcription
1) et STAT-2 ainsi que du facteur de transcription IRF9 (Kotenko et al., 2003). Le
recrutement des protéines STAT par le récepteur de 'IFN-A a été étudié a I’aide d’une
lignée de lymphome transfectée pour 'IFNLR (Dumoutier et al., 2004). Chez ’homme,
I’activation de STAT-2 nécessite les tyrosines 343 et 517 de la sous unité IFN-AR1. En
particulier la séquence entourant la tyrosine 343 posséde de fortes similarités avec celle
entourant la tyrosine 466 de la sous unité IFN-oR1 du récepteur des interférons de type |
connu pour recruter également STAT-2 via le motif SH2 (Src-Homology 2) (Krishnan et al.,
1998). Les tyrosines 343, 406 et 517 de I'IFN-AR1 sont également impliquées dans le
recrutement de STAT-5 mais ne sont pas nécessaires pour la phosphorylation de STAT-1,
STAT-3 et STAT-4. Par ailleurs, comme pour les interférons de type I, I’activation de STAT-4
par les interférons de type Il est indépendante de STAT-2 (Dumoutier et al., 2004; Nguyen
et al., 2002). Chez la souris, le recrutement d’ISGF3 passe probablement par les tyrosines
341 et 533 dont les séquences alentours sont similaires a celles entourant les tyrosines 343
et 517 du récepteur humain (Lasfar et al., 2006). Deux différences entre I’activation par
PIFN-a et I'IFN-A résident dans la différence de cinétique de phosphorylation des
molécules STAT et dans l'intensité de cette induction. Il a en effet été montré dans une
lignée d’hépatocarcinome qu’en présence d’IFN-A la phosphorylation de STAT-1 et de
STAT-2 est plus précoce et plus faible qu’avec I'IFN-a. (Marcello et al., 2006). Par ailleurs,
le recrutement d’IGSF3 par les interférons induit I’activation de nombreux génes appelés
ISG (Interferon Stimulated Genes), codant pour des protéines impliqués dans la réponse
antivirale chez ’lhomme et chez la souris (Ank et al., 2008; Doyle et al., 2006; Zhou et al.,
2007). La encore, une différence entre I'IFN-a et "IFN-A concerne la cinétique d’induction
de ces genes qui est cette fois, a I'inverse de ce qui est observé pour les molécules STAT-1
et STAT-2, plus tardive mais maintenue au cours du temps en présence d’IFN-A (Marcello
et al., 2006). Ceci peut potentiellement s’expliquer par une fixation plus faible d’IGSF3 au
niveau des promoteurs lors de I'induction par I'l[FN-A.
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Les voies de transduction des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et de la
PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), parallélement ou en amont de celle des molécules
STAT, sont également importantes dans I'induction des ISG. Suite a ’engagement de leur
récepteur par les IFN-A une phosphorylation rapide et transitoire d’ERK-1 (Extracellular
signal-regulated kinase-1) et d’ERK-2, dépendante de MEK-1 (Meiosis-specific
serine/threonine-protein kinase), est ainsi observée au sein de la lignée issue de cancer
colorectal HT-29. La protéine JNK (c-Jun N-terminal kinase), Akt et la MAPK p38 sont
également rapidement phosphorylées (Brand et al., 2005a; Zhou et al., 2007). Le rble de
cette MAPK avait été préalablement mis en évidence pour I'induction d’ISG par les
interférons de type | (Platanias, 2005) et il apparait que son inhibition, ainsi que celle des
protéines JNK et ERK, altére la production d’ISG en présence d’IFN-A (Zou et al., 2001). Il
est intéressant de noter que seul STAT-1 est phosphorylée suite a I’activation des cellules
HT29 par les IFN-A (Brand et al., 2005a) alors que STAT-3 est également phosphorylée,
bien que faiblement, au sein de la lignée issue de cancer pancréatique neuroendocrine
BON-1 (Zitzmann et al., 2006). Dans ces deux lignées la phosphorylation de STAT-3 est
induite par I'IFN-a. Ceci participe peut étre a la différence d’induction des ISG discuté
précédemment. Par ailleurs, les différences observées entre ces deux lignées concernant
la phosphorylation de STAT-3 indiquent que I’activation des voies de signalisation induite
par les IFN-A est dépendante du tissu observé et ne peuvent pas étre extrapolées.

Comme pour les interférons de type I, 'activité antivirale fut la premiere activité
biologique caractérisée pour les IFN-A (Kotenko et al., 2003). Les interférons de type |
agissent cependant a plus faible dose et avec un spectre d’action plus large, en terme de
cellules cibles, que les IFN-A (Meager et al., 2005). Les IFN-A possédent malgré tout un
réle protecteur non négligeable contre différents virus, tels que HIV (Human
Immunodeficiency  Virus), HCV, VSV  (Vesicular  Stomatitis  Virus), EMCV
(Encephalomyocardititis Virus) ou le virus Mengo. De leur c6té, les virus ont développé
différentes stratégies basées sur I'inhibition de la voie JAK-STAT pour résister a cette
réponse immune (Brand et al., 2005b; Huang et al., 2007). Il a par exemple été montré
que le virus HCV est capable d’inhiber cette voie en induisant les protéines SOCS-1
(Suppressor Of Cytokine Signaling 1) et SOCS-3 (Brand et al., 2005b). A I'inverse, les IFN-A
bloquent I’expression de SOCS-3 par HCV en inhibant miR-122 (Lee et al., 2014).

La majeure partie des recherches effectuées sur ’activité antivirale des IFN-A I’ont
été en lien avec HCV qui représente un probléeme majeur de santé publique a travers le
monde. Plusieurs travaux révélérent en 2009 une association entre des polymorphismes a
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proximité ou au sein du gene codant pour I'lIFN-A3 et une meilleure réponse au traitement
préconisé pour les patients infectés par HCV, combinant Interféron-a-pégylé et Ribavirin
(Ge et al.,, 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009). Ces
polymorphismes, permettent d’expliquer pour moitié les différences de réponse aux
traitements entre les populations d’origine européenne et africaine (Ge et al., 2009), et
les pDC de patients porteurs de polymorphismes de bon pronostic produisent plus d’IFN-
A en réponse au virus, permettant probablement un meilleur contréle de I'infection
(Murata et al., 2014a; Stone et al., 2013). Ces polymorphismes sont d’ailleurs associés a
une meilleure élimination spontanée du virus (Di et al., 2011; Thomas et al., 2009). De
facon surprenante, I’expression des ISG dans le foie et la quantité d’IFN-A dans le sérum
de patients répondant efficacement au traitement est plus faible que chez les patients
développant une hépatite chronique (Dill et al., 2011; Dolganiuc et al., 2012; Honda et al.,
2010; Urban et al., 2010). Les polymorphismes de mauvais pronostic sont associés a une
mutation permettant I’expression de I'IFN-A4 dont la séquence sensiblement différente
des autres IFN-A "empécherait potentiellement d’engager I'IFNLR (Bibert et al., 2013;
Prokunina-Olsson et al., 2013). Ces résultats semblent indiquer qu’une réponse antivirale
soutenue empéche les patients de répondre au traitement, probablement en raison d’une
forte induction d’USP18 (Ubiquitin Specific Peptidase 18), un ISG inhibant la sensibilité des
cellules a I'IFN-a et surexprimée par les patients non répondeurs (Dill et al., 2012;
Francois-Newton et al., 2011). L’IFN-A possédant des propriétés proches de celles de I'IFN-
a, une étude clinique de phase 1 fut rapidement lancée. Ainsi, dés 2010, il apparut qu’une
administration d’IFN-A1 pégylé, en combinaison ou non avec la ribavirin, permettait
d’obtenir une réponse antivirale significative chez des patients atteints d’hépatite C
chronique avec des effets secondaires modérés (Muir et al., 2010).

Les premiéres études sur I'activité antiproliférative des IFN-A furent menées sur la
lignée Daudi, exprimant faiblement I'IFN-AR1, et laisserent penser que les interférons de
type Il n’inhibent pas la prolifération cellulaire (Sheppard et al., 2003). Cependant,
d’autres travaux effectués sur une lignée de lymphome BWLICR2, transfectée de maniére
a exprimer fortement I'IFN-AR1, montrérent par la suite que I'IFN-A1 posséde une activité
antiproliférative significative lorsque le niveau d’expression du récepteur est suffisant
(Dumoutier et al., 2004). Cette observation fut vérifiée sur les lignées de gliome LN319 et
de carcinome colorectal HCT116 et HT29 (Brand et al., 20053; Meager et al., 2005). Cet
effet antiprolifératif résulte d’une activation combinée de la voie des MAPK et de la voie
de la PI3K par P'IFN-A, aboutissant a la phosphorylation de différentes molécules
impliquées dans le controle de la traduction dont p21 (Figure 7). Plus précisément, I"IFN-A
induit la phosphorylation d’ERK, de mTOR et de deux autres protéines essentielles situées
en aval de ces voies de transduction, RSK1 (Ribosomal S6 Kinase 1) et 4E-BP1. Il en résulte
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une dissociation du complexe 4E-BP-1/RSK-1 et un recrutement du complexe elF4F, au
niveau de I’ARN messager permettant l'initiation de la traduction de la protéine p21
impliquée dans ’arrét des cellules en phase G1 (Fujie et al., 2011; Kroczynska et al., 2011; Li
et al., 2010). La protéine du rétinoblastome, régulant aussi le cycle cellulaire, peut
également étre surexprimée en présence d’IFN-A (Li et al., 2010). Cependant, I’activation
de ces voies de transduction n’est pas retrouvée dans tous les types cellulaires et pourrait
étre restreinte a certaines lignées.

Un traitement prolongé avec de I'IFN-A de certaines lignées cellulaires issues de
tumeurs humaines ou murines peut également induire leur apoptose (Li et al., 2010; Li et
al., 2008; Sato et al., 2006). Cet effet est dépendant du niveau d’expression de I'lFNLR par
les cibles cellulaires et est associé a une hausse de I’expression du CMH de classe I, de
STAT-1, des ISG et des caspases 3 et 7 (Li et al,, 2010; Zitzmann et al., 2006). Cette
apoptose peut étre contrecarrée en inhibant les protéines JAK, partenaires bien connus
des protéines STAT, ou a I'inverse étre potentialisée par 'IFN-y (Li et al., 2008). Il a aussi
été montré que I'IFN-A potentialise la mort cellulaire induite par certains traitements
anticancéreux comme le 5-Fluorouracil et le cisplatin (Li et al., 2010).

Chez la souris, deux études utilisant les lignées B16 et B16/F10, issues de
mélanome, ont obtenu des résultats contradictoires concernant l’inhibition de leur
prolifération par I'IFN-A, in vitro (Lasfar et al., 2006; Sato et al., 2006). Ces travaux
s’accordent néanmoins sur une inhibition de la croissance tumorale lorsque ces lignées
sont implantées in vivo en présence d’IFN-A selon un mécanisme d’action indirect
nécessitant les cellules NK mais n’induisant pas de réponse immunitaire mémoire. Ce
résultat est inattendu car I'IFN-A induit parallelement I'expression du CMH de classe | a la
surface des cellules B16. L’'une de ces études révele également une inhibition du pouvoir
métastatique des cellules B16/F10 lorsque I'IFN-A est délivré a proximité du site tumoral.
Des résultats similaires, en termes de controéle de la croissance tumorale et de réduction
du nombre de métastases, ont également été obtenus avec une lignée de fibrosarcome
MCA205 et une lignée d’hépatome BNL (Abushahba et al., 2010; Numasaki et al., 2007). Le
modele de fibrosarcome a également permis de mettre en évidence le rdle des
lymphocytes T CD8 dans I'inhibition de la croissance tumorale par I'IFN-A. Bien que
présents en plus grand nombre au niveau de la tumeur en présence d’IFN-A, les
lymphocytes T CD8 ne sont recrutés directement par cette cytokine. L’injection d’IFN-A
chez les souris induit également une légére augmentation du nombre de cellules NK dans
la rate. La sécrétion d’IFN-y et Iactivité cytolytique des lymphocytes T CD8 et des cellules
NK ne sont quant a elles pas modulées in vitro par I'IFN-A. Enfin, I'IL-12 et I'IFN-A sont
capables de collaborer pour induire une meilleure réponse des cellules NK et des
lymphocytes T CD8 via un mécanisme qui reste a élucider (Numasaki et al., 2007). Dans le
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modeéle d’hépatome, I'induction par 'IFN-A d’une sécrétion rapide d’IL-12 (<24h) puis
d’IFN-y (96h) par les splénocytes est associé a une réponse cytotoxique médiée par les
cellules NK. Les auteurs de ces travaux émettent ’lhypothése selon laquelle, 'IFN-A induit
cette réponse par I'intermédiaire des pDC et des cDC car les autres splénocytes sont
incapables de répondre directement aux interférons de type Ill. Cependant, d’autres
travaux montrent que I’activation des cellules NK peut également se faire indirectement
par une induction de la sécrétion d’IL-12 par les MDM (de Groen et al., 2015), et tres
récemment l'utilisation de souris déficientes pour I'lL-28R a permis de démontrer que
IFN-A contribue au contréle de la croissance tumorale via une action directe sur les
cellules NK (Souza-Fonseca-Guimaraes et al., 2015).

Outre leur action directe a I’encontre des cellules infectées ou tumorales, 'IFN-A
sst aussi impliqué dans la modulation des réponses immunitaires innée et adaptative
comme nous I’avons vu dans le cas de tumeurs implantées chez des souris. Un traitement
des DC murines immatures avec de I'IFN-A induit leur maturation et leur migration
jusqu’aux organes lymphoides. Cependant, chez I’homme, la maturation des MoDC et des
pDC en présence d’IFN-A1 ne semble pas totale. En effet, I'IFN-A1 induit 'expression des
CMH de classe | et de classe Il a la surface des DC mais d’autres marqueurs classiquement
observés pour évaluer leur maturation tels que CCR7, CD40, CD62L, CD80, CD83 ou CD86
ne sont pas ou peu modulés (Megjugorac et al., 2009; Mennechet and Uze, 2006). De
plus, les MoDC traitées avec de I'IFN-A1 conservent leur capacité d’endocytose et
induisent moins efficacement la prolifération de lymphocytes T CD4 que celles traitées
avec de I'IFN-B ou du LPS. Les lymphocytes issus de cette activation sont enrichis en

"EN FoxP3* via un mécanisme nécessitant IIL-2

lymphocytes T régulateurs CD25
(Mennechet and Uze, 2006). D’autres résultats montrent par ailleurs que I'IFN-A1 induit la
production d’IL-12 par les MoDC et que ces dernieres induisent préférentiellement une
différenciation des lymphocytes vers un profil Th1 au détriment du profil Th2 (Jordan et
al., 2007). Chez la souris, "IFN-A2 induit également une réponse Th1 et inhibe les réponses

Th2 et Th17 (Koltsida et al., 2011).

L’IFN-A induit également une forte expression de PD-1 (Programmed cell-Death 1)
et PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1), deux récepteurs immunosuppresseurs, a la
surface des MoDC (Dolganiuc et al., 2012). Ces observations sont en adéquation avec des
travaux menés in vivo montrant que les IFN-A régulent la réponse T effectrice et mémoire
en cas d’infections aiglies par LCMV (Lymphocytic choriomeningitis virus). Lors
d’infections persistantes, les IFN-AL permettent au contraire de maintenir une réponse
immunitaire adaptative (Misumi and Whitmire, 2014). Les IFN-A induisent par ailleurs
I’expression d’ISG par les MDM, via la voie JAK-STAT, ainsi que le TLR3, Myd88, TRIF et
IRF7 leur permettant ainsi de contrdler l'infection par HIV (Hou et al., 2009). Les IFN-A
sensibilisent aussi les MDM a leur action en induisant 'expression des deux sous unités du
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récepteur a 'lIFNLR. A dose égale, il apparait que I'lFN-A3 est I'interféron de type Il le plus
efficace pour induire une activité antivirale dirigée contre HIV (Liu et al., 2012).
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Chapitre Il : Systéme immunitaire et tumeurs : focus sur les cellules
dendritiques

La capacité du systéme immunitaire a lutter contre les tumeurs fut décrite pour la
premiere fois par William B. Coley qui observa au dix-neuvieme siecle, chez des patients
souffrant de sarcome, une régression tumorale aprés leur avoir injecté des toxines
bactériennes. Macfarlane Burnet et Lewis Thomas évoquéerent a nouveau I'importance du
systeme immunitaire en formulant, en 1957, I’hypothése selon laquelle I’apparition de
nouveaux antigenes suite a "accumulation de mutations au sein des cellules tumorales
pourrait induire une réponse immunitaire conduisant a I’élimination des tumeurs
naissantes. Cette hypothése introduisit le concept d’immunosurveillance des cancers mais
par manque de preuves concrétes 'immunothérapie mit encore du temps a émerger
comme une alternative thérapeutique crédible. En effet, en I'an 2000, le systeme
immunitaire n’était toujours pas évoqué comme facteur limitant ou favorisant le
développement tumoral lorsqu’un article paru dans le journal Cell répertoria les
caractéristiques du cancer (Hanahan and Weinberg, 2000). Ce n’est qu’en 2011 que la
communauté scientifique, hors immunologistes, adjoignit aux précédentes
caractéristiques 'inflammation et "échappement au systéme immunitaire (Hanahan and
Weinberg, 2011). Suites aux récentes avancées, 'immunothérapie fut finalement déclarée
percée scientifique de I’'année en 2013 dans le journal Science (Couzin-Frankel, 2013). En
effet, I'idée de cibler le systéme immunitaire avait refait surface deux décennies
auparavant grace a des travaux chez la souris montrant qu’il était possible d’induire une
régression tumorale en inhibant CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4),
un récepteur inhibant la réponse des lymphocytes T (Leach et al., 1996). Ces résultats
meneérent a un essai clinique montrant que le blocage de ce récepteur par 'lpilimumab,
un anticorps thérapeutique, permet d’augmenter significativement la survie de patients
atteints de mélanomes avancés, apportant un réel gain dans ces pathologies sans options
thérapeutiques jusqu’alors (Hodi et al., 2010). De la méme maniére, le blocage de PD-1, un
autre récepteur bloquant la réponse immune et dont le ligand est surexprimé par les
tumeurs, permet de prolonger encore un peu plus la survie des patients atteints de
mélanome (Wolchok et al., 2013). Dans les lymphomes, des résultats cliniques positifs
furent également obtenus quelques années auparavant grace a des administrations
répétées de rituximab, un anticorps dirigé contre CD20 (McLaughlin et al., 1998).

En paralléle de ces travaux, de nombreux résultats déterminants ont été obtenus
au cours des deux derniéres décennies, grace a I’'amélioration des outils techniques et des
modeles murins (Vesely et al., 2011). Ceux-ci ont permis de faire émerger le concept
« d’immunoediting » selon lequel le développement tumoral est associé a trois phases.
Tout d’abord la phase d’élimination durant laquelle la majorité des cellules tumorales sont
détruites par le systeme immunitaire, suivie d’une phase d’équilibre au cours de laquelle
les rares cellules tumorales ayant échappées a cette destruction s’adaptent avant de
proliférer durant la phase d’échappement, tout en établissant un microenvironnement
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inhibant le systeme immunitaire (Mittal et al., 2014; Schreiber et al., 2011). L’origine du
concept d’immunoediting vient d’observations effectuées chez des souris RAG27,
déficientes en lymphocytes T, B et NKT. D’une part, ces souris développent plus de
tumeurs épithéliales spontanées démontrant que les lymphocytes contrblent le
développement de tumeurs. D’autre part, des tumeurs provenant de ces souris sont
moins agressives que celles provenant de souris sauvages lorsqu’elles sont réimplantées
chez de nouveaux hétes. Il apparait ainsi que le systeme immunitaire contréle la
croissance tumorale mais induit également une adaptation des cellules survivantes vers
un phénotype plus agressif (Shankaran et al., 2001; Shinkai et al., 1992). Plus tard, il fut
également démontré que les lymphocytes T sont essentiels durant la phase d’équilibre
(Koebel et al., 2007). Outre les lymphocytes, de nombreuses autres populations
immunitaires telles que les cellules NK, les macrophages, les granulocytes, les MDSC
(Myeloid-Derived Suppressor Cells) et les DC ont également été étudiées dans le contexte
tumoral (Mittal et al., 2014) mais nous ne nous intéresserons ici qu’aux DC.

En raison de leur réle clé dans I'initiation de la réponse immunitaire, la présence
des DC associées aux tumeurs fut rapidement évaluée. Des cellules de Langerhans furent
ainsi observées dés 1983 parmi les cellules immunitaires infiltrant les mélanomes
(Poppema et al., 1983). Les premieres études s’appuyerent sur ’expression de la protéine
S-100 pour caractériser les cellules myéloides sans distinguer les différentes sous
populations. La présence de DC fut ainsi validée dans les cancers du sein (Lespagnard et
al.,, 1999), colorectal (Dadabayev et al., 2004), du poumon (Inoshima et al., 2002), de
ovaire (Bethwaite et al., 1996), du rein (Kobayashi et al., 2007), de la téte et du cou
(Reichert et al., 2001) ou gastrique (Tsujitani et al.,, 1990). Ces études permirent
également de montrer que les DC sont aussi bien localisées en zone péritumorale qu’en
zone intra-tumorale. Par la suite, des marqueurs supplémentaires ou complémentaires
tels que CD83, DC-LAMP (Dendritic cell-lysosomal-associated membrane protein) ou CD1a
permirent de distinguer les DC matures et immatures dans ces cancers (Bell et al., 1999;
Kobayashi et al., 2007; Suzuki et al., 2002). Il apparut alors que les DC infiltrant les
tumeurs du sein et les tumeurs colorectales sont généralement plus immatures que celles
situées dans la zone péritumorale ou la marge invasive (Bell et al., 1999; Suzuki et al.,
2002). Des études plus récentes se sont également intéressées aux différentes sous
populations de DC infiltrant les tumeurs. Ainsi, a I’aide des marqueurs CD123 ou Clec4(, la
présence de pDC a été mise en évidence dans les cancers du sein (Treilleux et al., 2004),
colorectal (Nagorsen et al., 2007), du poumon (Tabarkiewicz et al., 2008), de I'ovaire
(Labidi-Galy et al., 2011), de la téte et du cou (Hartmann et al., 2003) et les mélanomes
(Salio et al., 2003). Une autre étude révéla que les cellules de Langerhans et les pDC se
situent en zone péritumorale alors que les DC de type dermique sont aussi bien situées
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aux pourtours ou au sein des mélanomes (Vermi et al., 2003). Enfin, trés récemment, des
DC BDCA1" et des DC BDCA3"8" ont été mise en évidence par cytométrie en flux au sein de
métastases de mélanomes malgré leur rareté (Broz et al., 2014). L’identité des DC
BDCA3"8" n’a cependant pas été confirmée avec d’autres marqueurs dans cette étude.
Les auteurs se sont en revanche appuyés sur TCGA (The Cancer Genome Atlas) qui est
une base de données collaborative regroupant les résultats de séquengages de nombreux
cancers. A partir des données du TCGA, ils ont montré un enrichissement en genes
spécifiques des DC BDCA3"®" tels qu’IRF8, Batf3 ou ClecA vis-a-vis d’autres génes
spécifiques du lignage myéloide dans des cancers du poumon, de la téte et du cou ainsi
que dans des mélanomes. Cet enrichissement en genes spécifiques des DC BDCA3"8" est
associé a un meilleur pronostic dans ces cancers (Broz et al., 2014).

Il apparait donc que toutes les populations de DC peuvent étre présentes au sein
ou en bordure des sites tumoraux.

L'impact pronostic des DC dépend de différents facteurs dont leur niveau
d’infiltration et leur état de maturation. En effet, un infiltrat en DC matures impacte
positivement la survie de patients atteints de mélanomes et négativement le
développement de métastases dans les ganglions drainant le site tumoral (Ladanyi et al.,
2007; Movassagh et al., 2004). Il semble donc que les DC matures soient fonctionnelles et
posseédent des propriétés anti-tumorales. Notons que la corrélation entre infiltrat en DC
matures et survie des patients se vérifie également dans d’autres cancers tels ceux du
sein (Iwamoto et al., 2003) et du rein (Kobayashi et al., 2007). Par ailleurs, certaines
tumeurs comportent des zones particuliéres dont la structure est proche de celle des
organes lymphoides. Ces structures appelées «lymphoides tertiaires », sont riches en
lymphocytes T, en lymphocytes B et en DC matures, et ont notamment étaient observées
dans le cancer du poumon ou leur présence est associée a une signature immunitaire
Th1/cytotoxique ainsi qu’a une meilleure survie a long terme des patients (Dieu-Nosjean et
al., 2008; Goc et al., 2014). Outre le poumon, des zones riches en lymphocytes et en DC
matures ont par ailleurs été observées dans les cancers du sein, du rein, du colon ainsi
que dans les mélanomes et les métastases associées a ces cancers et sont a chaque fois
associés a un bon pronostic (Dieu-Nosjean et al., 2014; Goc et al., 2013). Dans le cancer du
rein, la localisation des DC matures influe particulierement sur la survie des patients
puisque la présence de DC matures, DC-LAMP®, dans les structures lymphoides tertiaires
est associée a un bon pronostic alors que leur présence en dehors de ces structures est
associée a un mauvais pronostic (Giraldo et al., 2015).

Notons que la présence de TGF-f (Transforming growth factor beta) dans les
tumeurs du sein et de I’estomac correle avec la présence de cDC immatures et un mauvais
pronostic (Ananiev et al., 2011; Iwamoto et al., 2003).
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Figure 8 : Schéma des mécanismes d’'immunoéchappement tumoraux liés a une altération
des cellules dendritiques. Les cellules tumorales 1) altérent le nombre et la qualité des DC
circulantes, 2) altérent la maturité des DC infiltrant la tumeur ainsi que leur sécrétion de
cytokine, 3) recrutent des DC immatures et inhibent leur migration vers les organes
lymphoides et 4) alterent I'activation de lymphocytes T effecteurs par les DC.



L’'une des premiéres observations laissant envisager un recrutement actif des DC
au niveau du site tumoral découle de I'étude d’une cohorte de patientes atteintes de
cancer de sein montrant que la densité des DC infiltrantes augmente avec le grade et la
taille des tumeurs. Dans cette étude le nombre de DC n’est cependant pas corrélé a la
survie des patientes (Lespagnard et al., 1999). Ce recrutement se fait par I'intermédiaire
de différentes chimiokines. En particulier, les cellules de mélanomes produisent CCL20
permettant le recrutement des DC circulantes surexprimant CCR6 chez les patients
(Charles et al., 2010; Movassagh et al., 2004). SDF1 (Stromal cell-Derived Factor 1) a
également était observé dans les mélanomes et les cancers de 'ovaire et permet le
recrutement de pDC immatures via CXCR4 (Vermi et al., 2003; Zou et al., 2001) dont
expression est notamment induite par le TGF-§ et PGE2 (Prostaglandine E2)
(Bekeredjian-Ding et al.,, 2009). Ce recrutement pourrait enfin étre potentialisé en
présence de ligands de CXCR3, qui ont été montré comme étant surexprimés dans
certains cancers tels que les carcinomes basocellulaires ou dans le sérum de patients
atteints de cancers gastriques (Lo et al., 2010; Rajkumar et al., 2010; Vanbervliet et al,,
2003). Dans ces derniers, MIG (CXCL9) et IP-10 (CXCL10) semblent provenir des cellules
endothéliales, des macrophages et des DC et sont également associ€s a la présence de
lymphocytes infiltrants exprimant CXCR3 (Eck et al., 2003; Ohtani et al., 2009). De
maniere intéressante, I'IFN-A induit d’ailleurs ’expression de MIG, IP-10 et I-TAC, les trois
ligands de CXCR3 (Pekarek et al., 2007). A linverse, la migration des pDC vers les
ganglions lymphatiques est inhibée par les tumeurs qui inhibent leur expression de CCR7
(Bekeredjian-Ding et al., 2009).

Si la présence de DC matures ou de certaines sous populations corréle
généralement avec un bon pronostic, I'inverse est également vrai. Ainsi, différents
mécanismes d’échappement a la surveillance par les cellules immunitaires sont mis en
place au sein du microenvironnement tumoral. Nous allons maintenant détailler ceux
visant les DC et leurs fonctions principales (Figure 8).

Les DC circulantes de patients ont été étudiées dans différents cancers. Le sang
étant un compartiment facilement accessible, il est possible de comparer les cellules y
circulant chez les patients et des donneurs sains. Il apparait ainsi que le nombre de cDC
circulantes est réduit chez les patients atteints de cancers de la téte et du cou, tout
comme le nombre de pDC chez ceux atteints de cancers pancréatiques. Apres résection,
le nombre de DC est cependant restauré dans ces deux types de cancers (Hoffmann et al.,
2002; Tjomsland et al., 2010). Ceci réveéle la faculté des tumeurs a altérer les DC circulantes
a distance via des facteurs solubles. Cette altération peut également étre fonctionnelle. Il
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a par exemple été montré que les DC issues de sang de patientes atteintes de cancer du
sein sécrétent moins d’IL-12p40 en présence de LPS (Della et al., 2003). Plus récemment,
une étude menée chez des patients atteints de cancer du rein a également révélé une
forte altération du profil transcriptomique des monocytes circulants caractérisé par une
surexpression de genes pro-tumoraux (Chittezhath et al., 2014). L’altération des cellules
circulantes est donc profonde et des monocytes issus de patientes atteintes de cancer du
sein se différencient notamment en DC ayant un profil immunosuppressif en présence de
GM-CSF et d’IL-4 (Ramos et al., 2012).

Que ce soit chez ’lhomme ou chez la souris, les cellules tumorales peuvent
également induire I'apoptose des DC, pour se prémunir de leur surveillance. Cette
apoptose a été pour la premiere fois visualisée directement sur des coupes de
mélanomes et de tumeurs d’ovaire par marquage TUNEL et in vitro en co-cultivant
directement des DC avec des cellules tumorales (Esche et al., 1999a). Cette étude révéla
que 'apoptose des DC est induite a la fois par des facteurs solubles et par des interactions
cellulaires directes. Par la suite, les gangliosides GM3 et GD3 dérivés de mélanomes ont
été décrits comme induisant I'apoptose des DC en activant les caspases et ceci de facon
dépendante des ROS (Reactive Oxygen Species) pour GD3 (Bennaceur et al., 2006;
Peguet-Navarro et al., 2003). D’autres facteurs tels que I’oxyde nitrique et la mucine 2 ont
également été décrits pour induire "apoptose des DC (Ishida et al., 2008; Ma et al., 2013).

Cette apoptose est prévenue par stimulation de CD40 par son ligand, CD40L, ou en
présence d’IL-12 ou d’IL-15 (Esche et al., 1999b; Pirtskhalaishvili et al., 2000). Ceux-ci
induisent en effet I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL (B-cell lymphoma-
extra large). De méme, le TNFa protége les DC de "apoptose en inhibant le largage de
cytochrome ¢ par les mitochondries et en induisant Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Esche et
al,, 2001).

Les tumeurs tendent a bloquer la différenciation et la maturation des DC pour
favoriser la mise en place d’une réponse immune tolérogene et limiter I'activation de
lymphocytes T suite a la présentation des Ag tumoraux.

L’inhibition de la différenciation des DC a tout d’abord était observée en présence
de lignées cellulaires de carcinome rénal. Celles-ci produisent abondamment de I'IL-6 et
du M-CSF capables de bloquer la différenciation des progéniteurs CD34" en DC
(Menetrier-Caux et al., 1998). Par la suite, la présence d’IL-6 et du VEGF dans les sérums
de patientes atteintes de cancer du sein s’est également avérée étre un facteur de
résistance aux traitements (Bachelot et al., 2003). L’inhibition de la différenciation de
progéniteurs CD34" en cellules de Langerhans, a également été observée en présence de
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cellules de mélanome (Berthier-Vergnes et al., 2001) et par la suite, le ganglioside GM2,
présent notamment dans les cancers de la peau, s’est avéré étre un facteur inhibiteur de
la différenciation de monocytes en DC (Wolfl et al., 2002). Le blocage de la différenciation
des DC est ainsi un mécanisme important d’échappement au systéeme immunitaire. Par
exemple, les patientes atteintes de cancers du sein avancé (stade IV) ont ainsi un nombre
réduit de DC circulantes alors qu’a des stades moins avancés cette altération n’est pas
observée (Pinzon-Charry et al., 2007).

Par ailleurs, les DC circulantes de patients atteints de cancers du sein ou de cancers
de la téte et du cou (Gabrilovich et al., 1997; Hoffmann et al., 2002), ainsi que celles
infiltrant différents cancers tels que les carcinomes basocellulaires, les tumeurs du sein,
les tumeurs d’ovaire ou les mélanomes (Bell et al., 1999; Nestle et al., 1997; Vermi et al.,
2003; Zou et al., 2001) sous-expriment le CMH de classe I, indiquant un défaut de
maturation. Elles expriment également plus faiblement les molécules de costimulation
CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) et ceci est associé a un défaut de présentation d’Ag aux
lymphocytes T pour les DC circulantes (Gabrilovich et al.,, 1997) et a une altération
d’induction de la prolifération des lymphocytes T pour les DC associées aux tumeurs
d’ovaire (Zou et al., 2001). L’expression des CMH de classe | et de classe Il a la surface des
DC ainsi que leur capacité a présenter les Ag aux lymphocytes T CD4 et CD8 sont

également altérés chez des souris implantées avec une lignée tumorale (Gabrilovich et al.,
1997).

L’IL-10 a était identifié comme une cytokine jouant un réle majeur dans I'inhibition
de la présentation antigénique par les DC et sa présence dans le sérum de patients
atteints de cancer est associé a un mauvais pronostique (Lippitz, 2013). L’IL-10 agit sur la
signalisation des TLR en bloquant leur expression, en induisant leur dégradation ou en
inhibant la transduction du signal (Mittal and Roche, 2015) et induit également la
dégradation du CMH de classe Il et de la molécule de costimulation CD86 via I'ubiquitine
ligase March1 (Buelens et al., 1995; Caux et al., 1994). D’autres travaux menés chez la
souris démontrent également un réle du TGF-f3 et de PGE2 dans I’altération de la capacité
des DC a activer la prolifération des lymphocytes T et dans I'inhibition de "expression de
CD4o [Scarlett, J Exp Med 2012]. Par ailleurs, "absence d’oxygéne au centre de la tumeur
induit un stress hypoxique et "expression de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
permettant la mise en place d’une vascularisation. Cependant, outre cet effet
proangiogénique, le VEGF altére également la maturation des DC chez la souris
(Gabrilovich et al., 1998). Une corrélation inverse existe d’ailleurs entre la présence de
VEGF et la quantité de DC matures dans les tumeurs de sein chez ’lhomme (Iwamoto et
al.,, 2003). Par ailleurs, I'lL-10, le TGF-f, le VEGF, IDO (indoleamine-2,3-dioxygenase) et
’arginase sont impliqués dans I'induction de I’expression de TIM-3 (T cell Ig and mucin
protein-3) a la surface des DC. TIM-3 interagit avec I’alarmine HMGB1, inhibant ainsi la
détection par les DC de signaux de dangers provenant des acides nucléiques relachés par
les cellules tumorales (Chiba et al., 2012; Maurya et al., 2014).
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La cinétique de recrutement des DC ainsi que leur modification de phénotype ont
été étudiés en détails au cours du développement tumoral chez la souris dans des
modeles de tumeurs ovariennes. Il apparait ainsi que des DC CD11c” régulatrices
exprimant faiblement le CMH de classe Il et le CMH de classe | et n’exprimant pas CD86,
sont progressivement recrutés au sein des tumeurs (Krempski et al., 2011).

La production de cytokines par les DC est essentielle pour amplifier ou orienter la
réponse immunitaire. Certains des facteurs précédemment décrits pour altérer la
maturation et la présentation antigénique des DC inhibent ainsi également leur
production de cytokine.

L’IL-10 joue encore une fois un réle majeur en inhibant la production de différentes
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa, I'lL-12, ’IL-1 ou I'IL-6 et en induisant
’expression de SOCS1 et SOCS3 bloquant la signalisation des interférons (Mittal and
Roche, 2015). Le VEGF, tout comme les chimiokines CCL2, CXCL1 et CCL5, ou les
gangliosides dérivés de mélanomes inhibent également la sécrétion d’IL-12p70 par les DC
(Michielsen et al., 2011; Peguet-Navarro et al., 2003). Cette inhibition n’est pas anodine
puisqu’il a été montré chez la souris qu’elle empéche la mise en place d’une réponse T
cytotoxique efficace (Ruffell et al., 2014). Les gangliosides tumoraux, tout comme le
surnageant de tumeurs colorectales, favorisent également la production d’IL-10 par les
DC, renforcant probablement I'inhibition de la production d’IL-12 (Michielsen et al., 2011;
Peguet-Navarro et al., 2003). Ces résultats sont vérifiés chez la souris dont les DC, au
cours du développement tumoral, sont progressivement altérées pour leur production
d’IL-12 alors qu’elles produisent plus d’IL-10, d’IL-6 et de G-CSF (Granulocyte Colony-
Stimulating Factor) (Krempski et al., 2011).

Les pDC peuvent également étre altérées. Dans les cancers du sein et de I'ovaire,
notre équipe a ainsi démontré 'impact négatif des pDC sur I'évolution clinique des
patientes (Labidi-Galy et al., 2011; Treilleux et al., 2004). Ce mauvais impact pronostic est
associé a une altération de leur capacité a produire de I'lFN-a. les rendant tolérogénes vis-
a-vis de la tumeur. Le TGF-f agit en synergie avec la PGE2 afin d’inhiber la production
d’IFN-a et de TNFa par les pDC. PGE2 induit également la production d’IL-8 par les pDC,
favorisant ainsi potentiellement I’'angiogenése (Bekeredjian-Ding et al., 2009; Hartmann
et al., 2003). Dans le cancer du sein, notre équipe a également montré qu’en plus du TGF-
B, le TNFa participe a Ialtération de la sécrétion d’IFN-a. par les pDC (Sisirak et al., 2013).

Les tumeurs vont également induire I’expression de molécules
immunosuppressives par les DC, favorisant le recrutement de Treg ou I'induction de la
mort des lymphocytes effecteurs.
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Le traitement de DC avec de I'lL-10 induit I"anergie de lymphocytes surexprimant
CTLA-4 et régulant I'activation d’autres lymphocytes T de maniére antigéne spécifique
(Steinbrink et al., 1999; Steinbrink et al., 2002).

Par ailleurs, des DC IDO" ont été observée dans les tumeurs et corrélent dans les
cancers de la peau avec la masse tumorale (Kuales et al., 2011; Lee et al., 2011). IDO est une
enzyme impliquée dans la dégradation du tryptophane dont la présence est nécessaire a
la survie des lymphocytes T (Platten et al., 2014) et favorise également I’expansion des
Treg (Fallarino et al., 2006). La production d’IDO par les DC peut faire suite a différentes
stimulations telles qu’une activation par I'IFN-y (Hwu et al., 2000; von et al., 2004), par
PGE2 (Braun et al., 2005), ou a une activation du récepteur AHR (Aryl Hydrocarbon
Receptor) (Nguyen et al., 2010). La présence de DC péritumorales exprimant IDO a
d’ailleurs été associée a I’expression de PGE2 dans des cancers de I'estomac (von
Bergwelt-Baildon et al.,, 2006). Plus récemment, dans les hépatocarcinomes, il a
également été montré que la production d’IDO et d’IL-10 par les DC CD14" nécessite
I’expression de PD-1 et de CTLA-4 par ces cellules indiquant une association entre ces
différents mécanismes suppressifs (Han et al., 2014). Le ciblage thérapeutique d’IDO a de
plus démontré son efficacité chez des patientes atteintes de tumeurs gynécologiques en
permettant d’induire des DC activant plus efficacement les lymphocytes T et permettant
d’obtenir une réponse immunitaire avec des effets cliniques significatifs chez les
patientes (Sioud et al., 2013).

D’autres molécules immunosuppressives sont également induites au cours du
développement tumoral a la surface des DC. Chez la souris, il a été montré qu’elles
acquiérent progressivement I’expression de PD-1, favorisant la croissance tumorale in vivo
(Krempski et al., 2011), ainsi que celle de PD-L1 (Scarlett et al., 2012). Le TGF-§ et PGE2
pourraient étre impliqués dans I"augmentation de PD-L1 a la surface des DC (Scarlett et
al.,, 2012). L’interaction entre PD-1 et PD-L1 est connue pour inhiber la prolifération, la
survie et les fonctions effectrices des lymphocytes T et promouvoir la différenciation de
Treg (Zitvogel and Kroemer, 2012). Le blocage de PD-1 ou PD-L1 permet ainsi de limiter la
progression tumorale en agissant au moins partiellement sur les DC (Curiel et al., 2003;
Krempski et al., 2011). Chez ’lhomme, I'utilisation d’anticorps dirigés contre PD-1 ou PD-L1
permet également d’augmenter la survie de patients atteints de mélanomes, de tumeurs
rénales et de tumeurs pulmonaires (Brahmer et al., 2012; Garon et al., 2015; Wolchok et al.,
2013). Ces deux récepteurs, exprimés notamment pas les DC, jouent donc un roéle
primordial lors du développement tumoral. Notons également que PD-1 possédent un
deuxiéme ligand, PD-L2, restreint aux macrophages et aux DC. L’efficacité légerement
supérieure des traitements bloquant PD-1 vis-a-vis de ciblant PD-L1 vient probablement de
[a (Zitvogel and Kroemer, 2012).

Notre équipe a également montré que la présence de pDC altérées participe au
recrutement de lymphocytes T régulateurs (Sisirak et al., 2012). D’autres éléments
viennent corroborer cette tolérogénicité des pDC associées aux tumeurs. En effet, dans
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les ganglions lymphatiques drainant les mélanomes, il s’avére que les pDC sont les
principales cellules productrices d’IDO (Gerlini et al., 2010) et que les pDC infiltrant les
tumeurs de sein expriment ICOS-L (Inducible Costimulatory Molecule Ligand) qui leur
permet d’interagir avec, et de recruter, les Treg via une interaction avec ICOS (Faget et
al,, 2012).

Les cancers sont diagnostiqués lorsqu’ils ont une taille et des effets biologiques
détectables lors d’un examen clinique. A ce stade, les tumeurs ont généralement

échappées a la réponse immunitaire. Ainsi, la plupart des résultats concernant
'immunosurveillance présentés par la suite ont été obtenus chez la souris.

Les premiers éléments indiquant de facon indirecte un réle potentiel des DC, dans
le contréle de la croissance tumorale viennent de travaux montrant que le blocage des
interférons de type I, a I'aide d’anticorps neutralisants, favorise le développement de
tumeurs implantées chez des souris immunocompétentes (Gresser et al., 1983). De
maniere similaire, I'inhibition d’IFNAR favorise la croissance d’une lignée de sarcome
implantée chez des souris immunocompétentes et des souris IFNART" ou IFNAR2" sont
plus sensibles a I'induction de tumeur par MCA (3’-methylcholanthrene), un agent
chimique carcinogéne (Dunn et al., 2005; Swann et al., 2007). Enfin, la pousse de
carcinomes pulmonaires est plus agressive chez des souris IFN-B” (Deonarain et al., 2003).
L’ensemble de ces résultats démontrent le role essentiel des interférons de type | dans la
protection anti-tumorale in vivo. Notons cependant que la source des interférons de type
| dans ces modeles n’a pas été déterminée.

L’action anti-tumorale des interférons de type | passe principalement par les
cellules hématopoiétiques des souris hétes plutot que par un effet direct sur les cellules
tumorales (Deonarain et al., 2003; Dunn et al., 2005; Gresser et al., 1983). La nature des
cellules immunes ciblées par les interférons de type | semble dépendre du modele utilisé.
La lignée RMA-S, issue de thymome, exprime tres faiblement le CMH de classe | la
rendant particulierement sensible a la lyse par les cellules NK. Les interférons de type |
joue un role essentiel dans le rejet de cette lignée en préservant le nombre de cellules NK
et en participant, de facon précoce, a leur cytotoxicité induite par I'lL-2 sans affecter celle
induite par d’autres interleukines telles que I'lL-12, I'IL-18 et I'IL-21 (Swann et al., 2007).
L’élimination de tumeurs du rein suite a un traitement combinant CpG et un adénovirus
codant pour TRAIL nécessite la présence des pDC et des DC CD8a.". Leur absence entraine
en effet une moindre production d’interférons de type | et une altération du recrutement
des lymphocytes T CD8 (James et al., 2014).
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Les souris Batf3” sont, comme nous I’avons vu précédemment, spécifiquement
dépourvues de DC CD8a." et de DC CD103" essentielles pour I'activation des lymphocytes T
CD8 par présentation croisée d’Ag. Cette déficience rend les souris Batf3” incapables
d’endiguer la croissance tumorale apres injection d’une lignée de fibrosarcome. Ces
résultats sont sensiblement comparables & ceux observés pour des souris RAG2"
dépourvues de lymphocytes. Les tumeurs de souris Batf3” sont également moins
infiltrées en lymphocytes T CD8. L’induction d’une réponse CTL spécifique de la tumeur
peut étre restaurée en injectant une plus grande quantité de cellules tumorales, ce qui
permet aux DC encore présentes chez les souris Batf3'/' d’activer les lymphocytes T CD8
malgré leur moindre faculté pour la présentation croisée d’Ag (Hildner et al., 2008). Un
autre modele de sarcome a permis de montrer que I’action des interférons de type | est
médiée par les DC et non par les cellules NK. Les auteurs ne se sont pas intéressés aux
pDC mais il apparait que la présentation croisée d’Ag des DC CD8a." est induite par les
interférons de type | (Diamond et al., 2011). Un dernier modele de mélanome a enfin
permit de révéler que les interférons de type | induisent aussi le recrutement des DC
CD8a" dont la présence est encore une fois essentielle a I’élimination de la tumeur
(Fuertes et al., 2011).

48






Rationnel et objectifs de la these

Comme nous "avons vu dans I'introduction, de nombreuses études, en particulier
chez la souris, indiquent que le systéme immunitaire participe au contréle de la
progression tumorale. Cependant, dans de nombreux cas, la tumeur échappe a cette
réponse immune. Ainsi, il nous parait essentiel de proposer de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans le cancer du sein et de I'ovaire pour réactiver une immunité anti-
tumorale efficace. Chez la souris, différents travaux ont montré qu’il est possible de cibler
des Ag tumoraux vers les DC CD8a." spécialisées dans la présentation d’Ag exogenes aux
lymphocytes T CD8" cytotoxiques, et d’induire de cette maniére une régression tumorale.
Cette stratégie instaure une mémoire immunitaire essentielle pour une protection a long
terme contre les tumeurs. Des données publiées peu de temps avant le début de ma

thése ont montré que les DC humaines BDCA3"®"

possedent la capacité d’activer des CTL
par présentation croisée d’Ag et ce, de facon plus efficace que les autres populations de
DC du sang, dans le cas d’Ag solubles ou cellulaires (Bachem et al., 2010; Crozat et al.,
2010; Poulin et al., 2010). Ainsi, les DC BDCA3high humaines semblent étre des cibles idéales
pour une réactivation de I'immunité anti-tumorale. Néanmoins, les mécanismes associés a
la présentation croisée d’Ag restent trés peu connus tout autant que les parameétres qui
pourraient moduler I’efficacité de cette voie, en particulier en contexte tumoral, que ce

high

soit en termes de forme d’Ag, de type d’adjuvant ou d’interactions des DC BDCA3"*" avec

d’autres cellules du systeme immunitaire.

Par ailleurs, les DC BDCA3"8" produisent de grandes quantités d’IFN-A aux
propriétés potentiellement intéressantes. En effet, chez la souris, 'IFN-A posséde une
activité anti-tumorale via le recrutement de cellules lymphocytaires, parmi lesquelles les
cellules NK jouent un réle majeur (Sato et al., 2006). Les cellules NK sont capables de
reconnaitre les cellules tumorales exprimant faiblement le CMH de classe | et de les
éliminer. Elles expriment également le récepteur membranaire CD16 leur permettant de
fixer la région Fc d’anticorps liés a la surface de cellules. Ceci leur permet de lyser les
cellules opsonisées par un processus appelé « antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity» (ADCC). Dans le cadre de cancers, ce processus peut étre activé a l'aide
d’anticorps ciblant des protéines mutées ou surexprimées a la surface des cellules
tumorales. L’efficacité de ces traitements a clairement été démontrée en clinique (anti-
CD20, anti-HER2) et de nombreux anticorps sont aujourd’hui en cours de développement.
Outre leur activité cytolytique, les cellules NK semblent également jouer un réle
fondamental dans la mise en place de la réponse immunitaire adaptative CD4 et CDS,
notamment via leurs interactions avec les DC. Chez la souris, il est désormais bien établi
qu’il existe une coopération entre cellules NK et DC. Chez I’lhomme, cette coopération a
également été démontrée dans une étude montrant qu’un traitement de patients avec
du cetuximab (anticorps monoclonal spécifique de ’EGFR) induit une maturation des DC
et augmente leur capacité a présenter un Ag tumoral grace a I’activation des cellules NK
(Stephenson et al., 2013). Ces résultats viennent compléter de nombreux travaux menés
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in vitro chez ’lhomme ayant décrit des modulations fonctionnelles entre les cellules NK et
les DC, amenant notre équipe a s’intéresser au réle du dialogue NK-DC pour I'induction
d’une réponse CTL anti-tumorale.

A l’aide d’un modéle in vitro utilisant des DC dérivées de monocytes (MoDC), notre
équipe, et plus précisément Florence Deauvieau, a pu mettre en évidence I'importance
des cellules NK, et en particulier de 'IFN-y et du TNFa, dans I'induction de la présentation
croisée d’Ag cellulaire. Dans la continuité de ces résultats, j'ai montré que ceci était
également transposable aux DC BDCA3"&"
I’élaboration des Figure 6, S3 et S4 (Article 3 de la partie résultats). Ces observations,

. Ainsi, j’ai généré les résultats permettant

associées aux données de la littérature, nous ont permis de proposer que "optimisation
du dialogue NK-DC pourrait étre essentielle pour rétablir une immunité anti-tumorale
adaptative.

L’utilisation de DC BDCA3high obtenues in vitro, en raison de leur rareté in vivo,
nécessitait de les caractériser au mieux pour nous assurer de leur homologie avec les DC
BDCA3"®" circulantes. Dans ce contexte ’équipe de Marc Dalod avait préalablement
obtenu des données transcriptomiques et phénotypiques indiquant que les DC BDCA3"8"
obtenues in vitro étaient d’une grande similarité avec celles du sang. Pour ma part, j’ai
contribué & montrer que les DC BDCA3™e"

présence de polyl:C et de R848, en particulier en terme d’expression de molécules de

obtenues in vitro répondaient efficacement en

costimulation (CD40 par exemple). Par ailleurs, a I'aide du modéle de présentation
croisée mis en place par Florence Deauvieau, j’ai pu générer des résultats qui ont permis
d’établir que la présentation croisée d’Ag cellulaire par les DC BDCA3"®"

polyl:C et R848 (Article 2 de la partie résultats).

est induite par

Enfin, Pinfiltrat immunitaire au sein des tumeurs étant un facteur de pronostique
important dans de nombreux cancers (Galon et al., 2006), une grande part de mon travail
a consisté a mieux définir les fonctions spécifiques des DC BDCA3"®"

contribution a Pimmunité cellulaire anti-tumorale, et d’évaluer leur compétence

, d’analyser leur

fonctionnelle et la valeur pronostique de leur présence dans des tumeurs primaires
d’ovaire ou de sein. Les objectifs poursuivis ici étaient de caractériser la fréquence, le

high

phénotype et les fonctions des DC BDCA3"®" dans des cohortes prospectives de patientes

high dans

atteintes de cancer du sein ou d’ovaire et d’analyser la fréquence des DC BDCA3
des cohortes rétrospectives en corrélation avec I’évolution clinique des patientes. Je n’ai
malheureusement pas pu atteindre tous ses objectifs. Les résultats obtenus seront
cependant présentés sous la forme d’un article en préparation, montrant que les DC
BDCA3high sont présentes dans les tumeurs, sont moins fonctionnelles que celles du sang,
et pourraient potentiellement étre réactivées (Article 1 de la partie résultats). Pour étre
plus précis, mon travail a permis de générer les résultats des Figures 1, et 2 ainsi que des

Supplementary.
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Résultats

Article 1 (en préparation)

Hypothéses de travail et objectifs

La découverte des DC est relativement récente dans I'histoire des Sciences mais
leur réle essentiel dans l’initiation des réponses anti-tumorales est aujourd’hui bien
caractérisé chez la souris. Chez ’homme, il existe également de nombreuses évidences
concernant leur présence dans les tumeurs et des études de corrélations montrent que la
présence de DC matures correle avec un bon pronostic pour les patients. Dans les
tumeurs de sein, une forte infiltration en pDC est par ailleurs associée a un mauvais
pronostic clinique en raison de I'altération de leur sécrétion d’IFN-o. par des facteurs
solubles présents en forte concentration dans le microenvironnement tumoral, tels que

par exemple le TGF-P et la PGE2.

Chez la souris, les DC CD8a." jouent un réle majeur dans 'immunité anti-tumorale
en initiant une réponse T cytotoxique spécifique de I’Ag via le processus de présentation
croisée. Des travaux parus peu de temps avant le début de ma these, basés sur I’analyse
du transcriptome des DC humaines et murines, révélérent de fortes homologies entre les
DC BDCA3™" et les DC CD8a’. Ces DC conservent spécifiquement I'expression de
marqueurs tels que XCR1 et ClecoA et sont également trés douées pour la présentation
croisée d’Ag. Au contraire des pDC, la présence des DC BDCA3"e"
n’avait jamais étudié jusqu’a tres récemment et la publication d’un papier évoquant la

et leur impact pronostic

présence de DC exprimant fortement le récepteur BDCA3 dans les mélanomes. L’analyse
phénotypique de ces DC est cependant réduite et ne s’appuie pas sur 'expression de
Clec9A ou de XCR1 pour valider leur identité. Malgré tout, en s’appuyant sur I’'analyse du
TCGA, les auteurs montrent qu’un enrichissement en génes caractéristiques des DC
BDCA3"€" vis-3-vis des autres génes du lignage myéloide et un facteur de bon pronostic.

Dans ce contexte, il nous a paru opportun d’approfondir la caractérisation des DC
BDCA3"8" associées aux tumeurs, d’évaluer leur réponse fonctionnelle aprés stimulation
et d’étudier plus précisément leur impact sur le pronostic clinique de patientes atteintes
de cancer de sein.

Matériels et outils

Notre collaboration avec le service d’anatomopathologie du Centre Léon Bérard
nous a permis d’accéder a des échantillons de tumeurs de sein et a des prélevements de
sang de patientes. Afin d’évaluer l'infiltration des tumeurs par les DC BDCA3"®", nous
avons dilacéré mécaniquement puis digéré les tumeurs afin d’obtenir une suspension
cellulaire contenant un mélange de cellules tumorales et de cellules immunitaires. Cette
suspension a ensuite été marquée a I’aide d’anticorps couplés a des fluorochromes pour
caractériser le pourcentage de DC parmi les cellules immunitaires et évaluer leur réponse
fonctionnelle aprés stimulation par R848 et polyl:C. En paralléle, en raison de leur rareté
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in vivo, nous avons utilisé un modéle permettant la différenciation des DC BDCA3"8" in
vitro afin de quantifier par ELISA leur production de cytokines aprés stimulation, en
présence ou en absence de surnageant de dilacérat de tumeurs. Ces protocoles sont

schématisés ci-dessous.
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Résumé des résultats

Nous avons ainsi pu démontrer la présence de DC BDCA3"8"

les tumeurs de sein. L’infiltration est variable d’une tumeur a une autre, mais les DC

BDCA3"8" sont présentes dans la grande majorité des tumeurs collectées. Ces derniéres
high

, exprimant XCR1, dans

produisent moins de TNFa que les DC BDCA3
également vérifiée pour les DC BDCA1" et les pDC. Par ailleurs, les DC BDCA3"e"
produisent moins d’IFN-A en réponse a des ligands de TLR lorsqu’elles proviennent de

du sang. La méme observation est

tumeurs. Cependant, elles en produisent encore au contraire des pDC associées aux
tumeurs qui sont incapables de produire de I"IFN-o. ou de I'IFN-A aprés stimulation. Enfin,
notre modeéle in vitro nous a permis de suggérer la présence de facteurs solubles
inhibiteurs de la sécrétion d’IFN-A dans le surnageant de tumeurs.

Ces résultats ne sont toujours pas soumis en raisons d’éléments clés n’ayant
toujours pas été évalués. Il serait en effet intéressant d’étudier I'effet des surnageants de
tumeurs sur la présentation croisée d’Ag par les DC BDCA3"®" et d’identifier les facteurs
solubles impliqués dans I'inhibition de leur sécrétion d’IFN-A. Par ailleurs, des difficultés

high

techniques nous ont ralentis dans l'identification des DC BDCA3 sur coupes de

tumeurs. Celle-ci nous permettrait a la fois de valider nos résultats obtenus par
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cytométrie en flux et de définir leur localisation intra ou péri-tumorale. Enfin, nous avons
mis au point une méthode permettant de trier les différentes populations de DC infiltrant
les tumeurs. Nous envisageons ainsi a plus long terme de comparer le transcriptome des
DC BDCA3"8" associées aux tumeurs a celles du sang par RNA Sequencing, afin de valider
leur identité et d’identifier des voies de signalisation altérées dans les tumeurs.

Ces travaux seront toutefois présentés sous forme d’article, malgré des résultats
encore en cours d’élaboration.
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Abstract

Dendritic cells (DC) are key cellular players in the induction of antigen-specific anti-
tumoral immunity. BDCA3™&" DC are homologous to mouse CD8a"* DC and specialized for
Ag cross-presentation. Interestingly, they are also the main producers of interferon-A
(IFN-A), a recently discovered cytokine with antiviral, anti-proliferative and anti-tumoral
properties. In this study, we first demonstrated by multiparametric flow cytometry that
BDCA3"8" DC are present in breast tumors. Secondly, we observed that IFN-A synthesis
upon TLR3 activation is reduced compared to their blood counterparts. Finally, using in
vitro BDCA;«;high DC generated from CD34" cord blood progenitors, we revealed that tumor
derived soluble factors are able to inhibit IFN-A and TNFa production. This study shows
for the first time infiltration of solid tumors by this DC subset and highlights a functional
DC alteration which has to be taken into account in the design of new anti-tumoral
immunotherapeutic strategies.
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Introduction

Cancers are complex structures composed by a mix of transformed, stromal and
immune cells. The latter have been reported in numerous human solid tumors as a potent
predictor of clinical outcome (Fridman et al., 2012). Especially, high density of infiltrating
T-helper1 (Th1) or cytotoxic T cells is associated with a better clinical outcome (Galon et
al., 2006; Goc et al., 2014). In addition to T cells, dendritic cells (DCs) represent another
major component of the immune infiltrate. DCs are professional antigen presenting cells
subdivided in subpopulations particularly efficient in priming naive T cells (Banchereau
and Steinman, 1998). The presence of mature infiltrating DCs is generally considered as a
good prognosis factor (Dieu-Nosjean et al., 2008; Iwamoto et al., 2003; Kobayashi et al.,
2007; Ladanyi et al.,, 2007; Movassagh et al., 2004). Unfortunately, advanced cancers
often develop mechanisms subverting the immune system and in particular DCs.
Interferon-a (IFN-a) production by plasmacytoid DCs (pDCs) is for instance altered by
TGF-B and TNFa in breast and ovarian tumors (Sisirak et al., 2013).

Besides pDC, two myeloid DC (mDC) subsets have been described in human blood
and lymphoid organs: BDCA1* (CD1c*) and BDCA3" (CD141"8") DCs (Dzionek et al., 2000).
Following transcriptomic and functional analysis, BDCA3"8" DCs are nowadays considered
as homologous to mice CD8a." DCs and CD103" DCs (Lauterbach et al., 2010; Poulin et al.,
2010; Robbins et al., 2008). In particular, they share expression of surface receptors such
as the chemokine receptor XCR1 and the C-type lectin Clec9A, allowing them to efficiently
cross-present Ag from dying tumor cells (Crozat et al., 2010; Jongbloed et al., 2010;
Sancho et al., 2009). Moreover, in presence of virus or TLR3 activators, BDCA3high DCs are
potent producers of IFN-A, a cytokine described in mice to inhibit tumor growth
(Lauterbach et al.,, 2010). Altogether, those characteristics make them potential key
players in human cancers. However, very few evidence exist concerning their presence in
tissues except some data describing BDCA3"8" DCs expressing XCR1 mRNA in human skin,
lung and liver (Haniffa et al., 2012). In tumors, only recently, one paper described a CD103"
DC gene signature associated with a good prognosis in human melanoma, head and neck
cancers and lung cancers (Broz et al., 2014). Here, we show that a BDCA3"8" DC subset is
present in human breast cancers and that IFN-A production is altered by soluble factors
from tumor microenvironment.
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Results

high

Arare CD1417°" DC subset is found in primary breast tumors

Using a multiparametric flow cytometry analysis, we evaluated the presence of
pDCs (CD11c’ BDCA2"), BDCA1" DCs (CD11c* CD1c*) and BDCA3"®" DCs (CD11c+ CD141"8")
both in patients’ blood and breast tumors (Fig. 1A). BDCA3"€"
tumors, independently of their histologic classification, their SBR (Scarff-Bloom-

DCs were present in most

Richardson) grade and their hormone receptor or Her2 expression (Fig. S1A; Fig. S1B).
However, tumor-associated (TA) BDCA3"&"
0,15% of CD45" cells) as in healthy donors and patients’ blood (median = 0,01-0,05%) (Fig.
1B). We also assessed ClecgA and XCR1 surface expression on those cells. Indeed, they are

DCs remained the scarcest subset (median =

known to be more specific markers than BDCA3. Moreover we monitored SIRPa and
CD11b that we knew to be differentially expressed by blood BDCA1" and BDCA3™8" DCs.
We observed a specific expression of XCR1 by a small subset of TA-BDCA3"8" DCs whereas
SIRPa. and CD11b were expressed only by TA-BDCA1" DCs and/or TA-pDCs (Fig. 1Q).

However, we did not observed Clec9A expression on BDCA3high

DCs in tumors. Comparing
dilacerated and digested tonsils, we observed a loss of Clec9A after digestion suggesting
that the absence of Clec9A expression in tumors may be due to its degradation by the
enzymatic digestion necessary in tumors (Fig. S2). Altogether, those results demonstrate
the presence of a BDCA3"8" DC subset in primary breast tumors that have phenotypic

similarities with circulating BDCA3"&" DCs.

Tumor-associated DCs produce less IFN-A and TNFa than circulating DCs after TLR3 and
TLR8 stimulation

Defects in cytokine secretion and T cell priming were previously observed for TA-
DCs in numerous tumors. Thus we wondered whether breast TA-BDCA3"&"
altered for cytokine production compared to blood BDCA3"8" DCs. Due to their small
number and because a high variability exists in cytokine response to stimulation, we

DCs were

chose to evaluate the percentage of cytokine producing cells after stimulation of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) or cell suspension from digested tumors ex
vivo. Previous works studied cytokine production by circulating DCs after TLR4
stimulation with LPS in patients (Caras et al., 2004; Della et al., 2003) and our team also
assessed cytokine production by circulating immune cells after TLR7/8 stimulation with
R848 during breast cancer progression (Personal Communication). Here we chose to
stimulate cells with R848 to activate all DC subsets simultaneously and a TLR3 ligand
(Polyl:C) to induce IFN-A production by BDCA3"" DCs. Compared to DCs coming from
healthy donors, patient’s circulating DCs produced smaller level of IFN-A and TNFa (Fig.
2A, B, Q). In contrast, all TA-DC subsets were producing less TNF-a than their blood
counterparts after stimulation (Fig. 2A). We also confirmed previous observations made
by our group (Sisirak et al., 2013) that were describing an impairment of IFN-a production
by TA-pDC (Fig. 2B). Finally, we evaluated IFN-A production by DCs because of its potential
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anti-tumoral properties. As previously shown, both blood pDCs and BDCA3"&" DCs but not
BDCA1" DCs were producing IFN-A in response to Polyl:C and R848 (Fig. 2C), nonetheless,
CD141"8" DC were better responders than pDC. Moreover, as observed for TNF-o. and IFN-
a, IFN-A production was lower for TA-DCs compared to blood DCs. In particular, no TA-
pDCs produced IFN-A after TLR stimulation in contrast to TA-BDCA3™" DCs which
responded partially to this stimulation. Here, we showed that TA-DCs were impaired for
cytokine production and that TA-BDCA3"e"
producing small amount of IFN-A whereas pDCs were totally impaired for IFNo. and IFN-A
production.

DCs from primary breast tumors were still

IFN-A production by BDCA3"8" DCs is altered by tumor microenvironment soluble
factors

To determine whether tumor microenvironment would alter BDCA3high DCs
responsiveness, we used an in vitro differentiation protocol, which allows the
differentiation of cord blood progenitors into blood BDCA3"8" DCs equivalent (Balan et
al., 2014; Poulin et al.,, 2010). Those CD34-derived DCs were activated and exposed to
supernatants of dilacerated primary breast tumors, to mimic inhibitory effects of the
tumor microenvironment. All tumor supernatants impaired IFN-A1, IFN-A2 and TNFo
secretion with variable percentage of inhibition (Fig. 3A; Fig. 3B). Luminex are now in
progress to determine which soluble factors may be implicated.
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Discussion

In this paper, we report the presence of a BDCA3"®" DC subset in breast primary

tumors that can be distinguished from BDCA1" DCs mainly because they are DCs (HLA-DR"
CD11¢") which do not express SIRPa and CD11b. XCR1 is only express in a small subset of
BDCA3"8" DCs. The dichotomous expression of XCR1 among BDCA3""
be explained by the presence of two distinctive DC subsets or by a downregulation of this

DCs in tumors may

receptor with its ligands. This second hypothesize were not tested yet for XCR1 but were
previously observed for other receptors such as ICOS-L (Faget et al., 2012). TA-BDCA3"E"
DCs were also slightly or no expressing ClecgA. We observed that the digestion step
could be in part responsible for the absence of Clec9A expression but we cannot exclude
a lower protein expression level in tumors despite a high transcriptomic expression as it
was previously described in skin and lung (Haniffa et al., 2012). In that case, the efficiency
of Clec9A targeting based therapy developed in mice could be inefficient for human
tumors (Caminschi et al., 2008; Picco et al., 2014; Sancho et al., 2008). As many lectin,
Clec9A is also downregulated with DC maturation and this main explain its lower
expression in tumors (Sallusto et al., 1995; Schreibelt et al., 2012).

We assessed cytokine production by DCs, from patient’s blood and breast tumors,
in response to a combination of TLR3 and TLR8 ligands. DCs from blood patients were not
altered compared to DCs from healthy donors suggesting that in contrast to some
systemic modifications observed for monocytes, for example in renal cell carcinoma
(Chittezhath et al., 2014), DCs are not altered in periphery. However, transcriptomic
dysregulations of monocytes were observed in advanced renal cell carcinoma. In the
same manner, reduction of DC number was previously observed in advanced breast
cancer (Pinzon-Charry et al., 2007). Thus, the absence of blood DCs alterations could
probably be explained by our choice to mainly select non metastatic primary breast
tumors. In contrast, all DC subsets were producing less TFNa, IFN-o. or IFN-A when they
were isolated from tumors. Interestingly, blood and TA-BDCA3"8" DCs were producing
more IFN-A than pDCs. This is in accordance with previously results showing that blood
BDCA3"8" DCs were better IFN-A producers than pDCs in response to Polyl:C or HCV
(Hepatitis C Virus) (Yoshio et al., 2013). But here, we showed for the first time that
BDCA3"8" DCs are the only IFN-A producing DCs in primary breast tumors. The absence of
IFN-A production by TA-pDCs can be due to similar inhibitory factors as those observed
for IFN-a inhibition because molecular pathways regulating those two cytokines are very
similar (Osterlund et al., 2007; Sisirak et al., 2013). IFN-A and IFN-o activate the same
transduction pathways in target cells but contrary to the IFN-a receptor, IFN-A receptor is

heh DCs in tumor

not expressed by all cells. Thus, activation of IFN-A secretion by BDCA3
could probably partially, but not totally, replace IFN-o. antitumoral effects by recruiting
effector cells or reducing tumor cells proliferation. Finally, we determine whether TA-DCs
were altered by tumor microenvironment using an in vitro model allowing us to test the

effects of tumor supernatant on cytokine production. Thanks to this model we observed
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an inhibition of IFN-A and TNF-a production by all tumor supernatants. Previous works
highlighted the role of IL-10, TGF-B, VEGF, TNFa or PGE-2 in the inhibition of cytokine
secretion by DCs (Bekeredjian-Ding et al., 2009; Hartmann et al., 2003; Michielsen et al.,
2011; Mittal and Roche, 2015; Sisirak et al., 2013). Using luminex technology we will now
assess the presence of a wide range of cytokines in tumor supernatant with the aim to
identify factors involved in the inhibition of DCs IFN-A production. To confirm our results,
neutralizing monoclonal antibodies may be also used to reverse the inhibitory effect of
tumor supernatant.

We obtained some evidences of BDCA3"®"

However, their homologies with circulating BDCA3

DCs presence in breast tumors.
"M DCs have to be confirmed by other
approaches. In particular, the dichotomous expression of XCR1 questions the
homogeneity of the BDCA3"®"
from tissue is usually done to confirm their singularities (Haniffa et al., 2012; Watchmaker
et al., 2014; Marquet et al., 2014). Thus gene expression profile of TA-DCs and blood DCs
will be done to validate their homology. Moreover it could potentially reveal other

unexpected altered pathways such as those involved in cross-presentation or to explain

DCs in tumors. Transcriptomic analysis of DCs isolated

their recruitment in tumors. We observed for instance that in addition to XCR1, in vitro-
derived BDCA3™8" DC express CXCR3 and CXCR4 (data not shown). The expression of
those receptors by TA-BDCA3"8" DCs could be interesting. Indeed, CXCR3 and CXCR4 are
known to be involved in DCs recruitment by tumors (Lo et al., 2010; Rajkumar et al., 2010;
Vanbervliet et al., 2003; Vermi et al., 2003; Zou et al., 2001). XCL1 and XCL2 are also known
to induce BDCA3"®" DCs migration and thus XCR1 could potentially be involved in their
recruitment (Crozat et al., 2010). Those two chemokines were detected in ovarian cancers
but were not observed yet in breast tumors (Kim et al., 2012).

Various studies revealed the importance of TA-DCs localization and maturation for
patient’s prognosis (Iwamoto et al., 2003; Kobayashi et al., 2007; Ladanyi et al., 2007;
Movassagh et al., 2004). Recent studies also described the presence of tertiary lymphoid
structures (TLS) in various cancers, enriched in lymphocytes and mature DCs, that
correlate with a better patient survival and Th1 responses (Goc et al., 2014). On the
contrary, presence of mature DCs outside of those structures was associated with a bad
survival in renal cancer (Giraldo et al., 2015). Thus, staining on tumor sections to define
the precise localization and maturation of BDCA3"8"
necessary. We also have to use additional markers such as DC-LAMP, CD80 or CD86 to

DCs in primary breast tumors will be

establish their maturation state as well as T and B cells specific markers to determine the
concomitant presence of TLS in tumor sections. Moreover, it would be interesting to
screen T cells, NK cells, macrophages colocalization as they could collaborate and impact
differentially the prognosis (Bindea et al., 2014; Deauvieau et al., 2015; Yamazaki et al.,,
2010). Indeed infiltration with BDCA3"8"
highly infiltrated by regulatory T cells for example. Combining those results with
retrospective clinical data should allow us to determine whether the presence, the

DCs may be not predictive if the tumor is also
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maturation or the localization of TA-BDCA3"8" DCs impact patient’s survival. Those results
should strengthens, but could also contradict, previous data obtained by TCGA analysis
showing an association between the presence of those cells compare to other myeloid
cells and a good prognosis in human melanoma, head and neck cancers and lung cancers
(Broz et al., 2014).

In summary, our results demonstrated the presence of BDCA3"e"

DCs in primary
breast tumors impaired for cytokine production compared with blood DCs. In particular,
IFN-A appeared to be inhibited by soluble factors present in the tumor microenvironment.
The impact of this alteration on patient’s survival needs further investigation to improve
our understanding of molecular mechanisms involved in tumor progression.
Nevertheless, TA-BDCA3"™8" DCs are still able to produce some cytokines in response to
TLR ligands. This indicates that reactivation of this DC subset by appropriate therapeutic

strategies needs to be evaluated.
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Materials & Methods

Patients, human tissue samples and blood

Fresh tumor and blood samples (collected on CTAD anticoagulant) from patients
diagnosed with primary breast carcinoma were obtained before any treatment from the
Centre Léon Bérard (CLB) tissue bank after patient informed consent. The study was
reviewed and approved by the Institutional Review Board of CLB. Discarded human tonsil
material was obtained anonymously according to the institutional regulations in
compliance with French law. Healthy human blood was obtained anonymously from the
Etablissement Francais du Sang (Lyon, France). Written informed consent was obtained
from all study participants in accordance with the Declaration of Helsinki.

Preparation of single cell suspensions and peripheral blood mononuclear cells

Tonsils or sections of the resected tumor area selected by the pathologist were placed in
RPMI 1640 medium with 100 1U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (Invitrogen).
After mechanical dilacerations, tissues were digested for 45 min at 37°C in RPMI 1640
medium (Life Technologies) with antibiotics, 1 mg/ml collagenase IA and 20 pg/ml DNase |
(Sigma Aldrich). Then, digested samples were filtered on 7oum cell strainer and
resuspended in medium supplemented with 10% FCS (cRPMI) for further analyses.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from blood samples using
lymphocytes separation medium (Eurobio).

Flow cytometry and cell staining

All flow cytometry acquisitions were done using LSRFortessa Cell Analyzer (BD
Biosciences) and analyses were conducted on FlowJo 9 Software. See supplementary
Table S1 for antibody list. Dying cells were excluded by DAPI or Live and Dead Yellow
staining (Life Technologies).

In vitro culture assays

Cord blood progenitors were differentiated into DC as previously reported (Poulin et al.,
2010). Cord blood CD34" cells were cultured at 5 x 10* cells/ml for 7 days in StemSpan
serum free medium (StemCell Technologies) with penicillin, streptomycin, 100 ng/ml SCF,
20 ng/ml IL-6 (R&D Systems), 100 ng/ml FIt3L and 20 ng/ml IL-3 (Peprotech). Expanded
cells were then plated at 6.25 x 10* cells/ml in RPMI 1640 medium with penicillin,
streptomycin, 10% heat-inactivated fetal calf serum (Eurobio), 20 ng/ml GM CSF, 20 ng/ml
IL-4 (from Schering Plough), 20 ng/ml SCF and 10ong/ml FIt3L. Cytokines were replenished
after 6 days and cultures were harvested after 11-13 days.

Ex vivo and in vitro DCs stimulation

Tumor digested samples and PBMC were cultured at 1 X 10° cells/ml for 5h in cRPMI with
5pg/ml R848 (Invivogen) and 3opl/ml Polyl:C (Invivogen). GolgiPlug (BD Biosciences) was
added after 1h. At the end of the activation, harvested cells were stained, fixated in PBS

62






2% formaldehyde, permeabilized in PBS 3% SVF 0,5% saponine and intracellular stained
with antibodies directed against each cytokines.

In vitro CD34-derived DC were cultured at 2 x 10° cells/ml for 48h, in 96 well round bottom
plates, in cRPMI with 1opg/ml Polyl:C alone or with 5ug/ml R848 and 1opg/ml Polyl:C and
completed with 25% tumor supernatant. Cytokines (IL-29, IL-28A, TNFa) secretions were
quantified in supernatant culture medium by specific ELISA according to manufacturers'
instructions (R&D Systems).
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Figure 1: BDCA3"8" DCs are present in primary breast tumors. A) Gating strategy used to identify BDCA3

high

DCs (CD141™8") and BDCA1" (CD1c*) DCs in breast tumor and healthy donor or patients’ blood. B) ClecoA,
XCR1, SIRPa and CD11b surface expression (black thick lines) and corresponding isotype controls (grey full
histograms) of TA-DC or circulating DC, representative of 3-5 experiments. C) Percentage of pDCs, BDCA1"
DCs and BDCA3"®" DCs among hematopoietic cells (CD45") in healthy donor (HD) blood, patients’ blood and

primary breast tumors. Each point represents one donor.
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Figure 2: Cytokine production of circulating and tumor-associated (TA) DCs after ex vivo activation.
Percentage of TNFa. (A), IFNa (B) or IFN-A (C) positive pDCs, BDCA1* DCs and BDCA3"8" DCs were evaluated

following 5 hours of R848 + Polyl:C stimulation. Each point represents one donor.
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Figure 3: IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) and TNFa secretion by cord blood derived DC are inhibited by all
tumor supernatants tested. A) IFN-A1, IFN-A2 and TNFa secretions were assessed by ELISA. B) Percentage
of cytokine secretion inhibition after Polyl:C stimulation with 6 different tumor supernatants (SN). Each
point represents independent experiments with different cord blood donors.
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Figure S1B: Percentage of BDCA3"®" DCs among hematopoietic cells depending on their histological (Ductal,
Lobular or Not Classified) classification, their SBR grade (SBR1, SBR2, SBR3), and their Her2 or hormone
receptor expression (Progesterone Receptor: PGR; Estrogen Receptor: ER)
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Figure S2: Clec9A expression on BDCA1" DCs, pDCs or BDCA3"e"

DCs extracted from tonsil with mechanical
dilaceration following (bottom) or not (top) by a digestion step.

Antigen Flurochrome Clone Suppliers
CD3 Horizon V500 UCHT1 BD Biosciences
CD14 Horizon V500 MSE2 BD Biosciences
CD15 Horizon V500 HI98 BD Biosciences
CD19 Horizon V500 HIB19 BD Biosciences
CD11b FITC M1 Miltenyi
CD11b Brilliant Violet 421 ICRF44 Biolegend
CD11c PerCPCy5.5 Buil5 Biolegend
CD45 PE-Texas Red 133 Beckman Coulter
HLA-DR APC-H7 G46-6 BD Biosciences
BDCA1/CD1c PE-Cy7 L161 Biolegend
BDCA2 APC AC144 Miltenyi
BDCA3/CD141 APC AD5 Miltenyi
IFN-alpha FITC LT27:295 Miltenyi
IFN-lambda Conjugated with CF568 247801 R&D
TNF-alpha Alexa Fluor 700 Mab11 BD Biosciences
Clec9A APC 8F9 Miltenyi
SIRPalpha PE-Cy7 SE5A5 Biolegend
XCR1 Strep-Tactin PE '”R_l‘:;';""rchggl‘z"g;h

Table S1: Antibodies and other reagents used for flow cytometry stainings
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Article 2

L’utilisation des DC BDCA3"®" obtenues in vitro selon le protocole publié par Poulin
et son équipe (Poulin et al., 2010) m’a également amené a collaborer avec I’équipe de
Marc Dalod (Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy). En effet, I’analyse de Poulin

high issues de

permettait de faire ressortir des ressemblances entre les DC BDCA3
progéniteurs et celles du sang mais une analyse plus poussée semblait nécessaire pour
confirmer cette homologie. Par ailleurs, ce protocole permettant d’obtenir deux
populations de DC, les DC BDCA3"8" exprimant XCR1 ainsi qu’une autre population
BDCA3" mais n’exprimant pas XCR1 il apparut intéressant de déterminer si cette
population présentait aussi des homologies avec une population de DC précédemment
décrite. Cette collaboration nous a permis de combiner les compétences d’analyse
transcriptomique de I’équipe de Marc Dalod a notre savoir-faire pour comparer en
profondeur le transcriptome, le phénotype et la fonction des DC issues de progéniteurs a
celles du sang.

Nous avons ainsi validé que les DC BDCA3"®"

obtenues in vitro sont homologues a
celles du sang. Elles possédent tout d’abord de fortes similarités transcriptomiques,
vérifiées phénotypiquement. Elles répondent également de maniére similaire a une
stimulation par R848 ou Polyl:C alors qu’elles sont insensibles au LPS que ce soit en terme
d’expression génique ou de sécrétion de cytokines. Enfin, la présentation croisée d’Ag par
les DC BDCA3"8" obtenues in vitro est fortement induite par R848 ou Polyl:C. Les autres
DC obtenues dans la culture sont quant a elles homologues aux MoDC. Elles sont activées
en réponse au LPS ou R848 mais leur présentation croisée d’Ag n’est pas augmentée en

présence de R848 contrairement & ce qui est observée pour les DC BDCA3™®",

L’ensemble de ces résultats nous ont ainsi permit de valider la pertinence du
modele et de 'utiliser pour le reste de nos travaux.
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Human XCR1" Dendritic Cells Derived In Vitro from CD34"
Progenitors Closely Resemble Blood Dendritic Cells,
Including Their Adjuvant Responsiveness, Contrary to
Monocyte-Derived Dendritic Cells

Sreekumar Balan,*"* Vincent Ollion,*%'* Nicholas Colletti,** Rabie Chelbi,*"*
Frédéric Montanana-Sanchis,”"* Hong Liu,** Thien-Phong Vu Manh,*"*

Cindy Sanchez,*"* Juliette Savoret,*"* Ivan Perrot,”" Anne-Claire Doffin,% '
Even Fossum,** Didier Bechlian,*® Christian Chabannon,?® Bjarne Bogen, Y
Carine Asselin-Paturel,”” Michael Shaw,** Timothy Soos,** Christophe Caux, %"
Jenny Valladeau-Guilemond, %! and Marc Dalod®"*!l!

Human monocyte-derived dendritic cell (MoDC) have been used in the clinic with moderately encouraging results. Mouse XCR1*
DC excel at cross-presentation, can be targeted in vivo to induce protective immunity, and share characteristics with XCR1*
human DC. Assessment of the immunoactivation potential of XCR1" human DC is hindered by their paucity in vivo and by their
lack of a well-defined in vitro counterpart. We report in this study a protocol generating both XCR1* and XCR1~ human DC in
CD34* progenitor cultures (CD34-DC). Gene expression profiling, phenotypic characterization, and functional studies demon-
strated that XCR1~™ CD34-DC are similar to canonical MoDC, whereas XCR1* CD34-DC resemble XCR1" blood DC (bDC).
XCR1* DC were strongly activated by polyinosinic-polycytidylic acid but not LPS, and conversely for MoDC. XCR1* DC and
MoDC expressed strikingly different patterns of molecules involved in inflammation and in cross-talk with NK or T cells. XCR1*
CD34-DC but not MoDC efficiently cross-presented a cell-associated Ag upon stimulation by polyinosinic-polycytidylic acid or
R848, likewise to what was reported for XCR1* bDC. Hence, it is feasible to generate high numbers of bona fide XCR1* human

DC in vitro as a model to decipher the functions of XCR1* bDC and as a potential source of XCR1* DC for clinical use. The

Journal of Immunology, 2014, 193: 1622-1635.

endritic cells (DC) are a heterogeneous family of rare
leukocytes that sense danger signals and convey them
to lymphocytes for the orchestration of adaptive immune
defenses. Clinical trials used monocyte-derived DC (MoDC) to

attempt to promote protective immunity in patients suffering from
infections or cancer. These immunotherapies showed limited ef-
ficacy, owing to the poor recirculation of MoDC to lymph nodes (1,
2) and likely to other yet uncharacterized functional differences
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between MoDC and lymphoid tissue-resident DC (LT-DC).
Hence, major efforts are being made to better characterize hu-
man LT-DC and to evaluate their immunoactivation potential.

Steady-state human blood and secondary lymphoid organs
contain three major DC subsets, CD141(BDCA3)*CLEC9A* DC,
CD1c¢(BDCA1)" DC, and CLEC4C(BDCA?2)" plasmacytoid DC
(pDC) (3). Homologies exist between mouse and human LT-DC
subsets (4, 5). Comparative transcriptomics (4—7) and functional
studies (7-12) showed that human CD141"CLEC9A* DC are
homologous to mouse spleen CD8a™ DC, which are specialized
in cross-presentation. Mouse CD8a* DC and human CD141*
CLEC9A™ DC specifically express the XCR1 chemokine receptor
(4, 8, 9, 13, 14) and can therefore be coined XCR1* DC. The
ligands of XCR1 are selectively expressed in NK and CD8 T cells,
promoting their interactions with XCR1* DC (13). Human XCR1*
DC have been described in many tissues (6, 7, 15). Human and
mouse XCR1* DC specifically express high levels of TLR-3 (16)
and respond to its triggering with hepatitis C virus or with the
synthetic ligand polyinosinic-polycytidylic acid (Polyl:C) by
IFN-A production (12, 15, 17) and by enhanced cross-presentation
(7-11). The extent to which human XCR1" DC are more efficient
for cross-presentation than other human DC subsets is debated. It
depends on the tissue origin of the DC subsets, on their activation
status, and on the mode of Ag delivery (7-10, 18-23). However,
several independent studies showed that human XCR1" blood DC
(bDC) excel at cross-presentation of cell-associated Ags (8-10,
18) and of particulate Ags delivered through FcyRs, through
lysosomes (19, 20) or upon polyl:C stimulation (8, 10, 23). Be-
cause they share unique characteristics with mouse XCR1* DC,
human XCR1" bDC constitute a distinct human DC subset that
may have potential clinical applications (24-26). To determine
whether and how human XCR1* DC could be harnessed in the
clinic, it is necessary to better characterize them. This includes
determining their global responses to adjuvants. A major bottle-
neck for such studies is the paucity of XCR1" DC in human tis-
sues. Generating high numbers of XCR1* DC in vitro from CD34"
hematopoietic progenitors will help overcome this problem.

Human DC derived in vitro from monocytes or CD34" pro-
genitors have been widely used to investigate DC biology. Only
MoDC (27) and Langerhans cells (LC) (28) have been generated
reproducibly in vitro by many teams. Gene expression profiling
and/or ontogenic studies showed that MoDC, Langerhans cell, and
DC lines strikingly differ from LT-DC subsets and are more
similar to monocytes or macrophages (4, 29-32). Cultures of
CD34* progenitors with FLT3-ligand (FLT3-L) or thrombopoietin
(TPO) have been reported to yield pDC, CD141"CLEC9A™ DC,
or CDIc™ DC (11, 33, 34). The extent to which the CD141*
CLEC9A™, the CDI1c*, or the other HLA-DR" cells in these cul-
tures resembled human bDC subsets was, however, not thoroughly
examined. In this study, we report a protocol generating high
numbers of both XCR1* DC and XCR1~ DC in CD34" progenitor
cultures (CD34-DC), with a high-throughput characterization of
these DC subsets by gene expression and secreted molecule pro-
filing under steady-state and activation conditions and by com-
parison with XCR1* bDC and MoDC.

Materials and Methods
Isolation of cord blood CD34™ cells

Human nontherapeutic-grade cord blood (CB) samples were collected from
informed and consenting mothers at the Etablissement Francais du Sang
(EFS) Lyon in the frame of an EFS-INSERM agreement or at the Mar-
seille University Hospital de la Conception birth clinic and obtained
through the Marseille CB bank. Marseille CB bank is a not for-profit al-
logeneic CB bank affiliated with the French consortium of CB bank (RFSP,
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Reseau Francais du Sang Placentaire) and the “Agence de Bioledecine.”
CB units that were disqualified for therapeutic use upon reception at the
Institut Paoli-Calmettes cell therapy facility, because of insufficient vol-
ume or total cell number, were used for research, as indicated to pregnant
mothers in the information document. The protocol was reviewed by the
Institut Paoli-Calmettes Comité d’Orientation Stratégique (COS or IRB).
CD34" cells were enriched magnetically by using the Dynal (Invitrogen) or
Miltenyi Biotec CD34" cell isolation kit. CD34" cells from adult donor
bone marrow or mobilized peripheral blood were purchased from properly
licensed commercial companies (AllCells and StemCells).

In vitro generation of MoDC from enriched monocytes derived
from CB CD34™ cells

MoDC were differentiated from enriched monocytes derived from CB
CD34" cells, as adapted from a published protocol (35). CD34" cells were
expanded for 21 d in expansion#l medium (stemspan from StemCell
Technologies; 10% FBS, 25 ng/ml FIt-3L, 20 ng/ml stem cell factor [SCF],
and 10 ng/ml TPO). The cells were replated in weekly intervals at 5 X 10*
cells/ml, 2 ml/well, in 6-well plates, in fresh expansion#1 medium. On day
14, the cells were plated in 100-mm dishes at 2 X 10° cells/ml, 10 ml/dish,
in fresh expansion#1 medium. On day 21, CD14* monocytes were en-
riched by positive selection through MACS (Miltenyi Biotec) and differ-
entiated for 7 d in differentiation#1 medium (RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich), 10% FBS, 50 ng/ml GM-CSF, and 25 ng/ml IL-4) (GM4
protocol). The growth factors and cytokines used were from PeproTech
unless specified otherwise.

Invitro generation of XCRI1" and XCRI1~ DC from CB CD34*
cells

XCR1* CD34-DC cultures were performed accordingly to the FS36 pro-
tocol (11) and modifications thereof as described below. For the FS36
protocol, CD34" cells were cultured for 7 d at 5 X 10* cells/ml, 2 ml/well,
in 6-well plates, with expansion#2 medium (stemspan; 100 ng/ml Flt-3L,
100 ng/ml SCF, 20 ng/ml IL-3, and 20 ng/ml IL-6) in the absence of serum
supplementation. Expanded cells were harvested on day 7. They were used
for DC generation, either directly or after cryopreservation, through culture
in U-bottom 96-well plates in differentiation#2 medium (RPMI 1640
medium; 10% FCS, 100 ng/ml Flt-3L, 20 ng/ml SCF, 20 ng/ml GM-CSF,
and 20 ng/ml IL-4). On day 6, half of the medium was replaced, and fresh
cytokines were added. Cultures were harvested at days 8—11. In the
adapted version FS36A, 5% heat-inactivated autologous plasma was added
to the expansion medium. In the FS3TA protocol, for the expansion phase,
50 ng/ml TPO was substituted to IL-6 (expansion#3 medium), and 5%
heat-inactivated autologous plasma was added. The FS3T protocol was
based on the FS3TA with substitution of autologous plasma by 10% FBS.
The optimized FS3T* protocol was based on the FS3T protocol, with
reduced cell density and culture in 96-well plates during the expansion
phase and decreased concentration of GM-CSF and IL-4 during the dif-
ferentiation phase. In detail, for the FS3T* protocol, CD34" cells were
cultured for 7 d at 2.5 X 10* cells/ml, 200 pl/well, in round-bottom 96-
well plates, with expansion#3 medium (stemspan; 100 ng/ml Flt-3L, 100
ng/ml SCF, 20 ng/ml IL-3, and 50 ng/ml TPO) with 10% FCS. Expanded
cells were differentiated in RPMI 1640 medium plus 10% FCS, with 100
ng/ml Flt-3L, 20 ng/ml SCF, 2.5 ng/ml GM-CSF, and 2.5 ng/ml IL-4 in U-
bottom 96-well plates (6.25 X 10* cells/ml and 200 pl well). On day 6,
half of the medium was replaced, and fresh cytokines were added. Cultures
were harvested on days 8-13, depending on the experiments.

Surface staining and sorting of in vitro—generated DC

Cells were stained with Abs (Table I) for 30 min at 4°C, washed with 1X
PBS, and acquired on a LSR II or Canto II flow cytometer (BD Bio-
sciences). Human XCR1 was stained with a fluorescently coupled
recombinant human chemokine ligand vaccibody (thXCL1-mCherry) (36).
FS36 and FS3T cultures were sorted into >97% pure DC subsets with
a FACSAria cytometer (BD Biosciences), based on viability (negativity for
Sytox blue; Invitrogen) and expression of CD141 and CDl1lc.

Purification of peripheral blood DC

PBMC were prepared by Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) gradient cen-
trifugation from buffy coats received from EFS (Marseille) and depleted of
monocytes, B cells, and T cells by negative selection using LD columns and
magnetic beads coupled to Abs against CD3, CD14, and CD19 (Miltenyi
Biotec). Enriched cells were stained for 30 min at 4°C in 1X PBS and
0.5% BSA. Viable (Sytox blue-negative) DC subsets were sorted with
a FACSAria cytometer (BD Biosciences) to a purity > 96%, as Lin” HLA-
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DR*CD11c"CDlc” CLEC4C™ CD141™€" cells for XCR1* DC, Lin HLA-
DR*CD11c"€"CD1¢*CLEC4C CD141 7% cells for CD1c* DC, and
Lin HLA-DR*CD11c¢ CDlc” CLEC4C*CD141 ¥ cells for pDC.

Cytospin and Wright—Giemsa stainings

Cells were diluted at 10-15 X 10° cells/50 wl and used for the cytospin at
400 rpm for 4 min. The slides were air-dried for 15 min, fixed in methanol
for 7 min, and stained with Wright-Geimsa solution (Sigma-Aldrich).
Images were taken with a Nikon eclipse (camera “DS-Fi2) microscope.

TLR stimulation of DC subsets

Optimal doses of adjuvants were defined by titration curves in assays
assessing the phenotypic maturation of CD34-DC cultures (data not shown).
Sorted DC subsets were stimulated for 16 h with PolyI:C (5 pg/ml), R848
(10 pg/ml), or LPS (1 pg/ml) (all from InvivoGen). Cells were then ex-
amined for phenotypic maturation or used for RNA extraction. Sorted bDC
were maintained in FIt-3L (100 ng/ml) plus GM-CSF (20 ng/ml). MoDC
were stimulated on day 6.

Cytokine production assays

Cytokines were titrated in culture supernatants with a custom procarta
immune assay kit following the instructions from the manufacturer. Data
were acquired with the Magpix reader using the XPONENT 4.2 software and
analyzed with the Milliplex Analyst 5.1 Software.

RNA extraction and microarray experiments

Total RNA was prepared with the RNeasy Micro kit (Qiagen). The quantity
and integrity of mRNA were measured using the 2100 Bioanalyzer system
with picochips (Agilent Technologies). The RNA integrity numbers were
generally above 8 and never below 7. Microarray experiments were per-
formed at the Plate-forme Biopuces (Strasbourg, France) (http:/www-
microarrays.u-strasbg.fr). In brief, cDNA was generated and labeled us-
ing the Ribo-SPIATM Whole Transcript Amplification Process (NuGen)
using as a starting material 20 ng total RNA for most of the in vitro—de-
rived DC and 1 ng for ex vivo—isolated blood DC. GeneChip Human Gene
1.0 ST DAT files were processed using Affymetrix Gene Chip Operating
System to generate .CEL files. Quality control of the array hybridization
and normalization of the raw Affymetrix expression data with Robust
Multi-chip Analysis 2 (37) were performed through Bioconductor in the R
statistical environment (version 2.14.1) using the oligo package. Density
plots of the normalized expression data were generated to estimate the
background noise. For TLR stimulations of CD34-DC subsets, differen-
tially expressed genes between conditions were identified by General
Linear Model with paired analysis comparing Polyl:C, R848, or LPS-
treated samples to unstimulated controls for each DC subset of each in-
dividual CB culture tested. For hierarchical clustering and heat maps, each
gene was represented by only one ProbeSet selected as the one giving the
highest signal. Principal component analysis (PCA) was computed with the
MeV software and represented with the R software (scatterplot3D pack-
age). Hierarchical clustering was made with the pvclust package in R to
evaluate the robustness of the branches of the tree through multiscale
bootstrap resampling of the genes (http://www.is.titech.ac.jp/~shimo/prog/
pvclust/). Heat-map representations were made with the GeneE soft-
ware (http://www.broadinstitute.org/cancer/software/GENE-E/). Genes were
clustered based on coregulation analysis using BioLayout Express3D for
computing Pearson’s correlation coefficients and for graphical represen-
tation (38).

Allogeneic CD4" T cell stimulation

CD4" T cells were isolated from buffy coat with the RosetteSep human
CD4* T cell enrichment mixture (StemCell Technologies). CD4™ T cells
were labeled with CFSE (2 wM) and cocultured with DC at 20:1 ratio for
6 d. T cell proliferation and CFSE dilution was assessed by FACS after
input of a same number of latex beads in each well and staining with PE-
CD3 and allophycocyanin-CD4. Absolute cell counts were determined
through normalization by acquisition of the same number of latex beads
per sample.

Generation of K562-N9V or GFP expressing cell lines

We used lentiviral- based vectors to generate the K562 cell line expressing
the N9V epitope of the CMV pp65 fused in frame at the 5'-end to cyto-
plasmic OVA. The HIV lentiviral backbone is based on self-inactivating
3’-long terminal repeat vectors. This vector was engineered to carry first
the human CMV early enhancer/chicken B-actin hybrid promoter driving
the N9V-OVA protein, followed by the spleen focus-forming virus pro-

moter driving the enhanced GFP reporter gene. To increase the level of
transcription the woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory el-
ement was inserted downstream of N9V-OVA. Amplification of the fusion
protein was done using a vector encoding a full OVA as template and the
following primers: forward N9V-CytOVA, 5'-GCCTCGAGTGAGCCA-
CCATGATCCTGGCCCGCAACCTGGTGCCCATGGTGGCTACGGT-
TCAGGGTCAGAATACCAGGACACAAATAAATAAGGTTGTTCG-3',
and RVS-OVA, 5'-CTGCTCAAGGCCTGAGACTTC-3". Viruses were
pseudotyped with vesicular stomatitis virus glycoprotein, infections at
MOI 5 were performed, and 5 d posttransduction, GFP-positive K562 cells
were cell sorted, expanded in culture, and used as a stable bulk population.
GFP expression was checked before each experiment. Negative controls
for cross-presentation experiments always included K562 cells infected
with a lentivirus encoding GFP alone, which never induced IFN-y pro-
duction by the CD8 T cell clone (data not shown).

Cross-presentation assay

A total of 10° K562 cells expressing the NOV (psp65493'5 93) epitope from
the major CMV structural protein and 0.5 X 10° DC were cocultured in
round-bottom 96-well plates in complete medium for 24-36 h with or
without Polyl:C (5 pg/ml) or R848 (10 wg/ml) (InvivoGen). As positive
control, 10 nM soluble N9V peptide was added to DC for 1 h before ex-
tensive washes. An N9V-specific T cell clone (0.5 X 10°cells/well) (39)
was then added in the presence of GolgiStop (BD Biosciences) for an
additional 12 h (ratio DC:T = 1:2). After fixation and permeabilization,
T cell activation was determined as the percentage of IFN-y—expressing
cells within CD3*GFP ™ cells.

Statistics

Statistics for gene chips data analyses are detailed in Materials and Methods
and the figure legends. Significance for other experimental data was
evaluated with Graph pad Prism 6, using the tests indicated in the figure
legends.

Accession numbers

The microarray data have been submitted to the Gene Expression Omnibus
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) under accession number
GSE57671.

Results
Combined use of FLT3-L and TPO in CD34" progenitor
cultures yields high numbers of XCRI* DC

We reproduced what to our knowledge is the first published pro-
tocol for in vitro generation of XCR1* DC from CB CD34*
progenitors (11). It consisted in an initial 7-d expansion phase with
FLT3-L, SCF, IL-3, and IL-6 (“FS36” cultures), followed by a
13-d differentiation phase with FLT3-L, SCF, GM-CSF, and IL-4
(Supplemental Fig. 1A). We tested modifications of this protocol
by varying the cytokines used for the expansion phase (data not
shown), in particular IL-6 replacement by TPO (“FS3T” cultures).
FS36 and FS3T cultures were both composed in majority of
CD11c""CD141* HLA-DR" cells (Fig. 1A, Table I, Supplemental
Fig. 1B), which lacked expression of XCR1, CLEC9A, and CADM1
(Fig. 1B, Supplemental Fig. 1C) and were therefore named
XCR1™ CD34-DC. The cultures also consistently encompassed
CD11c°¥CD141""HLA-DR* cells (Fig. 1A, Supplemental Fig.
1B), which shared with XCR1* bDC (36) specific expression of
XCRI1, CLEC9A, and CADMI1 (Fig. 1B, Supplemental Fig. 1C)
and were thus named XCR1* CD34-DC. MoDC were derived
from the same CB CD34" cells (Supplemental Fig. 1A) (35). The
morphology of XCR1* CD34-DC was similar to that of XCR1*
bDC, and XCR1™~ CD34-DC resembled MoDC (Fig. 1C). FS3T
cultures yielded higher percentages and absolute numbers of
XCR1* CD34-DC (Supplemental Fig. 1D, 1E). The yields of
XCR1" CD34-DC were improved by lowering cell density and
adding 10% FBS during the expansion phase. During the differ-
entiation phase, lower concentrations of GM-CSF and IL-4 were
sufficient to yield maximal numbers of XCR1* CD34-DC (data
not shown). XCR1* CD34-DC were not detected at the end of the






The Journal of Immunology 1625

GM-CSF + IL-4 F C1 (n=1228),
MoDC = XCR1- CD34-DC
« . and in MoDC

i egs

A

[

o

= C6 (n=82) «

[m] +
o C5 (n=137) « CD1c7bcDC_ . . 8
bpDC & e - =]
¢ @ 2 = -
(&)
> * o0 C7 E
* ]
=2
B MoDC o C3(n=218) ©
o oin vitro derived DC L
©

C2 (n=747)
XCR1*bDC and %
®C4 (n=188)
XCR1* CD34-DC
and in XCR1* bDC

Average mRNA relative expression profile

XCR1-
CD34-DC  MoDC

C1

XCR1- CD34-DC
1N

Cc3

D _| Chic'bbCo
XCR1* bDC
. a @bpDC
ES
€3
g R, ¥
% XCR1- CD34-DC o
M Oweccccccccsnccnnscacsntccnccccnas -
g8 hA
o .
MoDC
@ XCR1* CD34-DC
7 ° —
. c5 ] 1GJ cé mEaEn W0
Y . i SELL FAIM3
T T T T T LILRA% %fésf
PTPRS
D TR B SCAMPS CD300LB
PC1 [x104] (38 %) TCL1A __|JAKMIP2
NLRP7T NCAM1
E CX3CR1 [ GFPT2
" 97 ] 12 GZMB | MMPT7
o EPHB1 . VNN2
= 99 TLR9 EPGN
=3 NCR2 I N CD244
o BLK CEP63
TLR7 EREG
el AXL | | | IVCAN
S 92 ] | |CLEC4C FCN1
62 ] CARD11 SSH2
o
2000000000000 00COOSS i
XCR1- MoDCE & §  XCR1* ! al o I Wstcas
CD34-DC &3 7 cb3DbC Relative expression value
a‘i x (Log, normalized to mean expression of all samples)
[ [ e |
O x -4 2 -1 0 1 2 4

FIGURE 1. Characterization of in vitro—generated CD34-DC subsets. (A) Identification of cell subsets in cultures of CD34" CB progenitors based on the
expression of CD11c and CD141 for FS3T cultures (left contour plot, double-negative cells in violet, XCR1~ CD34-DC in green and XCR1* CD34-DC in
red) and G4 cultures (right contour plot, MoDC in black). (B) Expression of XCR1, CLEC9A, and CADMI1 on each of the cell subsets identified in (A),
using the same color code. Isoptype control stainings are shown as gray curve on each histogram. For (A) and (B), one representative result of at least three
independent cultures is shown. (C) Microscopy analysis of the morphology of Giemsa/May—Griinwald-stained DC subsets sorted from the cultures of
CD34" CB progenitors or from the blood of adult healthy donors. (D-G) Gene expression profiling of XCR1* CD34-DC, XCR1~ CD34-DC, and MoDC.
Microarrays were performed on total RNA extracted from DC subsets FACS purified from FS3T culture (XCR1* CD34-DC and XCR1~ CD34-DC), from
G4 cultures (MoDC), or from the blood of adult healthy donors (bpDC, CD1c* bDC, and XCR1* bDC). (D) PCA performed on all ProbeSets. (E) Hi-
erarchical clustering performed on the 3934 genes showing a fold change = 2 between at least two of the cell types studied, using Pearson and average as
distance metric/linkage parameters. The numbers above edges indicate the robustness of the corresponding node, calculated as (Figure legend continues)
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Table I. Abs and other reagents used for flow cytometry stainings
Ag Fluorochrome Clone or Reagent Suppliers
CDlc PE ADS-8E7 Miltenyi Biotec
CDlc PerCp L161 BioLegend
CDla Allophycocyanin- HI149 BioLegend
Cy7
BDCA2 PerCp 201A BioLegend
BDCA2 Biotin ACl144 Miltenyi Biotec
BDCA3 FITC ADS5-14H12 Miltenyi Biotec
BDCA3 Allophycocyanin AD5-14H12 Miltenyi Biotec
BDCA3 PE VI EO13 BD Bioscience
lin mixture 3 (CD3,14, 19, 20) FITC BD Biosciences
Clec9a Allophycocyanin 683409 R&D Systems
SynCAM/TSLC1/CADM1 Purified 3El MBL
CDllc V450 B-ly6 BD Biosciences
CDl11b FITC ICRF44 eBioscience
CDI1b Allophycocyanin ~ eBioSN13 (SN13 K5-1B8) eBioscience
CD23 PE EBVCS2 eBioscience
CD32 Allophycocyanin CD32 eBioscience
CD206 PE-Cy7 19.2 eBioscience
CD209 Allophycocyanin eB-h209 eBioscience
CD86 AF700 2331 (FUN-1) BD Biosciences
CD83 Allophycocyanin HB15e BD Biosciences
HLADR AF700 LN3 eBioscience
CD40 PE MABSg9 Beckman
Coulter
TLR3 PE 34A3 Innate Pharma
TLR4 PE HTA125 eBioscience
CD172 Allophycocyanin 15-414 eBioscience
CD103 PE-Cy7 B-ly7 eBioscience
CD14 FITC MSE2 BD Biosciences
XCRI1 mCherry rhXCL1 Homemade
Secondary anti-chicken FITC Polyclonal Ab Southern
Biotechnology
Associates
Biotin Allophycocyanin Streptavidin BD Bioscience

expansion phase; their development during the differentiation
phase required both GM-CSF and IL-4; they reached maximal
frequencies ~11 d after the initiation of differentiation (data not
shown). Hence, unless specified otherwise, XCR1* CD34-DC
were generated with an optimized protocol coined FS3T*, by
culturing cells during expansion at 2.5 X 10* cells/ml, in
U-bottom 96-well plates, with 10% FBS and, during differentia-
tion, by decreasing GM-CSF and IL-4 concentrations to 2.5 ng/ml
and harvesting cultures at day 11. FS3T* cultures yielded 1.8 =
1.5 X 10° XCR1* CD34-DC from 10° CD34" CB progenitors
(Supplemental Fig. 1E).

XCRI* and XCR1~ CD34-DC respectively expressed XCRI™*
bDC and MoDC transcriptomic fingerprints

To determine in the broadest and most unbiased way possible to
which extent XCR1* CD34-DC resembled XCR1* bDC, we
profiled their gene expression. PCA (Fig. 1D) demonstrated
a clear proximity between XCR1* CD34-DC and XCR1* bDC,
and between MoDC and XCR1 ™ CD34-DC, along the PC1 axis
representing the majority of gene expression variability in the
dataset. Cell type distribution along PC1 was explained by their
differential expression of many genes previously identified as

being selectively expressed either in XCR1* bDC or in MoDC (4,
40) (Supplemental Table I). On the PC2 axis, XCR1* CD34-DC
clearly segregated away from XCR1* bDC, which resulted in part
from their higher expression of mitotic genes and lower expres-
sion of lysosomal genes (Supplemental Table I). Hence, XCR1*
CD34-DC are a good model of human XCR1* bDC, contrary to
MoDC, but their differentiation might be stopped at a preterminal
stage as it has been reported for in vitro generated mouse XCR1*
DC (41). Hierarchical clustering confirmed the strong similarity
between XCR1* CD34-DC and XCR1* bDC and between MoDC
and XCR1 CD34-DC (Fig. 1E). Coregulation analysis using
BioLayoutExpress (Fig. 1F) clustered together genes with a high
selective expression in MoDC and XCR1™~ CD34-DC (C1, n =
1228) or in XCR1* CD34-DC and XCR1* bDC (C2, n = 747 and
C4, n = 188), in consistency with the transcriptomic fingerprints
previously reported for in vitro—derived (4) or ex vivo—isolated
(40) human MoDC versus for human blood, skin, and intestine
XCR1" DC (Fig. 1G) (4, 6, 7). CD34-DC subsets from FS36 and
FS3T cultures harbored similar gene expression programs
(Supplemental Fig. 2). The expression patterns of several genes
were confirmed at the protein level (Fig. 2). Bona fide XCR1* DC
also could be efficiently generated from CD34" progenitors iso-

the percentage of occurrence of this node among 1000 independent trees generated by multiscale bootstrap resampling. (F) BioLayoutExpress clustering of the
same set of genes as used in (E). On the left, the size of the different clusters and their relationships are shown as tridimensional clouds with each gene
represented as a node colored accordingly to the gene clusters to which it belongs. The calculation parameters used were a cutoff for Pearson correlation
coefficient at 0.8 and an inflation value at 2. Only clusters encompassing =50 genes are represented. On the right, the average gene expression pattern across
all cell types examined is shown for each cluster. (G) Heat maps showing the expression patterns for 20 individual genes selected from each cluster mostly
based on prior knowledge of their selective expression in ex vivo—isolated bDC subsets (bold red for XCR1* bDC-specific genes) or monocyte-derived
inflammatory DC (bold green) and/or based on prior knowledge of their functions.
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lated from bone marrow (Fig. 3) or blood (data not shown) of adult
donors. In conclusion, to our knowledge, we demonstrated for the
first time that a culture protocol of CB CD34" cells generated
simultaneously different DC subsets along two independent
ontogenic pathways, XCR1  CD34-DC related to the monocyte
lineage and similar to MoDC as well as XCR1* CD34-DC re-
sembling XCR1* bDC.

XCRI* versus XCRI~ CD34-DC show reciprocal
responsiveness to TLR3 versus TLR4 triggering

Because we generated XCR1* CD34-DC and MoDC-like XCR1 ™
CD34-DC from the same CD34" cells in the same cultures, it
allowed a rigorous side-by-side comparison of the cell-intrinsic
immunoactivation potential of these two DC subsets, without
potential confounding effects linked to differentiation from dis-
tinct cell progenitors and with different cytokines. XCR1" CD34-
DC matured phenotypically in response to Polyl:C but not to LPS,
and conversely for XCR1™ DC and MoDC (Fig. 4A), in consis-
tency with the opposite expression pattern in CD34-DC subsets of
the respective receptors of these adjuvants, TLR3 and TLR4
(Fig. 2). TLR7/8 activation by R848 induced an intermediate re-
sponse in all DC subsets (Fig. 4A). These response patterns were
confirmed by gene expression profiling. In particular, both PCA
(Fig. 4B) and hierarchical clustering (Fig. 4C) showed that
PolyI:C stimulation of XCR1* DC and LPS stimulation of XCR1~
CD34-DC and MoDC strongly affected their gene expression
programs, setting them apart from their unstimulated counterparts.
LPS stimulation of XCR1* CD34-DC and Polyl:C stimulation of
XCR1  CD34-DC and MoDC did not strongly affect their gene
expression programs. The highest number of differentially
expressed genes (n = 2010) was observed for Polyl:C stimulation
of XCR1" DC (Fig. 4D, Supplemental Table I), followed by LPS
stimulation of MoDC (n = 1447) and XCR1 CD34-DC (n =
1047).

Hundreds of genes are similarly modulated in
Polyl:C-stimulated XCR1* CD34-DC and LPS-stimulated
XCRI CD34-DC or MoDC

PCA showed a parallel shift in the gene expression programs of
each DC subset from unstimulated to optimally activated states
(Fig. 4B). Indeed, 370 genes were similarly modulated in response
to PolylI:C in XCR1" CD34-DC and in response to LPS in XCR1~
CD34-DC or MoDC (Fig. 5, Supplemental Table I). Ingenuity
pathway analyses found many annotations to be significantly
enriched for the genes commonly upregulated in mature DCs
(Fig. 5), highlighting the contribution of this core maturation gene
set to the canonical process of DC maturation, the activation of
NK or T cells or more generally the immune defenses against
bacteria or viruses, in a large part under the instruction of NFKB
or type I IFN (IFN-I) (Fig. 5C).

Many genes are modulated in specific combinations of DC
subset/stimulus

Many genes were significantly modulated in specific combinations
of DC subset/stimulus (Fig. 5A, 5B Supplemental Table I), likely
determining the nature of the specific functions exerted by mature
DC subsets. Fewer annotations were enriched for these gene sets
and with lower statistical significance. Under steady-state con-
ditions, XCR1 ™~ CD34-DC or MoDC harbored a higher expression
of genes coding for inflammatory molecules than XCR1* CD34-
DC (Fig. 6). TLR4 or TLR8 triggering of XCR1~ CD34-DC and
MoDC further enhanced the expression of these inflammatory
molecules and induced additional ones, including /L/8 and ILI2B
(Fig. 6). IL-10 was only detected in XCR1 ™~ CD34-DC and MoDC
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in response to R848 or LPS (Fig. 6A, 6B), consistent with pro-
duction of this cytokine only by CD14* DC but not XCR1* DC in
skin (7, 42). As described for XCR1* bDC in vitro (12), XCR1*
CD34-DC uniquely expressed IFN-\ upon TLR3 triggering (Fig.
6A, 6B). Many other genes were newly found to be selectively
induced to high levels in XCR1* CD34-DC upon Polyl:C stimu-
lation (Fig. 6, Supplemental Table I), including genes encoding
antiapoptotic, antiviral, or costimulation molecules as well as
cytokines/chemokines acting on NK or T cells.

The response pattern of XCR1* CD34-DC and XCRI* bDC to
candidate adjuvants are strikingly similar

To examine to which extent the responses of XCR1* CD34-DC to
adjuvants were similar to those of XCR1* bDC, we compared the
gene expression profiling of CD1c* bDC, XCR1* bDC, XCR1"*
CD34-DC, and XCR1 CD34-DC upon stimulation with R848,
Polyl:C, or LPS. As observed for XCR1* CD34-DC, XCR1* bDC
were not activated by LPS, moderately by R848, and strongly by
Polyl:C (Fig. 7A, 7B). Polyl:C-stimulated XCR1* CD34-DC,
XCRI1* bDC, and CDIc" bDC regrouped together, away from
other conditions of stimulation of these cell types and from
XCR1 ™ CD34-DC (Fig. 7A, 7B) or MoDC (data not shown). Cell
type distribution along PCA axes resulted in a large part from their
differential expression of many genes already at steady state
(Fig. 7C, clusters 1 and 5-8) as well as from selective induction of
genes in 1) CD1c¢* bDC and XCR1~ CD34-DC by R848 and LPS
(subcluster A), 2) bDC and XCR1" CD34-DC by Polyl:C as well
as XCR1~ CD34-DC by both Polyl:C and LPS (cluster 2), and 3)
bDC and XCR1* CD34-DC by Polyl:C (cluster 4). ILI2A was
strongly and exclusively induced in bDC subsets by Polyl:C.
Despite being based on a very stringent and constrained selection
of genes bearing a heavy weight in the first three components of
the PCA, this analysis highlighted striking similarities and dif-
ferences between DC subset responses to Polyl:C. To extend this
observation, Polyl:C-induced gene clusters harboring contrasting
expression pattern across all conditions were identified through
iterative self-organizing maps (Fig. 7D). This confirmed that DC
subset responses to Polyl:C were characterized both by 1) the
induction of many genes specifically in bDC subsets and XCR1*
CD34-DC (cluster 3, n = 388), with a higher induction of a num-
ber of these genes in XCR1* bDC and/or XCR1* CD34-DC as
compared with CDIc* bDC (Supplemental Fig. 5), and 2) the
induction of many genes, in particular interferon stimulated genes,
by Polyl:C in all the DC subsets studied as well as by LPS in
XCR1™ CD34-DC (cluster 5, n = 203). In addition to ILI2A,
several genes were induced exclusively by Polyl:C in bDC (cluster
4, n = 63), including IL23A and ILI3. Thus, in addition to in-
ducing interferon stimulated genes similar to MoDC and XCR1
CD34-DC, bDC mounted a strikingly specific and strong response
to Polyl:C, which was very well modeled by XCR1* CD34-DC.

Polyl:C-activated XCRI* CD34-DC increased their ability to
stimulate allogeneic CD4 T cells and have the highest capacity
for cell-associated Ag cross-presentation

Polyl:C and R848 stimulations significantly increased the ability of
XCR1* CD34-DC to induce allogeneic CD4" T cell proliferation,
consistent with previous observations on human blood or skin
XCRI1* DC (7, 10), although this was not the case with LPS
(Fig. 8A). Under steady-state conditions, no significant differences
were observed between DC subsets for their ability to cross-
present a cell-associated Ag (Fig. 8B). Polyl:C stimulation in-
creased this function in XCR1* CD34-DC significantly above the
levels observed at steady state and in XCR1~ CD34-DC and
MoDC (Fig. 8B, 8C). Although R848 activated all DC subsets to
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the same extent (Fig. 4), it induced cross-presentation to signifi-
cantly higher levels only in XCR1* CD34-DC (Fig. 8B, 8C).

Discussion

In this paper, we report an optimized protocol for in vitro gener-
ation of high numbers of human XCR1" DC from CD34* hema-
topoietic progenitor cultures. We characterized these XCR1*
CD34-DC, as well as the XCR1~ CD34-DC representing the
major cell population in the same cultures, through an unbiased,
high-throughput comparison with XCR1* bDC and with MoDC.
These results unambiguously demonstrated that XCR1 ™~ CD34-
DC resemble MoDC, whereas XCR1* CD34-DC are a good model
of bDC and LT-DC, both under steady-state as well as activa-
tion conditions.

XCRI1* CD34-DC expressed the molecular signature charac-
teristic of XCR1" bDC, including the chemokine receptor XCR1,
which likely promotes physical interactions with CD8* T cells (8,
13), the endocytic receptor CLEC9A, which promotes cross-
presentation of Ag derived from dying cells (43), the adhesion
receptor CADMI1, which may promote the induction of CTL
responses (44), and the pattern recognition receptor TLR3, which
allows sensing of dsRNA including responsiveness to the synthetic
adjuvant Polyl:C. CDIc and CD141 are not reliable markers of
human DC subsets, because they were expressed on all the three
in vitro—derived DC subsets studied in this work, consistent
with similar observations reported for ex vivo—isolated human
DC subsets (7, 11, 42). Hence, flow cytometry assessment of
cell surface expression of the discriminative markers XCR1 or
CLEC9A and CADMI, or gene expression profiling, are critical to
ensure the identity of HLA-DR*CD1417 cells in humans (7, 8, 11,
36).

To examine the immunoactivation potential of XCR1* CD34-
DC, XCR1  CD34-DC, and MoDC, we selected for their stimu-
lation three adjuvants widely used for basic research on DC
maturation and/or for the design of novel immunotherapeutic
treatments, LPS, Polyl:C, and R848. Ag targeting to XCR1* DC
combined with Polyl:C adjuvant is one of the best vaccination
strategies to induce protective immune responses in mouse models
of infectious diseases and cancer (45, 46). It is also very efficient
for the induction of antiviral human CD4* T cell responses in
humanized mice in experimental settings where XCR1* DC are
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FIGURE 3. Efficient differentiation of XCR1* DC in FS3T cultures of
CD34" hematopoietic progenitors from the bone marrow of adult donors.
(A) Identification of cell subsets in cultures of adult bone marrow CD34*
progenitors based on the expression of CDllc and CD141, for FS3T
cultures, similarly to what is shown for CB cultures on Fig. 1A. (B) Ex-
pression of selected markers on each of the cell subsets identified in (A),
similarly to what is shown for CB cultures cultures on Figs. 1B and 2. One
representative result of at least two independent cultures is shown.
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five different CB samples were incubated for 16 h in medium alone (control) or with Polyl:C, R848, or LPS. Cells were then stained with Abs for the
maturation markers CD83, CD86, CD40, or isotype control Abs. Results are represented as fold change (FC) of mean fluorescence intensity (MFI) above
control cultures (left graphs) or as percentage of positive cells (right graphs) as a function of stimuli for each individual CB samples (symbols). To de-
termine significance, a Wilcoxon matched-pairs signed rank test was performed on 10 independent cultures from five different donors. *p < 0.05, *¥p <
0.01, **#p < 1073, (B-D) Gene expression profiling of CD34-DC subsets exposed to Polyl:C, R848, or LPS. Genome-wide expression analysis was
performed on XCR1" versus XCR1~ CD34-DC subsets sorted from three to six independent FS3T CB cultures and on three independent MoDC cultures.
(B) PCA performed on all ProbeSets. (C) Unsupervised hierarchical clustering of stimulated DC subsets performed on the 5015 genes showing a FC = 1.5
between at least two conditions. (D) Venn diagrams showing the number of genes induced (UP) or repressed (DOWN) in each DC subset by R848 (lef?),
Polyl:C (middle), or LPS (right), as well as the overlap for a given stimulus between DC subset responses.

a major source of IFN-I (47). The unique potency of Polyl:C in stimuli tested including LPS and R848, Polyl:C induces a unique
eliciting strong adaptive cellular immune responses also extends combination of cytokines and chemokines in human whole blood
to nonhuman primate vaccination against SIV, papillomavirus, or assays (51), highlighting the particular immunoactivation potential
Plasmodium falciparum (48-50). As compared with many other of this adjuvant. However, the in vivo primary targets and specific
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the enrichment of the pathways NF-KB signaling and IFN signaling shown in (A). The red font identifies the genes previously reported to be part of the core
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modes of action of Polyl:C are still largely unknown, which
hampers efficient translation to human of preclinical animal vac-
cination trials using this adjuvant. XCR1" and CDIc* bDC were
strongly and uniquely activated by Polyl:C, but not by LPS, and
conversely for MoDC. The differential responses of bDC versus
MoDC to candidate adjuvants were nicely reproduced by the
contrasting responses of in vitro-derived XCR1" versus XCR1~

CD34-DC. Hence, XCR1* CD34-DC are a good in vitro model for
XCR1* bDC not only under steady-state conditions but also in
terms of responses to adjuvants. The differences in the responses
to adjuvants of bDC versus MoDC are largely cell intrinsic rather
than being imprinted by their development in distinct environ-
ments through exposure to different growth factors and cytokines.
Of note, however, regulation of a core set of hundreds of genes
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was observed in all optimally activated human DC subsets irre-
spective of stimuli, including NFKB or IFN-I target genes. These
results extend to human XCR1* DC, our previous observations
on mouse DC subsets and human MoDC and pDC (52), and
emphasizes the relevance of MoDC as a practical model to study
the cell biology and molecular regulation underlying this con-
served maturation subprogram.

XCR1" DC and MoDC expressed strikingly different patterns
of molecules involved in the orchestration of inflammatory
responses and in cross-talk with NK or T cells. Resting XCR1 ™~
CD34-DC and MoDC expressed a much broader array of in-
flammatory molecules than XCR1* CD34-DC and XCR1* bDC,
a difference that was further increased upon stimulation by LPS or
R848. Resting XCR1* CD34-DC and XCRI1* bDC expressed
higher levels of genes critical for Ag processing and presentation,
homing to lymph nodes or cross-talk with NK and T cells. In
Polyl:C-activated XCR1* CD34-DC, XCR1* bDC, and eventually
CDIc" bDC, a specific secretion of IFN-\ was measured as well
as the selective induction of genes involved in cross-talk with NK
or T cells. Likewise to what was reported for XCR1" bDC (8, 10),
XCRI1* CD34-DC efficiently cross-presented a cell-associated Ag
upon Polyl:C or R848 stimulation. This was not the case for
XCR1™ CD34-DC and MoDC. Hence, MoDC may be poised for
inducing inflammation, whereas XCR1" CD34-DC and XCRI1*
bDC might be endowed with a stronger potential for the activa-
tion of NK cells and T cells. However, some differences were ob-
served between XCR1" bDC and XCR1* CD34-DC. XCRI*
bDC expressed higher levels of lysosomal genes at steady state
(Supplemental Table I) and, in response to Polyl:C, induced more
strongly many cytokine genes including /FNLs, IFNBI, ILI2A,
and IL23A (Supplemental Fig. 5). In contrast, XCR1" CD34-DC
expressed higher levels of mitotic genes (Supplemental Table I).
This suggests that XCR1* CD34-DC might not be completely
differentiated.

In summary, our results demonstrated that XCR1* CD34-DC
and XCR1" bDC are similar in their gene expression programs
and functions not only under steady-state conditions but also upon
stimulation. In particular, they mount strikingly broad but speci-
fic responses to TLR3 stimulation and are specialized in cross-
presentation of cell-associated Ags. In contrast, XCR1™~ CD34-
DC resemble MoDC and are specialized in the modulation of
inflammation. Our study demonstrated the feasibility of generat-
ing high numbers of bona fide XCR1" DC in vitro from clinically
relevant sources of CD34" progenitors and demonstrated their
unique responsiveness to the Polyl:C adjuvant, which represents
a significant advance toward the potential use of human XCRI1*
DC in the clinic.

subset was cocultured 24 h with N9V/OVA-expressing K562 cells with or
without R848 or PolyI:C (ratio DC:tumor = 1:1) and tested for induction of
IFN-y production by an N9V-specific T cell clone as assessed by intra-
cellular staining. (C) N9V peptide—pulsed DC subsets were used as
a positive control for the activation of the N9V-specific T cell clone and to
ensure that all DC subsets were viable and had a similar efficacy for direct
presentation of an optimal MHC-I-restricted epitope. No cross-presenta-
tion was observed in absence of cognate Ag when using K562 cells
transfected with a vector expressing GFP only (data not shown). Results
are shown as individual percentages of IFN-y—expressing T cells for four
to six independent experiments for each DC subset, with mean values
indicated by black horizontal bars. To determine significance, a Wilcoxon
matched-pairs signed rank test was performed. *p < 0.05, **p < 0.01.
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Article 3

Au cours de ma these, j’ai finalement contribué a une étude dont le but était de
caractériser le role des cellules NK dans 'induction de la présentation croisée d’Ag par les
DC (Deauvieau et al., 2015). Des travaux antérieurs avaient montré que les cellules NK
induisent la surexpression des molécules de co-stimulation a la surface des DC, favorisent
leur production d’IL-12 et la polarisation Th1 des lymphocytes T CD4" et augmentent leur
capacité de stimulation des CTL. Néanmoins, I'induction d’une telle immunité requiert, en
amont, la capture, 'apprétement et la présentation des Ag aux lymphocytes T CD8" par
les DC via le processus de présentation croisée. Le réle des cellules NK dans ce contexte
n’ayant pas été étudiée, notre équipe a mis en place un modéle cellulaire permettant
d’évaluer la présentation croisée, par les MoDC et par les DC BDCA3™®", d’un Ag exprimé
par une cible tumorale comme illustré sur le schéma ci-dessous.

Cellules NK

Signaux d’activation ?

} J._\ —_—
-5 @ R Lymphocyte
3 'ZE TCD8+
/

%VT‘& -

Cibles tumorales Capture d’Ag Présentation d’Ag

A I'aide de ce modéle, nous avons mis en évidence la capacité des cellules NK
humaines a induire la présentation croisée, par les MoDC, d’'un Ag exprimé par une cible
tumorale. L’activation des cellules NK par leur cible est suffisante pour induire une
réponse significative méme si une pré-activation des cellules NK avec de I'lL-2 ou de I'lL-12
exogéne augmente considérablement leur efficacité. De plus, nous avons montré que la
fonction lytique des cellules NK n’est pas nécessaire a la capture et a la présentation
croisée d’Ag, tandis que la production d’IFN-y et de TNFa est indispensable. En outre, le
mécanisme d’ADCC permet d’amplifier la présentation croisée d’Ag lorsque la
reconnaissance naturelle des cibles par les cellules NK n’est pas suffisante. Enfin, nous
avons montré que l'induction de la présentation croisée d’Ag par I'lFN-y et le TNFa
s’appliquait également aux DC BDCA3"®",

Ainsi, nous avons identifié une nouvelle fonction des cellules NK qui pourrait étre
capitale dans I'induction des réponses CTL anti-tumorale chez ’lhomme.
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Dendritic cells (DCs) cross-present antigen (Ag) to initiate T-cell immunity against most infections and tumors. Natural killer
(NK) cells are innate cytolytic lymphocytes that have emerged as key modulators of multiple DC functions. Here, we show that
human NK cells promote cross-presentation of tumor cell-derived Ag by DC leading to Ag-specific CD8™" T-cell activation. Sur-
prisingly, cytotoxic function of NK cells was not required. Instead, we highlight a critical and nonredundant role for IFN-y and
TNF-a production by NK cells to enhance cross-presentation by DC using two different Ag models. Importantly, we observed
that NK cells promote cell-associated Ag cross-presentation selectively by monocytes-derived DC (Mo-DC) and CD34-derived
CD11b"*8CD141ME" DC subsets but not by myeloid CD11b* DC. Moreover, we demonstrate that triggering NK cell activation
by monoclonal antibodies (mAbs)-coated tumor cells leads to efficient DC cross-presentation, supporting the concept that NK
cells can contribute to therapeutic mAbs efficiency by inducing downstream adaptive immunity. Taken together, our findings

point toward a novel role of human NK cells bridging innate and adaptive immunity through selective induction of cell-
associated Ag cross-presentation by CD141"€" DC, a process that could be exploited to better harness Ag-specific cellular

immunity in immunotherapy.

Dendritic cells (DCs) are endowed with the unique ability to
present exogenous Ag on MHC class I molecules to activate
cytotoxic T cells (CTLs) by a mechanism known as cross-
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presentation. This pathway allows DC to induce specific cel-
lular immunity against intracellular pathogens and tumors
that do not directly affect DC." Several types of exogenous
Ag have been reported to be cross-presented including solu-
ble Ag, immune complexes, Ag associated with chaperones
or beads and cell-associated Ag from apoptotic, necrotic and
autophagic cells.> Human monocyte-derived DCs (Mo-DC)
also acquire Ag from live cells by a mechanism named
“nibbling” and process them for subsequent cross-presenta-
tion.>* This pathway leads to an efficient protective antitu-
moral response in vivo.*> Moreover, protective antitumor
immunity can be induced in mice by specifically targeting
the CD8a™ DC subset,® which displays a unique ability to
cross-present exogenous Ag and activate CD8" T cells.” In
this context, many groups have shown that human CD141%&"
DCs, the equivalent of mouse CD8at DC, have a higher
capacity for cross-presentation compared to other DC sub-
sets.* 12 Nevertheless, the superior cross-presenting capacity
of CD141"&" DC is a matter of debate and may instead rely
on the endocytic compartment reached by the Ag and on the
Ag form as very recently proposed.>'* Indeed, CD141" DC
cross-present cell-derived Ag more efficiently, whereas soluble
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What’s new?

NK cells promote cross-presentation of antigens

Dendritic cells (DCs) can activate an immune response by ‘presenting’ specific antigens on their surface. In this study, the
authors found that when tumor cells are coated with therapeutic antibodies (mAbs), natural killer (NK) cells are activated to
trigger the presentation of tumor antigens by special subsets of DCs. They also found that IFN-y and TNF-a are crucial to this
process. These results support the concept that NK cells can contribute to the efficacy of therapeutic mAbs by inducing anti-

tumor adaptive immunity.

Ag may be cross-presented with the same efficacy by
BDCA1" CD11b™ DC or by CD141"¢" pC.!>1

Natural killer (NK) cells are innate cytotoxic lymphocytes
known for their ability to kill infected or tumor cells and produce
antiviral/tumoral and “helper” cytokines. Increasing evidence
indicates that upon interaction with DC, NK cells may also crit-
ically contribute to the shaping of adaptive immunity. Indeed, in
vitro interactions between human DC and NK cells result in
reciprocal activation.'>'® DC-derived cytokines such as interleu-
kin (IL)-12 or type I interferon (IFN) strongly enhance IFN-y
production and cytolytic activity of NK cells."” Once activated,
NK cells promote DC maturation and IL-12 production'>'® pro-
viding critical “help” for Th1 polarization and CD8™ T-cell pri-
ming.'®'*" We hypothesized that, upon recognition of tumor
target cells, NK cells may also contribute to initiate the antitumor
CTL response by favoring Ag capture and/or processing by DC
leading to cross-presentation to specific CD8" T cells. In our
study, we show that human NK cells trigger efficient cross-
presentation of tumor cell-derived Ag by Mo-DC. Unexpectedly,
this function does not require cytolytic activity of NK cells but is
critically dependent on their production of both IFN-y and TNF-
a. Importantly, we demonstrate that NK cells are also able to pro-
mote cell-associated Ag cross-presentation selectively by the
CD11b™8CD141"¢" DC subset in contrast to myeloid BDCA1™
CD11b" DC generated from CD34" hematopoietic stem cells
(HSCs) highlighting a previously unknown specific cross-talk
between NK cells and the human cross-presenting DC subset.
Finally, we also demonstrate that NK cell activation through ther-
apeutic monoclonal antibodies (mAbs)-coated tumors results in
efficient cross-presentation to CD8™ T cells. Our data thus define
a new NK cell function specifically regulating cell-associated Ag
cross-presentation by CD141"¢" DC that could be targeted in
immunotherapy to generate polyspecific T-cell immunity.

Material and Methods

Flow cytometry and antibodies

Following staining with monoclonal Abs recognizing human
CD3, CD56, CD11b (Beckman Coulter, Marseille, France),
CD141 (Miltenyi Biotech, Paris, France), DC-SIGN, man-
nose receptor and IFN-y (Becton Dickinson, Le pont de
Claix, France) and dead cell exclusion using propidium
iodide (Invitrogen, Saint Aubin, France) or DAPI (4,6’-dia-
midino-2-phénylindole) (Molecular Probes, Lifetechnologies,
Saint Aubin, France), analyses were performed on the
DAKO Cytomation Cyan and FlowJo software (Tree Star,
OR, USA).

Human cell lines and DC differentiation

Complete medium consisted of RPMI 1640 glutamax with
10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS), penicillin-
streptomycin and gentamycin (Life technologies). We used
lentiviral-based vectors to generate the K562 cell line (ATCC)
expressing the N9V epitope of the CMV pp65 fused in frame
at the 5" end to cytoplasmic OVA (see Supporting Informa-
tion Materials). The KHYGl1 NK cell line (provided by
Masato Yagita, Japan) was stably transduced with either an
irrelevant shRNA or shRNA against UNC13D (Sigma Aldrich,
Lyon, France) and cultured in complete media supplemented
with IL-2 (450 U/ml, Chiron, CA, USA) and puromycin (2
pg/ml, Invivogen, Toulouse, France) to sustain ShRNA expres-
sion. Immature DCs (iDCs) were generated from monocytes
as described in Supplementary Materials and mature DCs
(mDCs) were obtained by exposing cells to 500 ng/ml of LPS
(Invivogen) for 24 hr. In some experiments, Mo-DCs were
fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) before co-
culture. CD34"-derived DCs were obtained as previously
described by Poulin et al.'? The CD141"¢"/CD11b™ (referred
to as “CD141"¢" DC”) and the CD141°"/CD11b"/BDCA1™"
DC subset (referred to as “CD11b" DC”) were cell sorted
with a BD FACSAria III SORP (purity >95%) and used in
similar conditions to Mo-DC.

NK cell isolation and culture

NK cells were negatively isolated from human perioheral
blood mononuclear cells (PBMC) (EFS) using the NK cell
isolation kit (Miltenyi  Biotec, CD56"CD3~  cells,
96.7% * 1.7%). NK cells were cultured in complete medium
or with 1,000 U/ml of IL-2 or 50 ng/ml of IL-12 (Peprotech)
for 18 hr. In some experiments, resting and activated NK
cells were treated for 1 hr at 37°C with 50 pg/ml of chloro-
quin (Sigma-Aldrich).

Cross-presentation assays

A total of 10° K562 cells expressing the N9V epitope and 0.5
X 10°> DCs were co-cultured with indicated numbers of NK
cells (NK:DC ratio from 0:1 to 5:1) for 24-36 hr. When indi-
cated, mixed cultures were exposed to 10 pg/ml of neutraliz-
ing mAbs against TNF-a, IFN-y or isotype control (R&D
Systems, Lille, France). In some experiments, recombinant
TNF-a (Cetus Corporation, CA, USA) or IFN-vy (Peprotech,
NJ, USA), Poly I.C (HMW, 5 pg/ml), lipopolysaccharide
(LPS) (500 ng/ml) or R848 (5pg/ml) (all from Invivogen)
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were added 12 hr after the start of DC-K562 co-culture. As a
positive control, 10 nM of soluble pp65*>7°* peptide was
added for 1 hr in mixed cultures before extensive washes. A
pp65*73%_specific T-cell clone (0.5 X 10° cells per well)*
was then added in the presence of GolgiSTOP (Becton Dick-
inson) for an additional 12 hr. After fixation and permeabili-
zation, intracellular expression of IFN-y in T cells was
monitored by flow cytometry using an anti-CD3. T-cell acti-
vation was determined as the percentage of IFN-y-expressing
cells within CD3"GFP ™ -gated cells. K562 killing was eval-
uated in similar NK/DC/K562 co-cultures: K562 cells were
labeled with PKH67 (Sigma-Aldrich) and PI incorporation
was analyzed by flow cytometry. For sequential cross-
presentation assays, DC sorting was performed using CDla
microbeads (Miltenyi).

For cross-presentation of endogenous tumor-derived anti-
gen, NYESO-1pos/HLA-A*0201neg melanoma cell lines M18
were Schwarz measles virus (MV)-infected (MOI=1) or
UV-B irradiated and cultured for 72 hr. They were then co-
cultured with HLA-A*0201pos Mo-DC (DC:tumor cell ratio
1:1). After 18 hr, Mo-DCs were washed and co-cultured with
the HLA-A*0201/NYESO-1(157-165)-specific CD8+ T-cell
clone M117.167% (ratio 1:1) for 5 hr with Brefeldin-A (Sigma
Aldrich). Cells were then fixed with 4% paraformaldehyde,
permeabilized and stained with anti-IFN-y- and CD8-specific
antibodies (BD Biosciences) as described®®; IFN-y production
was analyzed by flow cytometry using a CD8 " T-cell gate.

Transwell experiments

IL-2-preactivated blood NK cells and target cells (E:T ratio of
2.5:1) were co-cultured in the upper compartment of a 0.4-
UM pore-size Transwell system (Costar, Sigma-Aldrich)
where K562_N9V and DC were cultured in the bottom com-
partment (K562:Mo-DC ratio of 2:1) for 24 hr. Anti-CD20
Rituximab® and anti-HER2 Trastuzumab® were used at 10
pg/ml. Cells contained in the bottom compartment were
transferred to 96-well plates for further co-culture with N9V-
specific T-cell clone as described above. Supernatants were
collected for IFN-y and TNF-a quantification by ELISA
(BenderMedsystems, eBioScience, Paris, France).

Ag uptake analysis

A total of 1 X 10° PKH67-labeled K562 cells were co-
cultured in round-bottomed 96-well plates with 0.5 X 10°
DC in the presence or absence of activated NK cells at a
K562:DC 2:1 ratio, as for cross-presentation assays. After 18-
24 hr of culture, Mo-DC uptake was evaluated by flow
cytometry or by confocal microscopy. Flow cytometry quanti-
fication and confocal microscopy were performed as
described in Supporting Information Materials.

Statistics

Significances were determined using one-way ANOVA with
Bonferroni’s post-test or a Mann-Whitney test. *p < 0.05;
©p < 0.01; **p < 0.001.
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Results

Human primary NK cells efficiently promote cross-
presentation of tumor cell-derived antigen by iDC

To investigate the potential capacity of human NK cells to
promote Ag cross-presentation by DC, we introduced the
HLA-A2-restricted pp65*>>° N9V epitope of the human
CMV virus into the chicken ovalbumin (OVA) as a surro-
gate Ag into the NK-target K562 cell line (HLA-A2-, named
K562_N9V, Supporting Information Fig. S1A). When this
construct was introduced into the HLA-A2" MCF?7 cell line,
co-culture with N9V-specific CD8™ T cells led to T-cell acti-
vation, confirming endogenous processing and presentation
of the fusion protein (Supporting Information Fig. S1B).
K562_N9V were then co-cultured with immature Mo-DC in
the presence of increasing numbers of NK cells. Cross-
presentation by DC was subsequently assessed by adding
N9V-specific CD8™ T-cell clones into co-cultures and by
monitoring their intracytoplasmic IFN-y production (Fig.
la). IL-2-preactivated NK cells dramatically enhanced IFN-y
production by N9V-specific T cells (Fig. 1b). Lytic degranu-
lation, monitored by CD107a staining on T cells, was simi-
larly increased (data not shown). By contrast, no T-cell
responses were observed using K562 cells lacking the N9V
epitope (K562_GFP), HLA-A2™ DC and fixed or mature
HLA-A2" DC (Fig. 1b and Supporting Information Fig.
S1C), indicating that T-cell activation occurred via HLA-A2-
restricted N9V cross-presentation by live iDC. Only the
highest dose of resting NK cells led to a substantial T-cell
response, whereas a low number of IL-2-preactivated NK
cells was sufficient to induce DC cross-presentation. Of note,
addition of high numbers of activated NK cells into mixed
cultures completely abrogated T-cell activation (Fig. lc).
Autologous and allogenic NK/DC displayed comparable
responses (Supporting Information Fig. S1D). NK cells have
been previously shown to be able to kill DC at high NK:DC
ratios,"® which has also been observed in activated CD8" T
cells.>* Nevertheless, neither DC nor T-cell mortality was
observed in our cultures (data not shown). Impaired Ag
cross-presentation may be due to strong K562 killing (Fig.
1d), resulting in epitope degradation in these experimental
conditions. Indeed, we observed by Western blot the com-
plete loss of cellular OVA containing the N9V epitope (Sup-
porting Information Fig. S2A). This is consistent with
previous studies demonstrating epitope degradation during
apoptosis.”>*® Finally, NK cells exposed to the innate DC
cytokine IL-12 were as efficient as NK-IL2 at inducing Ag
cross-presentation by DC (Fig. 1le). Altogether, these findings
highlight a novel role for DC/NK cell cross-talk, bridging
innate and adaptive immunity.

DC cross-presenting function requires NK cells during Ag
uptake but does not depend on target cell killing

To identify NK cell effector functions required to induce
tumor Ag cross-presentation by DC, we first inhibited Iytic
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Figure 1. NK cells promote tumor cell-derived Ag cross-presentation by DC. (a) IL-2-preactivated NK cells [NK(IL-2)] were co-cultured for 24
hr with K562_N9V cells and DC. N9V-specific CD8™ T cells were then added and their activation was monitored by flow cytometry as illus-
trated. (b) One representative out of >12 independent experiments is shown using 1:1 NK:DC ratio. Negative controls included HLA-A2 neg-
ative DC (0.5% * 0.3% of IFN-y"CD3™) and K562 cells infected with a lentivirus encoding GFP alone (1.1% *+ 0.7% of IFN-y"CD3"). (c and
e) NK cells exposed to medium [NK(med)] or preactivated with indicated recombinant cytokines [NK(IL-X)] were co-cultured at indicated
number with K562_N9V (1 X 10° cells per well) expressing the HLA-A2-restricted N9V epitope (GFP™) and DC (0.5 X 10° cells per well)
and cross-presentation was monitored as in (b). Values indicate the percentage of IFN-y* cells among total CD3™ T cells. (d) K562 killing
was measured by propidium iodide (Pl) incorporation in PKH67-labeled K562 cells in corresponding NK/K562/DC co-cultures. (¢, d and e)
Each symbol represents an individual experiment and bars show the mean of all experiments.

granule exocytosis by transient treatment of preactivated NK
cells with chloroquin. Treated NK cells, which failed to kill
K562 cells, induced dramatic IFN-y responses by CD8" T
cells, especially at high cellular ratios (Fig. 2a), probably
owing to the prevention of epitope degradation (Supporting
Information Fig. S2A). Direct effect of residual chloroquin
on DC was excluded because the responses induced by rest-
ing NK cells, with low killing activity, were not modified by
the treatment (Fig. 2b). We extended this analysis in the
KHYG1 NK cell line, which also promotes DC cross-
presentation (Fig. 2¢), by knocking down the Munc 13-4
protein, a critical effector of granule exocytosis” by RNA
silencing (Supporting Information Fig. S2B). Uncl3D-
deficient KHYGI, while failing to kill K562, displayed
increased capacity to promote DC cross-presentation (Fig.
2¢). These data demonstrate that NK-cell-mediated killing of
target cells is not a prerequisite to induce Ag cross-
presentation by DC in our model.

Thus, we asked whether NK cells induced or increased Ag
uptake by DC using K562 stained with a fluorescent PKH
dye. As shown in Figure 3a, DC could capture antigenic
material from K562 cells in the absence of NK cells (Figs. 3a
and 3b). This capture was abolished upon fixation (Fig. 3a)
and only marginally increased in the presence of activated
NK cells (Fig. 3c). These data showed that NK cells were not
required for tumor Ag capture by DC, which is consistent
with previous results showing that lysis of target cells was
not a prerequisite for Ag cross-presentation. We thus won-
dered whether NK cells induced Ag cross-presentation by
providing immunostimulatory signals to DCs that have
already engulfed antigenic material from tumor cells. To this
aim, DCs were first co-cultured with K562_N9V for 24 hr,
cell sorted and then cultured with NK cells in the presence of
K562 to ensure full NK cell activation (Fig. 3d). Interestingly,
activated NK cells were unable to induce Ag cross-
presentation in these conditions. T-cell activation was
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Figure 2. NK cells trigger Ag cross-presentation by DC independently of
cytosis were tested for their capacity to kill K562 cells (left) and to indu

their capacity to kill target cells. NK cells deficient for lytic granule exo-
ce Ag cross-presentation by DC (right) as described in Figure 1. (a and

b) IL-2-preactivated [NK(IL-2)] or resting [NK(med)] blood NK cells were treated with chloroquin (CHQ) before mixing of the cultures. (c) KHYG1
cell line expressing an irrelevant shRNA (shCtrl) or a shRNA against UNC13D gene. One representative experiment out of three is shown.
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Figure 3. While cross-presentation required NK cells during early phase of Ag internalization, DCs capture K562 cellular material independently
of NK cells. (a) Ag uptake of PKH67-labeled K562 in DC-SIGN-stained DC or fixed DC from one representative experiment out of 14 independent
experiments. Values correspond to the percentage of viable DC PKH67+ within total viable DC. (b) Uptake of PKH67-labeled K562 cells (green)
by mannose receptor-stained DC (red) analyzed by confocal microscopy (DAPI, blue). (c) Flow cytometry analysis of Ag uptake in the presence
of indicated numbers of NK(IL-2), expressed as fold induction compared to DC/K562 alone. Each symbol represents an individual experiment
and bars correspond to the mean of overall experiments. (d) Cross-presentation assays performed in sequential steps as illustrated. DC that

had been co-cultured for 24 hr with K562_N9V alone at 1:2 DC:K562 ratio or in the presence of NK cells at 1:2:1 DC:K562:NK ratio were purified
using CD1a microbeads and further cultured for 24 hrin medium or in the presence of indicated cells at similar ratios before adding T cells. His-
tograms show the mean of triplicate wells of culture == SD of one representative experiment out of three.

restored only when K562_N9V were added again concomi-
tantly with NK cells. As a control, the same kinetic and sort-
ing conditions were applied to DC that had captured Ag in
the presence of IL-2-activated NK cells and displayed usual
T-cell response. These data show that NK cells need to be
present during Ag uptake for subsequent cross-presentation
and suggest that NK cells play a critical role in the early steps
of the cross-presentation process, possibly triggering a spe-
cific pathway of Ag capture and/or intracellular processing.
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Both IFN-y and TNF-a production play key roles in NK-cell-
induced Ag cross-presentation

We then investigated the role of IFN-y and TNF-a, both
cytokines of major importance in NK/DC cross-talk.”® Ag
cross-presentation induced by IL-2-preactivated NK cells or
KHYGI cells was significantly diminished by either IFN-y
or TNF-a neutralization and completely abolished when
both cytokines were blocked (Fig. 4a). iDC
presentation induced by resting NK cells was similarly
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Figure 4. Both IFNy and TNFa play key roles in NK-cell-induced Ag cross-presentation. (a) Cross-presentation assays were performed with or
without neutralizing mAbs or isotype control. IFN-y responses were normalized to 100% for NK cell conditions in the absence of any mAbs.
(b) NK cells were replaced by recombinant IFN-y, TNF-a or both or by indicated TLR ligands in cross-presentation assays (d). (c) Mo-DCs
were cultured for 18 hr with UV-irradiated or MV-infected M18 tumor cells with or without R848, or a combination of IFN-y/TNF-a. Mo-DCs
were then co-cultured for 5 hr with the M117.167 CD8+ T-cell clone specific for HLA-A*0201/NYESO-1(157-165). IFN-y production by the
clone was measured by flow cytometry. (a, d) Each symbol represents an individual experiment and bars correspond to the mean of overall
experiments. (b) Data represent means of triplicate wells of culture = SD of a representative experiment out of three. (c) Data represent

means of three independent experiments.

inhibited (data not shown). Additionally, a combination of
recombinant IFN-y and TNF-a was sufficient to induce Ag
cross-presentation by DC (Fig. 4b), even at low concentra-
tion (Supporting Information Fig. S3). Intracellular staining
of GFP™ tumors cells, DC-SIGN™ DC or CD56" NK
revealed a specific IFN-y and TNF-a production in NK cells
in mixed cultures (Supporting Information Fig. S4). Collec-
tively, these data highlight a nonredundant role for IFN-vy
and TNF-a in NK-cell-induced Ag cross-presentation by
DC. This was confirmed using another cross-presentation
model of an endogenous tumor Ag naturally expressed in
melanoma cells. Indeed, we used the HLA-A*0201 M]18
cell line that expresses NYESO-1. After cell death of M18
tumor cells induced by MV infection, this tumor endoge-
nous antigen is cross-presented by DC to a HLA-A*0201/
NYESO-1(157-165)-specific CD8" T-cell clone M117.167>

and not if cell death was induced by UV. In this model, this
process is also highly enhanced by IFN-y and TNF-a, fur-
ther highlighting the important role of NK-derived cytokines
in cross-presentation (Fig. 4c).

Finally, as IFN-y and TNF-a are known for their effect
on DC activation, we examined whether TLR ligands
[poly(I:C), LPS and R848] that induced phenotypic and func-
tional DC maturation could mimic NK cell effect. Despite
leading to strong DC activation as previously demonstrated,
none of the tested TLR ligands was able to induce Ag cross-
presentation similarly to exogenous IFN-y and TNF-a (Fig.
4d), highlighting a specific impact of NK-cell-derived prod-
ucts. These results define a novel function of NK-cell-derived
cytokines that likely contribute to induce specific CD8™ T-
cell immunity by promoting cell-associated Ag cross-
presentation.
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bottom compartment. The experiments were performed with or without Rituximab® (Ritux) or Herceptin® (Her). N9V-specific T-cell clone acti-

vation was assessed using cells contained in the bottom compartment. (b) Supernatants were collected before co-culture with T cells for
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Figure 6. NK cells promote tumor cell-derived Ag cross-
presentation by CD141"&" DC. (a) CD34-derived DCs were cell-
sorted based on CD11b and CD141 staining. Undifferentiated cells
expressing neither CD11b nor CD141" were also cell-sorted. (b)
Cross-presentation of Mo-DC and purified CD34-derived CD141"e"
and CD11b™ DC subsets was analyzed as described in Figure 1
[with IL-2-preactivated NK cells; NK(IL-2)] (NK:DC ratio of 0.2:1) or
IFN-y and TNF-a.. Negative controls included HLA-A2 negative Mo-
DC and GFP-K562 cells. Each symbol represents an individual
experiment and bars show the mean of all experiments.

NK cell activation by therapeutic mAb-coated tumor cells
induces Ag cross-presentation by DC

As NK cells are known to produce large amounts of cyto-
kines upon recognition of mAb-coated target cells, we then
determined whether soluble factors produced by activated
NK cells could also induce efficient Ag cross-presentation by
DC. To this end, we set up a transwell system where NK cells
and various target cells were co-cultured in the upper com-
partment being separated from DC and K562_N9V by a 0.4-
pm pore-size membrane. Thus, soluble factors released by
NK activated through antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC) in the upper compartment will act on
DC in contact with K562_N9V in the lower compartment.
CD8" T cells were subsequently added to the lower compart-
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ment to measure N9V cross-presentation. We used as NK
cell targets, the EBV-transformed CD20+ LCL721.221 and
breast carcinoma HER2+ BT474 cell lines, treated or not
with anti-CD20 Rituximab® or anti-HER2 Trastuzumab®,
respectively. Although soluble factors produced upon
“natural” recognition of these two cell lines by IL-2-activated
NK cells were not sufficient to induce Ag cross-presentation
by DC, those produced in the presence of appropriate target-
ing mAbs were highly efficient (Figs. 5a and 5b). These data
reveal that human therapeutic mAbs may not only lead to
direct antitumor effect but also to the development of poly-
specific antitumor T-cell immunity through NK-cell-induced
DC cross-presentation.

NK cells promote Ag cross-presentation by CD141"s" pc
Functionally distinct DC subsets have been previously
described. The superior ability of human CD141"¢" DC to
cross-present Ag compared to the CD11b"/BDCA1" DC sub-
set has been reported,”'"'> but was recently challenged. As
CD141™8® DCs are very rare in human blood, we generated
them from CD34% HSC as previously described.'” The
CD11b"/BDCA1" and CD141"¢"/CD11b~ DC subsets as well
as undifferentiated cells were FACS-sorted (detailed in Sup-
porting Information Materials and Fig. 6a) and used in cross-
presentation assays in the presence of NK cells [ratio NK:DC
(0.2:1)] or exogenous IFN-y and TNF-a. Interestingly, we
observed that NK cells specifically enhance tumor cell-
associated Ag cross-presentation by CD11b~CD141"8" DC.
Moreover, this DC subset was highly responsive to IFN-y and
TNF-a at an even higher magnitude than Mo-DC. In contrast,
neither NK cells nor exogenous cytokines could promote effi-
cient cross-presentation by the myeloid CD11b™ DC subset or
undifferentiated cells (Fig. 6b). These results highlight a previ-
ously unknown cross-talk between NK cells and CD141™¢" DC
for inducing tumor cell-derived Ag cross-presentation.

&
2
S
=
=
=
=
5
s
=
I3







&
=)
S
=
3
g
£
g
g
=
IS

Discussion

Antigen cross-presentation is a specific DC function required
to elicit CTL responses against tumors and intracellular
pathogens. Besides their innate cytolytic function, NK cells
have been described as regulators of multiple DC functions,
including DC costimulatory function and IL-12 production,
both properties required for T-cell priming and Th1 polariza-
tion. In our study, we show for the first time that human NK
cells also promote cross-presentation of tumor cell-derived
Ag by DC resulting in specific CD8" T-cell activation. More-
over, we demonstrate a key role for both TNF-a and IFN-vy
production by NK cells in inducing DC cross-presentation.
Of importance, our results further highlight a preferential
cross-talk between NK cells and CD141™¢" DC for inducing
tumor cell-derived Ag cross-presentation.

Unexpectedly, lytic activity of NK cells was not required
for DC cross-presentation showing that NK-cell-mediated
killing of tumor cells was not a prerequisite for their engulf-
ment by DC. Indeed, we found that DC could capture cellu-
lar material from K562 cells independently of the presence of
NK cells. NK cells may thus help DC cross-presentation of
Ag internalized by DC from natural cellular debris or live
cells. DC cross-presentation of Ag derived from live infected
or tumor cells has been previously described in vitro.>* This
process may be critical in the initiation of T-cell responses to
noncytopathic viruses and was recently shown to induce pro-
tective antitumor immunity in vivo.”

Our work suggests that this mechanism is induced fol-
lowing specific recognition of tumor cells by NK cells.
Importantly, we demonstrate that the production of IFN-y
and TNF-a by NK cells is critical to induce or increase DC
cross-presentation to CD8" T cells. Furthermore, we con-
firm in another model, the impact of those NK-derived
cytokines in regulating cross-presentation. In this endoge-
nous NYESO-1 cross-presentation model, the signal pro-
vided by the virus itself or the particular cell death
pathway induced by infection is also critical for cross-
presentation as previously discussed by Guillerme et al>
Indeed, cross-presentation was not observed when UV-
irradiated tumor cells were used. Because the M18 cell line
is not a natural NK target, we could not examine the direct
impact of NK on promoting cross-presentation. However,
the strong effects of the NK cytokines extend the concept
that NK cells play a role in regulating cross-presentation.
DCs stimulated with activated NK cells or recombinant
IFN-y and TNF-a exhibited a mature phenotype and
enhanced cell surface expression of MHC class I molecules
(data not shown). Nevertheless, TLR ligands, which also
induced DC maturation, could not substitute NK cells for
inducing Ag cross-presentation showing that the impact of
NK cells is specific and not limited to upregulation of cell
surface molecules on DC. Additionally, NK cells were ineffi-
cient at inducing cross-presentation when applied to DCs
that have already internalized Ag demonstrating that NK
cells are required during the early steps of intracellular Ag

NK cells promote cross-presentation of antigens

processing. Furthermore, IFN-y is known to increase immu-
noproteasome activity by inducing the neosynthesis of vari-
ous immunoproteasome subunits and regulators as well as
upregulation of transporters associated with antigen process-
ing (TAP1/TAP2).*® Nevertheless, it has been shown that
the IFN-y-inducible antigen processing machinery is not
sufficient on its own to induce robust Ag cross-presentation
by DC, as in our model where both IFN-y and TNF-« are
required. Although NK cells did not significantly impact the
level of Ag capture by DC, they may promote a specific
pathway of Ag capture and/or delivery suitable for down-
stream cross-presentation. It has been reported that IFN-vy
promotes the formation of gap junctions by increasing con-
nexin 43 expression in melanoma cells’ or the release of
K562 exosomes,>?> both mechanisms of Ag transfer from
live cells to DC leading to T-cell cross-priming.*">> Molecu-
lar processes triggered by IFN-y and TNF-a in Ag cross-
presentation need to be further investigated as well as the
potential contribution of other NK-cell-derived signals, such
as the release of HMGB1 or direct cellular interaction
through NKp30 or the MICA-NKG2D axis, both implicated
in DC maturation by NK cells.'®***>

Here, we observed that NK cells (or IFN-y and TNF-a)
induced cell-derived Ag cross-presentation selectively in
CD11b"#CD141"#" DC and in Mo-DC and not in CD11b*
DC. The superior ability for cross-presentation of different
human DC subsets, such as CD141Meb DG, is still a matter
of debate and may rely on the Ag form and the intracellular
compartment reached by the Ag through endocytic recep-
tors."»'*?® Indeed, if Ag is targeted to early endocytic com-
partments, CDI1b"/BDCA1" DCs are equivalent to
CD141"8" DC."> Nevertheless, naturally recognized and
internalized cellular Ag are better cross-presented by
CD141"&" DC.'* Therefore, more than an intrinsic speciali-
zation of the CD141"8" DC subset, our observations may
also reflect a particular Ag acquisition pathway from live
cells and/or a preferential NK/CD141"8" DC cross-talk.
Indeed, among blood DC subsets and CD34-derived DC,
CD11b™8CD141"8" represents the only DC population that
does not express SIRPa, the receptor of the CD47 “don’t eat
me” signal.>” Although the NK/CD141"" DC cross-talk has
never been documented, several observations point to spe-
cific interactions between those two cell types. First, we have
previously demonstrated a cooperation between circulating
blood myeloid DC and NK cells in the early response to
dsRNA (TLR3 ligands)®® where CD141™¢" DCs selectively
express high TLR3.”® Second, XCR1 is a specific marker of
CD141"8" DC and its ligand XCL1 is mainly expressed by
CD8™ T cells and NK cells. Interestingly, the XCR1-XCLI
axis was recently demonstrated as very important in CD8”"
T-cell priming.'®*

Thus, we propose a model where NK cells and DC sens-
ing the emerging tumor allow the release of IFN-y and TNF-
o necessary for the processing and cross-presentation of
tumor-associated Ag (TAA) acquired from live cells by
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CD141"8" DC. NK-cell-induced activated DC will then
secrete high amounts of cytokines such as IL-12 that will
amplify NK cell activation and consequently the cross-
presentation pathway. Following migration into draining
lymph nodes, Ag-bearing DC will ultimately induce an effi-
cient CD8" T-cell response. In accordance with this model,
injection of NK cell targets such as class I-deficient spleno-
cytes led to efficient specific CD8" T-cell responses in vivo®'
and recognition of MHC class I-deficient tumor cells by NK
cells has been shown to induce DC activation and protective
CD8" T-cell immunity in mice.*** Furthermore, in a mouse
model of subcutaneous melanoma, activation of NK cell
functions at the tumor site appears to be critical for inducing
specific CTL cross-priming and the antitumor response.*
Thus, our in vitro observations with human cells are strongly
supported by various in vivo murine models. Importantly,
using tumor cells other than the typical target K562 cells, we
also found that addition of specific antitumor therapeutic
mAbs could induce potent Ag cross-presentation when natu-
ral recognition of target cells did not stimulate NK cells with
high enough efficiency. This shows that NK cells, which con-
tribute to antitumor activity of clinical mAbs through
ADCC,* may also favor subsequent induction of specific T-
cell immunity through their noncytolytic functions. These

observations extend recent studies showing that the efficacy
of therapeutic mAbs (anti-EGFR, anti-Her2-neu or anti-
CD20) may require the adaptive immune response.16’46’48

To conclude, in addition to their previously described role
in priming DC for IL-12 production and Thl polarization in
vivo,"** NK cells may also contribute to increase adaptive
T-cell immunity through triggering cellular Ag cross-
presentation by DC. This NK-cell-dependent pathway should
be particularly relevant for initiating adaptive immunity in
sterile inflammatory conditions such as in tumors, and may
be necessary to generate epitope spreading and downstream
polyspecific CD8+ T-cell responses against multiple endoge-
nous TAA.
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Human natural killer cells exposed to IL-2, IL-12,
IL-18, or IL-4 differently modulate priming of
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Supplementary Materials

Generation of K562-N9V or GFP expressing cell line.

We used lentiviral- based vectors to generate the K562 cell line expressing the N9V epitope of
the CMV pp65 fused in frame at the 5’ end to cytoplasmic OVA. The HIV lentiviral backbone is
based on self inactivating 3'LTR vectors (SIN). This vector was engineered to carry first the
human CMV early enhancer/chicken 3 actin hybrid promoter (CAG) driving the N9V-OVA protein
followed by the spleen focus-forming virus promoter (SFFV) driving the enhanced green
fluorescent protein (eGFP) reporter gene. To increase the level of transcription the woodchuck
hepatitis virus posttranscriptional regulatory element (WPRE) was inserted downstream of N9V-
OVA. Amplification of the fusion protein was done using a vector encoding a full OVA as
template and the following primers: Forward NOV-
CytOVA:GCCTCGAGTGAGCCACCATGATCCTGGCCCGCAACCTGGTGCCCATGGTGGCTAC
GGTTCAGGGTCAGAATACCAGGACACAAATAAATAAGGTTGTTCG and RVS-OVA:
CTGCTCAAGGCCTGAGACTTC. Viruses were pseudotyped with vesicular stomatitis virus
glycoprotein (VSVQ), infections at MOl 5 was performed and 5 days post-transduction, GFP-
positive K562 cells were cell sorted, expanded in culture, and used as a stable bulk population.

GFP expression was checked before each experiment.

Flow cytometry quantification and confocal microscopy for Ag uptake analysis.

After DC coculture with K562 w or w/o NK, cells were stained on ice with anti-DC-SIGN and
DAPI and uptake was calculated as the percentage of PKH67+ DC within total viable DC. To
exclude binding, Ag uptake was similarly assessed in 4°C-mixed cultures or using
paraformaldehyde-fixed immature DC. For confocal microscopy analysis, mixed cells were plated
on poly-L-lysine-coated slides (Sigma-Aldrich) for 1 hour at 37°C before being fixed in 4%
paraformaldehyde and permeabilized in 0.5% saponin (Sigma-Aldrich) 0.2% BSA (Interchim).

Cells were stained with anti-Mannose Receptor (BD Bioscience) followed by staining with Alexa






Fluor 555-coupled goat anti-mouse Ab (Molecular Probes) and DAPI for nuclei staining. Slides
were mounted in ProLong Gold (Invitrogen) and visualized on a laser-scanning confocal

microscope (TCS-SP2, Leica).

Differentiation of DC from monocytes

Monocytes-derived DC were obtained by culturing fresh adherent fraction of PBMC or frozen
monocytes from leukapheresis (purchased form plateforme DTC, Inserm, Nantes, France) in
complete medium in the presence of 50 ng/ml IL-4 and 20 ng/ml GM-CSF (both provided by
Schering Plough) for 5 d. DC displayed typical phenotype of immature DC (CD1a"CD14 HLA
DR* CD86°CD83"). Mature DC (CD83*CD86HLADR"") were obtained by exposing cells to 500

ng/ml of LPS for 24 h.

Differentiation of CD141"9" DC and CD11b+ DC from CD34+ HSC progenitors

CD34+ haematopoietic cells were purified from cord blood by magnetic isolation (Indirect CD34
MicroBead Kit, Miltenyi Biotech). CD34 were cultured during 6 days in 200 ng/ml GM-CSF, 25
ng/ml SCF and 2,5 ng/ml TNF-a. Then, CD34 derived-DC were obtained following 10 more days
culture in 200 ng/ml GM-CSF and 10 ng/ml IL4. Then, CD34-derived DC subsets were cell
sorted after CD11b-FITC (Dako) and CD141-APC (Miltenyi Biotech) staining and using DAPI
exclusion of dead cells. CD141"9"/CD11b" (as referenced to “CD141"" DC”), the
CD141"°%/CD11b*/BDCA1* DC subset (as referenced to “CD11b+ DC”) and undifferentiated cells
double negatives were cell-sorted with a BD FACSAria Ill SORP (purity > 95%) (Figure 6A). As
previously described by Poulin et al.* and as controlled by FACS, CD141"%" DC were CLEC9A,
Necl2® and CD11b” whereas CD11b" DC were SIRP*, CLEC9A", and Necl2™ (data not shown).
BDCA1 is expressed on the two populations and no pDC were observed in the culture based on

BDCAZ2 staining (data not shown).
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Figure S1. (A) Lentiviral construct used to express N9V epitope in K562 cells and subsequent GFP
fluorescence in the infected cell line are shown (referred as N9V_K562). (B) IFNg intracytoplasmic
staining on CD3* gated T cells after direct endogenous Ag presentation by the HLA-A2* MCF7 breast
cancer cell line infected with the same N9V_OVA/GFP lentivirus and using MCF7 expressing GFP only
as control. (C) Cross-presentation induced by fixed iDC or non-fixed mature DC. As positive control,
soluble N9V peptide was applied to mixed cultures for 1 h before washing and adding T cell clone. (D)
Comparison between Ag cross-presentation induced with allogeneic and autologous NK/DC settings.
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Figure S2. Analysis of transgene and knock down proteins. (A) Western blot
analysis of OVA expression in lysates from K562 _N9V_OVA after co-culture with
resting NK, IL-2 activated NK or choroquin pretreated IL2-activated NK at various
E:T ratio. Polyclonal rabbit anti-OVA (a gift from Clotilde Thery, PARIS, France) and
horseradish peroxidase-coupled goat anti-rabbit (DAKO) were used. Anti-Ku80
mAb (Serotec) were used to detect the housekeeping protein. (B) Western blot
analysis of Munc 13-4 expression in lysates from KHYG1 expressing an irrelevant
SshRNA (shCtrl) or a shRNA against UNC13 D. Polyclonal Rabbit anti-human Munc
13-4 (a gift from Geneviéve de Saint Basile, PARIS, France {Menager, 2007 2255 /
id}) and horseradish peroxidase-coupled goat anti-rabbit (DAKO) were used.
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Discussion et perspectives

Les DC sont connues depuis de nombreuses années pour leur efficacité a activer
les lymphocytes T naifs (Banchereau and Steinman, 1998). Les données plus récentes
concernant les DC ont également révélé, notamment grace aux modeles murins, que leur
présence est nécessaire pour entraver le développement des tumeurs (Hildner et al.,
2008; Movassagh et al., 2004). En particulier, ces modeles ont permis de mettre en
évidence I"importance de I'IFN de type | produit par les DC dans I’élimination des cellules
tumorales par les cellules NK (Swann et al., 2007). D’autre part, la sous population de DC
CD8a" active également par présentation croisée des lymphocytes T CD8 spécifiques d’Ag
exprimés par les cellules tumorales. Les DC induisent ainsi une forte cytotoxicité envers
les cellules tumorales en agissant a la fois sur 'immunité innée et sur I'immunité
adaptative. Chez ’lhomme, I'impact des DC est difficile a évaluer en raison du stade
avancé des tumeurs au diagnostic empéchant de déterminer précisément leur fonction
dans les étapes précoces du développement tumoral. Il nous a donc paru nécessaire de
mettre en place un modeéle in vitro permettant d’évaluer la présentation croisée d’Ag
provenant de cellules tumorales par différentes sous populations de DC et de déterminer
les facteurs clés favorisant ou inhibant ce processus essentiel dans la mise en place d’une
immunité anti-tumorale spécifique et mémoire.

l. Induction de la présentation croisée d’antigene d’origine cellulaire

Nous avons observé que les cellules NK, via leur sécrétion d’IFN-y et de TNFa,
augmentent la présentation croisée d’Ag d’origine cellulaire par les MoDC (Deauvieau et
al., 2015). L’IFN-y et le TNFa étaient déja connues pour induire la maturation et I’activation
des DC (Walzer et al., 2005) mais rien n’avait été montré concernant leur action sur la
présentation croisée d’Ag. Ces deux cytokines induisent également la présentation
croisée d’Ag par des DC BDCA3"8" obtenues in vitro a partir de progéniteurs et dont
I’homologie avec les DC BDCA3"&"
DC BDCA3"8" peut également étre induite en présence de ligands de TLR alors que les

du sang a été démontrée. La présentation croisée des

MoDC n’y sont pas sensibles. Il est donc difficile d’évaluer jusqu’a quel point la maturation
des cellules est impliquée dans I’action de I'IFN-y et du TNFa et si ces cytokines sont
réellement plus aptes que des ligands de TLR pour induire la présentation croisée d’Ag
par les DC. Ces travaux démontrent néanmoins que la présentation croisée d’Ag peut étre
induite par les cellules NK et renforce I'intérét d’utiliser des thérapies monoclonales
permettant de les mobiliser par ADCC.

Nos résultats, obtenus avec la lignée érythroleucémique K562 et la lignée de
mélanome M18, n’ont pour I'instant pas pu étre généralisés a des lignées issues de cancer
de sein (CAL51, BT474) ou d’ovaire (SKOV3) exprimant, comme les cellules K562, "épitope
N9V. Nous avions choisi ces lignées car elles sont sensibles a la lyse par les cellules NK
mais il pourrait étre intéressant d’explorer des lignées supplémentaires pour mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents a la présentation croisée d’Ag d’origine
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cellulaire, en particulier en présence d’IFN-y et de TNFa. Nous avons vérifié qu’un
prétraitement des cellules tumorales avec ces deux cytokines n’induit pas une meilleure
présentation croisée d’Ag et nous supposons donc que I'IFN-y et le TNFa agissent sur les
DC.

Si nous ne trouvions aucune lignée de sein ou d’ovaire pour lesquelles Ia
présentation croisée d’Ag par les DC peut étre induite par I'IFN-y et le TNFa, cela
signifierait que ces deux cytokines favorisent probablement la reconnaissance ou
I’internalisation d’Ag provenant des cellules K562 via des mécanismes qui resteraient a
élucider. Ceux-ci pourraient étre liés au fait que les cellules K562, au contraire des autres
lignées testées, ne sont pas adhérentes. Cette différence majeure pourrait étre en effet
responsable d’une moins bonne interaction entre les DC et leur cible, en raison de
contraintes physiques ou de I'induction de certains récepteurs a la surface des cellules
tumorales liés a leur adhésion.

Au contraire, si nous trouvions une ou plusieurs lignées adhérentes pour lesquelles
la présentation croisée d’Ag peut étre induite par I'IFN-y et le TNFa, il serait possible
d’identifier les caractéristiques les différenciant des autres lignées, en comparant par
exemple leur transcriptome. Nous pourrions ainsi imaginer mettre en évidence une ou
plusieurs protéines, telles que CD47, dont la présence ou I’'absence permettrait de
favoriser I'internalisation et la présentation croisée d’Ag provenant de cellules vivantes. A
plus large échelle, cela pourrait permettre d’élaborer de nouvelles hypothéses
permettant d’expliquer pourquoi certains patients ne répondent pas totalement aux
traitements par des anticorps monoclonaux. Outre les réponses partielles liées a
I’lhétérogénéité phénotypique des cellules tumorales, a la présence de cellules souches
cancéreuses résistantes ou aux mécanismes d’immunoéchappement, il est en effet
possible que les cellules tumorales entravent la capture d’Ag et participent ainsi a la
rechute des patients en empéchant la mise en place d’une réponse immune adaptative
par les DC.

A linverse, il est possible que ces mécanismes hypothétiques d’inhibition de la
capture d’Ag par les DC au sein des tumeurs n’aient que peu d’impact vis-a-vis de la forte
cytotoxicité des cellules NK induites par les anticorps monoclonaux thérapeutiques. Et
dans le cas d’une forte mort cellulaire, il est imaginable que les DC puissent initier une
réponse cytotoxique en présentant aux lymphocytes T CD8 les Ag libérés par les cellules
tumorales mourantes (Nowak et al., 2003). En ce sens, nos résultats montrent que I"IFN-y
et le TNFo participent a la présentation croisée d’Ag issus de cellules M18 dont la mort a
été induite suite a une infection par le virus de la rougeole. Cependant, en cas
d’irradiation de ces cellules tumorales par des ultraviolets, la présentation croisée de ’Ag
est loin d’étre optimale. La lignée M18 n’étant pas sensible a la lyse par les cellules NK
nous n’avons pas pu vérifier I'impact de cette voie de mort, mais il nous est apparu pour
la lignée K562 qu’une forte lyse par les cellules NK peut dégrader I’Ag. Ainsi, il est difficile
de savoir a I'avance si les traitements induisant la mort des cellules tumorales chez les
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patients participent ou non a la mise en place d’une réponse anti-tumorale spécifique
médiée par les DC.

Suite a nos observations, nous envisageons désormais d’étudier plus en détails les
mécanismes sous-jacents a I'induction de la présentation croisée d’antigene cellulaire par
'IFN-y et le TNFa. Ceci nécessitera d’outrepasser certains obstacles lié a I'origine cellulaire
de I’Ag. En effet, certains outils existant pour I"’étude de la présentation croisée d’Ag
solubles sont difficilement applicables dans notre modéle. Une faible vitesse de
dégradation antigénique est par exemple un facteur clé pour une bonne présentation
croisée. Cette vitesse de dégradation est connue pour étre influencée par le
compartiment dans lequel se trouve séquestré I’Ag ou par I’expression de NOX2
favorisant I’alcalinisation du compartiment d’internalisation (Schuette and Burgdorf,
2014). Il est possible d’utiliser une protéine soluble, appelée DQ Ovalbumine, afin de
mesurer la vitesse de dégradation au sein des endolysosomes. Cette protéine, fluoresce
dans le rouge lorsqu’elle est intacte et dans le vert aprés dégradation (Bonifaz et al.,,
2014). Cependant, il n’est pas certains que I’Ag exprimé dans notre modeéle soit internalisé
de la méme maniere qu’un Ag soluble car la forme et la taille des particules ont été
décrites pour influencer I’efficacité de la présentation croisée (Mant et al., 2012). L’option
la plus simple, mais indirecte, serait ainsi d’évaluer ’expression de NOX2 et son activité,
au cours d’une cinétique de traitement avec de I'IFN-y et du TNFo.. De la méme maniere, le
transfert d’antigene dans le cytosol est important pour une présentation croisée d’Ag
efficace. Ce transfert peut étre étudié en utilisant du cytochrome ¢, connu pour induire la
mort par apoptose des cellules lorsqu’il est relaché dans le cytoplasme par les
mitochondries (Lin et al., 2008). Il est ainsi possible d’évaluer le transfert de cytochrome c
depuis les endosomes jusqu’au cytoplasme en mesurant I'apoptose des cellules
cependant rien ne dit, encore une fois, que le transfert de cytochrome c sera
représentatif de celui d’'un Ag d’origine cellulaire. La meilleure option consisterait alors
probablement a analyser I’expression de molécules permettant le transfert d’Ag, tel que
sec61, pour résoudre cette question. Par ailleurs, ne sachant pas encore a quel niveau de
la voie de présentation croisée intervient I'lFN-y et le TNFa, nous pourrions évaluer la
modulation de la plupart des molécules essentielles a ce processus par TLDA (Tagman
Low Density Array) sur cellules triées. Les TLDA sont des cartes micro-fluidiques,
composés de centaines de puits, permettant d’évaluer ’expression de centaines de genes
en paralléle sur le principe des PCR en temps réels. Une approche plus large de
transcriptomique permettrait par ailleurs potentiellement de révéler des molécules
encore non identifiées pour la présentation croisée d’Ag d’origine cellulaire. Enfin, nous
pourrions confirmer le réle des protéines ainsi mises en évidence par une approche
complémentaire que nous avons développée et validée dans I’équipe sur le modele de DC

109



Non Transduit Sh Control

27033013 echd0 FPE35-Tube_O0E 092013 athdd FPEI5-Tube_DIE
- 5
TAG-FP635 3 .
w 10 10
DC BDCA3 —
2 27082013 ethd0 ani sy Tube_012 27092013 echd0 and sy Tube_014
hE [t
PE Lt 3
EE : P
Antl-Syk APC e e P2 Ei P2
Q] e et
R as B
- . w w* 0t ot - o ' w o*
APCA APC-A
27092013 e¢h40 FP635-Tube 006 27092013 ethd0 FPE35-Tube_DOE 27092013 6ch40 FP635Tube_D03
o pe
Ex LE 3
] : ™3
TAG-FP635 353 P e 3= P
e o
<! : -
Autres DC e v - W
27092013 echd0 ani sk Tube_014
e
23
E
. T4
Anti-Syk APC 3%
EE
2

Annexe 1: Validation d’un protocole permettant d’inhiber des protéines de maniére
spécifique par transduction de ShRNA. Des progéniteurs de sang de cordons ont été
transduit a l'issue de I'étape de prolifération avec un Sh Control ou un Sh dirigé contre la
protéine Syk. A l'issue de I'étape de différenciation, les cellules transduites expriment un Tag
fluorescent FP635. La transduction avec le Sh dirigé contre Syk permet d’inhiber I’expression
de cette protéine dans les cellules transduites.



générées in vitro, nous permettant d’inhiber spécifiquement I’expression de protéines
par shRNA (small hairpin RNA) (Annexe 1).

Une étude comparant les DC BDCA1" et les DC BDCA3"®" circulantes montre que
leur présentation croisée d’Ag peut étre fortement induite en présence de LPS ou R848
pour les DC BDCA1" et de Polyl:C ou R848 pour les DC BDCA3"8" (Nizzoli et al., 2013). Au
contraire, la présentation croisée des pDC n’est pas significativement induite en présence
de CpG ou R848. Ces travaux montrent ainsi 'importance du choix de I’activateur pour
évaluer correctement la capacité de présentation croisée d’Ag des différentes sous
populations. Notre modele ne nous a pas permis de comparer les capacités de
présentation croisée des DC BDCA3"8" vis-a-vis des autres DC présentes in vivo. Cette
comparaison est importante pour la mise au point de traitements visant a induire une
réponse anti-tumorale optimale chez les patients et pour mieux définir la portée des
résultats obtenus chez la souris. Chez ’lhomme, les études montrant une forte aptitude
des DC BDCA3™®" circulantes pour la présentation croisée d’antigene en présence de
ligand de TLR3 mais a I’état basal, elles semblent au contraire moins douées que les DC
BDCA1" pour la présentation croisée d’Ag méme si cette différence n’est pas significative.
A inverse, les DC BDCA3"8" de |a peau et des ganglions lymphatiques sont spontanément
supérieures pour la présentation croisée d’Ag, laissant penser que I’environnement
tissulaire les conditionne pour cette fonction (Haniffa et al., 2012).

La particularité de notre modéle repose sur l'origine cellulaire de I’Ag. Il nous
semblait en effet important de nous intéresser a cette forme d’Ag car elle est
probablement plus représentative de ce qui se déroule in vivo. Des travaux s’intéressant a
la présentation croisée d’Ag provenant de cellules mortes montrent que les DC BDCA3"&"
du sang présentent un avantage vis-a-vis des autres sous populations de DC (Bachem et

high

al., 2010). Ceci n’est pas surprenant puisque les DC BDCA3™" expriment spécifiquement

Clec9A. Pour notre part, nous avons également montré 'efficacité des DC BDCA3high

pour
la présentation croisée d’Ag provenant de cellules vivantes. Ceci peut s’expliquer par
I’absence de SIRPa & la surface des DC BDCA3"®" ne permettant pas aux cellules
tumorales d’inhiber leur phagocytose par les DC. L'importance de Clec9A et de SIRPa
pourrait étre évaluée en inhibant leur expression de maniere spécifique a I’aide de shRNA
dirigés contre Clec9A, pour les DC BDCA3high, et SIRPa, pour les autres DC. S’il s’avere que
les DC BDCA3"8" sont plus douées pour la présentation croisée d’Ag provenant de cellules
mortes et de cellules vivantes, cela se révélera tres intéressant dans le cadre de thérapies
anticancéreuses car il sera alors possible d’imaginer renforcer les thérapies actuelles
induisant une forte mort cellulaire ou de réduire les doses et les effets secondaires de ces
traitements, en les combinant a des thérapies visant a réactiver spécifiquement les DC

BDCA3"8" associées aux tumeurs. Au contraire, si toutes les DC présentent de maniére
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Annexe 2: Exemple d’un marquage multiparamétrique sur suspension de cellules

d’amygdales permettant de trier en paralléle les pDC, les macrophages, les DC BDCA3"e" et
les DC BDCAL".



similaire les Ag d’origine cellulaire lorsqu’elles sont activés de maniére optimale, il serait
pertinent d’activer les cellules infiltrants en majorité les tumeurs ou d’activer
simultanément toutes les populations de DC pour amplifier les chances de succes
thérapeutique.

Enfin, nous envisageons d’utiliser un protocole publié récemment permettant de
générer in vitro des pDC, des DC BDCA1" et des DC BDCA3"8" (Lee et al., 2015). Au vue de
nos résultats montrant que R848 module un plus grand nombre de génes chez les DC
BDCA3"8" que chez les MoDC, et des résultats montrant que Pinduction de la
présentation croisée des DC BDCA1" est de meilleure qualité en présence de LPS, il sera
important d’utiliser un panel large de ligands de TLR, incluant des activateurs des TLR3,
TLR4, TLR7, TLRS8, et TLR9, pour s’assurer de comparer chaque population de DC en
condition d’activation optimale.

Nos travaux ont révélé que les DC BDCA3high

Ces derniéres répondent a une stimulation combinée de ligands de TLR3 et de TLR7/8

étaient présentes dans les tumeurs.

mais I’environnement tumoral semble inhiber leur production de cytokine.

’étude des DC BDCA3™®" est compliquée par leur rareté (0,01% des cellules
hématopoiétiques du sang). L’amélioration de la prise en charge des patientes atteintes
de tumeurs de sein ainsi que la collecte de tissu par les anatomopathologistes pour
I’évaluation du type histologique de la tumeur, la conservation de tissu pour des études
ultérieures et la validation de la qualité du geste chirurgical, réduisent la taille des
prélevements destinés a la recherche. Ainsi, pour une population de cellules aussi rare, il
est parfois compliqué d’obtenir un nombre de cellules permettant de caractériser tous les
parametres voulus. Par ailleurs, I'intérét envers les DC BDCA3"8" étant récent, les outils
permettant de les étudier sont encore rares.

Nous possédons aujourd’hui quelques éléments laissant penser que les DC
BDCA3"8" associés aux tumeurs sont équivalentes a celles du sang, sur la base de leur
expression de XCR1 et leur absence d’expression de CD11b et SIRPa. Elles sont par ailleurs
productrices d’IFN-A, alors que les DC BDCA1" n’en produisent ni dans le sang, ni dans la
tumeur. Afin de nous assurer de leur identité, nous envisageons cependant d’employer
une méthode complémentaire. Nous avons mis au point un marquage multiparamétrique
permettant de trier en paralléle les cDC, les pDC et les macrophages (Annexe 2), a partir
d’échantillons de sang et de tumeurs. Nous pourrons ainsi a l'instar des études
précédemment réalisées, et comparant les DC entre différentes espéces ou tissus, nous
assurer de ’homologie des DC BDCA3"®"
effectuer cette étude nous avons choisi d’utiliser une méthode de plus en plus utilisée,

des tumeurs avec celles du sang. Pour pouvoir
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Annexe 3 : Marquage immunohistochimique des DC Clec9A" de 'amygdale et d’une tumeur
de sein. Dans I'amygdale les DC Clec9A" sont principalement localisées dans les zones T, que
I'on différencie des zones germinales B plus claires. Ceci est en accord avec ce qui est décrit
pour les ganglions lymphatiques (Segura et al.,, 2012). Dans les tumeurs de sein, les DC
Clec9A" semblent plus éparses mais nous n’avons pas de contre coloration pour évaluer leur
localisation exacte. Ces résultats ont besoin d’étre précisés et reproduits.



appelée « RNA sequencing », nécessitant un nombre réduit de cellules (<1000). Ces
travaux se feront en collaboration avec I’équipe de Vassili Soumelis a Paris, et
nécessiteront un certain temps afin d’analyser finement les résultats obtenus. A plus

court terme, nous espérons également valider la présence de DC BDCA3"E"

sur coupes de
tumeurs par immunofluorescence. Nous espérions préalablement les détecter par
immunohistochimie mais aucun anticorps dirigé contre Clec9A et validé sur coupes
congelées d’amygdale n’a permis de révéler efficacement la présence de DC Clec9A" dans
les tumeurs, a I’exception d’un marquage sur coupe de tumeur de sein congelée (Annexe
3). Il se peut ainsi que I"absence de Clec9A observée en cytométrie pour les DC BDCA3"E"
associées aux tumeurs ne soient pas di a la digestion enzymatique mais a une expression

high 3ssociées aux

réellement plus faible de cette lectine a la surface des DC BDCA3
tumeurs. Ceci pourrait étre lié a une internalisation du récepteur en présence de cellules
nécrotiques ou a une inhibition de son expression par des facteurs présents dans
I’environnement tumoral. La maturation des DC BDCA3"®" a aussi été décrite pour
diminuer ’expression de ce récepteur (Schreibelt et al., 2012). Ces hypothéses pourront
étre évaluées a I'aide des DC obtenues in vitro et mises en contact de surnageant de
tumeurs ou de cellules nécrotiques. L’analyse de leur transcriptome devrait également
éclaircir cette question en révélant si elles expriment ou non ’ARN messager codant pour
Clec9A. De plus, P'immunofluorescence sur coupes de tumeurs, congelées ou
déparaffinées, devrait palier aux problémes rencontrés en immunohistochimie en nous

permettant d’évaluer la présence de DC BDCA3"8", 3 I'aide de combinaison bien réfléchies
d’anticorps dirigés contre des récepteurs, tels que BDCA3 et CD11c et/ou des facteurs de

transcription tels qu’IRF8 et Batf3.

Nous avons vu dans la partie introduction que les DC peuvent infiltrer les tumeurs
ou étre situées en zone péri-tumorales et que leur état de maturation differe d’une
localisation a une autre. Les marquages sur coupes de tumeurs devraient ainsi permettre
de définir ot se situent les DC BDCA3"E"
importante pour déterminer si les DC BDCA3
tumorales, élément qui n’a jamais été déterminé jusqu’a présent.

dans les tumeurs de sein. Cette donnée est

hgh sont en contact direct avec les cellules

Nous investiguerons également leur proximité avec d’autres populations
immunitaires. |l serait en particulier intéressant d’étudier la présence de DC BDCA3"8"
dans les structures lymphoides tertiaires riches en DC matures, lymphocytes T et
lymphocytes B (Goc et al., 2013). Nous pourrions ainsi révéler des interactions possibles
avec les lymphocytes T CD8. Par ailleurs, au vue de nos résultats obtenus in vitro, une
proximité avec les cellules NK serait également révélatrice d’'une possible collaboration

permettant une meilleure présentation croisée par les DC BDCA3"&".
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Annexe 4 : Pourcentage de DC produisant du TNFa, de I'IFN-o. ou de I'[FN-A aprés stimulation
avec R848 et polyl:C. Le pourcentage de DC produisant ces cytokines est plus faible pour les DC
provenant d’amygdale comparativement a celles du sang. Comparativement aux DC de tumeurs,
le pourcentage de DC productrices de cytokine est globalement similaire ou supérieure pour les
DC provenant d’amygdale comparativement a celles issues de tumeurs de sein.



high associées aux tumeurs sont

De plus, nous avons montré que les DC BDCA3
capables de produire du TNFo et de I'IFN-A. Il s’agit de la premiére observation montrant
une production d’IFN-A par des DC BDCA3"®" issues de tumeurs. A I'inverse nous avons
montré que les pDC issues de tumeurs sont pour leurs parts incapables d’en produire, a
I’instar de I'IFN-a, au contraire des pDC circulantes. Cette différence peut tout d’abord
étre liée au protocole consistant a stimuler une suspension cellulaire. Il est ainsi possible
que I’absence de production d’interférons, en particulier 'IFN-A, par les pDC ne soit pas
due & une déficience fonctionnelle plus importante de celle des DC BDCA3"®" mais plutét
a I’absence, dans la suspension de cellules tumorales, d’un partenaire les aidant a en

high || est

produire. En effet, elles produisent par ailleurs autant de TNFa que les DC BDCA3
également possible que certains facteurs solubles présents dans le microenvironnement
affectent plus fortement les pDC que les DC BDCA3"8"

expression plus forte de récepteurs dédiés a la reconnaissance de ces facteurs solubles.

, par exemple en raison d’une

Enfin, I’activateur choisi n’était peut-étre pas optimal pour les pDC non circulantes. Une
activation par le virus influenza aurait ainsi pu étre plus efficace pour induire une
production d’IFN-A par cette sous population. Notre équipe a en effet montré que les pDC
associées aux tumeurs peuvent étre efficacement réactivées, chez la souris par un ligand
de TLR7, alors qu’elles sont déficientes pour une réponse aux ligands de TLR9 (Le, | et al,,
2013).

Nos résultats soutiennent cependant I’hypothése selon laquelle les DC BDCA3"8"
pourraient potentiellement répondre a une stimulation, in vivo, et exercer ainsi une
fonction anti-tumorale. Notons que certains points restent malgré tout a étre élucider. En
particulier, nous ne disposons pas de tissu de sein sain nous permettant de nous assurer
que Pinhibition de la sécrétion d’IFN-A par les DC BDCA3"&"

facteurs présents dans les tumeurs. A I'inverse nous ne disposons pas de DC BDCA3"" de

est spécifiquement liée a des

sein sain permettant d’évaluer la capacité de sécrétion de cytokine et le niveau de
maturation initial des DC BDCA3™®" situées dans ce tissu. Nous ne pouvons donc pas

affirmer définitivement que les DC BDCA3"" sont altérées dans les tumeurs. Nous avons

high

par ailleurs obtenu des données montrant que des DC BDCA3™" provenant d’amygdale

produisent également moins de cytokines que les DC BDCA3"E"

du sang (Annexe 4).
L’environnement de ces DC est cependant tellement riche en lymphocytes qu’il est
difficile d’en tirer des conclusions extensibles aux tumeurs. Nous pouvons uniquement en
conclure que les DC répondent différemment en fonction de leur tissu d’origine, et tester
I’action de différentes cytokines recombinantes connues pour étre inhibitrices, telle que
le TGF-, sur la production de cytokines par les DC BDCA3"&",

Enfin, leur état de maturation reste a définir, que ce soit par immunofluorescence,
immunohistochimie ou par cytométrie en flux. En effet, maintenant que nous avons
validé leur capacité a répondre a des ligands de TLR, nous pourrons consacrer les
prochains échantillons de tumeurs a I’évaluation de I’expression de marqueurs tels que

CD83, CD86 ou le CMH de classe |, par les DC BDCA3high. En plus de nous donner une
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indication sur leur capacité a présenter les Ag aux lymphocytes T CD8, ces résultats nous

apporterons également des clés de compréhension sur les différences de réponse

fonctionnelle observée vis-a-vis des DC BDCA3high

high

du sang. Dans le cas, ou elles seraient
aussi immatures que les DC BDCA3™®" du sang, I’hypothése d’une altération par le
microenvironnement tumoral serait confortée, alors qu’un état mature pourrait expliquer

une moindre réponse a des ligands de TLR.

hig

C) Recrutement des cellules dendritiques BDCA3"8" dans les tumeurs et

leur réle potentiel ?

Les DC BDCA3"8" issues de progéniteurs CD34", expriment CXCR4 (données non
présentées). Il est donc probable que les DC BDCA3"®" soient recrutées par SDF1 dans les
cancers du sein ou cette chimiokine est exprimée (Aravindan et al., 2015). Par ailleurs, les
DC BDCA3"8" expriment également CXCR3 et leur recrutement pourrait donc également
étre potentialisé par CXCL9, CXCL10 et CXCL11. L’expression de XCR1 a leur surface joue
également potentiellement un réle lorsqu’une réponse immunitaire est installée, les DC
BDCA3"8" étant parfaitement aptes a migrer en présence de XCL1 (Crozat et al., 2010).
Notons enfin que les analyses transcriptomiques montrent un niveau d’expression
similaire de CCR7 entre les pDC, les DC BDCA1" et les DC BDCA3"®" circulantes (Balan et al.,
2014). Il est probable que les DC BDCA3"8" soient soumis aux mémes mécanismes
d’inhibition de ce récepteur que les autres sous populations, les empéchant de migrer
jusqu’aux organes lymphoides. Dans ce cas, il serait malgré tout possible qu’elles initient
une réponse T au sein des structures lymphoides tertiaires situées a proximité.
Cependant, I'analyse du niveau d’expression de ces récepteurs par les DC BDCA3"8"
associées aux tumeurs serait intéressante pour valider cette hypotheése.

D) Réle pro- ou anti-tumorale des cellules dendritiques BDCA3™"
associées aux tumeurs ?

A

La réponse a cette question, déja en partie abordée précédemment dans la
discussion concernant la présentation croisée d’Ag, est primordiale avant d’envisager
toute stratégie thérapeutique. En effet, leur participation a la progression tumorale nous
inciterait a inhiber leur fonction, alors que I’initiation d’'une réponse T cytotoxique dans le
par les DC BDCA3"®" nous inciterait plut6t a les stimuler.

Un article publié récemment associe un fort ratio en génes spécifiques des DC
BDCA3"8" vis-3-vis de ceux des autres cellules myéloides & un meilleur pronostic clinique
dans les cancers du poumon, de la téte et du cou ainsi que dans les mélanomes (Broz et
al., 2014). Comme il s’agit d’un ratio, il est possible que cette corrélation soit en fait due a
une moindre présence d’autres populations immunosuppressives telles que les
macrophages M2. D’autres raisons laissent cependant supposer que les DC BDCA3"&"
puissent agir favorablement sur I’évolution clinique des patients. Tout d’abord, leur

expression de Clec9A associé a I'absence d’expression de SIRPa favorise tous deux
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I'internalisation d’Ag issues des cellules tumorales et donc potentiellement Ia
présentation croisée de ces derniers aux lymphocytes T CD8 (Murata et al., 2014b;
Schreibelt et al., 2012). Ensuite, les travaux effectués chez la souris laissent envisager une
interaction avec les cellules NK et les lymphocytes T CD8 activés, par I'intermédiaire des
ligands de CRTAM et de XCR1 (Arase et al., 2005; Yamazaki et al., 2010). Nos observations
montrent également que les DC BDCA3"8" associées aux tumeurs sont capables de
produire de I'IFN-A lorsqu’on les stimule ex vivo. Les données actuellement publiées chez
la souris montrent que I'IFN-A induit une réponse anti-tumorale par I'intermédiaire des
cellules NK principalement (Lasfar et al., 2006; Sato et al., 2006). Cette cytokine pourrait
ainsi prendre le relai de I'lFN-a. dont la production est fortement altérée dans les tumeurs.
Cependant nous pouvons émettre des doutes sur la reproductibilité de ces résultats chez
I’lhomme a cause de I'absence d’expression de I'IFNLR a la surface des cellules NK chez
I’lhomme. L’hypotheése selon laquelle dans certaines conditions d’activation les cellules NK
expriment ce récepteur n’est pas a exclure mais a I’état basal, nous n’avons jamais
observé son expression. Les inhibiteurs d’histones déacétylases, déja utilisées en clinique,
pourraient permettre de palier cet obstacle en levant I'inhibition épigénétique de
’expression de I'IFNLR (Ding et al., 2014; West and Johnstone, 2014).

AVlinverse le role anti-tumoral des DC BDCA3™e"

peut étre modéré par les résultats
montrant que des DC traitées avec de I'IFN-A peuvent tout aussi bien induire la
prolifération de Treg ou orienter la différenciation des lymphocytes T vers un profil Th1
(Jordan et al., 2007; Koltsida et al., 2011; Mennechet and Uze, 2006; Sato et al., 2006). Il
n’est donc pas certains que I'IFN-A possede des effets anti-tumoraux aussi importants
chez ’lhomme que ce qui fut observé chez la souris. Pour s’assurer de |’orientation de la

réponse immunitaire induite par les DC BDCA3high

il faudrait donc élargir le panel de
cytokines étudiées. Nous avons commencé I’analyse de leur production d’IL-12 et il
apparait que les DC BDCA3"8"
(analyse en cours). Ceci laisse supposer qu’elles peuvent induire une réponse de type Thi.
Cependant, il nous faudrait aussi analyser leur production d’IL-10 aprés stimulation mais

aucun outil ne permet de le faire correctement par cytométrie chez ’lhomme aujourd’hui

associées aux tumeurs sont capables d’en produire

et les trier afin de les stimuler ex vivo pour mesurer leur sécrétion d’IL-10 semble
également inenvisageable au vue de leur rareté. Il nous faudrait enfin étudier leur
capacité a produire des cytokines orientant la différenciation des lymphocytes vers un
profil Th2, telle que I'lL-13, en paralléle de I'IL-12, pour déterminer si elles en produisent et
si différentes populations émergent sur la base de I’expression exclusive ou de la co-
expression de I'lL-12 et de I'IL-13.

En paralléle, il serait important de déterminer si la présentation d’Ag par ces
cellules induit une réponse CTL ou une tolérogénicité vis-a-vis de I’Ag présenté. Ceci
pourrait étre testé, lorsque des échantillons de tumeurs de grande taille et enrichies en
cellules immunitaires, nous permettrait d’obtenir apres tri quelques milliers de DC
BDCA3"8" que nous pourrions co-cultiver avec des lymphocytes T naifs. Enfin, ’analyse de
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I’expression d’IDO, de PD-1 ou PD-L1 par les DC BDCA3"®" associées aux tumeurs
permettrait également de vérifier qu’elles n’ont pas un réle pro-tumoral.

Lorsque les réponses aux interrogations précédemment discutées auront été
apportées il sera possible d’imaginer des stratégies thérapeutiques basées sur la
modulation des DC BDCA3"" dans le cas ou elles ont un impact significatif sur le
développement de la réponse immunitaire.

Si, comme les pDC, elles sont détournées de leur fonction initiale et facilitent le
développement tumoral, nous pourrions envisager de bloquer leur fonction
immunosuppressive. Par exemple, si elles acquierent I’expression de PD-1 ou PD-L1
comme cela a été montré chez la souris pour les DC (Krempski et al., 2011; Scarlett et al.,
2012), cela signifierait que les traitements neutralisant ces récepteurs, et déja utilisés dans

les mélanomes, agissent également sur les DC BDCA3"e"

. Il pourrait alors étre intéressant
d’appliquer ces traitements aux patients dont les cellules tumorales n’expriment pas PD-1
ou PD-L1 mais dont les DC I’expriment. Par ailleurs, si leur fonction immunosuppressive
vient de leur capacité a sécréter de I'lFN-A, Iutilisation d’anticorps neutralisant pourrait
étre envisagée. Enfin, si leur immaturité participe a I'induction d’une tolérance suite a la
présentation croisée d’Ag tumoraux, une stratégie basée sur I'utilisation d’anticorps
dirigés contre Clec9A couplés a des molécules cytotoxiques ou des toxines bactériennes
pourrait permettre d’éliminer temporairement cette population de DC pour améliorer
I’efficacité des traitements, par exemple basés sur le ciblage des « immune checkpoints ».

Au contraire, dans le cas ol les DC BDCA3high

inhibées par Penvironnement tumoral, des stratégies basées sur leur réactivation

seraient de bon pronostic mais

pourraient étre une solution intéressante. L’utilisation d’anticorps dirigés contre Clec9A
ou XCR1 et couplés a des antigénes tumoraux permettent d’induire une bonne
présentation croisée d’Ag par les DC CD8a’ chez la souris (Hartung et al., 2015).
Cependant, cette méthode est limitée car elle ne permet pas d’induire une réponse T
cytotoxique dirigée contre un large panel d’Ag et autorise donc le développement de
résistances par des cellules cancéreuses sous exprimant ’Ag concerné. L’expression de
TLR3 par les DC BDCA3"8" permet aussi d’envisager des thérapies basées sur I'utilisation
de polyl:C pour les réactiver. Cette molécule est actuellement utilisée comme adjuvant, a
faible dose, car elle peut entrainer de fortes réactions immunitaires a trop forte dose.
C’est pourquoi il semble nécessaire de développer des vecteurs permettant de délivrer de

facon prolongée ce ligand & proximité des DC BDCA3"e"

infiltrant la tumeur, a l'aide
d’anticorps spécifiques, afin de les activer le plus efficacement possible. De nombreuses
nanoparticules polymériques sont aujourd’hui en cours de développement et devrait
permettre d’améliorer I'efficacité des traitements en augmentant la demi-vie des

molécules injectées ainsi que leur concentration au niveau du site tumoral (Prabhu et al.,
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2015). Enfin, la vaccination des patients avec des DC obtenues a partir de progéniteurs, in
vitro, n’est pas abandonnée mais nécessite encore des améliorations pour induire une
réponse T cytotoxique efficace.

Les DC et les cellules NK sont connues pour s’activer les unes les autres. Ainsi les
DC matures activent la cytotoxicité des cellules NK et leur sécrétion d’IFN-y par
intermédiaire de I'lL-12 (Gerosa et al., 2002; Perrot et al., 2010). A I'inverse les cellules NK
activés induisent la maturation et la production d’IL-12 par les cellules dendritiques
(Gerosa et al., 2002). Les cellules NK, par leur sécrétion d’IL-18, participent aussi a
’induction d’une réponse Th1 et I’activation des lymphocytes T CD8 par les DC (Dao et al.,
2005).

Nous avons vu dans la partie introduction que les DC BDCA3"®"

expriment les
récepteurs XCR1 et Necl2, dont les ligands sont tous deux exprimés chez la souris a la fois
par les cellules NK et les lymphocytes T CD8 activés. Il serait intéressant d’étudier la
source du ligand XCL1 et 'expression de CRTAM chez ’homme, en activant les différentes
sous populations de cellules immunitaires, en commengant par les cellules NK et les
lymphocytes T CD8. Par ailleurs, les DC BDCA3"8" produisent des interférons de type | et
de type Ill aprés activation par polyl:C. Les interférons de type I, participent chez la souris
et chez ’lhomme a l'induction de la cytotoxicité des cellules NK (Nguyen et al., 2002;
Perrot et al., 2010). Chez la souris, ils induisent également la production d’IL-15 par les
cellules NK qui participe a la stimulation des lymphocytes T CD8 mémoires (Nguyen et al.,
2002; Zhang et al., 1998). L’IFN-A possédant des propriétés proches de celles de I'IFN-, il
serait intéressant de regarder si cette cytokine agit sur les cellules NK, en évaluant
I’induction d’ISG ou la phosphorylation de STAT-1 malgré I’absence de récepteur détecté a
la surface des cellules NK. Ceci permettrait de conclure définitivement sur la sensibilité

des cellules NK a PIFN—A.

Il est également intéressant de noter que des analyses TCGA ont révélé une
corrélation entre I’expression de I’lIL-12 et les facteurs de transcription Batf3 et IRF8 dans
les tumeurs de sein (Ruffell et al., 2014). Ces résultats laissent envisager la présence de
cellules BDCA3"E" sécrétrices d’IL-12 dans ces tumeurs. Cette étude révéle également une
corrélation entre les genes précités et I’expression du Granzyme B et de I'IFN-y. Ceci ne
permet pas de déterminer si la présence de DC correle avec la présence de CTL ou de
cellules NK car le Granzyme B et I'lFN-y peuvent étre abondamment produit par ces deux

high est

populations. Mais cela laisse au moins supposer que la présence de DC BDCA3
associée a des populations connues pour étre de bons pronostics (Galon et al., 2006). La
réponse compléte aux traitements est d’ailleurs multipliée par deux chez les patientes

exprimant fortement ces génes (Ruffell et al., 2014).
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Enfin, nous avons observé que I'lFN-y et le TFNa, deux cytokines produites par les
cellules NK, induisent la présentation croisée d’Ag cellulaire par les DC BDCA3"e"

que la spécificité de cette induction n’ait pas été vérifiée, elle révele malgré tout une
high

. Bien

autre interaction intéressante entre les cellules NK et les DC BDCA3

La rareté des DC BDCA3"®" questionne leur importance physiologique et en
particulier la transposition a ’lhomme des résultats obtenus chez la souris sur les DC
CD8a" et CD103™.

Tout d’abord, la production d’IFN-A par les DC BDCA3"8" est-elle suffisamment
forte pour avoir des répercussions plus importantes que 'IFN-A produit par les pDC qui
sont plus nombreuses ? Ensuite, est ce que la réponse a un ligand de TLR3, donc un ARN
double brin, a du sens dans un contexte cancéreux ? Il serait ainsi intéressant d’explorer
d’autres voies aboutissant a la production d’IFN-A et pouvant étre activées au sein des
tumeurs.

De la méme maniére, est ce que les capacités de présentation croisée des DC
BDCA3"8" sont suffisamment forte pour penser qu’elles puissent avoir un réle plus
important que les DC BDCA1" dans l'initiation d’une réponse T CD8 cytotoxique ? Sachant
que les DC BDCA3™" ne représentent en moyenne qu’une cellule immunitaire sur cinq
cent, il est difficile d’imaginer qu’elles puissent avoir un réle primordial. Cependant, cette
intuition peut également étre modérer par le réle majeure que joue les pDC ou les
lymphocytes Treg malgré leur faible nombre. Il est donc difficile d’évaluer I'impact des DC
BDCA3"&" avant d’avoir plus de données, notamment concernant leur corrélation avec le
pronostic clinique des patients.

A linverse, I’enrichissement en DC BDCA3"&"

dans le foie et le thymus laisse
supposer que leur présence posséde un intérét (Dresch et al., 2011; Kelly et al., 2014;
Shortman and Heath, 2010; Kelly et al., 2014). Dans le thymus, les DC BDCA3"®" ont en
effet de grandes chances de participer a I'induction de la tolérance centrale en présentant
en continue des Ag du soi expliquant leur concentration importante. Elles y produisent
également de forte quantité d’IFN-A aprés stimulation par un ligand de TLR3, indiquant
gu’elles participent aussi probablement a I'immunité antivirale en cas d’infection
(Martinez et al., 2015). Dans le foie, nous avons vu qu’elles produisent également de
grande quantité d’IFN-A  participant activement a [I'immunité contre HCV.
L’enrichissement en DC BDCA3™®" dans cet organe est peut-étre lié & leur absence
d’expression de SIRPa. leur permettant de participer a I’élimination des globules rouges
exprimant CD47 et de détecter la présence de certains parasites tels que le plasmodium.
La grande quantité de sang circulant a travers le foie rend également cet organe
intéressant pour la détection de certains virus.
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Les réponses a ces questions apparaitront au fil du temps et donneront alors
probablement naissance a de nouvelles questions.
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Résumé en francais

Les cellules dendritiques (DC) jouent un réle majeur dans lI'induction de I'immunité anti-tumorale spécifique de
I'antigéne (Ag). Récemment, les DC BDCA3"®" humaines sont apparues comme étant homologues aux DC
CD8a" connues pour activer trés efficacement les lymphocytes T CD8 par présentation croisée d’Ag chez la
souris. Par ailleurs, ces deux populations de DC sont les productrices principales d’interféron-A (IFN-A), une
cytokine récemment découverte et possédant des propriétés antivirales, antiprolifératives et anti-tumorales.
Mon travail de thése a permis de mieux caractériser la présentation croisée d’Ag cellulaire par les DC BDCA3"e"
a I'aide d’un modéle in vitro et de mettre en lumiére le réle des cellules NK dans I'induction de ce processus. Ce

high ) .
" dans les tumeurs de sein et de révéler

travail a également aboutit a la mise en évidence des DC BDCA3
I'inhibition de leur sécrétion d’IFN-A par des facteurs solubles présents dans le microenvironnement tumoral.
L’'ensemble de ces résultats devraient permettre de concevoir de nouvelles stratégies thérapeutiques basées

sur le ciblage des DC BDCA3"®".

Titre en anglais

high

Characterization of BDCA3™" human dendritic cells and their modulation by tumor microenvironment

Résumé en anglais

Dendritic cells (DC) play a major role in the induction of antigen (Ag) specific anti-tumoral immunity. Recently,
human BDCA3"&"
lymphocyte by Ag cross-presentation in mice. Moreover, those two DC populations are the main producers of

DC appeared to be homologous with CD8a" DC known to activate very efficiently T CD8

interferon-A (IFN-A), a recently discovered cytokine family with antiviral, anti-proliferative and anti-tumoral
high by
using an in vitro model and enlightened the role of NK cells in its induction. This works also end up in revealing
the presence of BDCA3™"
tumor microenvironment. Altogether, those results should allow designing new anti-tumoral
immunotherapeutic strategies based on BDCA3h®" DC targeting.

properties. My works participated to better characterize cell derived Ag cross-presentation by BDCA3

DC in breast tumors and the inhibition of their IFN-A secretion by soluble factor from
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