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ABREVIATIONS

BMMC / FSMC : bone marrow derived / fetal skin derived mast cells
CBMC : cord blood derived mast cells

CMH-II : complexe majeur d’histocompatibilité de type I

CPA : cellules présentatrices d’antigénes

EAE : encéphalomyélite autoimmune expérimentale

FceR : récepteurs a la portion Fc des immunoglobulines E
FcyR : récepteurs a la portion Fc des immunoglobulines G
hMC : mastocytes humains

IFN : interféron

Ig : immunoglobuline

IL- : interleukine

LTC4 : leucotriene C4

MCP : progéniteurs de mastocytes

MC:/MCqc : mastocytes exprimant la tryptase/exprimant la tryptase et la chymase
MMC/CTMC : mucosal mast cells/connective tissue mast cells
NLR : récepteurs NOD-like

PBMC : peripheral blood derived mast cells

PCMC : peritoneal cell derived mast cells

PGD2 : prostaglandine D2

SCF : stem cell factor

SP : substance P

Tu/Treg : T Helper/ T régulateur

TLR : récepteurs toll-like

TNF : tumor necrosis factor
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Gaudenzio Nicolas
Study of the interaction between mast cells and T Helper cells

Thesis directors : Dr. Eric Espinosa / Pr. Salvatore Valitutti

ABSTRACT

Mast cells have been classically associated to allergic disorders, however several studies
describe their involvement in the inflammatory response. Mast cells are often observed in
tissues in close apposition with CD4 T cells (Ty). The aim of my thesis is to better characterize
the nature of mast cell/Ty interaction and in particular the mast cell capacity to act as
antigen presenting cell and the consequences for the Ty cell response.

We first addressed this question using mouse primary mast cell lines derived from peritoneal
progenitors (PCMC) used as antigen presenting cell to activate cognate OTii T cells with OVA
peptide. Our results show that in vitro treatment of PCMC with IFN-y and IL-4 induced
surface expression of mature MHC class Il and costimulatory molecules. When IFN-y primed
PCMC were used as antigen presenting cells for Helper T (Ty) cells, they induced activation of
effector T cells but not of their naive counterparts. Confocal laser scanning microscopy
showed that Ty cells formed immunological synapses and polarized their secretory
machinery towards antigen-loaded PCMC. Finally, upon cognate interaction with Ty cells,
mast cells lowered their threshold of activation via FceRI. These results show that mast cells
can specifically cooperate with class Il restricted Ty cells.

In a second part, we investigated the functional impact of mast cell antigen presentation on
human T cell-mediated responses. In vitro, human mast cells form productive immunological
synapses with antigen-experienced Ty cells. These interactions promote the generation of
interleukin 22 (IL-22) producing Ty cells (either pure Ty22 or IL-22 plus IFN-y-producing Ty
cells) from the circulating CD4" memory T cell pool via a tumor necrosis factor (TNF-o)- and
IL-6-dependent mechanism. Three-color immunohistochemistry and confocal laser scanning
microscopy reveal a rich infiltrate of IL-22" Ty cells in psoriatic skin biopsies. Most of the IL-
22" Ty cells are found in contact with mast cells and co-express IFN-y, suggesting that IFN-
Y'IL-22" Ty cells are generated in vivo upon interaction with mast cells.

Our results reveal a novel functional trait of mast cells by showing that they can shape the
inflammatory potential of human Ty lymphocytes in tissues, by providing activating signals
and skewing the Ty cell response toward the production of IL-22.

Keywords: mast cells, T Helper lymphocytes, interleukin-22, inflammation.

Discipline: Immunology.
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RESUME

Les mastocytes ont longtemps été associés aux réponses allergiques, néanmoins de
nombreuses études les décrivent comme des acteurs de la réponse inflammatoire. Les
mastocytes sont souvent retrouvés en étroite apposition au sein des tissus avec les
lymphocytes T Helper (Ty). L'objet de ma these est de caractériser la nature de I'interaction
mastocyte/Ty et notamment la capacité des mastocytes a jouer le role de cellules
présentatrices d’antigene.

Dans une premiere étude, nous avons démontré que des lignées primaires de mastocytes
murins (PCMC) peuvent acquérir un phénotype de cellules présentatrices d’antigénes,
lorsqu’elles sont traitées en présence d’IFN-y pendant 72 heures. Ainsi conditionnés, les
PCMC capturent, apprétent et présentent 'antigéne & des lymphocytes T CD4" activés, mais
restent incapables d’activer leurs homologues naifs. Durant ce phénomene, une véritable
synapse immunologique est mise en place ol le lymphocyte Ty polarise son TCR et toute sa
machinerie sécrétoire vers I'aire de contact intercellulaire. En retour, le mastocyte s’active et
baisse significativement le seuil d’activation des récepteurs FceRl en réponse a une
stimulation par des IgE. Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent établir une
coopération spécifique avec les lymphocytes T.

Dans une seconde étude, nous avons déterminé les conséquences fonctionnelles d’une telle
coopération sur la biologie des lymphocytes Ty humains. In vitro les mastocytes humains
forment des synapses immunologiques fonctionnelles avec des lymphocytes T CD4" activés.
Ces interactions productives favorisent la génération de lymphocytes Ty produisant de
grandes quantités d’IL-22 (a la fois de purs Ty22 et des Ty produisant simultanément de I'IL-
22 et de I'IFN-y) a partir d’un pool de lymphocytes Ty mémoires. Cette différenciation vers
un tel profil de Ty est dépendante de I’action de deux cytokines que sont I'lL-6 et le TNF-a.
L’analyse microscopique détaillée d’échantillons de peaux psoriasiques révele un
enrichissement en lymphocytes Ty produisant simultanément de I'lL-22 et de I'IFN-y, lors
gu’ils sont au contact des mastocytes.

Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent étre de véritables partenaires
fonctionnels pour les lymphocytes Ty au sein des tissus, leur fournissant des signaux
d’activation et les orientant vers la production d’une cytokine supplémentaire I'lL-22.

Mots clés : mastocytes, lymphocytes T Helper, interleukine-22, inflammation.

Discipline : Immunologie.
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1- La carte d’identité des mastocytes.

Le mastocyte est une cellule du systeme immunitaire qui fascine le monde de la recherche
biomédicale depuis de nombreuses années. C’'est en 1878, lors de I'analyse de tissus
connectifs humains, que le scientifique allemand Paul Ehrlich découvre avec stupeur une
grosse cellule au contenu cytoplasmique granuleux et métachromatique®. Il baptise alors
cette étrange cellule « mastzellen » signifiant littéralement « cellule bien nourrie », qui

deviendra par la suite « mast cell » en anglais ou bien « mastocyte » en frangais.

Paul Ehrlich 1854-1915 Mastocytes, bleu de Toluidine

Les mastocytes sont caractérisés par I'expression de deux molécules a leur surface, le
récepteur de haute affinité aux immunoglobulines de type E (FceRl) et le récepteur au stem
cell factor (KIT ou SCFR). Ils sont facilement visualisables au sein des tissus humains en
mettant en évidence la tryptase, une protéase constitutivement exprimée dans leurs
granules cytoplasmiques. Ces cellules sont célébres pour leur capacité a exocyter leur
contenu granulaire riches en histamine, lors des réactions allergiques. Cependant, leur role
au sein de l'organisme ne se restreint pas a la seule fonction de dégranulation sous
I'influence d’allergénes. Leurs localisations stratégiques, prés des voies d’entrées de
pathogenes, permet aux mastocytes d’étre fortement impliqués dans la lutte contre les
divers micro-organismes. lls ont non seulement la capacité d’agir « en premiére ligne » au
sein de I'immunité innée, mais peuvent aussi influencer et moduler la réponse immunitaire

adaptative.



1-1 Hétérogénéités des populations mastocytaires.

a. La distribution tissulaire et le phénotype des mastocytes.

Bien que tous les mastocytes aient un aspect et des caractéristiques phénotypiques
relativement similaires, ils ne représentent pas une population homogene. Nous savons de
nos jours que les mastocytes ont des profils de médiateurs qui leur sont propres et des
propriétés fonctionnelles bien précises en fonction du tissu dans lequel ils se trouvent.

La premiere évidence d’une différence morphologique au sein de la population mastocytaire
fut apportée par Hardy et Westbrook en 1895. En effet, ils ont observé chez le rat que les
granules des mastocytes ont des propriétés de colorations acido-basiques différentes si les
cellules proviennent de la cavité péritonéale (coelomique) ou bien de tissus viscéraux
(splanchique)z. Dans les années 1960, les travaux d’Enerback confirmérent ces résultats et
démontrérent que les mastocytes retrouvés dans la muqueuse intestinale de rats ont des
propriétés métachromatiques, histochimiques et biologiques bien précises (particularités
détaillées par la suite dans ce chapitre)a'e. Ces travaux établirent le dogme d’une diversité au
sein de la population mastocytaire et furent approfondis par de nombreuses études dans les
années qui suivirent’.

La classification des mastocytes de rongeurs est basée sur des différences phénotypiques et
histochimiques observées entre les mastocytes retrouvés dans les tissus connectifs (CTMC
pour connective tissue mast cells) tels que la peau ou la cavité péritonéale et ceux présents
dans les muqueuses (MMC pour mucosal mast cells) telle que les poumons ou la lamina
propria de l'intestin. Les travaux de Enerback®, Bienestock® et de Miller'™® montrent qgu’en
plus d’une disparité d’ordre morphologique ou histochimique, les MMC et CTMC different
aussi par la nature biochimique et fonctionnelle de leur contenu granulaire cytoplasmique.
D’un point de vue phénotypique, les deux catégories de mastocytes se distinguent par leur
taille, leur teneur en histamine, en protéoglycanes et leurs contenu en protéases neutres™. Il
est d’ailleurs possible de distinguer les MMC des CTMC grace aux propriétés anioniques de
deux protéoglycanes : I'héparine et le chondroitine sulfate. En effet, dans les tissus les MMC
contenant du chondroitine sulfate seront colorés par le bleu alcian, alors que les CTMC

contenant de I'héparine seront colorés par de la safranine-o (Figure 1)°> 2.

D’un point de vue
fonctionnel, les CTMC et les MMC présentent aussi des différences remarquables. En effet,
les MMC produisent de hauts niveaux de leukotriénes C4 (LTC4) aprés une activation via le
FceRI™ et ne sont que peu sensibles au cromoglycate de sodium (un agent « stabilisateur »
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de mastocytes connu et utilisé pour prévenir la dégranulation) ou au sécrétagogue 48/80
(inducteur de dégranulation)”. Par contre, les mastocytes de type CTMC provenant de la
cavité péritonéale produisant de grandes quantités de prostaglandine D2 (PGD2)®, sont
« stabilisés » par le cromoglycate de sodium et dégranulent en réponse au composé
48/80™ " (Figure 1).

Les deux types de mastocytes divergent aussi par leur dépendance aux facteurs dérivés des
lymphocytes T. En effet, I'lL-3 semble particulierement importante pour le développement
des MMC lors d’une infection par certains parasites intestinaux tels que Trichinella spiralis

ou Nippostrogylus brasilensis*®"*

. Cependant, cette dépendance aux lymphocytes T reste
controversée puisqu’il a été reporté qu’en I'absence d’infection, un nombre normal de
mastocytes est retrouvé dans la muqueuse intestinale de rats ou de souris nude (souris
dépourvue de thymus et donc de lymphocyte T)*.

Chez 'homme, la dichotomie entre les populations de mastocytes n’est pas si évidente que
dans les modeles murins. Néanmoins, il est possible de distinguer deux grands sous-types de
mastocytes en fonction de leur contenu en protéases neutres cytoplasmiques et de leur
localisation. Un premier sous-type exprime simultanément de la tryptase, de la chymase et
de la carboxypeptidase G (MCqc) ; c'est le sous-type majoritaire de la peau et de la cavité
péritonéale (analogue des CTMC de rongeurs). Un deuxiéme sous-type, constitué de
mastocytes exprimant uniquement de la tryptase (MCy), est retrouvé majoritairement dans

11,20 ,21 .
247, Ce dernier

les poumons et la muqueuse intestinale (proche des MMC de rongeurs)
sous-type de mastocyte pourrait étre, comme dans les modeles murins, dépendant de
facteurs provenant de lymphocytes T, puisqu’il a été rapporté que des patients souffrant
d’immunodéficience en lymphocyte T ont une tres forte réduction des populations MCt dans

la muqueuse intestinale alors que les populations MCrc ne sont pas affectées? (Figure 1).



SOURIS

Type tissu connectif ou séreux Dégranulation via FeeRl, Safranine-o +
Héparine, histamine (forte expression) 48/80 et substance P, Bleu alcian -

mMCP-6 & mMCP-7 (tryptases), Inhibée par le cromoglycate

mMCP-4 & mMCP-5 (chymases), de sodium

mMC-carboxypeptidase A (mMC-CPA)
Prostaglandine D2

Type mucosal Dégranulation via FeeRl, Safranine-o -
MMC Chondroitine sulfate, NON inhibée par le Bleu alcian +
Histamine (faible expression), cromoglycate de sodium

mMCP-1 & mMCP-2 (chymases)
Prostaglandine D2, Leukotriene C4

HOMME

Dégranulation via FczRI,
48/80 et substance P,
NON inhibée par le
cromoglycate de sodium

Type tryptase/chymase
Héparine, tryptases,
Chymases, MC-CPA, MC-CPG

Dégranulation via FceRl,
Typg typtase Inhibée par le cromoglycate
Héparine, Tryptase e sadiir

Figure 1. Phénotype et caractéristiques des mastocytes.
Inspiré de Galli et al.! et de Metcalfe et al.>

La recherche de progéniteurs différents, les uns donnant naissance aux mastocytes de type
MCr et les autres a ceux de type MCy, fut la motivation de nombreuses recherches ces
derniéres années. Mais I'absence de composante granulaire des progéniteurs sanguins laisse
présager que cette dichotomie s’opere lors de la maturation au sein des tissus. Des études
ont montré que les facteurs micro-environnementaux jouent un réle important dans le
développement et la maturation des mastocytes comme notamment I'IL-3 et le
SCF1%24.25.26,27.28.29 ) s travaux de Sonoda et al. et de Nakano et al. suggérent que les
mastocytes peuvent changer de caractéristiques suivant leur localisation. En effet, des
mastocytes injectés dans un site peuvent acquérir les caractéristiques et les fonctionnalités

29,30

des mastocytes qui y résident normalement . Il a été observé qu’une inflammation locale



chez des patients souffrant de conjonctivites®® ou encore d’arthrites® pouvait altérer la
nature des populations mastocytaires résidantes. Ces données suggerent donc un réle
primordial du microenvironnement dans le développement et la maturation des mastocytes.
Au vu de ces résultats, il est intéressant de spéculer que les mastocytes, méme déja
différenciés, gardent une certaine plasticité leur permettant d’adapter leur phénotype au

microenvironnement dans lequel ils se trouvent.

b. Les principaux modeéles de mastocytes primaires.

Les modéles murins : BMMC et PCMC.

Il est possible d’isoler ex vivo des mastocytes d’une souris apres lavage péritonéal ou broyat
et digestion d’organes tels que la peau ou les poumons. Cependant, devant le faible nombre
de mastocytes isolés, la communauté scientifique a développé des cultures primaires in vitro
de mastocytes a partir de progéniteurs hématopoiétiques. Ainsi, des cellules de moelle
osseuse de souris cultivées dans un milieu contenant seulement de I'interleukine 3 (IL-3) se
différencient en un modéle de mastocytes relativement immatures appelés BMMC (bone
marrow-derived mast cells), avec une pureté de culture avoisinant les 95%*. Ce modeéle de
mastocyte est un des plus utilisés dans la littérature actuelle, il sert notamment pour la
reconstitution des populations mastocytaires dans des souris dépourvues de mastocytes (cf
chapitre 1-4).

Le groupe de Marc Daéron a récemment décrit un autre modele de mastocytes murins
dérivés a partir de progéniteurs péritonéales, ce sont les PCMC (peritoneal cell-derived mast
cells)®*. C’est un modele de mastocytes qui s’avére plus matures que le modéle BMMC et
proche des mastocytes péritonéaux (c’est pourquoi j'ai choisi d’utiliser ce modele lors de
I’étude de I'interaction mastocyte/lymphocyte T chez la souris, cf partie RESULTATS). C’est
un modele qui a besoin de stem cell factor (SCF) pour proliférer et survivre, il n’a par contre
pas besoin d’IL-3. Il est a noter que les MCP utilisés pour générer les BMMC et les PCMC ne
proviennent pas du méme site (respectivement la moelle osseuse et le péritoine), il n’est
donc pas a exclure qu’ils proviennent soit de différents MCP, soit de méme MCP mais a un

stade de maturation bien distinct.
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Les modéles chez ’lhomme : CBMC et PBMC.

Il est possible d’isoler ex vivo des mastocytes humains a partir d’explants tissulaires tels que
les biopsies cutanées. Comme chez la souris, ce processus est compliqué et ne permet pas
d’isoler de grandes quantités de mastocytes. On peut aussi générer un modele de
mastocytes humains & partir de cellules CD34" de cordon ombilical, ce sont les CBMC (cord

2428 ce modele a besoin de SCF pour proliférer et I'addition d’IL-3

blood-derived mast cells)
pendant la premiére semaine de culture, augmente dramatiquement leur prolifération®.
C’est le modeéle de culture de mastocytes primaires humains qui a été le plus utilisé jusqu’a
présent. Dans un autre modeéle, les mastocytes humains sont générés a partir de
progéniteurs CD34" issus du sang périphérique de donneurs sains, ce sont les PBMC

363738 Dans ce modele 13, I'IL-3 est nécessaire dans la

(peripheral blood derived mast cells)
premiére semaine pour démarrer la culture, aprés elle devient superflue®. Pour ces deux
modeles d’étude, I'interleukine 6 (IL-6) est un facteur crucial pour la culture a long terme de

35,37,39

mastocytes humains . En plus d’étre nécessaire a leur développement37'4°, I'IL-6 est

importante pour leur survie puisqu’elle exerce sur la culture une activité anti-apoptotique

non négligeable® 4243,

1-2 Les granules du mastocyte.

a. La composition des granules.

Les protéoglycanes : héparine et chondroitine sulfate E.

Paul Ehrlich a identifié les mastocytes comme de grosses cellules dont le cytoplasme était
rempli de granules qui étaient colorées de fagon métachromatiques par des colorants
basiques tels que le bleu de Toluidine ou le bleu Alcian®. Cette interaction des colorants
basiques avec les granules de mastocytes est due a leur richesse en protéoglycanes
(fortement anioniques).

Les protéoglycanes sont des macromolécules constituées d’un cceur protéique central, qui
consiste principalement en un enchainement d’unités sérine-glycines (Ser-Gly), sur lequel
des chaines de glycosaminoglycanes (GAG) sont liées de maniére covalente®** ¢, Les GAG
sont des unités diosidiques répétées d’acide D-glucuronique et de N-acetyl D-glucosamine
(Figure 2).

L’héparine est le GAG le plus négativement chargé du corps humain, elle est exclusivement
synthétisée par le mastocyte puis stockée dans ses granules sécrétoires (Figure 2). Sa
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biosynthése, comme celle des autres GAG, est un processus relativement complexe dans
lequel des précurseurs non sulfatés subissent des modifications en séries. En effet, quatre N-
deacetylase/N-sulfotransferases (NDST-1 a 4) se succéderont pour transformer une chaine
précurseur en héparine ou héparane sulfate appartenant a la famille des GAG*®**8_ Chez
I’'hnomme, I'héparine est retrouvée dans tous les types de mastocytes, par contre chez les
rongeurs elle est uniquement présente dans les mastocytes de type CTMC (Figure 1).

L’autre GAG important retrouvé dans les granules de mastocytes est le chondroitine sulfate
E (Figure 2). C'est le deuxieme GAG le plus négativement chargé du corps humain. Il est
quant a lui retrouvé dans les mastocytes de type MMC chez le rongeur et les mastocytes de

la muqueuse intestinale ou pulmonaire chez I’lhomme (Figure 1)46'49 =0,

Cutaneous mast cells Heparin
0S-0 Trisulfate
Q% y°  disaccharide
- (~35% of MC
heparin)
oH @ HN-so;
/ 'ooz 07
o —SO;  Id0A-35-GIcNS-6S
Ser—Gly repeat region ’ 0=80; -
(21-49-mer)
Jejunal mast cells Chondroitin sulfate E
~ 0S—-0 Disulfated
> _ o disaccharide
. 0;S—0. & (approximately
3 50% of MC
OH HN—OCH, chondroitin
00]_[© sulfate E)
0O GlcA-GalNAc-4,6diS
Serglycin peptide core g on

Figure 2. Structure des protéoglycanes a motifs serglycine et de leurs
glycosaminoglycanes sulfatés. Stevens et al.*®

L’histamine.

L’histamine une des premiéres substances a avoir été associée aux mastocytes, elle est
connue depuis longtemps pour étre un des médiateurs principaux des réactions allergiques
séveres chez 'homme®. Elle est synthétisée dans I'appareil de Golgi des mastocytes et des
basophiles par décarboxylation de I'acide aminé histidine®’. Une fois formée, elle est
retrouvée dans les granules, associée aux résidus acides des glycosaminoglycanes®>. Elle peut
agir sur les vaisseaux sanguins, les muscles lisses des bronches et de I'intestin, I'estomac, les

fibres nerveuses ou encore sur les eosinophiles via quatre récepteurs différents (H1-4)>*°.
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Les hydrolases acides.

La B-glucoronidase, la B-D-galactosidase, I'arylsulfatase et la f-hexosaminidase sont quatre
hydrolases acides retrouvées dans les granules des mastocytes et libérées lors de la
dégranulation. La présence de toutes ces hydrolases acides, normalement retrouvées dans
les compartiments lysosomaux d’autres types cellulaires, a permis de définir les granules de
mastocytes dans les années 1980 comme des « lysosomes modifiés »°°. Leur réle dans la
biologie du mastocyte reste a ce jour peu connu, néanmoins il est supposé qu’elles agissent
ensemble dans la dégradation des glycoprotéines ou protéoglycanes ainsi que dans la lutte
antibactérienne®.

La détection de la B-hexosaminidase est souvent utilisée pour mettre en évidence la
dégranulation de mastocytes. En effet, elle a la capacité de cliver un substrat synthétique
chromogene, le p-nitrophenol-B-D-2-acetamino-2-deoxyglucopyranoside (DNP) et de libérer

du p-nitrophenol qui est coloré et permet un dosage enzymatique®*%.

Les protéases neutres : tryptase, chymase et carboxypeptidase A.

Les protéases neutres constituent la majorité des protéines contenues dans les granules des
mastocytes. Leur poids total cumulé représente 60 pg de protéases par mastocyte alors que
par exemple la quantité d’histamine n’excéde pas 1 a 2 pg®'. Elles sont souvent & I'origine de
la classification phénotypique des mastocytes (Figure 1) et sont stockées dans les granules,
complexées aux GAG.

La tryptase est une sérine protéase tétramérique de 134 kD présente sous deux isoformes o
(monomere innactif sécrété en continue responsable du taux basal sérique) et B (libéré dans
le sérum lors des chocs anaphylactiques), elle représente environ 20% des protéines
cellulaires contenues dans un mastocyte humain®®. La tryptase semble pouvoir aussi bien
jouer un role autant pathologique que protecteur. Des modéles murins de souris sans
tryptase infectées par des espéces bactériennes®™ ou parasitaires® ont plus de difficultés
pour lutter contre les infections que des souris sauvages. Ces travaux ont démontré que la
tryptase était nécessaire pour un recrutement massif de neutrophiles au site inflammatoire
et de ce fait pour initier une réponse immunitaire efficace et bénéfique®. En effet, en clivant
le récepteur PAR-2 (protease-activated receptor 2) présent a la surface des cellules
endothéliales, la tryptase induit I'expression de P-sélectines qui permettent le recrutement

de Ieucocytessg. Mais elle est aussi retrouvée en forte concentration dans les lavages
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bronchoalvéolaires de patients souffrant d’asthme allergique®, dans le fluide cérébrospinal
de patients souffrant de scléroses multiples®® ou encore dans des cas d’arthrite
rhumatoide®®, suggérant un réle pro-inflammatoire néfaste dans ces pathologies.

La chymase est une sérine protéase chymotryptique (elle clive apres des résidus
aromatiques tels que la phenylalanine ou la tyrosine) retrouvée au sein de granules
différents de ceux contenant la tryptase et associée aux GAG®’. Chez 'homme, le réle de la
chymase dans I'asthme reste encore a ce jour débattu, la présence de mastocytes chymase”
est rapportée comme étant de bon pronostique dans certains cas®® et de mauvais dans

d’autres®>®®

Des études pharmacologiques, utilisant des inhibiteurs de la chymase,
impliquent cette derniere dans de nombreuses pathologies cardiovasculaires. En effet, un
des substrats de la chymase est I'angiotensine | qui est convertie en angiotensine II,
orientant alors le systéme rénine/angiotensine/aldostérone vers une augmentation pro-
pathologique de la pression artérielle’. Par contre, des études menées chez des modeles
murins déficients en chymase (MCP-1) montrent que cette derniére est impliquée, au méme
titre que la tryptase, dans la lutte contre les infections parasitaires®’.

La carboxypeptidase A (MC-CPA ou carboxypeptidase 3) est une meétallo-exopeptidase

2 . . .
727374 alle est uniquement exprimée par le type MCrc”. Des

spécifique des mastocytes
études plus approfondies ont montré qu’elle était localisée dans les méme granules que la
chymase et associée aux GAG®’. Il est intéressant de noter que chez la souris aussi il semble y
avoir un lien entre ces deux enzymes puisque la délétion de I'une influe sur I'expression de
I'autre’®. A ce jour aucune implication de la carboxypeptidase A n’a été détectée dans les
pathologies pulmonaires, mais trés peu d’études se sont intéressées au sujet. Néanmoins, la
carboxypeptidase A est importante pour limiter les effets potentiellement |étaux de peptides

77,78

endogenes (telle que la neurotensine ou I'endothéline) et de venins de la famille des

sarafotoxines 7579

b. La formation et I’architecture des granules.

Des travaux de microscopie électronique ont permis d’identifier trois types de granules
contenus dans les mastocytes (Figure 3). Les granules de type | et Il peuvent étre marquées
par des molécules endocytées en phase fluide (BSA attachée sur des particules d’or) et
contiennent toutes deux des molécules de complexe majeur d’histocompatibilité de type Il
(CMH-1l) ainsi que des marqueurs lysosomaux. Ces données suggérent qu’elles se
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positionnent dans la continuité de la voie d’endocytose, de maniere similaire a des
lysosomes. De la sérotonine est retrouvée dans les granules de type Il et de type Ill. Le fait
que les granules de type Il possédent des caractéristiques communes a celles de type | et Il

1 . , .
8081 De récents travaux dans I'équipe

suggere qu’elles résultent de la fusion des deux autres
de Stephen Galli démontrent qu’il existe de nombreux événements de fusions permettant la
maturation des granules dans le cytoplasme des mastocytes®. Les mécanismes moléculaires
qui contrélent la fusion des granules entre elles et leur exocytose via la membrane
plasmique sont relativement complexes et restent encore floues de nos jours. Cependant,
nous savons qu’ils font intervenir de multiples molécules appartenant a la famille des SNARE

83,84
8

(N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) telle que VAMP- eta

la famille des synaptotagmines (Syt) telles que Syt II, Ill et X3,

Figure 3. Morphologie des granules.
A. Microscopie électronique du contenu d’un mastocyte, identification des granules de type I, Il et llI.

B. Microcopie électronique a balayage d’'un mastocyte partiellement dégranulé. Modifié de Raposo et al.80 et
de St.John et al.85

L’architecture des granules est formée lors de I'interaction entre les protéoglycanes et les
protéases durant un processus de complexations électrostatiques®®. En effet, au sein des
granules, I'héparine ou le chondroitine sulfate E peuvent lier un grand nombre de protéases
basiques (tryptase, chymase, carboxypeptidase, etc.), grace a leurs groupements acides
fortement anioniques et a leur capacité a exclure I'eau. Ainsi, il a été démontré que les
granules de mastocytes issus de péritoines de rats contiennent un mélange de 30%
d’héparine et de 70% de protéines basiques, dans des complexes qui sont insolubles a

I'eau’s.



Dans les mastocytes, seules les protéases matures et enzymatiquement actives peuvent se
lier aux protéoglycanes au sein des granules. Les protéoglycanes jouent ici un role
fondamental de contréle de conformation et d’activité des protéases cellulaires avant

46,86 ,87 ,88 . ) .
S22 Deux études menées chez la souris par

I'empaquetage dans les granules
Humphries et al. et Forsberg et al._parues en 1999, démontrent I'importance de I’héparine
dans l'intégrité des granules mastocytaires. lls ont en effet constaté que les mastocytes des
tissus connectifs d’une souris NDST-27 (déficiente en héparine) avaient un défaut de
stockage des protéases mMCP-4, mMCP-5 et CPA3 dans leurs granules. Ces mastocytes
avaient aussi une expression protéique réduite de la protéase mMCP-6 alors que les génes

89,90 |’accumulation de

codant les quatre protéases étaient encore hautement transcrits
données sur ce sujet montrera que les protéoglycanes contenant de I’héparine jouent un
role post-transcriptionnel important en contrélant spécifiquement I'expression de certaines
protéases neutres aux sein des mastocytes*®*! .

A l'intérieur des complexes macromoléculaires protéoglycanes/protéase, mMCP-6 et mMCP-
7 peuvent former spontanément des homo ou des hétérotétrameres protéiques qui sont
enzymatiquement trés actifs (contrairement a mMCP-5 et a MC-CPA qui sont retrouvés sous
forme de monomeres)® (Figure 4). Une fois exocytés, les complexes restent stables pendant
plusieurs heures dans la matrice extracellulaire. L’héparine contenue dans ces complexes
leur confere une charge négative importante. Il est d’ailleurs possible de visualiser en temps
réel par microscopie confocale I'exocytose des granules a la surface des mastocytes par
ajout d’avidine (chargée positivement) couplée a un fluorochrome dans le milieu de culture
(technique développée au sein du laboratoire).

Bien que les protéases soient enzymatiquement actives lorsqu’elles sont en complexe avec
les protéoglycanes, certaines d’entre elles peuvent se dissocier apres exocytose. Il a été
montré que mMCP-6 et mMCP-7 sont exocytées dans la matrice extracellulaire toujours
associées ioniquement aux protéoglycanes. Le domaine de liaison au protéoglycane de
mMMCP-6, riche en lysine et arginine (idem pour mMCP-5 et CPA3)*, lui permet de rester
étroitement associée aux protéoglycanes de longues heures apres exocytose, elle exerce
ainsi une activité protéase localisée® (Figure 4). Le domaine de liaison aux protéoglycanes
de mMCP-7 est lui riche en histidine®. A I'intérieur des granules, I'histidine est chargée
positivement a pH 5.5, mais contrairement a I'arginine et a la lysine, elle perd ses charges

positives lorsqu’elle est exposée au pH neutre de la matrice extracellulaire®® (Figure 4). Cela
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permet donc aprés exocytose des granules, une dissociation sélective de mMCP-7, qui peut a

ce moment la étre véhiculée dans le sang et jouer un réle systémique.

Granule (pH<6.0) Extracellular (pH<7.0)

Figure 4. Complexes protéoglycanes/protéases a I'intérieur ou a I’extérieur du mastocyte.
Héparine (H), chodroitine sulfate E (CSE), mMCP-5 (jaune), mMCP-6 (vert), mMCP-7 (rouge), MC-CPA (bleue)
Stevens et al.46

Les mastocytes sont une source de nombreuses cytokines, certaines d’entre elles comme le
tumor necrosis factor (TNF) et le fibroblast growth factor (FGF) sont associées aux granules
519394 Des études récentes menées par I'équipe de Soman N. Abraham démontrent que le
TNF empaqueté dans les granules est protégé de I'action des protéases extracellulaires. De
plus, ce mode de confinement permet une libération progressive au cours du temps des
molécules de TNF permettant d’augmenter considérablement a la fois sa biodisponibilité et
son efficacité®. Cette équipe a confirmé ces résultats en créant des granules synthétiques
formées par I'agrégation, a pH acide, de molécules d’héparine chargées négativement et de
chitosan chargé positivement®® (Figure 5). Elle a d’ailleurs confirmé que I'ajout de TNF lors
de I'assemblage, permet son incorporation dans les granules synthétiques, ce qui le préserve
de l'action de protéase tout en le libérant progressivement dans le milieu pour une meilleure
efficacité. Ce TNF « particulaire » a aussi prouvé son efficacité en tant qu’adjuvant. En effet
co-injecté avec un Ag, il permet une bonne protection lors de la vaccination de modéles
murins®. 1l semblerait que d’autres cytokines puissent se trouver stockées au sein des
granules, c’est le cas de I'lL-17 et de RANTES (résultats non publiés obtenus dans le

laboratoire).
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Figure 5. Particules synthétiques.
85
Ashley et al.

Toutes ces études nous éclairent sur le role et I'architecture des granules contenus dans le
cytoplasme des mastocytes. lls sont formés lors d’'un assemblage anionique complexe et
jouent un réle physiologique important dans la régulation de I'activité des molécules qu’ils

transportent.

1-3 Le développement des mastocytes.

a. Le « stem cell factor » et son récepteur KIT.

Il a souvent été observé que les progéniteurs de mastocytes murins ou humains proliféraient
et se différenciaient en mastocytes lorsqu’ils étaient en présence d’'une monocouche de

24,27 7 .
27,997 Cas observations ont

cellules de peau embryonnaire ou de fibroblastes 3T3 murins
mené a l'identification de locus régulant le développement des mastocytes. Ce fut alors la
découverte du locus W codant pour un récepteur tyrosine kinase de type Ill appelé KIT (SCFR
ou CD117)®*° et du locus SI codant pour son ligand le stem cell factor (SCF ou KIT
|igand)1oo,1o1,102_
Le SCF est facteur de croissance produit par de nombreuses cellules telles que les
fibroblastes, les cellules stromales, les cellules épithéliales ou encore les cellules
endothéliales. Il joue un role important dans I'hématopoiese, la spermatogénese et la
mélanogénése. On le retrouve in vivo sous forme soluble ou transmembranaire, ces deux

103

conformations fournissant des signaux de croissance différents mais complémentaires™ . Le

SCF est aussi le principal facteur de croissance des mastocytes que ce soit in vitro

104,105,106,107,108,109 ) iy yjvo™2. En se fixant sous forme de dimére sur son récepteur, le SCF
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induit sa dimérisation permettant ainsi I'autophosphorylation de sa queue cytoplasmique.
S’en suit le recrutement de molécules cytosoliques adaptatrices telles que la phospholipase
Cy, les kinases de la famille de SRC, le GRB2 (growth-factor-receptor-bound protein 2) ou
encore la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui permettront I’activation des voies JAK-
STAT (janus kinase-signal transducer and antivator of transcription) et MAPK (mitogen-
activated proteine kinase). Ces deux derniéres voies de signalisation favoriseront la
23,110,111

croissance, la différenciation ainsi que la survie des mastocytes stimulés au SCF

(Figure 6 et Tableau 1).
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Figure 6. La signalisation du récepteur au SCF (KIT).
. 110
Gilfillan et al.

L’expression du récepteur KIT est primordiale pour le développement des mastocytes, en
effet il est impossible de détecter la présence de mastocytes dans les souris déficientes pour
ce récepteur (cf chapitre 1-4 b). Il en est de méme pour les diverses molécules de
signalisation qui sont requises pour un développement mastocytaire normal et homogene
dans les divers tissus. En effet, de nombreuses études ont reporté que des souris
génétiquement modifiées, ayant un défaut d’activation de la voie de la PI3K ou de la voie
JAK-STAT, avaient un développement mastocytaire anormal. La PI3K de classe I, est un
hétéromeére constitué de deux sortes de sous unités aux propriétés différentes : les sous

unités catalytiques (p110a, p110P et p1103) et les sous unités régulatrices (p85a, p85p et
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114 . .
ou des souris exprimant des formes

p55y)112’113. Ainsi, des souris dépourvues de p85a
inactives de p1106115 ou encore qui possedent une mutation dans le domaine de liaison de
KIT a p85a.*** 17 ne développent aucun mastocyte dans la muqueuse gastro-intestinale mais

118

ont un nombre normal de mastocytes cutanés . Il en est de méme pour la voie JAK-STAT,

les souris STATS” n’ont pas de mastocyte dans la peau, I'estomac ou la rate, elles possedent
seulement quelques mastocytes dans la cavité péritonéale™.

A l'inverse, une trop forte activation de la signalisation due a une mutation du récepteur KIT
a été détectée chez des patients souffrant de mastocytose. Chez ces personnes, la mutation
D816V est la plus fréquente et se traduit par une autophosphorylation constitutive du
récepteur KIT, indépendante de la présence de son ligand. Les conséquences sont souvent
dramatiques, il y a une accumulation massive de mastocytes dans de multiples organes
associée a un « relargage » continu de médiateurs mastocytaires?.

Ces données ici rassemblées suggérent fortement qu’une régulation fine de I'activation du

récepteur KIT par son ligand est absolument nécessaire au développement, a la localisation,

mais aussi a I’activation raisonnée des mastocytes humains et murins.

b. Les autres facteurs de différenciation mastocytaire.

Bien que nécessaire, le SCF n’est pas le seul facteur de différenciation des mastocytes.
Diverses cytokines, souvent produites par les lymphocytes T, agissent en synergie pour
« aiguiller » la prolifération et la différenciation des MCP en mastocytes pleinement

matures.

L’interleukine 4.
L’IL-4 est une cytokine de type Ty2 impliquée dans la biologie du mastocyte. Chez la souris
I'IL-4 agit en synergie avec I'IL-3 pour faciliter la différenciation en mastocytes et permettre

121122 Cchez 'lhomme,

I"aiguillage de la population vers un profil de type tissus connectifs
I'effet de I'lL-4 a uniquement été étudié in vitro. |l dépend du stade de différenciation des
mastocytes. Il a été démontré qu’ajoutée en début de culture, I'lL-4 inhibe la croissance et la
différenciation de mastocytes a partir de progéniteurs cellulaires de foie feetal***, En
2005, il a été confirmé par I'équipe de Dean Metcalfe que I'lIL-4 inhibait la différenciation en
réduisant I’expression du récepteur KIT sur des progéniteurs CD34" de sang périphériques’®.
Par contre, I'ajout d’IL-4 dans une culture de mastocytes déja matures (provenant de sang
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de cordons ou de sang périphérique) ou de mastocytes purifiés ex vivo a partir de tissus
intestinaux a un effet positif. Elle induit non seulement la prolifération des mastocytes
matures, mais augmente aussi I’'expression du récepteur FceRl les rendant plus sensible a la

dégranulation”'125 126 (Tableau 1).

L’interleukine 3.

Lorsqu’elle est seule, I'lL-3 est une cytokine qui permet le développement de mastocytes
murins, mais si elle est associée au SCF a la fois le développement et la maturation sont
potentialisés (Tableau 1). Il a également été rapporté que I'lL-3 stimulait la prolifération et la

. . . e . 27,122,127 ,128
survie de mastocytes de souris de type tissu connectif in vitro™ =77,

L’équipe de
Stephen Galli a observé que des souris déficientes en IL-3 développaient quand méme des
mastocytes, mais leur nombre était considérablement réduit. Par contre, dans ces mémes
expériences, le développement de BMMC in vitro a partir de précurseur de moelle osseuse
provenant de ces souris n’est pas altéré™®. Ces données indiquent clairement que I'IL-3
exogene augmente le développement des mastocytes in vivo et in vitro. Chez la souris, les
modeles d’études BMMC et PCMC n’ont pas les mémes besoins en IL-3 (cf chapitre 1-1 b).
Dans ces deux modeles, les mastocytes proviennent donc de MCP qui n’ont pas besoin des
mémes facteurs pour proliférer. lls viennent par conséquence soit de MCP distincts, soit de
méme MCP mais a un stade de maturité différent. Envisageant les deux possibilités, il est
tentant de spéculer que I'lL-3 pourrait étre, soit nécessaire a la prolifération d’une certaine
population de MCP, soit nécessaire a un stade bien précis de la différenciation des MCP. En
effet, on ne sait pas encore s'il existe plusieurs stades de différenciations des MCP (cf
chapitre 1-3 c) comme il est décrit pour d’autres populations cellulaires telles que les
lymphocytes B ou T.

Chez 'homme, le réle de I'lL-3 est encore discuté. Dans le modéle PBMC seulement, I'IL-3 est
nécessaire dans la premiére semaine de culture (cf chapitre 1-1 b). Ici encore, I'lL-3 ne joue
un réle sur les MCP qu’a un stade bien précis correspondant au tout début de la longue
période de culture qui est nécessaire a la génération de lignées mastocytes primaires

humains (Tableau 1).
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L’interleukine 6.

L'IL-6 est une cytokine qui agit différemment chez I’lhomme et chez la souris. Dans les
modeles murins I'action de cette cytokine n’est pas beaucoup documentée. Cela dit elle
n’est pas requise pour la croissance des mastocytes, mais ajoutée a la culture elle peut

130,131 , . N
=27, Par contre, I'lL-6 est un facteur nécessaire a la culture

favoriser leur développement
et au développement des différents modeles de mastocytes humains (cf chapitre 1-1 b)

(Tableau 1).

L’interleukine 9.

L’IL-9 est impliquée dans les réactions inflammatoires de type Tu2'*% Des études in vivo ont
démontré que I'IL-9 régule le recrutement et I'état d’activation de mastocytes au sein de
différents organes tels que les poumons, l'intestin ou encore les ganglions drainant les

132,133,134 ,135

reins . Des systemes de surexpression dans des souris transgéniques ont prouvé

gu’une quantité anormalement haute d’IL-9 dans un tissu peut provoquer une prolifération

anarchique des mastocytes, semblable a une mastocytoselaz"m'1‘9’7

(Tableau 1). En ce qui
concerne la fonctionnalité des mastocytes in vivo, I'IL-9 active les mastocytes notamment en
favorisant la sécrétion d’histamine, d’IL-6, du facteur pro-angiogénique VEGF (vascular
endothelial growth factor) et I'expression du récepteur FceRI** 3%,

Chez 'lhomme, I'lL-9 semble avoir des effets similaires a ceux observés in vivo chez la souris
dans les études précédentes. Il a été observé que des mastocytes humains, dérivés de MCP
CD34" de sang de cordons, proliférent et se différencient plus efficacement en mastocytes
matures sous I'action du SCF en synergie avec I'lL-9 (Tableau 1). Enfin, ces mémes études
ont montré que des MCP provenant de patients souffrant d’asthme sévere répondent

140 , N
. Ces données tendent a

beaucoup mieux a I'lL-9 que ceux provenant de donneurs sains
indiquer que chez 'homme aussi, I'lL-9 agit sur la différenciation et la maturation des

mastocytes et pourrait étre impliquée dans les pathologies associées aux Ty2.

Le nerve growth factor.

Le nerve growth factor (NGF) est un facteur impliqué dans la régulation de la neurogéneése. I
a été observé que le NGF pouvait influencer la culture et la biologie des mastocytes. En effet,
il est connu pour stimuler la prolifération de BMMC murins en présence d’IL-3 tout en
orientant la culture vers un phénotype proche de celui des tissus connectifs'*’. Chez
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I’'hnomme I'effet du NGF est encore mal connu. Deux équipes qui étudient I'effet de cytokines
sur la différenciation des mastocytes, a partir toutes les deux de MCP de sang de cordons, se
contredisent. Les travaux de Yanagida et al. démontrent que le NGF n’a aucun effet sur la
différenciation et la prolifération de mastocytes humains®', alors que ceux de Welker et al.
clament le contraire™*. Cependant, il a été observé que le NGF en agissant en synergie avec
le SCF pouvait promouvoir une activité anti-apoptotique sur la culture™?® (Tableau 1). Enfin,
une étude récente a révélé que la tryptase sécrétée dans les tissus contribuait au clivage du

pro-NGF en NGF, le rendant ainsi assimilable par les mastocytes et par les cellules

avoisinantes

144

un réle in vivo sur les mastocytes tissulaires.

. Il n’est donc pas a exclure que le NGF ainsi rendu biologiquement actif, joue

Voie de . . . .
Facteur Source Récepteur signalisation 50 blologlq.ue 5 b:ologlque
o chez la souris chez I'Homme
induite
Hlomslesses, PI3K, JAK- Prolifération, Prolifération,
cellules stromales, | KIT (SCFR ou ers . s .
SCF P STATS et différenciation différenciation et
endothéliales et CD117) . .
TN MAPK et survie survie
épithéliales
tymphocytes Ty, IL-4RaL Couplée au SCF: | COUPIée au SCF:
basophiles, N JAK-STATSG, o, o prolifération et
IL-4 L . associé a yc différenciation vers ;
éosinophiles, IL-13Ral PI3K, ERK1/2 le tvpe CTMC expression du
mastocytes... ou fL-1oRa P FceRl
Lymphocytes Ty, Chaine IL- JAK-STATS, I?ro,hfera.tlo.n, Coupl’ee a.u SCF :
IL-3 cellules stromales différenciation prolifération des
3Ra et B PI3K, ERK1/2 . et
et mastocytes et survie progéniteurs
Lymphocytes Ty, . Couplée au SCF :
, | F: L
IL-6 basophiles, IL-6R associé | JAK-STAT3, COLflgv?)iiEs]: ISeC prolifération,
mastocytes et ala GP130 PI3K, ERK1/2 , différenciation et
développement .
macrophages survie
Recrutement de . .
IL-9 Lymphocytes T IS Gl TS, Corlcj)?i:‘z(:ailijoicgt.
ymphooytes T | ossociéayc | PI3K, ERK1/2 | activationet | P ,
e maturation
prolifération
Ter. nerveuses, Couplée 3 'L-3 -
mastocytes, LNGFR et PI3K, ERK1/2, | ., pleed " | Couplée au SCF:
NGF L. . différenciation vers . .
éosinophiles, TrkA MAPK favorise la survie
le type CTMC
macrophages...
Tableau 1. Effet de différents facteurs sur les mastocytes.
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c. Les progéniteurs de mastocytes.

L'origine des mastocytes est longtemps restée inconnue et fut I'objet de nombreuses
hypothéses au sein de la communauté scientifique. Les premiers travaux sur le sujet ont
suggéré qu’ils pouvaient provenir de la différenciation d’autres cellules telles que des
fibroblastes ou bien des cellules du systéme immunitaire. En effet, le virologiste australien
Frank Macfarlane Burnet émit I'hypothése inédite d’une différenciation de mastocytes a

145

partir d’'une population de lymphocytes T . Plus tard, I'immunologiste allemande Beate

Czarnetzki proposera que les mastocytes dérivent directement de populations phagocytaires

146 Mais il faudra attendre les travaux de Yukihiko Kitamura et de ses

mononucléaires
collaborateurs pour qu’un véritable consensus soit établi sur I'origine des mastocytes au sein
de la communauté scientifique. lls ont démontré in vivo, que les mastocytes proviennent de

23,147,148 ,149

cellules hématopoiétiques pluripotentes . lls ont injecté des cellules de moelle

+/+ W/Wv

osseuse provenant d’une souris sauvage C57/BI6"" dans une souris mutante C57/BI6
(dépourvue de mastocytes, cf chapitre 1-4) et ont observé dans cette derniére le
développement d’une population exprimant toutes les caractéristiques de mastocytes. De
plus, des expériences d’injections de cellules pluripotentes, provenant d’unités formant des
colonies (UFC) dans la peau de souris c57/B16"™" leur ont permis d’affirmer que les
mastocytes proviennent bien de progéniteurs différents de ceux destinés a la différenciation
en neutrophiles, macrophages ou érythrocytes?>**° .

Grace aux nombreux travaux réalisés sur ce sujet, il est maintenant clairement établi que les
mastocytes quittent la moelle osseuse sous forme de progéniteurs immatures (les MCP pour
mast cell-commited progenitor en anglais) puis migrent vers les tissus connectifs et

\ . N . 23,151
mucosaux ou ils achévent leur maturation® ",

Le facteur de transcription MITF
(Microphthalmia-associated transcription factor), qui est exprimé a la fois par les MCP et par
les tissus environnants, joue un role clé dans ce processus. Les travaux de Morii et al. ont
démontré que les souris transgéniques MITF” ont de grands défauts de développement, de
maturation et de survie de mastocytes in vivo™?. Lors de leur migration, I'expression
différentielle d’intégrines et de récepteurs de chimiokines influence la migration des MCP.
Par exemple, il est bien établi que I'expression de I'intégrine a4B7 et du récepteur CXCR2

par les MCP est nécessaire pour leur migration au sein de la muqueuse intestinale. Dans un

tout autre contexte, I'expression concomitante des intégrines a4f37 et a4p1 par les MCP est
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quand a elle requise pour la migration des MCP dans la muqueuse pulmonaire en conditions
inflammatoires™.

Les travaux de Chen et al. publiés en 2005 dans le journal PNAS ont proposé que des MCP
présents dans la moelle osseuse de souris adultes provenaient de progeniteurs myéloides
multipotents (MMP pour multipotent myeloid progenitors) et harboraient le phénotype
suivant : Lyn'c-kit"Sca-1Ly6c FceRlo'CD27 B7'T1/ST2*"**. Ces MCP ne possédent pas de
granule basophilique, ni le récepteur de haute affinité aux IgE (FceRla), excluant donc selon
les auteurs une possible différenciation en mastocytes a partir de basophiles. De plus ces
travaux identifient les MCP comme des progéniteurs différents des progéniteurs myéloides
(CMP pour common myeloid progenitor) ou des progéniteurs lymphoides (CLP pour common
lymphoid progenitor) qui eux se différencient respectivement en cellules de la lignée

111,151,155

myéloide ou de la lignée lymphoide . Cependant, d’autres études menées par

Arinobu et al. et Jamur et al. laissent relativement floues les limites entre les MCP et les

156,157

autres progéniteurs hématopoiétiques . Les travaux de Arinobu et al. proposent méme

I'existence d’un progéniteur bipotent commun aux mastocytes et aux basophiles appelé

BMCP (basophil mast cell progenitor)***®

(Figure 7). Les différences entre ces deux
modeles peuvent s’expliquer notamment par les disparités qui existent entre les différents
organes (rate, muqueuse intestinale ou moelle osseuse de souris), les marqueurs cellulaires

et les modeéles d’animaux utilisés.
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Figure 7. Les deux modeéles de différenciation mastocytaire.
A. Le modele défendu par Chen et al. les MCP dérivent directement des MPP. B. Le modele
défendu par Arinobu et al. les MCP proviennent des BMCP, des progéniteurs communs pour les
. 111
mastocytes et les basophiles. Okayama et al.

Chez 'homme beaucoup moins de travaux ont été réalisés, néanmoins nous savons a
présent que les mastocytes se différencient aussi a partir de progéniteurs cellulaires
provenant de cellules hématopoiétiques pluripotentes de la moelle osseuse™®. Ce sont des
cellules mononuclées qui circulent dans le sang périphérique avec le phénotype suivant :
CD13*CD33*CD38*CD34"KIT™"**°. Tout comme leur homologue murin, ces MCP ne

possédent ni granule sécrétoire, ni de FceRlo.

1-4 Les modeéles d’études des mastocytes.
Il est possible de dériver des mastocytes a partir de précurseurs présents dans différents
tissus hématopoiétiques, ce sont alors de bons outils pour étudier en détail comment les

mastocytes pourraient influencer les réponses biologiques in vitro (cf chapitre 1-1 b).
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Cependant, leurs fonctions et leurs phénotypes sont dépendants du tissu dans lequel ils se
trouvent. Pour prendre en compte l'influence et I'impact de ce microenvironnement, les

études in vivo chez la souris se sont rapidement imposées.

a. Les approches pharmacologiques.

Les approches pharmacologiques ou les approches basées sur I'utilisation d’anticorps, pour
« dépléter » les mastocytes ou neutraliser leurs médiateurs, peuvent fournir de précieuses
informations. Cependant, ces approches sont limitées par la spécificité de la drogue ou de
I’anticorps choisi. Les antihistaminiques par exemple bloquent I’action de I’histamine, mais

personne ne peut affirmer que cette derniére ait été sécrétée par les mastocytes. Les

160 161,162

anticorps neutralisant le SCF™ ou bloquant son récepteur KIT peuvent induirent une
déplétion de plus de 90% des mastocytes in vivo, mais peuvent aussi influencer les autres
types cellulaires qui expriment le récepteur KIT. Le cromoglycate de sodium est un
« stabilisateur de membrane» (utilisé en clinique humaine), il est connu pour inhiber la

dégranulation des mastocytes dans des modeles pathologiques in vivo®

. Néanmoins, les
populations cellulaires cibles sur lesquelles cette drogue agit ne sont pas restreintes aux
mastocytes, car elle influence aussi la fonction d’autres cellules comme les granulocytes et

les lymphocytes B4

b. L’utilisation de modeéles murins.

Le ciblage de médiateurs produits par les mastocytes.

Il est possible d’étudier le réle de médiateurs « exclusivement » produits par les mastocytes
en utilisant tout simplement des souris dont le géne codant pour le médiateur a été invalidé.
Cependant, il faut s’assurer que le développement des mastocytes n’est pas dépendant de
ce médiateur ou bien que I'expression de ce dernier n’influence pas I'expression d’autres
substances produites par le mastocyte. Si et seulement si toutes ces conditions sont réunies,
alors il est possible de tirer des conclusions sur le réle de tel ou tel médiateur produit par les
mastocytes in vivo. C'est le cas par exemple pour les souris mMCP-l‘“Gs, les souris mMMCP-4

/186 54 encore les souris mMCP-67°%.
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Le ciblage du géne codant le SCF ou son récepteur KIT.

Les souris dépourvues de mastocytes ont été énormément utilisées pour étudier la fonction
des mastocytes in vivo. Modifier le géne codant le SCF ou son récepteur pour obtenir une
souche dépourvue de mastocyte n’est pas chose facile, car le SCF n’agit pas exclusivement
sur les mastocytes, il est nécessaire a de nombreux autres types cellulaires.

ISI/SI-d

Les souris Kit ont une mutation (SI-d pour steel-dickie) dans le locus steel (SI) qui code

pour le SCF situé sur le chromosome 10. Ces souris on une délétion de la partie

transmembranaire du SCF et n’expriment donc que du SCF soluble®®

. Elles sont dépourvues
de mastocytes et ont un phénotype altéré : elles n‘ont pas de cellules germinales, ni de
mélanocytes, ni de cellules interstitielles de Cajal et développent une anémie sévére. Il est
néanmoins possible de restaurer une population mastocytaire en injectant dans I'animal du
SCF167 168

Les souris Kit"V/"

ont une délétion (W-v pour W-viable) dans le locus white spotting (W) qui
code le récepteur KIT situé sur le chromosome 5. Il en résulte une mutation dans la partie
tyrosine kinase du récepteur impliquée dans sa signalisationgg. Elles sont déficientes en

|S|/SI-d

mastocytes et partagent les lacunes de la souris Kit , avec en addition une carence

R . . . . 151,1 168,1
sévere en neutrophiles médullaires et sanguins®*’ 67,168,165

Les souris Kit"/"-sh

n’ont pas une délétion mais une inversion (W-sh pour w-sash) dans le
locus W. Cette modification perturbe les éléments de régulation du récepteur KIT allant
jusqu’a réduire fortement son expression. Ces souris ne sont ni anémiques, ni stériles et ont
un nombre relativement normal de neutrophiles médullaires et sanguins, cependant elles
ont un nombre réduit de mélanocytes™*¢” 1870 parce qu’elles ont un phénotype moins

altéré, qu’elles sont fertiles et que leur fond génétique est de souche commune C57BI6, ces

souris déficientes en mastocytes sont le modele le plus utilisé pour les études in vivo.

Le ciblage de la région promotrice du géne Mcpt5.

Récemment, il a été généré des souris génétiquement modifiées qui permettent une
déplétion spécifique des mastocytes, basée sur une modification génétique de la région
promotrice de Mcpt5 et 'utilisation de la recombinase Cre. Il est maintenant bien connu que
le croisement de souris iDTR (exprimant le récepteur DTR a la diphtériatoxine A, et ayant la
cassette STOP de résistance a la Diphtériatoxine A flanquée de site loxP excisables) avec des
souris Cre (exprimant la recombinase Cre sous un promoteur spécifique d’un type cellulaire
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précis) résulte en la création d’une souche Cre-iDTR dont la population cellulaire exprimant

la recombinase Cre est sensible 3 la dyphtériatoxine A (DTA)Y"*

. Les souris Mcpt5-Cre
expriment la recombinase Cre sous le contréle du promoteur du gene Mcpt5 uniquement
exprimé par les mastocytesm. Le croisement de ces souris avec une souche iDTR permet
d’obtenir des souris Mcpt5-Cre iDTR dans lesquelles I'injection de DTA induit une délétion
spécifique des populations mastocytaires de type CTMC, exprimant normalement la
protéase MCP-5. De méme que le croisement avec une souche R-DTA (exprimant
constitutivement la DTA) induit aussi une déplétion mais cette fois constitutive des ces
populations'’®. Ces souris n‘ont pas de défauts majeurs dans les autres populations
cellulaires, elles semblent étre un bon outil d’étude de I'influence des mastocytes des tissus
connectifs in vivo. Il serait intéressant de développer une souris dans laquelle uniquement
les mastocytes muqueux MMC seraient absents, afin d’en étudier leur fonction. Cela est
réalisable puisque la Cre est sous le promoteur de la chymase mMCP1 ou 2, elle est

sélectivement exprimée dans les MMCY*. Il suffirait alors de croiser cette souris avec une

souris iDTR ou R-DTAE,

Le ciblage du locus codant le géne Cpa3.

Le gene Cpa3, qui code la carboxypeptidase CPA3, est considéré comme un gene propre au
mastocyte”, il est exprimé trés tét dans le lignage au niveau du stade de MCP.
Feyerabend et al. ont généré des souris Cpa3-Cre en insérant par recombinaison homologue
la recombinase Cre dans le premier exon du géne Cpa3. Mais au lieu de détecter la présence
de la recombinase dans les mastocytes, ils ont constaté une absence complete de CTMC et
de MMC. Cette déplétion semble étre due a un mécanisme génotoxique induit par I'insertion

176 .
. Dans ces souris, les autres

de la recombinase et impliquant entre autre la protéine p53
cellules du systeme immunitaire ne semblent pas étre affectées a I'exception des basophiles
qui voient leur nombre considérablement réduit (en effet les basophiles expriment aussi
CPA3 bien que faiblement®”).

Enfin, les souris Cpa3-Cre Mcl-7"" sont une variation du systeme précédent dans lequel le
facteur anti-apoptotique Mcl-1 « floxé » est délété dans les mastocytes et basophiles
exprimant la recombinase Cre. Dans ces souris, il n’y a donc plus de mastocytes CTMC ni

MMC et environ 80% des basophiles sont absents.
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La reconstitution des souris déficientes en mastocytes : les souris MC knock-in.

Comme décrit ci-dessus, les souris déficientes en mastocytes ne sont pas de parfaits
modeles d’étude. Les différences de réponses observées par rapport a une souris sauvage
peuvent étre dues a I'effet de la mutation sur d’autres populations cellulaires, c’est pourquoi
il est nécessaire de réellement prouver I'implication des mastocytes. Pour cela, il est possible
d’injecter en intraveineuse, en intrapéritonéal ou en intradermal des mastocytes dérivés de
moelle osseuse BMMC, provenant d’une souris congénique (sauvage ou transgénique) : ce

sont les souris MC knock-in?®/*5! 167168

. Aprés le transfert adoptif, les BMMC pourront
acquérir les caractéristiques phénotypiques relatives aux populations mastocytaires
retrouvées dans des souris sauvages congéniques. Dans certains sites anatomiques
notamment comme la peau et la cavité péritonéale, les mastocytes injectés vont avoir une
distribution qui ressemble fortement aux populations résidentes d’une souris
sauvage® 8 Néanmoins ces modéles expérimentaux ont leurs limites, en effet dans
d’autres sites tels que le tractus respiratoire, la trachée ou encore le systeme nerveux
central, la distribution des mastocytes et leur nombre dans des souris knock-in n’est pas du
tout identique a celui des populations mastocytaires normalement résidentes'”® ' Enfin,
des études ont montré que l'injection de mastocytes matures (provenant du péritoine) dans
un nouveau site anatomique ne changeait rien a leur phénotype, ils n’acquierent pas les
caractéristiques des mastocytes normalement résidants (comme par exemple I'expression

, . 5N 151,181,182
de protéases particulieéres)™>""" "7,
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2- L’activation des mastocytes et la réponse inflammatoire.

Les mastocytes ont été traditionnellement étudiés en tant que cellules effectrices dans les
maladies allergiques. Au sein des tissus, ils sont le plus souvent retrouvés autour de
terminaisons nerveuses et de vaisseaux sanguins avec lesquels ils interagissent. Enfin, leur
présence dans des endroits stratégiques de I'organisme tels que la peau ou les muqueuses,
font de ces cellules de redoutables sentinelles impliquées dans la reconnaissance et

I’élimination de multiples pathogénes.

2-1 l'interaction directe entre les mastocytes et les pathogénes.

a. Les récepteurs toll-like.

Les récepteurs toll-like (TLR) sont des récepteurs appartenant a la grande famille des pattern
recognition receptors (PRR) qui jouent un réle fondamental dans la reconnaissance des
pathogénes pénétrant [|'‘organisme. Ils fonctionnent généralement en complexes
multimoléculaires qui consistent en la formation d’homo- ou d’hétérodiméres de TLR

quelque fois associés a des corécepteurs et autres molécules adaptatrices'®®

. L'expression
des TLR par les mastocytes dépend fortement du modéle mais aussi de I'espece étudiée et
semble étre influencé par le microenvironnement. Des études menées sur des cellules
murines ont démontré que les mastocytes pouvaient potentiellement posséder les ARN
codant tous les TLR, a I'exception du TLR5 qui reste controversé®® 18418518 chez 'homme,
les mastocytes expriment aussi la majorité des ARN codant les TLR a I'exception du TLRS8 qui

n’a été détecté qu’au sein de lignées tumorales hMC1 ou LAD2 %%

. Il semble y avoir chez
I’'hnomme une expression différentielle des TLR dans les mastocytes en fonction du site
anatomique dans lequel ils se trouvent. Ainsi le TLR9 est plus exprimé par les mastocytes de
la peau et le TLR7 par ceux des poumons™. Bien que I'on ait étudié I'expression de certains
TLR sur les populations mastocytaires, peu d’études se sont penchées sur leur role

fonctionnel.

L’activation du TLR4.
L’activation du TLR4 sur la biologie des mastocytes a fait I'objet de nombreuses études dans

la lutte contre les infections bactériennes. La molécule la plus utilisée pour stimuler le TLR4
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est le lipopolysaccharide (LPS) présent sur les bactéries GRAM'". Aprés la fixation de son
ligand, le TLR4 forme un homodimeére qui active la sécrétion de diverses cytokines par le

. . 184 ,185,189,190,191
mastocyte sans pour autant provoquer de dégranulation 84,185,189,190,19

, puisqu’il n’induit
aucun flux calcique intracellulaire™®.

Plusieurs travaux ayant étudié I'impact de I'activation du TLR4 sur le répertoire de cytokines
produites par le mastocyte sont contradictoires. D’'une part, il a été rapporté que le LPS

induit I'activation du facteur de transcription NF-kB8*:190191192

et de nombreux genes
codants des cytokines et chimiokines inflammatoires. Des BMMC stimulés avec du LPS
produisent de I'lL-6, IL-13, IL-1f3 et du TNF-g 184185191193 ais aussi des chimiokines telles
que MIP-1a et MIP-2 (IL-8 chez 'homme)*®*3. In vivo la reconstitution de souris KIT"/"W"
avec des BMMC TLR4” ou TLR4™* a permis de mettre en évidence le réle primordial de la
stimulation des mastocytes via le TLR4, lors d’infections a entérobactéries®1!,

D’autre part, des études ont montré que la liaison du LPS sur le TLR4 pouvait induire la voix
des protéines kinases MAPK/p38 et les facteurs de transcription GATA-1 et GATA-2 qui
permettent la sécrétion de cytokines de type Ty2 telles que I'IL-5, 'IL-10 et I'IL-13"9%%* n
vivo, dans un modele d’asthme induit a 'OVA-LPS, les travaux de Nigo et al. démontrent que
le TLR4 des mastocytes est important pour le recrutement des éosinophiles dans la

192

muqueuse pulmonaire et contribue donc a I'exacerbation de la pathologie™™" (Tableau 2 et

Figure 8).

L’activation du TLR2.

Les principaux ligands du TLR2 sont le peptidoglycane (PGN) et I'acide lipotéichoique (LTA)
présents sur les bactéries GRAM®, comme le staphylococcus aureus et le zymosan qui est un
polyoside retrouvé chez la levure telle que saccharomyces cerevisiae'®. Le TLR2 est présent
sous forme homodimérique, mais aussi sous forme hétérodimérique alors associé avec le
TLR1 ou le TLR6™. L’activation du TLR2 dans les BMMC induit la sécrétion de médiateurs
pro-inflammatoires tels que le LTC4, I'IL-6 ou le TNF-a mais aussi de cytokines T2 telles que
I'IL-4, I'IL-5 ou IIL-13%°%91 Chez I’'homme, I'activation de CBMC par différents ligands du

TLR2, induit la libération de profils cytokiniques similaires*®® ¥’

, mais aussi de médiateurs de
type Tu2 tels que I'IL-5, I'IL-10 ou I'IL-13"%,

Tandis que des travaux décrivent que I'activation du TLR2 provoque la dégranulation des
mastocytes in vitro et in vivom, d’autres tendent 3 affirmer le contraire’® %, Chez

32



I’'hnomme, le groupe de Jean Marshall a démontré que des CBMC ne dégranulent pas sous
I'effet du zymosan, dégranulent tres faiblement pour de fortes doses de PGN et dégranulent
fortement sous 'action du ligand synthétique le PamsCys (tripalmitoyl Cys-Ser)'?’.

Il a été démontré dans un modele d’infection par mycobacterium tuberculosis (MTB), que la
stimulation in vivo des mastocytes par le TLR2 jouait un rdole dans I'augmentation de la
réponse Tyl et la migration dans les poumons de lymphocytes T CD8 activés, via la sécrétion
de cytokines inflammatoires’®. Dans ce sens, les travaux de Rocha-de-Souza et al. ont
démontré que du staphylococcus aureus pouvait étre internalisé et survivre dans des CBMC

humains. Cette infection a pour conséquence la libération de cytokines pro-inflammatoires

via une stimulation des mastocytes par le TLR2 196 (Tableau 2 et Figure 8).

L’activation du TLR3.

Le TLR3 est un TLR intracellulaire, a I'inverse des TLR2 et 4 il ne reconnait pas de composants
bactériens mais de I'ARN double brin (dsRNA) synthétisé par de nombreux virus. Il est
possible d’activer le TLR3 avec un analogue synthétique du dsRNA qui est l'acide
polyinosinique-polycytidylique (Poly(l :C))**°. Ainsi, des FSMC murins stimulés au Poly(l :C)
peuvent sécréter les chimiokines MIP-1a, MIP-2 et RANTES, mais aussi les cytokines pro-
inflammatoires 1L-6 et TNF-a, le tout sans dégranuler'®. Les travaux de Orinska et al.
démontrent que des BMMC stimulés au poly(l :C) augmentent la transcription des génes

% Chez 'homme, Kulka et al.

impliqués dans la lutte antivirale que sont IFN-f3, ISG15 et IP10
observent que des mastocytes humains stimulés au poly(l :C) sécretent de I'lFN-a sans pour
autant libérer des cytokines pro-inflammatoires™®’. Cette stimulation inhibe aussi I'adhésion
des mastocytes humains et de ce fait réduit leur aptitude a dégranuler suite a une

stimulation a I'lgE*®®

. Ces données semblent indiquer que I'activation des mastocytes via le
TLR3 permet de mettre en place un processus de lutte antivirale, en favorisant les

mécanismes qui pourraient étre bénéfiques (Tableau 2 et Figure 8).

L’activation du TLR7 et du TLR9.
Le TLR7 et le TLR9 sont deux autres TLR intracellulaires qui reconnaissent respectivement les
ARN simples brins (mimé par deux composés synthétiques I'imiquimod/R837 et le R848) et

195 Un faible nombre d’études

les ilots CpG non-méthylés de 'ADN (mimé par I'ODN CpG)
évoque I'implication de ces deux TLR dans la biologie des mastocytes. Il a été démontré que
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la stimulation de FSMC avec du R838 ou de I'ODN CpG stimule (au méme titre que le
poly(l :C)) la libération des chimiokines MIP-1a, MIP-2 ou RANTES et des cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et TNF-a, sans induire de dégranulationlss. Enfin, les travaux de Heib et
al. démontrent qu’aprés immunisation transcutanée en utilisant de I'imiquimod pour
adjuvant, la sécrétion d’IL-1p et de TNF-o par les mastocytes est nécessaire pour induire la
migration des cellules de Langerhans et de ce fait créer une réponse CD8 spécifique201

(Tableau 2 et Figure 8).
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Figure 8. Impact de I’activation des mastocytes par les TLR.

D’apres Marshall et al.195

b. Les récepteurs NOD-like.

Au méme titre que les récepteurs TLR, les NLR sont censés reconnaitre des dérivés
microbiens (PAMPs bactériens et viraux) et autres signaux de dangers intracellulaires (ATP,
influx ioniques ou espéces réactives de I'oxygene). Par exemple les récepteurs NOD-like
(NLR) NOD-1 et NOD-2 reconnaissent des sous-unités du PGN tels que I'acide D-glutamyl-

202

meso-diaminopimélique et le dipeptide muramyl (MDP) respectivement™ . Le MDP peut

aussi induire I'activation de I'inflammasome contenant un autre NLR, le NLRP3. La résultante



principale de I'activation de ces NLR est I'activation des caspases inflammatoires requises
pour la production d’IL—lBZOZ.

Utilisés seuls, le MDP et le murabutide (un analogue synthétique du MDP) n’induisent pas la
production de cytokines inflammatoires telles que I'lL-6 ou I'lL-1f par des CBMC humains.
Par contre, utilisés en synergie avec du PGN ou du PamsCys provenant de staphylococcus
aureus, ils augmentent considérablement la production d’IL-6, sans pour autant provoquer
de dégranulation®®. Cet article suggére donc un réle potentiellement bénéfique de
I'activation des récepteurs NOD-2 et NLRP3 dans |’activation des mastocytes cutanés, lors
d’une infection bactérienne. Cependant il est possible d’envisager qu’une activation non
controlée de ces récepteurs pourrait avoir un effet délétére, c’est le cas chez les patients
souffrant de syndrome périodique associé a la cryopyrine (CAPS). En effet, les patients CAPS
souffrent d’urticaire sévere chronique du a l'activation constitutive du récepteur NLRP3,
induisant la production continue de la cytokine inflammatoire IL-1BZO4. Les travaux de
Nakamura et al. identifient les mastocytes comme la principale source d’IL-1f dans la peau
de ces patients. lls confirment d’ailleurs que le récepteur NLRP3 est nécessaire a la
production d’IL-1B par les mastocytes et que c’est I'activation constitutive de ce dernier dans

les mastocytes, qui est responsable des manifestations cliniques d’urticaire sévere observées

chez les patients CAPS®® (Tableau 2).

c. La protéine CD48.
CD48 est une protéine de la famille CD2 exprimée principalement dans les cellules d’origine
hématopoiétique. Elle existe sous deux formes, une forme ancrée a la membrane par un

glycosylphosphatidylinositol (GPI) et une autre forme soluble®®®

. CD48 présent a la surface
de BMMC peut reconnaitre la bactérie E.Coli qui exprime I'adhésine bactérienne FimH. La
liaison de FimH sur CD48 induit non seulement la dégranulation des mastocytes, mais aussi

la production de TNF-o*’

. De plus, les entérobactéries exprimant FimH ont une plus grande
propension a la phagocytose et sont plus facilement détruites par les mastocytes par un
mécanisme faisant intervenir des anions superoxydeszos. Cependant dans certaines
conditions, la bactérie peut étre endocytée et se retrouver dans un compartiment cavéolaire
incapable d’acidification ou de séquestration d’espéce réactive de I'oxygene. Dans ce cas I3,

le mastocyte constitue un refuge pour la bactérie qui sera a l|'origine d’infections

récurrentes®®.
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Les travaux de Munoz et al. montrent que, in vitro, des mastocytes murins isolés du
péritoine peuvent reconnaitre mycobacterium tuberculosis et I'internaliser via la molécule
CD48. Cela induit leur dégranulation et la libération de molécules pro-inflammatoires telles
que I'histamine, I'lL-6 et le TNF-02%,

Chez 'homme, le CD48 présent sur les mastocytes peut aussi étre activé suite a un contact

1% Tout comme

avec staphylococcus aureus et il en résulte la production de TNF-a. et d’IL-8
le TLR2, il est possible d’imaginer un role pro-inflammatoire de la stimulation du CD48 des
mastocytes cutanés, lors d’une dermatite atopique éventuellement causée par une infection
a staphylococcus aureus.

21 |’équipe de Francesca

Les éosinophiles expriment aussi le récepteur de CD48 appelé 2B4
Levi-Schaffer a observé in vivo de nombreux contacts entre des eosinophiles et des
mastocytes dans des polypes nasaux, des bronches de patients souffrant d’asthme, ainsi que
dans des modeles murins de dermatites atopiques®2. Ils ont démontré in vitro que cette
interaction via CD48/2B4 a un effet anti-apoptotique sur les deux populations et induit la

libération de cytokines pro-inflammatoires comme le GM-CSF et le TNF-o.*** (Tableau 2).
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IL-6/TNF-o/IL-1- MIP-

Inflammation

LPS 1a/MIP-2(IL-8) IL-5/IL- Antibactérien
10/IL-13 Asthme allergique
PGN/LTA Histamine IL-6/TNF- Dégranulation
Inflammation
Zymosan o/IL-1-3 GMCSF/IL-8 Antibactérien
Pam;Cys IL-5/IL-10/IL-13

Pathologies cutanées

dsRNA Poly(I:C)

IL-6/TNF-o.
MIP-1a,/MIP-
2/RANTES
IFN-a/B

Inhibition de la

dégranulation

Inflammation
Antiviral

ssRNA ou
Umiquimode et
ADN avec CpG

IL-6/TNF-a./IL-1-B

Inflammation
Antiviral (favorise la

non méthylés Ll el réponse CD8)
ou ODN
Potentialise I'effet du
PAMPs TLR2 Inflammation
MDP IL-6/1L-1- Antibactérien
CAPS
Dégranulation
FimH Histamine IL-6/TNF- Z‘:'t?:;’c‘:::‘e’:
2B4 o/IL-1-3 GMCSF/IL-8

Interaction avec les
éosinophiles

Tableau 2. L’activation des mastocytes par les PRR et ses conséquences fonctionnelles.

2-2 Ll’interaction indirecte entre les mastocytes et les pathogénes via le récepteur de haute
affinité aux IgE.

Les mastocytes sont phénotypiquement caractérisés par la présence de deux récepteurs
majeurs a leur surface, le récepteur au SCF (KIT, précédemment décrit) et le récepteur de
haute affinité aux IgE (FceRl). Le mécanisme d’activation fonctionnelle des mastocytes le plus

étudié est la dégranulation induite par I'activation du récepteur FceRl.
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a. Le fonctionnement du récepteur FceRI.

La sensibilisation des mastocytes et I'activation du récepteur FceRlI.

L'interaction spécifique d’un antigéne (souvent un allergéne ou une protéine parasitaire)
avec les IgE déja liés sur les récepteurs FceRl, induit I'agrégation des récepteurs et l'initiation
d’une importante cascade de signalisation intracellulaire, dont la résultante sera I'exocytose

110,213 214,215,216 ,217 ,218

du contenu granulaire cytoplasmique . Les mastocytes jouent un role

primordial dans la lutte contre les infections parasitaires. En effet, des études menées avec

W/W-v

des souris Kit MC knock-in décrivent que I'axe IgE/FceRl sur les mastocytes est

219,220,221

fortement impliqué dans I’élimination de pathogénes parasitaires , en plus d’autres

facteurs inflammatoires tels que I'lL-25, I'IL-33 et TSLP (thymic stromal lymphopoietin)®*.
Les IgE monomériques restent liées et disponibles longtemps sur leur récepteur car leur
affinité pour le FceRl est grande (101°M'1) et la dissociation du complexe IgE/FceRl est

|ente213 214

. Des études ont reporté qu’en absence d’antigéne, la fixation de I'IgE seule sur
son récepteur a un effet anti-apoptotique (via I'activation de BCLy ) et peut favoriser la
prolifération des mastocytes de souris (via I'activation des voies MAPK et ERK) ainsi que la
libération de cytokines comme [I'IL-13, IL-6, IL-4 et le TNF223:228.225,226 (g phénomene est
appelé la « sensibilisation du mastocyte », il permet la mise en place d’une réponse quasi

immédiate, suite a I'entrée d’un antigéne dans I'organisme.

La signalisation du récepteur FceRl.
Le FceRl est un récepteur hétérotétramérique composé d’une sous-unité o qui lie les IgE,
d’une sous-unité B ayant quatre domaines transmembranaires, et de deux sous-unités y

identiques (FcRy) reliées par des ponts disulfures0 213,214,215 218

. Les sous-unités y sont
nécessaires pour l'initiation de la cascade de signalisation sous le récepteur FceRl car elles
possédent deux motifs activateurs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs)

et la sous-unité B est un important amplificateur de signal10213.213

. Comme beaucoup
d’immunorécepteurs, le FceRl n’a pas d’activité tyrosine kinase intrinséque. De ce fait
I'agrégation des récepteurs FceRl va induire « un ballet harmonieux et complexe » de
cascades protéiques olU se relaieront successivement tyrosines kinases et phosphatases.
Ainsi, la tyrosine kinase Lyn (qui appartient a la famille Src) est recrutée, elle phosphoryle les

motifs ITAM du récepteur FceRI et active une autre kinase nommée Syk. Ces deux kinases
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phosphorylent des molécules adaptatrices telles que Lat (linker for activation of T cells) et
NTAL (non T cell activation linker) et activent des protéines enzymatiques qui régulent
I'activation de la GTPase Ras ou encore les voies de signalisation de phospholipase C-y (PLC-
y). Cette derniére voie contrdle le «relargage » des stocks de calcium intracellulaire et
I'activité de la protéine kinase C, en hydrolysant le phosphatidyl inositol 4,5,-bisphosphate
(PI1-4,5-P2) pour former de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et libérer du diacylglycerol
(DAG)™° 2218 (Figure 9).

Quelques secondes aprés ce phénomeéne, Fyn (une autre kinase de la famille Src) est
recrutée, elle phosphoryle la protéine adaptatrice Gab2 qui active alors la voie de la
phosphatidylinositol-3-OH kinase (PI3K) qui permet de maintenir le signal déja initié. Deux
hypotheses tendent a expliquer le role complémentaire de la PI3K a celui de la PLC-y, I'une
suggere qu’elle permet d’augmenter le recrutement de la PLC-y a la membrane plasmique et
de ce fait de maintenir la production d’IP3 ; I'autre propose qu’elle active la phospholipase D
(PLD) qui elle-méme induit la voie de la sphingosine kinase-1-Phosphate (S1P) pouvant
réguler les stocks de calcium intracellulaire indépendamment de I'action de I'|p3110-217.218
(Figure 9).

Le «relargarge » des stocks de calcium intracellulaire sous l'action de I'IP3 permet
I'activation des canaux calciques CRAC (calcium release-activated calcium chanel) via le
senseur calcique du réticulum endoplasmique STIM (stromal interaction molecule). L'influx
calcique ainsi produit active le cytosquelette et génere des événements de fusions
membranaires, sous le contréle des protéines de la famille des SNARE (soluble N-ethyl-
maleimide-sensitive factor—attachment protein receptors) et des VAMP (vesicle associated

membrane proteins), ayant pour finalité 'exocytose massive des granules du mastocyte®*s.
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Figure 9. La signalisation du récepteur FceRI.

Kalesnikoff et crl.218

b. La régulation négative du récepteur FceRI.

Les mécanismes de régulation négative du récepteur FceRl limitent la dégranulation et de ce
fait tendent a modérer les effets néfastes d’une activation mastocytaire abusive. La
compréhension de ces mécanismes inhibiteurs est un enjeu médical important pour le
traitement des pathologies associées a I'activation des mastocytes dépendante des IgE,
comme par exemple les rhinites allergiques, I'asthme, I'lanaphylaxie ou encore la dermatite
atopiquem.

Plusieurs molécules sont impliquées dans la régulation négative de la dégranulation, en
agissant a plusieurs endroits de la voie de signalisation du récepteur FceRI. C’est le cas de la
molécule Lyn, qui est impliquée a la fois dans I’activation et I'inhibition du récepteur. Mais
aussi des protéines RabGEF1 ou RGS13 qui agissent respectivement au niveau des voies ERK
et PI3K, et des deux molécules membranaires FcyRIIB et Allergin-1 qui sont porteuses de
résidus ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) inhibiteurs. Ces deux
derniéres ayant besoin d’étre coagrégées avec le récepteur FceRIl pour agir. (Tableau 3;

Figure 10)
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RabGEF1 RGS13 FcyRIIB Allergin-1

Phosphorylation | Liaison ala | Liaison a la sous |Coagrégation | Coagrégation
molécule | unité p85a dela | avec FceRI avec FceRlI

de motifs ITIM
Mécanisme | Recrutement de Ras PI3K Recrutement | Recrutement
inhibiteur SHIP Inhibition Inhibition de la | de SHIP sur | de SHP-1 sur
Inhibition de de la voie voie les résidus les résidus
Gab2 Ras/Raf/ERK | FceRI/Gab2/Grb2 ITIM ITIM
168,232,233 ,234 [ Code de champ modifié

230 231
,235,236,237

Références
217,218 227,228 ,229

A

Tableau 3. Mécanismes inhibiteurs de la signalisation du récepteur FceRI.

!nrernalizan‘on

Figure 10. Régulation négative de la signalisation du récepteur FceRI.
Modifié de Kalesnikoff et al.>*®

2-3 L’interaction indirecte entre les mastocytes et les pathogénes via le récepteur au
fragment constant des IgG.

Lors de la réponse immunitaire adaptative, les lymphocytes B sécretent des 1gG spécifiques
de motifs antigéniques bien précis. Une fois fixées sur le pathogéne, les IgG peuvent exercer
plusieurs fonctions comme la neutralisation de toxines ou de particules virales, I'activation
de la cascade protéique du complément, ou encore I'opsonisation. Cette derniere fonction
permet d’augmenter considérablement la prise en charge du pathogene par les cellules du

systéme immunitaire possédant des récepteurs au fragment constant des 1gG (FcyR) a leur

surface.
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a. L’activation des mastocytes et I’expression des FcyR.

L’équipe de Marc Daeron a acquis une notoriété internationale dans I’étude de I'expression
et de I'activité de ces récepteurs dans les mastocytes. Mise a part le récepteur FceRl, elle a
démontré que les mastocytes de souris expriment de maniére constitutive les récepteurs
FcyRIIB et FeyRINIAZ®E, Dans des BMMC et PCMC murins, I'agrégation des récepteurs FcyRIIIA
par des complexes GST/IgG anti-GST induit (au méme titre qu’une stimulation via FceRl) la
dégranulation des mastocytes et la production de TNF-o** (Tableau 4). En effet, aucun
relargage de P-hexosaminidase n’est détecté si les mastocytes proviennent de souris
FcyRIIIA'/'. La signalisation induite lors de I'activation du récepteur FcyRIIIA est relativement
similaire a celle induite lors de I'agrégation des récepteurs FceRl, ils possédent les deux

méme sous unités FcRy portant deux résidus ITAM activateurs?®.

Chez ’'homme, I'analyse des FcyR est basée sur les explants tissulaires qui sont les seules
sources de mastocytes matures différenciés in vivo. Contrairement aux modeles murins, les
mastocytes humains n’expriment pas le FcyRIIIA. Les mastocytes provenant de biopsies de
peaux expriment constitutivement le récepteur FcyRIIA mais pas le récepteur FcyRIIB, alors
que les CBMC expriment les deux récepteurs®®®*****2 (Tableau 4). Par contre, les
mastocytes issus de muqueuse pulmonaire ne semblent pas exprimer le récepteur
FcyRIA*®?*, De maniére similaire & une stimulation via les récepteurs FcyRIIIA dans les
modeéles murins, la stimulation des récepteurs FcyRIIA sur des mastocytes dérivés de peau
humaine induit une dégranulation accompagnée d’une libération d’histamine®**** (Tableau
4). Enfin, il est intéressant de noter qu’aprés stimulation par l'interféron-y (IFN-y), les

mastocytes cutanés peuvent exprimer le récepteur de haute affinité aux 1gG : FcyRI245.
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Expression dans les Expression dans les

Recepteur mastocytes murins mastocytes humains MIIEETTOITCL NS

Histamine, 1L-3, IL-13, TNF-

FovRI NON oul o, GM-CSF, PGD2 et LTC4

Histamine, TNF-a, IL-6, GM-

FevRIlA oul NON CSF, PGD2, LTC4 et RANTES

Histamine, TNF-a,, IL-6, GM-

FevRIIA NON oul CSF, PGD2, LTC4 et RANTES
FCYRIIB oul oul Inhibition de la
dégranulation

Tableau 4. Expression et activation des FcyR dans les mastocytes.

b. L'implication des FcyR dans la réponse inflammatoire.

La lutte antimicrobienne.

Jusqu’a ce jour, peu de travaux montrent directement I'implication des FcyR des mastocytes
dans l'inflammation. Cependant il a été rapporté qu’aprés stimulation par des complexes
immuns a IgG, les mastocytes cutanés humains sécretent en plus de I'histamine, des facteurs
pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I'lIL-6, le GM-CSF, la PGD2 et le LTC4241244 (Tableau 4).
Le fait qu’ils puissent induire une réponse pro-inflammatoire suite a une telle stimulation
laisse présager un réle potentiel des mastocytes dans la lutte antimicrobienne. Les
mastocytes provenant de pathologies a fort infiltrat Tyl, comme dans le cas du psoriasis**®

ou de la maladie de Crohn®*

expriment dans les tissus le récepteur FcyRI. Enfin, les travaux
de Brown et al. démontrent |'existence d’un role protecteur des mastocytes humains, lors
d’une infection par le virus de la dengue, via une activation du récepteur FcyRIIl. Cette
activation a pour conséquence la production de la chimiokine RANTES, particulierement

importante pour la migration de leucocytes au site inflammatoire®*®.

La sclérose en plaque.

Quelques évidences suggérent un role de |'activation des mastocytes via le FcyR dans des
maladies auto-immunes telle que la sclérose en plaques. Dans le modéle d’encéphalite auto-
immune expérimentale active (EAE active) ou les souris sont immunisées avec de la myéline
ou le peptide MOG, on retrouve aussi un enrichissement de mastocytes aux sites lésionnels.
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. I W/W-
Dans les souris déficientes en mastocytes KIT / Yl

infiltrat T, la production d’IFN-y et les
symptomes cliniques sont considérablement réduits®’. Les travaux de Robbie-Ryan et al.
décrivent que ces mémes souris reconstituées avec des BMMC FcyR'/' ou FcyRIII'/'
développent des symptémes cliniques bien moins séveres que celles reconstituées avec des
BMMC sauvages. De maniere intéressante, si les BMMC proviennent de souris déficientes en

récepteur inhibiteur FcyRIIB (BMMC FcyRIIB'/'), les symptémes cliniques sont par contre

exacerbés®®.

2-4 L’interaction des mastocytes avec les fibres nerveuses.
Les mastocytes sont retrouvés dans de nombreux tissus en étroite apposition avec les
terminaisons nerveuses (Figure 11 A). Cette disposition particuliere du mastocyte, fait de ces

. . g . . . 250
cellules les cibles privilégiées des neuropeptides produits par les neurones adjacents™". L

es
neurones produisent de nombreux neuropeptides différents dans le microenvironnement
qui les entoure. Les travaux de Singh et al. ont mis en évidence un neuropeptide important :
la substance P (SP, appelée aussi neurokinine 1). Ills ont démontré qu’un stress aigu stimule
la dégranulation des mastocytes, mais ce processus est inhibé si on enléve la SP des
terminaisons nerveuses®’. Ce phénomeéne d’activation n’est pas a sens unique, puisqu’en
retour les neurones sont rendus « hyperexcitables » par la tryptase et I'histamine libérées
par les mastocytes (car ils possédent les récepteurs PAR2 et H1R 2 leur surface)®22°3:%4 ||
s’'instaure alors une boucle d’activation entre les mastocytes et les fibres nerveuses,
contribuant a I'établissement d’un microenvironnement inflammatoire (Figure 11 B).

Chez les rongeurs, les mastocytes expriment des récepteurs pour la SP mais aussi pour
d’autres neuropeptides que sont le facteur de différenciation des nerfs (NGF, nerve growth
factor), le peptide relié au géne de la calcitonine (CGRP, calcitonin gene-related peptide) et le
polypeptide intestinal vasoactif (VIP). Ces neuropeptides sont connus pour activer les
mastocytes, soit par activation directe de protéines G, soit par liaison spécifique a leur
récepteur™. Il a été décrit qu’une concentration faible de SP induit uniquement une
réponse électrique dans les mastocytes murins sans provoquer de dégranulationzss.
Cependant, une forte concentration de SP est capable d’induire une dégranulation
accompagnée d’une importante production de médiateurs pro-inflammatoires comme les
chimiokines MIP-1, IP10, RANTES ou I'IL-8 mais aussi de cytokines comme I'IL-6 et le TNF-

257,258

o (Figure 11 B). 1l en résulte une infiltration massive de granulocytes au site
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inflammatoire®”. Une stimulation 2 la SP induit aussi 'augmentation de I'expression des TLR
et notamment du TLR2, ainsi la réponse des mastocytes au PamsCys ou au LTA est
potentialisée® (Figure 11 B). Ces données suggérent qu’une stimulation par la SP pourrait
favoriser la mise en place d’une réponse immunitaire antibactérienne bénéfique.

Dans les pathologies cutanées inflammatoires telles que le psoriasis, a la fois le nombre de
fibre nerveuses positives pour la SP, le nombre de mastocytes et le nombre de leurs contacts

260,261 | o5 travaux de Teoharides et al.

sont augmentés par rapport a une peau normale
montrent que dans une peau psoriasique, I'abondance de SP induit la sécrétion de VEGF par
les mastocytes, contribuant ainsi a la formation de plaques psoriasiques. Ce phénomene est
amplifié par la présence d’IL-33, une cytokine inflammatoire abondante dans le psoriasiszez.

Il est intéressant aussi de noter que la SP permet de différencier a la fois les mastocytes de
type tissus connectif, des mastocytes de type mucosaux (Figure 1). En effet, les CTMC murins
(a linverse des MMC) expriment le récepteur NK1R (neurokinin 1 receptor) sur lequel la SP
se lie et stimule la dégranulationza'263 284 Chez 'homme, les mastocytes de type tissus
connectifs expriment aussi NK1R et dégranulent sous |'effet de neuropeptides tels que la SP

ou le peptide vIp?8

. De plus, I'expression du NK1R et du récepteur a VIP de type 2 est
augmentée suite 3 une dégranulation induite par I'agrégation des récepteurs FceRI*S. Les
mastocytes intestinaux (considérés comme mucosaux) ne dégranulent pas sous I'effet de la

SP car ils nexpriment constitutivement aucun récepteur NKR?%°

. Cependant, suite a la
dégranulation induite par I'agrégation des récepteurs FceRI, ces mémes mastocytes
expriment le NK1R et deviennent de ce fait sensibles a la SP. Il est donc intéressant de
spéculer qu’en condition allergique, la capacité des mastocytes a répondre a une stimulation
par des neuropeptides tels que la SP est augmentée, permettant ainsi I’émergence ou le

maintien d’un état inflammatoire.
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Figure 11. L’interaction mastocyte/neurone.
A. Microscopie électronique de l'interaction entre un mastocyte (MC) dégranulant et des terminaisons

N . . . 254 . .
nerveuses (fleches noires) dans la muqueuse intestinale, Barbara et al.”™ " B. Schéma représentant la boucle
d’activation entre un mastocyte et un neurone.

2-5 L’activation des mastocytes et la sécrétion du peptide antimicrobien LL-37.

La production de peptides antimicrobiens par les mastocytes est un autre aspect important
de leur fonction au sein de I'immunité innée. Les cathélicidines et les défensines sont les
deux plus grandes familles de peptides antimicrobiens chez les mammiféres®®®. Elles ont
pour fonction de détruire I'intégrité de la membrane microbienne et contribuent de ce fait a
I’élimination des pathogénes. En effet, leurs propriétés cationiques et amphipathiques leur
permettent de se lier aux microorganismes chargés négativement et de s’insérer dans leurs
membranes®®. La cathélicidine humaine LL-37 et la cathélicidine murine CRAMP
(cathelicidin-related antimicrobial peptide) sont deux peptides antimicrobiens exprimés par

267
les mastocytes

. LL-37 est produit sous la forme d’un précurseur appelé hCAP-18 (human
cationic antimicrobial peptide 18) qui est clivé par la protéinase 3 (principalement produite
par les neutrophiles) pour devenir actif®®®. L’activation des TLR peut induire la sécrétion de
peptides antimicrobiens par les mastocytes (Figure 12 A). Ainsi, la stimulation de BMMC
murins avec du LPS induit via une activation de la voix NF-kB, I'augmentation de la synthese
et de la sécrétion de la protéine CRAMP®®. Les travaux de Di Nardo et al. ont
démontré toute l'importance de la sécrétion du peptide CRAMP par les mastocytes lors
d’une infection bactérienne. lls ont observé que des souris déficientes en mastocytes KITW/W-
h sont beaucoup plus sensibles a une infection par des streptococcus du groupe A (GAS). La

reconstitution de ces souris avec des mastocytes sauvages ou des mastocytes provenant de
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souris déficientes en cathélicidines (Cnlp'/'), a permis de constater toute I'importance du role
joué par les mastocytes, via la sécrétion de cathélicidines, dans la lutte contre une infection
cutanée par des GAS?’®. Récemment, I'utilisation du méme modéle expérimental lors d’une
infection virale a permis de mettre en évidence I'importance de ce phénomene dans la lutte
antivirale. Lors d’une infection cutanée par le virus de la vaccine, la protéine virale L1 stimule
la dégranulation des mastocytes (indépendamment du TLR2), induisant ainsi la sécrétion de
cathélicidines permettant de réduire I'infection®”.

L’action des cathélicidines n’est cependant pas infaillible. D’autres travaux ont montré que
des staphylococcus aureus pouvaient étre internalisés dans le mastocyte, via un mécanisme
faisant intervenir les intégrines o531 exprimées a la surface des mastocytes. En persistant
de maniere intracellulaire dans les mastocytes, cette bactérie échappe a l'action des
peptides antimicrobiens sécrétés dans le milieu extracellulaire’”®. Ce mécanisme
d’échappement peut permettre de constituer un réservoir infectieux a l'intérieur du
mastocyte et de ce fait favoriser I'établissement d’une infection chronique.

Plusieurs autre types cellulaires sont une source importante de peptide LL-37, c’est le cas

des kératinocytes et des cellules épithéliales®”>*"*

. Outre son action antimicrobienne, le
peptide LL-37 peut induire la migration®”>, la dégranulation ainsi que la production
d’histamine, de TNF-a et de PGD2 par les mastocytes?’® (Figure 12 A). Si les effets de ces
peptides sont bénéfiques lors d’une infection bactérienne pour la mise en place d’une
réponse immunitaire, ils peuvent étre déléteres lors d’affections chroniques cutanées telles
que le psoriasis. Dans une peau psoriasique, le nombre de mastocytes®’” et la quantité de LL-
37 sont dramatiquement augmentés®’®. Il a récemment été démontré que le LL-37 induit
aussi la sécrétion de I'lL-31 par les mastocytes, qui avec I'histamine et la PGD2 sont trois
produits pruritogénes, impliqués dans la pathogénése du psoriasis®’® (Figure 12 B). La
régulation de sécrétion des cathélicidines apparait donc comme essentielle durant les
processus inflammatoires. Les travaux de Shiemann et al. ont démontré qu’en dégranulant
sous |'effet du LL-37, des mastocytes de la muqueuse pulmonaire libérent de la tryptase-3
qui en retour clive le LL-37 restant, le rendant ainsi inactif (action inhibée par la présence du

facteur pro-inflammatoire CXCL4)%°.

Cet effet de la tryptase pourrait constituer un
mécanisme de rétrocontrole négatif, permettant de limiter les éventuels effets pro-

inflammatoires néfastes qu’occasionnerait un surplus de ces peptides antimicrobiens.

47



A Infection B Psoriasis

01000

. 3 A
-

\
¥
Kératinocytes activés

|
Td
A

B

—
LL-37 § Kératinocytes ¥ T LL-37
hyperplasiques lll I
Y Y
4 :J\/nv’ i
A\
(L .,k{ Histamine/PGD2
(s .

TNF-at/LL-37/1L-31

Mastocytes = :5a 8

T

Mastocyte

Histamine/PGD2
TNF-o/LL-37

Nombre de mastocytes augmenté '
Dégranulation massive
Recrutement d’autres effecteurs
INFLAMMATION

Dégranulation
Recrutement d’autres effecteurs
Inflammation

Figure 12. Sécrétion de LL-37 et activation des mastocytes.
A. Effet bénéfique de I'activation des mastocytes par LL-37 lors d’une infection bactérienne.
B. Effet délétére d’une trop forte activation des mastocytes par LL-37 dans la maladie du psoriasis.

2-6 L’interaction des mastocytes avec les vaisseaux sanguins : le recrutement de cellules
effectrices.

a. Le recrutement des neutrophiles et des éosinophiles.

La capacité des mastocytes a induire le recrutement de cellules effectrices au site
inflammatoire a fait 'objet de nombreuses études ces derniéres années. Leur position
stratégique autour des vaisseaux permet la libération rapide de leurs médiateurs dans la
circulation sanguine®. La sécrétion de TNF-a par les mastocytes est un élément clé du
recrutement des neutrophiles au site inflammatoire. Elle a lieu juste quelques minutes aprés
I’exposition a certains types de bactéries et joue un réle crucial dans ce processus. Elle
résulte initialement en la libération de molécules préformées et stockées dans le
compartiment granulaire du mastocyte, puis rapidement une synthese de novo se met en

281,282

place . Cependant, de nombreux autres médiateurs sont libérés par les mastocytes et

contribuent au recrutement des cellules du systéme immunitaire comme les neutrophiles.
Certains médiateurs préformés agissent sur le systeme vasculaire pour augmenter le

48



recrutement cellulaire. L’histamine est une molécule bien connue pour augmenter la
perméabilité vasculaire et aussi I'expression de molécules d’adhésion. La sécrétion
d’histamine par les mastocytes induit I'expression de la molécule P-sélectine a la surface des
cellules endothéliales, permettant ainsi 'adhésion et la transmigration des neutrophiles®®
(Figure 13). D’autres travaux identifient la sécrétion de protéases telles que les tryptases,
comme un phénomene impliqué non seulement dans le recrutement des neutrophiles dans
la cavité péritonéale®®*, mais aussi des éosinophiles dans les poumons®>. Le changement de
perméabilité vasculaire, induit par le relargage des molécules précédemment citées, permet
le passage dans la circulation d’autres médiateurs inflammatoires tels que les leukotriénes B,
ou C, et les interleukines IL-1a ou B, impliqués aussi dans le recrutement des neutrophiles et

des éosinophiles™?%

(Figure 13). Lors d’une infection bactérienne ou virale, les mastocytes
jouent donc un réle protecteur en permettant la mobilisation rapide de cellules effectrices
du systéme immunitaire. Enfin, de maniere complémentaire, de récents travaux ont
démontré qu’une dérégulation de la sécrétion d’IL-1P par les mastocytes cutanés de patients
CAPS, étaient responsables du recrutement massif des neutrophiles au niveau de la peau et

de I'induction d’urticaire sévere®®.

b. Le recrutement des cellules dendritiques.
Au site infectieux, la production de TNF-a par les mastocytes permet aussi I'expression des
molécules d’adhésion E-sélectine a la surface des cellules endothéliales locales, permettant

287

le recrutement de cellules dendritiques (CD) au site infectieux™’. Quelques études suggerent

d’ailleurs que la sécrétion de CCL20 par les mastocytes est impliquée dans le recrutement de

288

précurseurs de cellules dendritiques du sang périphérique vers le tissu®° (Figure 13). Enfin,

d’autres études montrent que les mastocytes sont importants pour induire une mobilisation

des cellules de Langerhans en réponse au PGN?**°

et de cellules dendritiques aprés une
infection par des bactéries Gram***®°. Ces phénoménes d’induction de migration des cellules
dendritiques par les mastocytes sont trés importants, car ils permettent la mise en place

d’une réponse immunitaire adaptative future.

c. Le recrutement des cellules natural killers (NK), NKT et des lymphocytes T.
Lors d’une infection par le virus de la dengue, les mastocytes induisent le recrutement de
cellules NK et NKT via la sécrétion des médiateurs inflammatoires TNF-o,, CCL5, CXCL12 et
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CX3CL1*. De méme, chez ’homme I'activation de CBMC, par du poly(l :C) ou par des
réovirus, induit le recrutement de cellules NK via la sécrétion de CXCL8* (Figure 13).

Les mastocytes peuvent aussi induire le recrutement de lymphocytes T au site infectieux.
Dans un modele de péritonite virale, I'activation du TLR3 dans les mastocytes résulte en la
sécrétion d’'IP10 et de RANTES permettant le recrutement de lymphocytes T CD8 effecteurs
au site inflammatoire®® (Figure 13). L'IL-16 est un facteur chimiotactique pour les
lymphocytes T CD4 qui est stocké au sein des granules de mastocytes humains et relargué

293

lors de la dégranulation®”. Dans un modéle murin d’hypersensibilité de contact induite a

I’hapténe, les mastocytes cutanés migrent jusqu’aux noeuds lymphatiques drainants, ou ils

294,295
. De

sécretent la molécule CCL4, responsable du recrutement des lymphocytes T CD4
maniere plus générale, les mastocytes sécrétent de nombreux facteurs chimiotactiques pour
les différents sous types de lymphocytes Ty (CCL3, CCL4, CXCL9 et CXCL10 pour les Tyl ; CCL5
et CCL11 pour les T2 et CCL2 et CCL20 pour les Ty17)*°.

Enfin, dans un modéle d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), les mastocytes
de méninges jouent plutot un role délétére notamment en permettant le recrutement de
lymphocytes T CD4 encéphalitogenes au travers de la barriere hémato—encéphaquue297'298.
Les mastocytes et les lymphocytes T CD4 sont souvent retrouvés en étroite apposition au
sein des tissus. Il est donc important de découvrir s’il existe un dialogue entre ces deux types

cellulaires et quel serait I'impact d’une telle coopération dans les réponses inflammatoires.
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Figure 13. Les mastocytes induisent le recrutement de cellules effectrices
via la sécrétion de nombreux médiateurs.
A. Microscopie confocale montrant la proximité des mastocytes (bleu) et des capillaires (vert) dans le
mésentere de rat. B. Microscopie confocale montrant des mastocytes dégranulant a proximité de vaisseaux. C.
Schéma du recrutement de cellules effectrices via I'activation de I'endothélium par les mastocytes. (A-B)

Kunder et al.”® (C) Marshall et al®®
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3- La réponse T, et sa modulation.

3-1 ’activation et la différenciation des lymphocytes T,..

a. L’interaction spécifique lymphocyte Ty/cellule présentatrice d’antigénes.

La formation d’une synapse immunologique.

Les lymphocytes T CD4 af conventionnels sortent du thymus sous forme de cellules matures
naives et migrent dans les organes lymphoides secondaires. Suite a la pénétration d’un
pathogene dans 'organisme, des cellules présentatrices d’antigeénes (CPA) professionnelles,
telles que des cellules dendritiques (CD), vont capturer I'antigéne et migrer a leur tour
jusqu’aux nceuds lymphatiques. C'est en ce lieu, qu’elles vont présenter un peptide

antigénique (via le CMH-II) aux lymphocytes T dont le TCR (T cell receptor) est spécifique.

Lors de I'interaction CPA/lymphocyte T, il y a formation d’une aire de contact spécialisée

appelée « synapse immunologique » (Figure 14). C’est une structure dynamique et organisée

permettant un flux bidirectionnel et spécifique d’informations entre la cellule T et la CPA>®.

La synapse immunologique s’organise en structures concentriques appelées les SMAC

300

(supra-molecular activation cluster)™". Ainsi, le TCR s’accumule au centre de la synapse dans

le « central SMAC » (cSMAC) avec d’autres molécules telles que CD2, CD28, la PKCO, Lck, Fyn

et les corécepteurs CD4 et CDg>"

. LFA-1 et la Taline s’organisent dans une structure en
anneau entourant le cSMAC appelée le « peripheral SMAC » (pSMAC). Enfin, les molécules
CD43, CDA45 et CD148 sont exclues de I'aire de contact par leur taille et constituent la région
la plus éloignée du centre de la synapse appelée « distal SMAC » (dSMAC)30%302,303 304

(Figure 14).
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Figure 14. Représentation schématique d’une synapse immunologique.
Adapté de Valitutti and Espagnole. Encyclopedia of life sciences 2005.

La différenciation des sous-types de lymphocytes Ty.

Plusieurs signaux sont nécessaires a la pleine activation et a la différenciation des
lymphocytes T CD4" naifs. Un premier signal est donné lors de I’engagement des TCR sur les
complexes CMH-II/peptide antigénique présents a la surface de la CPA. Un deuxiéme signal
est transmis par la combinaison des molécules de costimulation présentes a la membrane
des cellules®®™. Enfin, les cytokines sécrétées par les deux protagonistes et par les cellules
présentes dans le microenvironnement représentent un troisieme signal, trés important

pour la polarisation des lymphocytes Ty (Figure 15).
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Figure 15. Schéma montrant les trois signaux requis pour I’activation et la différentiation
des lymphocytes Ty. Kapsenberg et al.*%°

En fonction de la combinaison de tous ces parameétres, les lymphocytes T naifs se
différencient en différents sous types de lymphocytes T ayant chacun des propriétés bien
précises. De nos jours, environ six sous types sont considérés comme des lignages a part

entiére, exprimant des facteurs de transcription qui leur sont propres (Figure 16).
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Figure 16. La différenciation des différents sous-types de lymphocytes T,.

Adapté de Broomley. et al.307

b. Les lymphocytes T, mémoires.

La génération et la fonction.

Durant l'interaction lymphocyte T naif/CPA, lI'intégration de plusieurs signaux détermine
donc la qualité de la réponse immunitaire mise en ceuvre. Ainsi ces parametres définissent
non seulement le sous type de lymphocytes, mais aussi I'ampleur de I’expansion clonale et la
proportion de cellules effectrices ou mémoires générées?’og. Seulement une faible fraction de
cellules ayant proliféré lors de la réponse immunitaire se maintient en tant que cellules
mémoires.

Les lymphocytes T, mémoires ont longtemps été considérés comme indépendants de
cytokines yc. De nos jours, il est bien établi que I’homéostasie de ces cellules nécessite la
présence de deux cytokines: PIL-7 et I'IL-15°%. Le réle de I'IL-7 a été dévoilé lors
d’expériences montrant que la survie et la prolifération des cellules mémoires étaient
fortement dépendantes de la présence d’IL-7, et cela méme a la suite a d’une stimulation du
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TCR par les molécules du CMH-IP®21 Enfin, des études récentes démontrent qu’a la fois
I'IL-7 et I'lL-15 sont nécessaires a la prolifération homéostatique ainsi qu’a la survie a long

terme de lymphocytes Ty mémoires antigéne spécifiques®*>*'?.

Les différentes populations.

L’analyse de différents marqueurs de surface a été particulierement utile pour disséquer les
hétérogénéités fonctionnelles qu’il existe au sein des cellules Ty mémoires humaines. En
effet, I'expression combinée de molécules d’adhésion et de récepteurs aux chimiokines
confére aux cellules leur propriétés de migration et de localisation dans les différents tissus

313,314

du corps humain . Les populations de lymphocytes Ty mémoires sont hétérogenes et

peuvent étre divisées en deux groupes : les lymphocytes T mémoires centraux (Tcm) et les

lymphocytes T mémoires effecteurs (Tew)*"

. Comme les T naifs, les Tey expriment a leur
surface des molécules leur permettant de migrer dans les organes lymphoides secondaires.
Ainsi, ils expriment la molécule d’adhésion CD62L (L-selectine) leur permettant d’adhérer a la
paroi des vaisseaux sanguins et le récepteur CCR7 (chemokine C-C motif receptor 7) leur
permettant de migrer jusqu’au nceud lymphatique en réponse aux chimiokines CCL19 et
CCL213%3, Les Tcw ont des fonctions effectrices limitées mais gardent en revanche un seuil
d’activation tres bas. lls ont la capacité de produire de grandes quantités d’IL-2 et de
fortement proliférer, ils peuvent donc se différencier rapidement en cellules effectrices suite
a la rencontre avec un antigene spécifique.

Contrairement aux Tcy, les Tem n"expriment ni CD62L ni CCR7, cependant ils arborent a leur
surface un riche panel de récepteurs (CCR6, CCR4, CCR10, CXCR3, CRTH2 ou CCR5) leur
permettant de migrer au sein des tissus périphériques ou jusqu’au site inflammatoire. Les
Tem soNt une population hétérogene en terme de récepteurs aux chimiokines et de fonctions
effectrices, ils constituent les différents sous types de lymphocytes Ty producteurs de forts

taux de cytokines (Figure 16)°"

. En réponse a des signaux de dangers chimiokiniques, ces
lymphocytes migrent dans les tissus périphériques (comme la peau et les muqueuses) ou ils
rencontrent des cellules présentatrices d’antigénes résidentes. Suite a cette interaction, ils
proliferent et sécrétent des cytokines qui modulent ainsi la réponse immunitaire
locale®** 3V, ce phénomeéne joue par exemple un réle trés important dans les pathologies

inflammatoires cutanées telle que le psoriasis ou la dermatite de contact®™®,
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D’autres marqueurs sont utilisés pour différencier les populations de lymphocytes Ty
humains lors d’analyses par cytométrie en flux. Ainsi 'utilisation combinée des marqueurs
suivants CD3, CD4, CCR7, CD45RA ou CD45RO est suffisante pour discriminer les T naifs, les T

effecteurs, les Tey et les Tgym dans un échantillon de sang périphérique humain (Figure 17).

CD3*CD4*

CD45RA*CD45RO" CD45RA'CD45RO* CDA45RA*CD45RO- CD45RACD45RO*

@

Naifs Centraux Effecteurs Effecteurs
mémoires mémoires

Figure 17. Identification des différentes populations de lymphocytes T CD4".

c. La plasticité des lymphocytes Ty.

Les différents sous types de lymphocytes Ty (Figure 16) représentent des archétypes entre
lesquels les populations cellulaires oscillent in vivo. Des populations chimériques exprimant
simultanément des cytokines exprimées spécifiquement par plusieurs sous types de Ty sont

. . 19,320,321
fréquemment retrouvées®'? 3203

. De nombreux facteurs semblent impliqués dans le
remodelage des sous types de lymphocytes Ty, tels que les molécules de costimulation, les
cytokines ou encore les microRNA32. Des cellules T humaines produisant a la fois de I'lL-4 et
de I'IFN-y ont souvent été décrites. Elles peuvent étre générées in vitro, aprés restimulation
de clones Tyl ou Ty2 dans des conditions de polarisation opposées. Durant cette

reconversion un remodelage des génes cibles des cytokines est détecté3?2 2%,
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Il est aussi possible d’observer des cellules Ty mémoires possédant un phénotype
intermédiaire a mi chemin entre les sous types Tyl et Tyl7. En effet, ces cellules sont
retrouvées dans la muqueuse intestinale et certaines d’entre elles proliferent en réponse a
un antigene issu de mycobactéries. Elles sécrétent simultanément de I'lIFN-y et de I'lL-17 et
co-expriment a leur membrane les récepteurs CXCR3 et CCR63% 2%,

Un autre bon exemple de plasticité cellulaire est donné par I'analyse des populations
cellulaires produisant de I'lL-10. Cette derniére était initialement vue comme une cytokine
essentiellement T2, de nos jours il est bien établi que les Tyl, les Ty17 et les T,z peuvent
sécréter de I'IL-10. Il existe aussi une étrange flexibilité entre le compartiment T et les
autres cellules. Ainsi, il est possible d’observer des Tyeg FoxP3" qui expriment aussi RORyt et
produisent de I'lL-17. De fagon similaire, ils peuvent exprimer le facteur de transcription T-
bet et produire de I'lFN-y*? 328329,

Les Try peuvent étre détectés comme positifs pour le facteur de transcription FoxP3, et des

cellules Ty2 produisant de I'IL-4 peuvent devenir des Tg,>>0 -331/332.333

. Les Tyl7 peuvent
produire de I'lL-21 tout comme les Te 2%, Enfin, I'IL-22 a été décrite comme pouvant étre
produite par les Ty17 et les Tyl, néanmoins une population de Ty22 produisant uniquement
de I'lL-22 a récemment été décrite®** %>,

Ces données réunies démontrent que des cellules Ty maintiennent le profil cytokinique pour
lesquelles elles ont été programmées, mais gardent néanmoins une certaine flexibilité. Dans
un microenvironnement approprié, elles peuvent alors sécréter d’autres cytokines apres

remodelage transcriptionnel.

3-2 Les cellules présentatrices d’antigénes.

a. Les cellules présentatrices d’antigénes professionnelles.

Les cellules dendritiques.

En tant que CPA professionnelles, les cellules dendritiques (CD) jouent un réle fondamental
dans la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. En effet, de nombreuses études
montrent que les CD sont a l'origine de la génération de différents types de réponses Ty et

306,308,336

de la mise en place de la mémoire immunitaire . Il existe plusieurs sous types de CD

présentes dans les différents tissus et arborant des caractéristiques fonctionnelles bien
distinctes®®’. Un seul sous type de CD peut promouvoir différents types de réponses, par

338,339

exemple une réponse Tyl ou une réponse T2 . Ainsi, en fonction du type de CD et des
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signaux activateurs qu’elles ont recu, différentes réponses Ty pourront étre
e 1 2 . N . . . .
générées3340341.342.383 cog sianaux peuvent étre d’origines diverses. Ils peuvent provenir

344

4 . s . . . ,
de la nature®* et de la charge®* antigénique, des facteurs inflammatoires présents dans le

346,347 348,349 o
7

. . . . . . 35
microenvironnement interactions physiques avec d’autres types cellulaires®,

338

de l'intensité de I'engagement du TCR™" ou encore d’une éventuelle stimulation via les

PRR*!**2_ Tandis qu’une population de CD myéloides (mCD) stimulée par NOTCH**? ou par
un ligand du TLR3 peut induire la génération d’'une population Tyl7, la méme population

stimulée via le TLR4 en est incapable®*

. De la méme maniere, une population de CD
plasmocytoide (pCD) stimulée via le TLR7 différencie les lymphocytes vers un profil
Tu17%°2% alors gu’une stimulation via le TLR9 génere des lymphocytes Tyl et Th223%.
Enfin, il a été démontré que dans la peau les cellules de Langerhans sont plus aptes a

37 Ces

générer des lymphocytes Ty22 qu’une population de cellules dendritiques dermales
divers sous types de CD sont donc des acteurs clés de la réponse immunitaire adaptative. lls
interviennent différemment dans la génération d’une réponse Ty effectrice en fonction des

signaux activateurs qu’ils regoivent.

Les macrophages.

Bien que moins efficaces que les CD, les macrophages sont des CPA professionnelles qui
participent a la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative. Comme pour les CD, il
existe aussi plusieurs sous types de macrophages aux propriétés et localisations distinctes%,
La présence de cellules NK sécrétant de I'IFN-y permet généralement d’orienter les
macrophages se trouvant a proximité vers un phénotype inflammatoire M1**°. Ces derniers
sécretent de grandes quantités de TNF-o, d’IL-12, d’IL-1B et d’IL-23, ils sont donc des acteurs
importants de la différenciation en Tyl et T417. En retour, les lymphocytes Tyl sécrétent de
I'IFN-y favorisant ainsi I'expansion des populations de macrophages M1 et leurs propriétés

bactéricides>>®

. Au contraire, les macrophages alternatifs M2 sont induits par une immunité
de type Ty2 sous l'action de I'lL-4 ou I'lL-13. lls sont impliqués dans le maintien de
I’'homéostasie en inhibant les réponses Ty et en favorisant la génération de lymphocytes Tieg

par sécrétion d’IL-10™.
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Les lymphocytes B.
De nombreuses études indiquent que les lymphocytes B sont importants pour la

360-363

prolifération initiale des lymphocytes T CD4" aprés rencontre avec I'antigéne et pour

4 . P , . . 364-366
I’établissement d’une réponse Ty mémoire efficace

. Par exemple, les lymphocytes B
sont requis pour la mise en place d’une réponse primaire et d’'une réponse mémoire T2,
suite 3 une infection par H.Polygyrus*®®. Dans d’autres travaux, les lymphoctytes B
permettent de générer une réponse primaire et mémoire Tyl suite a une infection par le

LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus)*®’.

Les CPA professionnelles ci-dessus sont donc tres importantes dans la biologie des
lymphocytes. Elles régulent I'initiation, I'orientation et la maintenance a long terme de la

réponse adaptative des lymphocytes Tj.

b. Les cellules présentatrices d’antigénes non conventionnelles.

Les éosinophiles.

Des études ont décrit que les éosinophiles ont la capacité de migrer jusqu’aux nceuds
lymphatiques en conditions inflammatoires, leur permettant d’étre a proximité des

368359 En  conditions

lymphocytes T pour une éventuelle présentation d’antigénes
inflammatoires, les éosinophiles murins et humains expriment des caractéristiques de
cellules présentatrices d’antigénes professionnelles. En effet, ils peuvent posséder a leur
surface des molécules du CMH-II ainsi que des molécules de costimulation telles que CD80,
CD86 ou CD403¢%370371.372373.374.375 * pranciens travaux ont suggéré qu’in vitro, les
éosinophiles peuvent capturer, appréter et présenter un antigene a des lymphocytes T
CD4"7837° plys récemment, il a été démontré que les éosinophiles peuvent se comporter
comme des CPA professionnelles in vitro et in vivo. Les travaux de Padigel et al. décrivent
qgue des éosinophiles incubés avec des antigénes provenant de Strongyloides augmentent
I’expression de molécules de CMH-Il et de costimulation et activent des cellules T naives vers
un profil T42 produisant de I'lL-4 et de I'IL-5. De plus, dans ces expériences la capacité des

éosinophiles a activer des cellules naives est comparable a celle de cD*°

. Le méme groupe
démontre que des éosinophiles (ici aussi chargés en antigenes de Strongyloides), injectés en
intrapéritonéal dans une souris, migrent jusqu’a la rate et induisent la sécrétion d’IL-4 et
d’IL-5 par les cellules spléniques. Ce phénomene n’a pas lieu si les éosinophiles proviennent
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de souris CMH-1173%!, La présentation d’antigenes par les éosinophiles a aussi été démontrée

. . . . . N . 2
dans d’autres contextes comme une inflammation allergique induite a 'ovalbumine3%9373:382,

Les basophiles.
Comme les mastocytes ou les éosinophiles, les basophiles sécretent de I'lL-4 ce qui suggere

leur participation dans I'immunité de type T,2°%-3%

. Les éosinophiles expriment a leur
surface des molécules du CMH-II et peuvent directement activer les lymphocytes T CD4%, il
est donc envisageable que les basophiles puissent posséder de telles facultés. Trois articles
publiés en 2009 présentent les basophiles comme des cellules présentatrices d’antigenes
nécessaires et suffisantes pour induire une immunité de type Ty2.

Les travaux de Perrigoue et al. décrivent que des CD exprimant des molécules de CMH-II ne
peuvent pas induire une réponse immunitaire Ty2 suffisante pour protéger des souris d’une
infection par I'helminthe gastrointestinal Trichuris Muris. Dans leur modele, les basophiles
activent des lymphocytes T CD4" naifs et les différencient en cellules Ty2 in vitro. Des
expériences de déplétions et de reconstitutions de populations de basophiles leurs
permettent de conclure que ces cellules sont responsables de la mise en place de la réponse
Ty2 protectrice in vivo>®,

Dans leurs études Sokol et al. et Yoshimoto et al. étudient I'implication des basophiles dans
deux modeles d’inflammations allergiques induites respectivement par la papaine et
I’'ovalbumine. De maniére relativement similaire, ils démontrent qu’in vitro et in vivo, les
basophiles et non les cellules dendritiques différencient des lymphocytes T CD4" naifs en
lymphocytes Ty2 responsables des manifestions allergiques>2®3¥’.

Ces travaux ont récemment été contredits par les recherches de Hammad et al. En effet, ils
décrivent que les CD inflammatoires FceRI* et non les basophiles sont responsables in vivo de
la mise en place de I'immunité Ty2 et de phénoménes allergiques. Dans leurs modeles
d’allergie induite par HDM (house dust mite), ils font une déplétion spécifique des basophiles
et démontrent que les CD inflammatoires FceRI* sont nécessaires et suffisantes pour induire
la pathologie allergique®®.

Toutes ces expériences different par les nombreux modéles murins utilisés, les voies
d’administration des antigénes, les modes de déplétion des populations cellulaires
d’intéréts, sans écarter I'hypothése d’éventuelles CD résiduelles dans les cultures de
basophiles. Toujours étant que les basophiles sont impliqués dans la réponse Ty2 par leur
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sécrétion d’IL-4 et il semble qu’ils puissent aussi se comporter comme des CPA pro-Ty2 mais

ce sujet est encore a ce jour I'objet de nombreuses discussions.

Les neutrophiles.

Les neutrophiles interagissent avec les lymphocytes Ty par l'intermédiaire de facteurs
solubles. En effet, les neutrophiles sécrétent les chimiokines CCL2/CXCL9/CXCL10 et
CCL2/CCL20 qui attirent respectivement les lymphocytes Tyl et T417. A l'inverse, ces deux

389 plusieurs études

types cellulaires sécrétent la chimiokine CXCL8 qui attire les neutrophiles
mettent en évidence que les neutrophiles humains et murins présents aux sites
inflammatoires expriment les molécules du CMH-II et de costimulation CD80 et CD86 390,351
De maniére intéressante, la coculture entre des neutrophiles présentant I'antigene et des
lymphocytes T CD4"* naifs induit la génération de lymphocytes produisant notamment de
'IFN-y et de IL-17°392. Ces expériences démontrent qu’il existe un lien entre les

populations Ty1/Ty17 et les neutrophiles. Cependant la réelle pertinence physiologique in

vivo de la présentation d’antigenes par les neutrophiles reste encore a démontrer.

Les cellules endothéliales.

Le possible réle de CPA des cellules endothéliales humaines a été suggéré par |'observation
in situ de molécules du CMH 2 leur surface®**3%*, Ces cellules expriment aussi les molécules
de costimulation CD2, ICOS, 4-1BB et OX40 impliquées dans I’activation et le maintien de
lymphocytes T mémoires>>>. De maniére complémentaire a ces observations, le traitement 3
I'IFN-y de cultures de cellules endothéliales humaines induit I’'expression de molécules du
CMH-II. Ces cellules induisent la prolifération de lymphocytes Ty mémoires in vitro, mais pas
de leurs homologues naifs*®. Ce probleme d’activation de cellules naives provient sans
doute du défaut d’expression de CD80 et CD86 a la surface des cellules endothéliales, ne
permettant pas I'engagement du CD28.

Il 'y a deux explications possibles a cette fonction de faible CPA des cellules endothéliales.
Dans une premiére hypothese, les cellules endothéliales portent des peptides du soi a leur
surface permettant une interaction de faible affinité avec le TCR de lymphocytes T mémoires
circulants, donnant ainsi a ces derniers une faible stimulation traduite en signal de survie.
Dans une deuxieme hypothése, les molécules du CMH-II portent des antigenes provenant de
pathogénes qui permettent une forte stimulation des cellules mémoires circulantes et donc
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la réactivation localisée d’une réponse immunitaire. Deux études récentes vont dans le sens
de cette derniere hypothese. L'infection de cellules endothéliales de cornée par le virus HSV-
1 induit I'expression d’un transcriptome relatif a la présentation d’antigénes et ces cellules

supportent I'activation de lymphocytes T CD4* autologues in vitro>>®

. De plus, il a été
démontré que des cellules endothéliales traitées au TNF-a (mimant une condition
inflammatoire) permettent la migration trans-endothéliale de lymphocytes Ty mémoires
effecteurs®”’.

Il est donc intéressant de spéculer qu’en conditions infectieuses inflammatoires, la fonction

de CPA des cellules endothéliales pourrait permettre une réactivation locale des

lymphocytes T, mémoires effecteurs, tout en facilitant leur pénétration dans le tissu infecté.

3-3 L’influence des mastocytes sur la réponse des lymphocytes Ty.

Les mastocytes sécrétent de nombreux médiateurs impliqués dans [linitiation de
I'inflammation et le recrutement de cellules effectrices au site inflammatoire (cf chapitre 2-
6). En plus de cette fonction, les mastocytes libérent d’autres facteurs (IL-12, IL-4, IL-6, TGFj,
IL10...) qui peuvent influencer la réponse immunitaire adaptative et notamment moduler le

phénotype des lymphocytes T,2%7 3%8:3%,

a. La modulation de la balance Ty1/Ty2.

Une modulation pro-Ty1.

Les mastocytes sont traditionnellement associés a une réponse allergique et une
amplification du phénotype Ty2. Cependant ils interviennent aussi dans la biologie des
autres types de lymphocytes Ty.

Lors de leur dégranulation, les mastocytes liberent de [I'histamine dans le
microenvironnement. Les travaux de Jutel et al. démontrent que I'histamine peut agir
directement sur les populations lymphocytaires Tyl et Ty2. En se fixant sur le récepteur H2R
présent a la surface des lymphocytes Ty2, I'histamine va inhiber la production d’IL-4. Par
contre en se fixant sur le récepteur H1R présent sur les lymphocytes Ty1, elle va favoriser la
prolifération de ces cellules et augmenter la production d’IFN-y. De plus, les souris H1R” ont
entre autres phénotypes, une réponse Tyl fortement diminuée®®.

L'IL-12 est une cytokine clé habituellement produite par les macrophages ou les CD et
impliquée dans la différenciation T vers le profil Ty1. Les travaux de Nakano et al. présentent

63



les mastocytes comme une source importante d’IL-12, induite par I'expression du facteur de
transcription ICSBP (IFN consensus sequence binding protein). En utilisant un modele de
souris MC knock-in, ils démontrent également que I'lL-12 produite par les mastocytes est
importante pour la mise en place d’une réponse Ty1 in vivo*®™.

Enfin, les mastocytes peuvent moduler la réponse Tyl en agissant sur les CD. Une étude
récente menée dans un modéle murin démontre que des CD maturées lors d’une coculture
avec des PCMC, différencient préférentiellement les lymphocytes T vers un profil Tyl plut6t

que T2

Une modulation pro-T,2.
Les mastocytes sont connus pour étre une source importante de cytokines de type Ty2

0 la

comme I'IL-4, I'lL-6 ou I'lL-13, favorisant ainsi I'amplification de ce type de réponse
dégranulation de mastocytes humains provoque le relargage de PGD2. Les lymphocytes T2
sont caractérisés par I'expression du récepteur a la PGD2 : CRTH2. In vitro, la stimulation du
récepteur CRTH2 par son ligand induit la libération massive d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 par les
lymphocytes T2403404,

Les mastocytes peuvent aussi exprimer a leur surface des molécules de la famille des TIM (T
cell immunoglobulin and mucin domain containing molecule) qui sont impliquées dans la
régulation de la balance T41/Ty2 dans de nombreuses pathologies, telles que des maladies

. , N . 405 ,406
autoimmunes ou des phénomeénes allergiques ™’

. En effet, les mastocytes de péritoine de
souris expriment a leur surface les molécules TIM-1 et TIM-3, respectivement impliquées
dans I'amplification de la réponse Ty2 et l'inhibition de la réponse Tyl. De maniere
intéressante, I'activation de TIM-1 par son ligand TIM-4 ou le blocage de TIM-3, induit la
libération de cytokines pro-Ty2 par les mastocytes telles que I'lL-4, I'IL-6 ou I'IL-13, sans

induire de dégranulation®®’.

Ces données démontrent que les mastocytes peuvent favoriser I'émergence de populations
lymphocytaires Tyl ou Ty2, en sécrétant plusieurs médiateurs et en agissant a différents
niveaux de la réponse immunitaire adaptative.

D’autres études se sont intéressées a I'impact des mastocytes sur les autres populations de

lymphocytes Ty, elles sont résumées au sein du Tableau 5.
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Tul

T2

Tul7

Treg

TFH

Mécanisme
d'action

Histamine/H1R

Effet sur le
Ty

Implications
physiopathologiques

Références

[ Code de champ modifié

[ Code de champ modifié

CD pro-Tyl Prolifération Pro-inflammatoire
Sécrétion d'IL-12 |  Sécrétion Anti-allergique TSI LIRSS
Sécrétion d'IFN-y Favorise I'EAE
d'IL-4(EAE)
CD pro-Ty2 Maintien du .
) Switch IgE
IL-4/1L-5/IL-13 profil TH2 Pro-aIIergigque 220 403,404,405 ,406 ,407
PGD2/CRTH2 Sécrétion d'IL- Anti-parasitaire B
IL-6/TNF-a. 4 P
Maintien du
. Neutrophili
“.-6/TN F-o profll TH17 Fa\e/:;rlrsoepllé)lAGE 409,410,411
0X40/0X40L Switch 4
Pro-tumoral
Treg/Tl7
. Pro- Tolérance/Rejet
Treg IL°9 régulateur d'allogreffes
Dégranulation EWitCh pro_tfmora| 135,412,413 ,414 ,415 ,416 ,417 ,418
IL-6 OX4 X40L
6 0X40/0X40 Treg/Tul7 Anti-allergique
Baisse de
UV sécrétion d'IL- | Pas de centre germinatif
21 et Pas de production 419
IL-10 , : .
d'expression d'anticorps
de Bcl-6

Tableau 5. Effet des mastocytes sur la réponse T;..

b. L'impact de la modulation des lymphocytes Ty sur la physiopathologie.

L’implication dans les réactions allergiques.

Lors d’une réaction allergique, la dégranulation des mastocytes permet la libération d’autres

médiateurs impliqués dans la réponse Ty2. Il est intéressant de spéculer que chez ’homme,

la libération massive de PGD2 par les mastocytes, lors d’un processus allergique, amplifie

dramatiquement la réaction en favorisant la sécrétion de cytokines par les lymphocytes Ty2.

De nombreux travaux visant a mieux comprendre les phénomeénes allergiques ont pu mettre

en évidence un réle crucial des mastocytes dans l'initiation du processus. La présence d’un

allergéne induit la dégranulation des mastocytes et donc la libération de nombreux

médiateurs préformés tels que I'lL-6 et le TNF-a. qui vont permettre un recrutement massif
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de neutrophiles et de cellules présentatrices d’antigenes au site inflammatoire. Il a été
démontré qu’apreés injection sous-cutanée d’un antigene et d’adjuvants, les mastocytes
activés par leurs récepteurs FceRl éduquent les CD au site inflammatoire qui, sous I'action
des médiateurs mastocytaires, vont acquérir la capacité de différencier les lymphocytes T

. . . 420
dans le ganglion drainant, en cellules productrices d’IL-4

. En plus de libérer de I'lL-4 et de
I'IL-5, Les mastocytes sécrétent aussi de I'IL-13 qui va induire un switch isotypique des
lymphocytes B présents dans le ganglion drainant et permettre la production d’IgE. Ces
derniers viendront en retour fixer les allergénes et activer de nouveau les mastocytes,

. . pe . . 219,421
permettant ainsi une boucle d’amplification du processus allergique®™ """,

Cependant, certaines populations de lymphocytes peuvent en retour réguler I'activation des
mastocytes, c’est le cas des lymphocytes Te. Des souris déficientes en T,z développent une
susceptibilité accrue aux hypersensibilités immédiates provoquées par la dégranulation

mastocytaire418

. En effet, il a été observé que la coculture entre des lymphocytes T, et des
mastocytes réduit les capacités de dégranulation de ces derniers. Ce phénomene est
indépendant de la sécrétion d’IL-10 ou de TGF-f3 mais est induit par I'interaction physique
entre les deux cellules, via I'axe OX40/0X40L. Le mastocyte ainsi stimulé va réduire le taux
d’expression de ses récepteurs FceRl, augmenter sa concentration cytosolique d’AMPc et

réduire les éventuels influx calciques *7 8

. Les Treg jouent donc un réle important dans les
réactions d’hypersensibilité immédiate en interagissant avec les mastocytes pour freiner leur

dégranulation.

L’implication dans 'immunité anti-parasitaire.
La réponse des mastocytes aux IgE peut avoir un effet bénéfique, c’est le cas lors des
infections parasitaires. L'induction d’une réponse T2 est primordiale dans la lutte contre les

W/W-v

infections par les helminthes. Les souris KIT ont une plus grande sensibilité a ces

infections notamment due a une trop faible induction de réponse T42. On observe la méme

susceptibilité si I'on traite des souris KITY/**

MC knock in avec du cromoglycate sodium qui
inhibe la dégranulation mastocytaire®*%. Durant ce type d’infection, les mastocytes agissent 3
plusieurs niveaux, notamment ils amplifient la réponse T2 ainsi que la production d’IgE, qui

sont des éléments clés du contréle de I'infection parasitairem’422 (Tableau 5).
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Les mastocytes jouent donc plusieurs réles importants dans la modulation de la réponse de
type Tu2. lls peuvent étre délétéres dans les processus allergiques, mais ils peuvent aussi

jouer un role bénéfique lors d’infections a caractére parasitaire.

L’implication dans I’'EAE.

L'EAE est un modele d’étude chez la souris mimant la sclérose en plaque développée par
I’'homme. De maniére surprenante, dans un modéle murin d’EAE active dans des souris MC
knock in, la production d’IL-4 par les mastocytes favorise I'apparition de lymphocytes Tyl
encéphalitogénes et contribue de ce fait a la sévérité de la maladie. Dans ces travaux, la
sécrétion d’'IL-4 par les mastocytes semble étre régulée négativement par le facteur de
transcription lkaros qui diminue l'accés au locus de I'lL-4 par remodelage de la
chromatine®®,

Les T417 sont un sous type de lymphocyte Ty impliqués dans la lutte antifongique, dans de
nombreux processus inflammatoires et certaines maladies autoimmunes comme I'EAE.
L’équipe de Carlo E. Pucillo a étudié en détail I'implication des mastocytes dans la réponse
Tul7. Elle a notamment démontré que des lymphocytes T, cultivés en présence de
mastocytes pouvaient changer de phénotype, perdre leurs propriétés suppressives et
devenir pro-inflammatoires. Ce phénomeéne est rendu possible par I'intermédiaire de I'lL-6
et d’une interaction Teg/mastocyte via 'axe OX40/0X40L. Il est observé un glissement du
phénotype T vers un phénotype T,17 producteur de fort taux d’IL-17. Par ailleurs,
d’étroites appositions sont observées entre des lymphocytes T..; produisant de I'lL-6, des
lymphocytes TH17 exprimant OX40 et des mastocytes, dans des coupes de ganglions de
souris atteintes d’EAE*'° (Tableau 5).

Ces données suggérent qu’une telle coopération pourrait amplifier la réponse inflammatoire

lors d’'une pathologie autoimmune telle que I'EAE.

L’implication dans la lutte anti-tumorale.

Comme il a été indiqué dans le chapitre précédent, en interagissant avec les mastocytes, les
Treg Peuvent aussi acquérir un phénotype Ty17 plus inflammatoire®™°. Plus récemment, chez
des patients souffrant de lymphomes T angioimmunoblastiques, la méme équipe observe un
recrutement massif au site tumoral de mastocytes producteurs d’IL-6, qui est corrélé
positivement avec la présence de fort taux de lymphocytes Tyl7. Ici encore, d’étroits
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contacts sont observés au site tumoral entre des mastocytes producteurs d’IL-6, des Ty et
des TH174“. Chez des patients souffrants de cancers colorectaux, ainsi que dans des modeles
murins de polyposes rectocoliques, on observe partiellement ce phénomene. Les mastocytes
présents au site tumoral influencent le devenir des lymphocytes T..; présents. Ces derniers
vont avoir une production d’IL-10 relativement diminuée et vont sécréter de I'lL-17 au site

415
tumoral

. En effet, a proximité de mastocytes, les Tz perdent leur propriété importante de
contrdle de la prolifération des cellules tumorales**.

Ces données suggérent encore une implication des mastocytes dans I'établissement du
microenvironnement inflammatoire de tumeurs, en permettant la génération de

lymphocytes Ty17 a partir de lymphocytes T, (Tableau 5).

L’implication dans la tolérance.
Les lymphocytes T,g ont un rble fondamental dans la régulation de la balance
homéostasie/inflammation. Ils sont essentiels pour établir une tolérance périphérique lors

w/w-sh n’est

d’expériences d’allogreffes. Néanmoins, la présence de Tz dans une souris KIT
pas suffisante pour inhiber le rejet de greffe, suggérant un role des mastocytes dans ce
phénomeéne. En effet, il a été démontré que les T, attirent les mastocytes jusqu’au site
greffé, via la sécrétion d’IL-9. La présence de ces mastocytes est alors requise pour une
suppression efficace. L'analyse de coupes de tissus a permis de démontrer que ces deux
types cellulaires se trouvaient effectivement localisés au méme endroit a I'intérieur du

greffon412

. Dans un modéle murin de néphrotoxicité, les mastocytes sont recrutés dans les
ganglions drainants grace ici encore, a la sécrétion d’IL-9 par les lymphocytes T, résidents.
Dans ce cas, la présence des mastocytes est nécessaire pour le contréle de I'inflammation
par les Tregns. Ces deux exemples indiquent que dans certaines circonstances, les mastocytes
peuvent avoir un role positif dans la fonction des cellules T régulatrices (Tableau 5).

D’autres études ont rapporté que la dégranulation des mastocytes pouvait avoir un effet
négatif sur la fonction des T,eg. Lors de I'activation par ses récepteurs FceRI, le mastocyte va
libérer un arsenal de médiateurs inflammatoires et notamment de I’histamine. La liaison de
cette derniere sur le récepteur H1R présent a la membrane des lymphocytes T, va induire
une baisse d’expression de la chaine o du récepteur a I'lL-2 (CD25) et du facteur de

transcription FoxP3*%?

. Suite a ce changement, les lymphocytes T..; perdent leur fonction
immunosuppressive. Dans des expériences in vivo de tolérance aux allogreffes, la
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dégranulation des mastocytes induit une rupture de tolérance par inhibition des propriétés
immunorégulatrices des Treg4l4. Ces données mettent en évidence le danger de développer
une réaction allergique chez un patient ayant subi une allogreffe récente.

Il existe donc un lien étroit entre les mastocytes et les lymphocytes T,z qui passe par une
régulation fine et réciproque de leurs fonctions. Lors d’allogreffes, la présence de
mastocytes est requise pour que les lymphocytes T,z exercent pleinement leurs fonctions
régulatrices. Néanmoins, la dégranulation des mastocytes aboutit a une perte de ces

fonctions régulatrices et a une rupture de tolérance.

3-4 L’interaction spécifique entre les mastocytes et les lymphocytes Ty.

a. L’expression des molécules de CMH-II.

Les CPA professionnelles telles que les CD possedent des molécules de CMH-II et de
costimulation leur permettant d’interagir spécifiquement avec les lymphocytes T,%.
Cependant, il existe des CPA dites « non conventionnelles » capables de modifier la réponse
Ty en conditions inflammatoires. La possibilité que des mastocytes puissent présenter des
déterminants antigéniques, restreints par le CMH-II 3 des lymphocytes T CD4" spécifiques,
est longtemps restée controversée. Il est classiquement accepté qu’a I'état basal, les
mastocytes murins n’expriment pas de molécules de CMH-II. Cette observation est basée sur
une étude initialement réalisée sur des mastocytes directement prélevés ex vivo du péritoine
de souris®®. Plus récemment, I'analyse détaillée du compartiment granulaire du modele
BMMC a permis de détecter la présence de molécules de CMH-II cytoplasmiques.
Contrairement a des CPA professionnelles, les BMMC ne semblent pas avoir de
compartiment spécialisé dans I'apprétement des molécules de CMH-II. Ces dernieres sont
retrouvées accumulées dans les granules dits de type | et de type Il (Figure 3A). La plupart de
ces molécules de CMH-II sont présentes sous une forme immature, encore associées a la
chaine invariante li. Enfin, seulement un faible pourcentage de ces molécules est retrouvé a

la surface des mastocytes®.
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b. La présentation d’antigénes.
Des études ont montré que des BMMC peuvent présenter des déterminants antigéniques a
des lignées de lymphocytes T ou a des hybridomes, induisant leur prolifération et la

424,425 426

production d’IL-2 . Il a aussi été observé que la capture d’antigene via les IgE amplifie

les capacités de présentation des BMMC*’

. Il reste néanmoins une limitation importante a
toutes ces études, il est impossible d’exclure une éventuelle contamination des cultures
cellulaires par des CPA professionnelles résiduelles (modeles cellulaires peu pertinents).
Effectivement, la présence inopportune d’'un tres faible nombre de CPA, ayant capté
I'antigéne, suffirait a induire une activation significative des lymphocytes T dans ces

expériences.

c. La présence de CPA résiduelles.

Les travaux de Kambayashi et al. adressent ce point et décrivent qu’aprés capture de
I’antigéne via les IgE, les BMMC qui meurent par apoptose, sont phagocytés par les CPA
contaminant la culture qui peuvent alors présenter I'antigene aux lymphocytes T via leurs
molécules de CMH-II. Aprés avoir méticuleusement éliminé les possibles CPA présentes dans
les préparations cellulaires, ils ont testé les capacités de présentation d’antigénes de
cultures de BMMLC. Ces études relatent qu’en I'absence de CPA, les BMMC ne peuvent pas
activer les lymphocytes T, car méme s'ils peuvent capturer I'antigeéne, ils n’expriment pas de
molécules de CMH-II (que ce soit au repos ou aprés traitement avec de I'lL-4, du GMCSF ou

de I'IFN-y)*%%,
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d. L'objet de mes travaux.

Les données présentes dans la littérature visant a décrire I'activation spécifique des
lymphocytes T par les mastocytes restent donc controversées. Alors que certains travaux
confirment la possibilité de ce phénomene, en utilisant des modeles de cultures cellulaires
approximatifs et trop éloignés de situations physiologiques, d’autres travaux le réfutent en
utilisant un modele de mastocytes relativement immatures, phénotypiquement trés
différents de mastocytes que I'on peut observer in vivo. Ainsi, s'il semble clair que les
mastocytes peuvent influencer la réponse immune innée et adaptative par la richesse des

médiateurs qu'ils produisent, leur capacité a jouer le réle de CPA et a peser sur |'activation et

la différenciation antigene-spécifique de lymphocytes Ty reste une question cruciale.

Durant ma these, j'ai étudié en détail I'interaction spécifique entre les mastocytes et les
lymphocytes T CD4, en étant constamment soucieux de la pertinence physiologique des

cultures cellulaires utilisées.

Dans un premier temps, j’ai évalué les capacités de présentation d’antigénes de mastocytes
primaires murins & des lymphocytes T CD4" spécifiques lors d’expériences de proliférations
cellulaires et d’analyses morphologiques détaillées. J'ai pu apprécier les conséquences d’une
telle interaction spécifique sur les capacités des mastocytes a répondre a une stimulation
par les récepteurs FceRl.

Dans un deuxieme temps, j'ai analysé I'impact d’une coopération mastocyte
humain/lymphocyte Ty mémoire sur la biologie de ces deux partenaires cellulaires. J'ai
notamment recherché les conséquences d’une telle interaction sur la réponse Ty engendrée

et plus particulierement sur le profil cytokinique généré. D'autre part, je me suis intéressé a

I'implication de ce phénomeéne dans une situation inflammatoire pathologique : le psoriasis.
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RESULTATS
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1. La coopération entre mastocytes et lymphocytes T, résulte en la formation

d'une synapse immunologique.

En premier lieu nous avons recherché la capacité des mastocytes a jouer le réle de CPA et a
activer les lymphocytes T CD4". Nous avons mené cette étude chez la souris pour pouvoir
disposer facilement de lymphocytes T CD4" spécifiques d'un antigéne donné. Nous avons
utilisé des souris transgéniques OT-Il dont le TCR est spécifique du peptide pOVAz;3.339 dérivé
de I'ovalbumine. En ce qui concerne les mastocytes, nous avons préféré le modele des PCMC
récemment décrit par Marc Daeron aux classiques BMMC, car ils sont plus matures et donc
plus proches de mastocytes susceptibles d'interagir avec les lymphocytes T CD4" in vivo. Des
techniques de cytométrie en flux et de microscopie confocale nous ont permis de quantifier
I’état d’activation de chaque cellule et de disséquer morphologiquement les différentes

étapes de I'interaction mastocyte/lymphocyte Ty.
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IMMUNOBIOLOGY

Cell-cell cooperation at the T helper cell/mast cell immunological synapse

Nicolas Gaudenzio,' Nicolas Espagnolle,’ Lennart T. Mars,' Roland Liblau,'? *Salvatore Valitutti,'? and *Eric Espinosa'?

Inserm, U563, Toulouse; and 2Université Toulouse Ill Paul-Sabatier, Centre de Physiopathologie de Toulouse-Purpan, Toulouse, France

It has been suggested that mast cells
might serve, under certain circumstances,
as antigen-presenting cells (APCs) for
T cells. However, whether cognate interac-
tions between mast cells and class II-
restricted CD4* T cells actually occur is
still an open question. We addressed this
question by using peritoneal cell-derived
mast cells (PCMCs) and freshly isolated
peritoneal mast cells as APC models. Our
results show that in vitro treatment of
PCMCs with interferon-y and interleu-

kin-4 induced surface exp ion of ma-
ture major hi patibility |

class Il molecules and CD86. When inter-
feron-y/interleukin-4—primed PCMCs were
used as APCs for CD4* T cells, they in-
duced activation of effector T cells but
not of their naive counterparts as evi-
denced by CD69 up-regulation, prolifera-
tion, and cytokine production. Confocal
laser scanning microscopy showed that
CD4* T cells formed immunological syn-
apses and polarized their secretory ma-

chinery toward both antigen-loaded
PCMCs and freshly isolated peritoneal
mast cells. Finally, on cognate interaction
with CD4* T cells, mast cells lowered
their threshold of activation via FceRl.
Our results show that mast cells can
i g inter: with class
Il-restricted helper T cells, implying that
they can actually serve as resident APCs
in inflamed tissues. (Blood. 2009;114:
4979-4988)

Introduction

Mast cells are known to play a pivotal role in allergic hypersensitiv-
ity reaction and, more generally, in inflammation.'? By virtue of
their strategic and widespread location in tissues, namely at
host-environment interface, and of their functional characteristics,
mast cells behave as sentinels of the immune system.® Once
activated, mast cells release several preformed and de novo-
synthesized mediators (including histamine, proteases. leukotri-
enes, prostaglandins, and various cytokines and chemokines),
resulting in the recruitment and activation of other immune cells.?
Several lines of evidence highlight an emerging role of mast
cells in numerous steps of innate and adaptive immune responses,
indicating that their contribution to immunity goes far beyond their
well-known role in allergy.* Functional interplay between mast
cells and T cells has been suggested by studies that document
colocalization of activated mast cells and T cells in inflamed
tissues”'” or involvement of mast cells in autoimmune diseases
such as rheumatoid arthritis and multiple sclerosis.'"'* Additional
lines of evidence show that mast cells can contribute to the
development of different T cell-associated responses by influenc-
ing the activation, the proliferation, the differentiation, and the
recruitment of T cells.”-'*!15 Recent in vitro studies showed that
IgE-activated mast cells can enhance T-cell proliferation by a
mechanism involving tumor necrosis factor a (TNF-«) secretion,
cell contact, and mast cell expression of OX40L.%7 In turn, it has
been shown that activated T cells can induce in vitro histamine,
TNF-a, matrix metalloproteinase-9 secretion, and interleukin
4 (IL-4) mRNA expression in mast cell subsets.'®'® Finally, mast
cells have been reported to promote in vivo T-cell migration to
inflammatory sites by secreting chemotactic factors, such as
lymphotactin and IL-16" and to orient Th differentiation via the

production of IL-4 and histamine.?*?! Taken together these studies
highlight the existence of functionally important mast cell/T-cell
crosstalk and raise the question of whether mast cell/T-cell cognate
interactions might occur in the course of immune responses

Immunological synapses (ISs) are the morphologic manifesta-
tion of the cognate interactions occurring between T cells and other
cells of the immune system serving as antigen-presenting cells
(APCs). These specialized areas of signal transduction, formed at
the T cell/APC contact site, are characterized by large scale
clustering and segregation of surface molecules and intracellular
signaling components.>>* Among the different molecular rearrange-
ments occurring at the IS, the polarization of T-cell Golgi apparatus
toward the APCs for polarized secretion is a distinctive, rapid, and
efficient T-cell response, occurring within minutes after T cell/APC
encounter both in resting and activated CD4* and CD8* T cells.”~7
It is, therefore, considered, together with T-cell receptor (TCR)
enrichment into the IS, a morphologic hallmark of specific TCR
engagement.

To investigate whether cognate interactions could be estab-
lished at the contact site between CD4" T cells and mast cells,
resulting in the formation of ISs and in T-cell polarization toward
the APCs, we used, as potential APCs for ovalbumin (OVA)-
specific CD4" (OT-1I) T cells, (1) a recently described cellular
model (peritoneal cell-derived mast cells, PCMCs) based on the
expansion in vitro, for several weeks, of murine peritoneal mast
cells,” and (2) freshly isolated peritoneal mast cells.

Our results show that, after priming with a combination of
interferon-y (IFN-vy) and IL-4, a fraction of PCMCs express mature
major histocompatibility complex (MHC) class II molecules,
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present antigenic determinants to OT-II T cells, and elicit func-
tional responses in effector T cells but not in their naive counter-
parts. We also show the formation of ISs and T-cell polarization at
the contact site between T cells and mast cells (both PCMCs and
freshly isolated peritoneal mast cells), thus unambiguously illustrat-
ing the formation of cognate interaction between these cells. Our
results show that, although less efficiently than professional APCs.
mast cells can indeed present antigens to T cells. resulting in
antigen-dependent cell-cell cooperation.

Methods

Abs and cell-surface immunofluorescence

The following Abs were purchased from eBioscience: fluorescein isothio-
cyanate (FITC)-anti-FceRI (MAR-1), FITC-anti-CD40 (HM40-3), PE-anti-
CD44 (IM7). FITC-anti-CD117 (ACK2). FITC-anti-CD69 (HI.2F3).
FITC-anti-CD80 (16-10A1), phycoerythrin (PE)-anti-CD86 (GL-1), PE~
anti-ICOSL (HK53)., PE-anti-OX40L (RMI34L). FITC-anti-IA® (M5/
114), PE-anti-Va2 (B20.1), anti-4-1BBL (TKS-1), FITC-anti-rat IgG. and
isotype-matched control Ig. Biotinylated anti-IA® mAb (KH74) was
purchased from BioLegend. In direct immunofluorescence experiments,
cells were blocked with 2.4G2 hybridoma supernatant for 15 minutes at 4°C
(gift from Dr Joost van Meerwijk, Inserm U563): otherwise, cells were
blocked with phosphate-buffered saline (PBS) containing 10% normal goat
serum and 10% normal mouse serum. Antibodies were added in PBS
containing 1% bovine serum albumin (BSA) and incubated for 30 minutes
at 4°C. Flow cytometric data were acquired on a BD FACScan cytometer
with the use of BD CellQuest software (Version 4.0) and were analyzed
with the use of FlowJo software (Version 7.2.5: TreeStar Inc).

Mice

C57BL/6 male C57BL/6 OT-II mice aged 6 to 12 weeks old and synthetic
peptide corresponding to amino acid residues 323 to 339 (ISQAVHAA-
HAEINEAGR) of ovalbumin (OVAp) were kindly provided by Dr S. Guer-
der (Inserm U563). All mice used in this study were raised and housed
under specific pathogen—free conditions and handled according to protocols
approved by the Inserm Ethics Committee on Animal Experimentation in
pli with Ei Union

Generation of PCMCs

Peritoneal cells from C57BL/6 mice were collected by peritoneal washing
with 4 mL of RPMI 1640. Cells were washed and seeded in a 24-well
culture plate at 10°%mL in Opti-MEM supplemented with 10% FCS.
100 TU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin (Invitrogen), 3% superna-
tant of Chinese hamster ovary transfectants secreting murine stem cell
factor (a gift from Dr P. Dubreuil. Inserm U891). Twenty-four hours later,
nonadherent cells were removed. and fresh culture medium was added to
adherent cells. Three days later, nonadh cells and cells
harvested by flushing were pelleted and resuspended (3 X 10°/mL) in fresh
culture medium. The same procedure was repeated twice a week. Cells were
used for experiments between week 4 and week 10. PCMCs were character-
ized by histochemistry: cell suspensions were cytocentrifuged onto glass
slides, air-dried, and stained with toluidine blue or Alcian blue followed by
Safranin.®

Ex vivo peritoneal mast cells

Peritoneal cells from 20 C57BL/6 mice were collected by peritoneal
washing. Nonadherent cells were washed in magnetic-activated cell
sorting buffer, and CD117% cells were positively selected by using
CD117 MicroBeads (Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s
protocol. Mast cell-enriched cell population was immediately primed
with 50 ng/mL IFN-y and 10 ng/mL IL-4 for 72 hours in complete
Opti-MEM and used as APCs.
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Degranulation assay

Mast cell degranulation was determined by measuring the release of
B-hexosaminidase. PCMCs were incubated in culture medium with or
without anti-dinitrophenol (DNP) IgE (0.5 pg/mL SPE-7: Sigma-Aldrich)
overnight at 37°C. The cells were then washed and distributed in 96-well
flat-bottom plates at a density of 10° cells in 50 pL of Tyrode buffer. The
cells were adapted to 37°C for 20 minutes and then treated with prewarmed
50 pLL of the mentioned stimuli diluted in Tyrode buffer for 45 minutes at
37°C. B-Hexosaminidase release in the supernatants was measured accord-
ing to Bachelet et al.*

Confocal microscopy

Effector CD4* OT-I1 T cells (10°) were plated with APCs (2 % 10°) either
unpulsed or pulsed with 10 pg/mL OVAp or 400 pg/mL ovalbumin in
96-well U-bottom plates and spun to 500 rpm to allow conjugates
formation. The cells were transferred onto poly-L-lysine—coated slides and
then fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. Cells were first permeabil-
ized and blocked in 10% normal goat serum/10% normal mouse serum in
PBS containing 0.5% saponin. Cells were stained with the following
primary antibodies in PBS containing 1% BSA. 0.5% saponin 45 minutes at
room temperature: anti-IFN-y (clone AN-18), anti-CD3e (clone 17A2),
anti-p56/* (clone 28/Ick) from BD PharMingen; polyclonal anti-protein
kinase C (PKC) 6 (Santa Cruz Biotechnology Inc): and anti-c-tubulin
(clone DMIA; Sigma-Aldrich). In some experiments, 2 pg/mL avidin-
sulforhodamine 101 (highly cationic glycoprotein that selectively stains
mast cell granules’’*%; Sigma-Aldrich) was added to unambiguously
identify mast cells. After hing. secondary (Alexa Fluor—
conjugated: Invitrogen) were applied in PBS containing 1% BSA. 0.5%
saponin. In some experiments, PCMCs were labeled with anti-mast cell
tryptase polyclonal rabbit Ab (Santa Cruz Biotechnology Inc). The
were mounted and examined with the use of a Zeiss LSM 510 or a Zeiss
LSM 710 confocal microscope with a 63 Plan-Apochromat objective (1.4
oil), electronic zoom 3, as described.?” Scoring of the slides was performed
in a blinded fashion by evaluating for each condition at least 100 conjugates
in randomly selected fields from at least 3 independent experiments.

Results

characterization of murine PCMCs

ypic and fi

Cells obtained from peritoneal washing of C57BL/6 mice were
cultured in the presence of stem cell factor to generate PCMCs as
described by Malbec et al.”® After | month in culture, more than
98% of the cells expressed on their surface characteristic markers
of mast cells, such as FceRI and CD117 (Figure 1A), and stained
positive for mast cell tryptase (Figure 1B) as previously described
for PCMCs.?® None of these cells were positive for B220 or CD11c
(data not shown).

PCMCs were further characterized by toluidine blue staining
and Alcian blue/safranin staining, a procedure commonly used to
discriminate mast cells of the mucosal type (Alcian blue high,
safranin low) from connective tissue—type mast cells (CTMCs;
Alcian blue low, safranin high®***). Toluidine blue staining for
metachromatic granules was positive, with approximately 40% of
the cells showing a stronger staining compared with the remaining
cells (Figure 1C). Alcian blue/safranin staining showed that all
PCMCs counterstained red with safranin, whereas they were either
negative or faintly positive for Alcian blue, indicating that these
cells were mostly of the CTMC-like phenotype (Figure 1D).
Interestingly, similarly to toluidine blue staining. also safranin
staining was heterogeneous: approximately 40% of the PCMCs
exhibited a stronger safranin staining than did the remaining cells
(Figure 1D). Taken together toluidine blue and safranin staining
suggested that, among the PCMCs, approximately 40% of cells had
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Figure 1. P and of PCMCs.
(A) CD117 and FceRI expression on PCMC surface. The number in the top
right indicates the percentage of double-positive cells. (B) Mast cell tryptase
staining by indirect immunofluorescence with an Alexa 633-conjugated
y Ab (blue). S were it with a confocal laser-

i i (C-D) Hi staining of PCMCs with toluidine

blue (C) or Alcian blue followed by safranin (D). Bars = 10 um. (E) Secreta-
gogue-induced B-hexosaminidase release. PCMCs were stimulated with
i i ions of St Por 48/80 for 30 minutes

A

FeeRI

at 37°C. (F) FceRl B i release. PCMCs were
sensitized with mouse IgE anti-DNP and challenged with DNP-HSA. The
percentage of B-hexosaminidase released was plotted against the concen-
tration of the stimulus. Tests for phenotypic and functional analysis of
PCMCs were routinely performed after 3 to 5 weeks of culture. Data are from
1 representative experiment of 3.

a more mature phenotype, characterized by a higher content of
mature secretory granules.

We next investigated PCMC biologic function by using a
standard degranulation assay. We used 2 classes of stimuli:
polycationic compounds, such as compound 48/80 and substance P,
that induce degranulation specifically in CTMCs (and not in
mucosal-type mast cells) or antigen (dinitrophenylated human
serum albumin [DNP-HSA]) in IgE-sensitized mast cells. When
PCMCs were incubated with increasing concentrations of 48/80 or
substance P, they exhibited a strong and dose-dependent degranula-
tion as detected by B-hexosaminidase release (Figure 1E). More-
over, PCMCs, previously sensitized with anti-DNP IgE, degranu-
lated in a dose-dependent fashion when incubated with increasing
concentrations of DNP-HSA (Figure 1F). Together these results
indicated that PCMCs exhibit connective tissue mast cell func-
tional properties.

Treatment with IFN~y and IL-4 induces MHC class Il molecule
expression on PCMC surface

Having phenotypically and functionally characterized PCMCs, we
used these cells to investigate whether they could be primed to
become APCs for class II-restricted T lymphocytes.

PCMCs expressed neither surface MHC class Il molecules nor
costimulation molecules (Figure 2). We thus investigated whether
these cells might be induced to express class Il molecules by using
treatments known to prime conventional APCs. Treatment of
PCMCs with Toll-like receptor ligands (different lipopolysaccha-
ride preparations from Gram-negative bacteria, peptidoglycan,
poly I:C, lipoteichoic acid) added to PCMCs for 24, 48, 72, or
96 hours did not result in a detectable increase in I-A® expression
(data not shown).
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We next tested whether IFN-y and IL-4 could induce I-A® on the
PCMC surface. After 72 hours of culture with 50 ng/mL IFN-y, a
significant fraction of PCMCs (20%-35%) expressed 1-A® (Figure
2A-B). Interestingly, although the addition of 10 ng/mL IL-4 alone
to PCMC cultures did not affect I-AP expression level, it increased
the frequency of IFN-y—induced MHC class II expression, result-
ing in 40% to 50% MHC class 11" PCMCs (Figure 2A-B).
Moreover, the level of I-A® expression per cell was also signifi-
cantly increased. I-A" expression was assessed by using 2 different
monoclonal antibodies: M5/114 that recognizes mature and imma-
ture forms of MHC class Il molecules and KH-74 that mainly binds
mature forms of MHC class 1.3 Under these conditions, although
individual class II" PCMCs expressed fairly high levels of I-A®,
approximately 50% of the PCMC population remained I-A"
negative (Figure 2A-B).

We next investigated by fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis whether IFN-y plus IL-4 could induce the
expression of costimulatory molecules. Untreated PCMCs were
negative for several costimulation molecules: CD80, CD86, CD40,
ICOSL, 4-1BB-L, and OX40L (Figure 2: supplemental Figure 1,
available on the Blood website; see the Supplemental Materials
link at the top of the online article). Treatment with IFN-y plus IL-4
resulted in the up-regulation of the surface expression of CD86
(Figure 2C) but did not enhance the expression of the other
costimulation molecules tested (supplemental Figure 1). To test
whether the PCMC population used in this study, although
expressing phenotypic and histochemical markers of mast cells,
could result from the skewing of peritoneal mast cells toward
monocytes, we measured the surface expression of CD11b and
F4/80 before and after treatment with IFN-y plus IL-4. This
analysis showed that neither untreated PCMCs nor cytokine-treated



4982 GAUDENZIO etal
A B Cc
Isotype
- control
.é 1% 1% 4% |Medium
g 20% 28% 43% |IFN-y
°
o 1% 1% 16% |IL-4
1FN-y
A “47% 45% % |'F
R S N I S R S
1-A°(M5/114)— |-A’ (KH74) —— CD86 ————
D Naive T cells Effector T cells
100-@- DC 1007-0- DC
& PCMC e A PCMCien s
& 75{® pomc & 75|00 Pomc
a 8
3} 3}
v=l 504 E 50
o (=]
*® 254 *® 254 s
0~ -1
11301 101 31 111 11301 101 31 11
1007 1004
5 =
5 - 5 8o
2 g
& = 60
§ o 5
= % 40
2 &
F3 i B o
| ol g0
11 30:1 101 31 11 11 301 1011 31 1
89 70+
604
3 61 s 4
E E 5
2 B
5 301
£ £
L o] & 204
nd  nd nd nd 107 g
0 o
11301 1011 31 111 113011 1011 31 111
-OVAp +OVAp -OVAp +OVAp
Ratio OT-Il:APC Ratio OT-Il:APC

Figure 2. IFN-y/IL-4-primed PCMCs express MHC class Il and CD86 and induce
functional responses in effector OT-Il T cells but not in their naive counter-
parts. (A-C) PCMCs were incubated 72 hours with IFN-y (50 ng/mL) or IL-4
(10 ng/mL) or with IFN-y + IL-4. CD86 and I-A® molecule expression (using the KH74
or M5/114 mAb) was by flow cyt try. The inside the panels
indicate the percentage of positive cells. Data are representative of at least
10 experiments. (D) APCs were pulsed or not for 16 hours with 10 pg/mL OVAp and
cocultured with naive (left) or effector (right) OT-II T cells. OT-II T-cell activation was
monitored by CD69 expression (after 20 hours of coculture), IFN-y production (after
20 hours of coculture), and proliferation (after 72 hours of coculture). Results are
presented as mean = SEM of 4 independent experiments. nd indicates not detected.

PCMCs expressed detectable levels of CD11b and of F4/80, ruling
out the contribution of monocyte-like cells to the T-cell activation
we observed (supplemental Figure 2). Together the above-
mentioned results indicate that a fraction of the whole PCMC
population treated with IFN-y plus IL-4 (further referred to as
PCMCsypx.yn1.4) develop into potential APCs.

PCMCs;en.ynL-4 Can serve as APCs for CD4* T lymphocytes

To examine the antigen-presenting function of PCMCs, we investi-
gated whether they could present the OVAp to CD4"* T cells from
OT-II TCR transgenic mice. When freshly purified naive OT-II
T cells where cocultured overnight with unprimed PCMCs or with
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PCMCsypy.yn.-4 either unpulsed or pulsed with OVAp at different
T cell/APC ratios, they did not undergo detectable up-regulation of
the T-cell activation marker CD69Y. Accordingly, neither prolifera-
tion nor IFN-y production (measured after 3 days of coculture) was
detected (Figure 2D). Conversely, these cells exhibited CD69
up-regulation, proliferation, and IFN-y production when cocul-
tured with OVAp-pulsed mature dendritic cells (DCs; Figure 2D).

We next tested whether PCMCspx.yn1.4 could serve as APCs for
effector T cells. To this end, OT-II T cells were expanded with
anti-CD3/anti-CD28 coated beads for 8 to 10 days before coculture
with PCMCsn 1.4 Or mature DCs either unpulsed or pulsed with
OVAp. These previously activated T cells exhibited effector T-cell
phenotype CD62L~CD44"2" (data not shown). As shown in Figure
2D, effector OT-II T cells up-regulated CD69, proliferated and
produced IFN-y when interacting with OVAp-pulsed DCs, and,
although to a lesser extent, also with OVAp-pulsed PCMCs.
Similar results were obtained when IL-2 production was measured;
conversely, in the same conditions, we did not detect IL-4
production by OT-II T cells (data not shown). Peptide-pulsed
PCMCs not primed with IFN-y and IL-4 were unable to induce
detectable responses in the same OT-II T-cell population
(Figure 2D).

To further characterize the APC potential of PCMCs we
investigated whether they could capture and process ovalbumin.
PCMCsjpn.ynr4 or DCs were incubated 16 hours with ovalbumin
alone or with ovalbumin complexed with IgG, and their capacity to
process and present ovalbumin was assessed by measuring CD69
up-regulation in effector OT-II T cells. As shown in Figure 3A and
B, PCMCsjpx 14 incubated with a high concentration of ovalbu-
min (400 pg/mL) efficiently activated OT-II T cells to CD69
up-regulation, indicating that PCMCsjpy.ym4 can internalize and
process native antigens. When incubated with a lower concentra-
tion of ovalbumin (30 pwg/mL) in the presence of irrelevant rabbit
IgG., PCMCsypy .y failed to induce CD69 up-regulation in OT-11
T cells. Conversely, PCMCs were able to present the antigenic
determinant to OT-II T cells when pulsed with the same concentra-
tion of ovalbumin complexed with anti-ovalbumin IgG, indicating
that PCMCsjpn.yn4 can uptake antigens via an IgG-assisted
mechanism. Similar results were obtained when T-cell proliferation
(Figure 3C) and IFN-y production (Figure 3D) were measured,
indicating that the activation of OT-II T cells by PCMCs presenting
anative antigen is not limited to CD69 up-regulation.

These results show that PCMCs .14 can capture and process
native antigens and can present antigenic peptides to effector CD4*
T lymphocytes, leading to cytokine production and proliferation.

ISs and T-cell polarization responses at the mast cell/T-cell
contact site

Taken together the above-mentioned results show that IFN-y/IL-4—
primed PCMCs can activate CD4"* T cells in an antigen-dependent
fashion. These observations do not formally rule out the possibility
that bystander professional APCs (possibly present as contaminants
of T-cell purification) could uptake antigenic determinants and in
turn present them to T cells.®

To address this point we aimed to directly visualize T cell/
PCMC cognate interactions. In a first round of experiments we
measured the formation of conjugates between OT-II T cells and
PCMCspnyms by FACS analysis. As shown in supplemental
Figure 3, OT-II T cells formed stable conjugates with PCMCsypy.y1 4
(lasting up to 1 hour). Conjugate formation was more pronounced
with antigen-pulsed PCMCs than with unpulsed PCMCsjpy.y1.4
(supplemental Figure 3).
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Figure 3. IFN-y/IL-4-primed PCMCs can capture and process A
of protein antigen. (A-D) IFN-y/IL-4-primed PCMCs were incu-
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We next investigated by confocal microscopy the capacity of
OT-1I T cells to form ISs with PCMCs. To this end, OT-II T cells
were cocultured with PCMCsjpx.yqp4 for 20 minutes and stained
with anti-phosphotyrosine (PTyr) antibodies to detected PTyr
staining (an early marker of signaling at the 1S*’) and with
Alexa 488-labeled phalloidin (to detect F-actin). Confocal micros-
copy analysis showed that OT-II T cells interacting with ovalbumin-
pulsed PCMCsypn.yni-4 exhibited F-actin (~ 37% of scored conju-
gates) and PTyr enrichment (~ 22% of scored conjugates) at the
synaptic area (supplemental Figure 4).

To further characterize T-cell activation during interaction with
PCMCs, compared with the activation induced by professional
APCs, we focused on later steps of the TCR-mediated signaling
cascade. OT-II T cells were cocultured with PCMCspy.y14 OF
mature DCs (either unpulsed or OVAp-pulsed) for 2.5 hours; cells
were fixed, permeabilized, and stained with anti-PKC6, anti-
tubulin, and anti-IFN-vy antibodies to detect sustained signaling at
the ISs and polarization of the T-cell secretory machinery toward
the APCs. As shown in supplemental Figure 5, T cells interacting
with OVAp-pulsed DCs exhibited enrichment of PKC6 (~ 60% of
scored conjugates) and polarization of IFN-y secretion (~ 40% of
scored conjugates) toward the APCs. Interestingly, also at the
T cell/PCMC contact site a significant number of conjugated
T cells enriched PKCO and polarized IFN-y toward PCMCs
(~ 33% enriched PKC6 and ~ 16% enriched PKC6 and polarized
IFN-y of 300 total scored T cells from 3 independent experiments,
Figure 4). The above-mentioned results show that, among OT-1I
T cells exhibiting an enrichment of PKC6 at the IS, a limited
fraction only polarized IFN-y toward PCMCs. This observation
can be explained by the fact that the T-cell lines were expanded in
nonpolarizing conditions; thus, only a fraction of T cells was of the
Th1 phenotype. In some experiments, to better show the establish-

ment of functional ISs between mast cells and T cells, cell
jug: were ously stained with anti-PKC6, anti—
IFN-y, and avidin-sulforhodamine 101 (which stains mast cell
granules®'?). This triple staining unambiguously showed T cell/
mast cell cognate interactions (supplemental Figure 6). Similar
results were obtained when mast cell tryptase staining was used to
identify PCMCs (data not show).

To define whether the observed directionality of the T cell/
PCMC interactions was due to specific TCR engagement at the IS,
we stained cell conjugates with antibodies directed against the
TCR/CD3 complex (anti-CD3e antibodies) and with antibodies
against p56* (a key signaling component of the TCR-mediated
signaling cascade). As shown in Figure 5, in a significant fraction
of conjugated T cells TCR/CD3 and p56/* were enriched at the
contact site with OVAp-pulsed PCMCs (~ 40% enriched both
CD3e and p56'* of ~ 300 total scored T cells from 3 independent
experiments).

To further document the formation of cognate interactions
between OT-1I T cells and PCMCs, we investigated the enrich-
ment of PKCH at the IS and the polarization of the T-cell
secretory machinery in conditions in which PCMCsgx .14 had
captured and processed ovalbumin. As shown in Figure 6, OT-11
T cells interacting with PCMCs previously incubated for 16 hours
with 400 pg/mL ovalbumin (and identified by avidin-sulforho-
damine 101 staining) exhibited an enrichment of PKC8 (~ 35%)
and IFN-y—-polarized secretion (~ 25%) toward the antigen-
presenting PCMCs.

Finally, we used an additional ex vivo model to investigate
T cell/mast cell cognate interactions. In a first set of experiments,
freshly isolated peritoneal mast cells were tested for their capacity
to activate OT-II T cells. As shown in supplemental Figure 7,
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Figure 4. CD4* T cells polarize their secretory machinery toward
IFN-y/IL-4-primed PCMCs. |IFN-y/IL-4-primed PCMCs were pulsed or

o 8 8 8 8 8

Frequency (%)

.OVAp +OVAp

interaction of OT-II T cells with freshly isolated mast cells,
primed with IFN-y and IL-4 (under the same conditions as
PCMCs) and pulsed with OVAp, resulted in T-cell activation to
IFN-vy production and proliferation. We next investigated whether
freshly isolated peritoneal mast cells could form ISs with OT-II
T cells. Freshly isolated mast cells were IFN-y/IL-4 primed,
cocultured 16 hours with 400 pg/mL ovalbumin, and conjugated
for 2.5 hours with OT-1I T cells. In these conditions we detected
an enrichment of PKCO (~ 36%) and polarization of IFN-y
secretion (~ 20%) toward mast cells (Figure 6), comparable
with that observed in OT-II T cells interacting with PCMCs,
thus validating the use of PCMCs as a model of antigen-
presenting mast cells.

Together these results show that CD4" T cells form ISs and
polarize their secretory machinery toward both peptide-loaded and
native antigen-loaded mast cells, providing the first morphologic
evidence in support of a role of mast cells as APCs for
T lymphocytes.

PCMCs are functionally activated during cognate interaction
with OT-II T cells

To investigate whether PCMCs are functionally activated during
cognate interaction with OT-II Tcells, we evaluated the effect of
antigen-specific T cel/PCMC interactions on DNP-HSA-induced de-
granulation of IgE-sensitized mast cells. As shown in Figure 7A and B,

Low
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not with 10 pg/mL OVAp. After washing, APCs were cocultured with
effector OT-II T cells for 10 minutes. Cells were settled onto polylysine-
coated slides; fixed; and stained for tubulin, PKC#, and IFN-y; and
analyzed by confocal laser scanning microscopy. (A) Representative
staining for IFN-y (red), tubulin (green), and PKC# (blue) of a PCMCjep...-
4/OT-Il T-cell conjugate, each staining is represented alone or merged with
DIC images; PKC# staining is also shown as pseudocolor intensity. Arrow
1 points to a synapse where IFN-y is polarized toward the PCMCs and
PKC# is enriched at the OT-II T cel/PCMC contact site; arrow 2 points to a
synapse where PKC# only is enriched. (B) OT-Il T-cel/PCMC conjugates
were randomly selected and scored for the recruitment of PKC# to the
cell-cell contact site either alone or in with IFN-y
@ indicates conjugates exhibiting recruitment of PKC#6 alone; M, conju-
gates exhibiting polarization of both PKC6 and IFN-y; [J, conjugates
exhibiting neither PKC6 nor IFN-y polarization. Approximately 100 conju-
gates were per . Hi represent means = SEM
of 3 independent experiments. Bar = 5um

-
High

PCMCsjp-yai.4 pulsed with OVAp and cocultured with effector OT-II
exhibited lower threshold responses to DNP-HSA stimulation than did
unpulsed PCMCsypn.yi4. Moreover, PCMCsypy.yy 4 increased their
surface expression of the activation marker CD69 after cognate interac-
tion with OT-II T cells (Figure 7C). CD69 up-regulation could not be
mimicked by supernatant from activated OT-II cells, indicating that
PCMCpy.ym4 activation is not mediated by soluble factors but results
from cell-cell contact.

Taken together the above-mentioned results indicate that, on
cognate interaction with helper T cells, PCMCs receive stimulatory
signals that enhance their biologic functions.

Discussion

In the present study we used PCMCs and freshly isolated peritoneal
mast cells, primed with IFN-y and IL-4, as potential APCs for
CD4" Tcells. We report that cognate interactions are formed
between mast cells and effector CD4* T cells, resulting in their
activation.

It was previously reported that mouse bone marrow—derived
mast cells (BMMCs) could synthesize functional class 11
molecules*® and could present antigenic peptides to CD4* T-cell
hybridoma.’” However, a recent study by Kambayashi et al*
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Figure 5. Enrichment of TCR/CD3 complex and of p56/* at the T cell/PCMCiry.,a4
contact site. IFN-y/IL-4-primed PCMCs were pulsed or not with 10 pg/mL OVAp.
After washing, APCs were cocultured with effector OT-II T cells for 10 minutes. Cells
were settled onto polylysine-coated slides, fixed, and stained for mast cell granules
with avidin-sulforhodamine 101 (red), CD3e (green), and p56* (blue). (A) Represen-
tative staining for CD3e (green), and p56** (blue) of a PCMCien.i+/OT-Il T-cell
conjugate. Staining is represented merged with DIC images; p56'* staining is also
shown as pseudocolor intensity. (B) OT-II T cellPCMC conjugates were randomly
selected and scored for the recruitment of p56/** to the cell-cell contact site either
alone or in combination with CD3e. @ indicates conjugates exhibiting recruitment of
p56/* alone; M, conjugates exhibiting polarization of both p56** and CD3e; [], conju-
gates exhibiting neither p56/* nor CD3 polarization. Approximately 100 conjugates
were analyzed per experiment. Histograms represent means = SEM of 3 indepen-
dent experiments. Bar = S5pm.

casted doubts on the possibility that BMMCs might present
antigens to CD4* T cells, by showing that, although BMMCs could
uptake antigens, they did not express functional class IT molecules
on their surface. That study also showed that activation of CD4"
T cells by antigen-loaded BMMCs was indirect and depended on
cross-presentation of Ag determinants by adjacent DCs after
phagocytosis.*> More recently, the same investigators reported that
BMMCs can, under certain circumstances, activate CD4* T cells
via direct antigen presentation, thus reproposing the issue of direct
antigen presentation by mast cells.?® In addition, recent studies, by
showing that basophils, which are closely related to mast cells, can
serve as APCs are able to initiate T helper type 2 responses, support
the idea that “nonconventional” APCs can play a central role in the
development of adaptive immune-responses. !

Our results extend these previous studies and provide experimen-
tal evidence of direct antigen presentation by mast cells at the
single-cell level by (1) showing antigen presentation by PCMCs, a
cellular system that more closely mimics tissue mast cells®;
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whole and form ISs. IFN-y/IL-4—primed PCMCs (A) or
IFN-y/IL-4-primed peritoneal mast cells (B) were pulsed or not for 16 hours with
400 pg/mL ovalbumin. After washing, APCs were cocultured with effector OT-II
T cells for 2.5 hours. Cells were fixed, permeabilized, and stained for mast cell
granules with avidin-sulforhodamine 101 (red), PKC# (blue), and IFN-y (green) and
analyzed by confocal laser scanning microscopy. (Top) IFN-y (green) and avidin-
sulforhodamine 101 (red) are merged with DIC images; (middle) avidin-sulforhodam-
ine 101 (red) and PKC# staining (blue) are shown; (bottom) PKC# staining is shown
as pseudocolor intensity merged with DIC images. (C-D) For each condition, OT-II
T-cell/APC conjugates were randomly selected and scored for the recruitment of
PKC# to the cell-cell contact site either alone or in combination with IFN-y
polarization. [ indicates conjugates exhibiting recruitment of PKC6 alone; W,
conjugates exhibiting polarization of both PKCé and IFN-y; [J, conjugates exhibiting
neither PKC# nor IFN-y polarization. Approximately 50 conjugates were analyzed per
experiment. Histograms represent means = SEM of 3 independent experiments.
Bar = 5pm.

(2) presenting the first morphologic evidence of IS formation and
T-cell polarization at the T-cell/PCMC contact site; and (3) show-
ing cognate interactions between T cells and freshly isolated
peritoneal mast cells.

We present strong morphologic evidence of the antigen-
presenting role of individual mast cells. Our results show that
T cells exhibit the enrichment of PTyr and F-actin at the contact site
with cognate PCMCs, indicating that these early events of IS
formation are triggered at the cell-cell interface. We also show the
sustained enrichment of PKC6 (a key signaling component of
TCR-mediated signal transduction, that is known to translocate for
prolonged periods of time at the 1S, at the T cell/mast cell
contact site. Finally, we provide evidence for the polarization of
tubulin cytoskeleton and of IFN-y-filled Golgi apparatus toward
mast cells and of CD3 and p56/* enrichment at the T cell/mast cell
interface, showing that individual T cells in conjugation with mast
cells are specifically activated via their TCR.

In the present study only effector (that have low activation
threshold*4¢) and not naive OT-II T cells exhibited functional
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10 pg/mL OVAp were cocultured with OT-11 T cells for 16 hours. In parallel samples
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responses when cocultured with peptide-pulsed PCMCspn.y-a.
This selective stimulation of effector cells should be sufficient for
an antigen-presenting role of mast cells in vivo, considering their
preferential location in tissues and, therefore, their susceptibility to
encounter effector lymphocytes.

Our results show that the capacity of mast cells to activate
CD4" T cells is quantitatively relevant, as shown by the amount of
IFN-vy released after antigen triggering. However, IFN-y produc-
tion remained weaker than that obtained using mature DCs. This
can be partially explained by the lower level of expression of MHC
class IT and costimulation molecules on the PCMC surface and by
the fact that only a fraction of PCMCs (30%-45%) expressed MHC
class II, probably because of the heterogeneity of the PCMC
population (Figure 1).
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In our cellular model, the best condition to prime PCMCs for
MHC class II expression was 3 days of culture in the presence of
IFN-y and IL-4. The role of IFN-vy in positively regulating MHC
class T and II expression on different cell types is well docu-
mented.*” Moreover, it is well known that IL-4 and IFN-y represent
the major inducers of class II in the B-lymphoid and monocytic/
macrophage lineages, respectively.***’ Here, we show an intrigu-
ing and unexpected cooperation between IL-4 and IFN-y on the
same cellular subset: although IL-4 cannot by itself induce class 11
expression on PCMCs, it enhances the IFN-y-induced expression
of these molecules. This indicates that IFN-y is necessary and
sufficient to induce MHC class II expression on a fraction of
PCMCs, yet the presence of IL-4 optimizes the APC phenotype of
these cells. These observations suggest that by responding to both
IFN-vy and IL-4 (possibly produced by local Thl T cells or natural
killer T cells, undergoing simultaneous activation in an inflamed
tissue), mast cells could provide platforms for antigen presentation
to both Th1 and Th2 cells.

What could be the functional role of the observed cognate interac-
tions between mast cells and CD4* T lymphocytes? We propose that
antigen presentation by mast cells to effector T lymphocytes is instrumen-
tal to optimize bidirectional crosstalks between these cells in the course
of immune responses (supplemental Figure 8).

From the “T helper cell point of view,” the possibility that tissue
mast cells might detect, internalize, and present antigens make
them important “refueling” cells able to restimulate in situ effector
CD4" T lymphocytes. In other words, mast cells, although less
efficient than professional APCs, might offer strategically located
platforms for antigen presentation that would locally boost the
activation state of effector T lymphocytes, thus favoring their
biologic responses. The fact that mast cells produce IL-16 and
several chemokines such as CCL3, CCL4, CCL5, CCL20*!? that
have specific receptors on effector CD4* lymphocytes, makes
T cell-mast cell encounters in tissues likely.

From the “mast cell point of view,” the observation that cognate
interactions can be established with T cells suggests that activated
T cells might boost mast cell functions. Evidence in support of this
hypothesis comes from our observation that on cognate interaction
with OT-II T cells, PCMCs increase their sensitivity to anti-DNP
IgE/DNP-HSA stimulation. Thus, after cognate interaction with Th
cells, mast cells might lower their threshold for IgE-mediated
stimulation and might become more efficient in antigen presenta-
tion to T cells. These observations extend previous studies showing
that mast cells exhibit enhanced responses after close contact with
activated T cells.'®17

It is tempting to speculate that, on one hand, the APC role of
tissue mast cells might have a positive effect on the development of
adaptive immune responses, but, on the other hand, it might
become detrimental in autoi diseases (suppl | Figure
8). By responding to Th-derived signals via class II up-regulation
and antigen presentation, mast cells can contribute to create an
activation loop favorable to the establist of infl
Activated mast cells would then strongly contribute to the inflam-
matory milieu and would also participate to tissue damage via
release of their granule content, thus favoring epitope spreading in
the course of the autoimmune process. A recent report showing that
regulatory T cells suppress mast cells during inflammatory pro-
cesses is in agreement with the idea that mast cells might play a role
in the establishment of autoimmunity.>”

In conclusion, our results shed new light on mast cell function.
We show that among the heterogeneous mast cell population only a

ion




BLOOD, 3 DECEMBER 2009 - VOLUME 114, NUMBER 24

fraction is able to successfully present antigens to effector CD4*
T lymphocytes, yet this cognate interaction results in cell-cell
cooperation at the IS. Further research, looking at mast cell biology
from this new angle, will be instrumental to broaden our understand-

ing of their contribution to immunity.
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Supplementary informations

Generation of bone marrow-derived DC (BMDC)

Femurs and tibiae of 6-8 weeks old C57BL/6 mice were removed and freed of surrounding
tissues. Both bone ends were cut off, and the marrow was flushed out with RPMI-1640 medium
using a syringe with a 25G needle. The cell suspension was filtered through a 100 pm-nylon
filter (Falcon, Becton Dickinson), to remove small pieces of bone and debris and red blood cells
were lysed with ACK buffer. After washing, bone marrow cells were plated at 2 x 10° cells/well
in a 24-well plate in R10 medium (RPMI-1640 containing 2 mM glutamax I, 10% heat
inactivated FCS, 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 1| mM sodium pyruvate, 50 pM
2-mercapto-ethanol and 10 mM HEPES all from Invitrogen Life Technologies) supplemented
with 20 ng/mL rmGM-CSF (eBioscience). At day 3, 1 mL/well of R10 medium supplemented
with 20 ng/mL rmGM-CSF was added. At day 6 and every 2 days, half of the culture supernatant
was discarded and replaced with R10 medium supplement with 10 ng/mL rmGM-CSF. Cells
were used for experiments between day 10 and 14 after being maturated with 1 pg/mL LPS
(Sigma) for 16 hours.

OT-II T lymphocytes

Red blood cell-depleted splenocytes were washed in MACS buffer and CD4™ T cells were
negatively selected, using the CD4™ T-cell isolation kit (Miltenyi Biotec) following the
manufacturer’s protocol. Freshly purified CD4" OT-II T cells (more than 80% Vo2" and more
than 80% CD621.") where used as naive T lymphocytes. To obtain effector OT-II T cells,
purified CD4" OT-II T cells were amplified by platting 1 x 10° cells with 1 x 10° anti-CD3/anti-
CD28 coated beads (Dynal) in 24-well plates in R10 medium. Growing cells were diluted in R10
medium plus 50 [U/mL rhIL-2. After 10 days, beads were magnetically removed, and cells were
allowed to rest in R10+rhIL-2 (30 [U/mL) for 72 hours before use.

T-cell stimulation assays

APC were pulsed for 16 hours with 10 pg/mL OVAp or ovalbumin protein (OVA, grade V;
Sigma-Aldrich at the indicated concentrations) alone or complexed with specific rabbit IgG and
extensively washed. Immune complexes were preformed by incubating indicated concentrations
of soluble OVA with 50 pg/mL polyclonal OV A-specific rabbit IgG (Sigma-Aldrich) for 30
minutes at 37°C. As a control, soluble OVA was incubated with 50 pg/mL control rabbit IgG.
For CD69 upregulation assays, 1 * 10° CD4™ OT-II T cells were plated with 1 x 10°, 3 x 10% 1 x
10* or 3 x 10° OVAp pulsed or unpulsed APC in 96-well U-bottom plates. After 16 hours,
supernatants were harvested for cytokine measurement and CD69 expression was analyzed on
Va2 gated cells by flow cytometry. For proliferation assay, CD4"” OT-II T cells were labelled
with 2.5 pmol/L carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) in HBSS 5% FCS
during 5 min. After washing 5 x 10* CD4" OT-II T cells were plated with 5 x 10*, 1.7 x 10, 5 x
10 or 1.7 % 10° OVAp pulsed or unpulsed APC in 96-well U-bottom plates. The plates were
incubated for 3 days and the cells were washed, resuspended in 200 pL. PBS/EDTA (PBS plus 2
mM ethylenediaminetetraacetic acid) and analysed by flow cytometry. IFN-y production was
measured by a sandwich ELISA using antibody pairs (BD Pharmingen), Streptavidin-HRP
(SouthernBiotech) and TMB (Sigma) according to the manufacturers’ instructions. Standards
were included in every plate, and the samples were tested in duplicate.

Measurement of T-cel/PCMC conjugate formation

PCMC Ny were either unpulsed or pulsed with 400 pg/mL OVA or with 10 pg/mL OVAp.
After washing, cells were loaded with DDAO-SE (CellTrace™ Far Red DDAO-SE, Invitrogen)
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according to manufacturer’s instructions. OT-II effector T cells were loaded with the cell tracker
CMFDA (Invitrogen). 3 * 10° PCMC were added to 1 x 10° OT-II T cells in 200uL. R10
medium and spun to allow conjugates formation. After 20 or 60 minutes, cells were gently
resuspended and analyzed by flow cytometry to identify double positive conjugates formation.

Detection of F-actin and PTyr by confocal microscopy

PCMCipn.yi1-4 were pulsed with 400 pg/mlL. OVA for 16 hours. After washing, PCMC were
conjugated with OT-II effector T cells for 20 minutes at 37°C in R10 medium. Cells were settled
onto poly-L-lysine—coated slides, fixed, permeabilized and stained with Alexa 488-conjugated
phalloidin (Invitrogen), an anti PTyr mAb (clone PY99, Santa cruz), followed with Alexa 633-
conjugated secondary mAb (Invitrogen) and with avidin-sulforhodamine 101.
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Cell number

Figure S1. Expression of costimulation molecules by IFN-y/IL-4 primed PCMC
PCMC were incubated for 72 hours with (lower panels) or without (upper panels) IFN-y (50 ng/mL) and TL-4 (10 ng/mL). Expression
of the indicated molecules on PCMC surface was measured by immunofluorescence and analyzed by flow cytometry. Dotted line
histograms represent staining with isotype matched control antibody. Results are from one representative experiment out of three.
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Figure S2. IFN-y/IL-4 primed PCMC do not express CD11b nor F4/80 macrophagic

markers
PCMC were either untreated or incubated for 72 hours with IFN-y (50 ng/mL) and IL-4 (10
ng/mL). Expression of the indicated molecules on untreated PCMC surface (upper panels), IFN-
v/1L-4 treated PCMC (lower panels) was analyzed by flow cytometry. Gray line histograms
represent staining with isotype matched control antibodies. Results are from one representative

experiment out of three.
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Figure S3. OT-II effector T cells establish stable conjugates with antigen-bearing PCMCp~n_yn14

PCMCipn.pi-4 either unpulsed or pulsed with 400 pg/mL OVA or with 10 pg/mL OVAp were loaded with DDAO-SE and conjugated
with OT-11 T cells previously loaded with CMFDA. After 20 or 60 minutes conjugates were measured by flow cytometry to identify
double positive conjugates formation. (A) Representative dot-plot obtained after 20 minute of incubation, in blue is indicated the
percentage of conjugated T cells calculated as follow: number of T cells detected in conjugation with PCMC / number of total
acquired T cells x 100, (B) The histograms represent means + SEM of three independent experiments.
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Figure S4. OT-II T cells show actin cytoskeleton polymerization and tyrosine
phosphorylation at the contact site with ovalbumin pulsed PCMCign.yni4

PCMCipn.yi1-4 €ither unpulsed or pulsed with 400 pg/mL OVA for 16 hours were conjugated
with OT-II effector T cells for 20 minutes at 37°C. Cells were stained with Alexa 488-conjugated
phalloidin (green), PTyr (blue) and avidin-sulforhodamine 101 (red). Cells were analyzed by
confocal microscopy. (A) Representative OT-II T cel/PCMC conjugates are shown. Upper
panels, F-actin (green) and avidin-sulforhodamine 101 (red) are merged with DIC images;
middle panels, avidin-sulforhodamine 101 (red) and PTyr staining (blue) are shown; lower
panels, PTyr staining is shown as pseudocolor intensity merged with DIC images. (B) OT-II T
cell/PCMC conjugates were randomly selected and scored for the polarization of the actin
cytoskeleton at the cell-cell contact site either alone or in combination with PTyr polarization.
Grey bars: conjugates exhibiting polarization of actin cytoskeleton alone; black bars conjugates
exhibiting polarization of both actin and PTyr; white bars: conjugates exhibiting neither actin nor
PTyr polarization. ~100 conjugates were analyzed per experiment. Histograms represent means +
SEM of three independent experiments. Bar = 5 pm.
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Figure S5. Immunological synapses are formed at the OT-II T cell/mature DC contact site
(A) Mature DC were pulsed or not with 10 pg/mL OVAp. After washing, DC were labeled with
CMTMR and co-cultured with effector OT-II T cells for 2.5 hours. Cells were settled onto poly-
L-lysine—coated slides, fixed and stained for IFN-y (green), and PKC6 (blue) by immuno-
fluorescent labeling and analyzed by confocal microscopy. (B) quantitative analysis of OT-II T
cell/DC conjugates exhibiting PKCO enrichment alone at the cell-cell contact area (grey bars),
PKCO enrichment in combination with IFN-y polarization toward the DC (black bars) or neither

(white bars). More than 100 conjugates were analyzed per experiments. The histograms represent
means + SEM of three independent experiments. Bar = 5 um.
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Figure S6. PCMCjgx.yi1.-4 identified by avidin-sulforhodamine 101 form fi ional logical synapses with OT-II T cells
PCMCpn.yii -4 were pulsed with 10 pg/mL OVAp. After washing, cells were co-cultured with effector OT-1I T cells for 2.5 hours.

Cells were settled onto poly-L-lysine—coated slides, fixed and stained for IFN-y (green) and PKCO (blue) by immunofluorescence and
labeled with avidin-sulforhodamine 101 (red). Cells were analyzed by confocal microscopy. Three representative OT-11 T cell/PCMC
conjugates in which PCMC were previously pulsed with OVAp are shown. DIC images are merged with green IFN-y staining and red

avidin sulforhodamine 101 staining (upper panels) or with PKCO staining (blue staining shown as pseudo-color intensity, lower
panels). Bar =5 pm.
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Figure 57. IFN-y/IL-4 primed freshly isolated peritoneal mast cells induce functional responses in effector OT-11 T cells
Peritoneal mast cells were incubated 72 hours with IFN-y (50 ng/mL) plus 1L-4 (10 ng/mL) and pulsed with 10 pg/mL OVAp 16
hours and co-cultured with effector OT-11 T cells at different ratios. OT-1I T-cell activation was monitored by proliferation and [FN-y
production (after 72 hours co-culture). Results are presented as mean + SEM of three independent experiments (nd: not detected).
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Figure S8. Schematic representation of mast cell/T-cell cognate interaction

1) Antigen-presenting mast cells are primed by IFN-y secreted by Thl lymphocytes and by IL-4
secreted by Th2 lymphocytes, NKT cells or by mast cells themselves. 2) Cognate T cells/APC
conjugates are formed resulting in re-activation of antigen experienced T cells. 3) Upon cognate
interaction with T lymphocytes, mast cells lower their threshold of activation via FceRI.
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Nous avons démontré que des lignées primaires de PCMC, ainsi que des mastocytes
péritonéaux ex vivo peuvent acquérir un phénotype de cellules présentatrices d’antigénes
(expression de molécules de classe Il et de costimulation) lorsqu’ils sont traités en présence
d’IFN-y pendant 72H. Ce phénotype est exacerbé lorsque de I'lL-4 est associée a I'IFN-y. Ainsi
conditionnés, les mastocytes capturent, apprétent et présentent I'antigéne a des
lymphocytes T CD4" effecteurs, mais restent incapables d’activer leurs homologues naifs.
Durant cette interaction, une véritable synapse immunologique est mise en place ou le
lymphocyte Ty polarise son TCR et toute sa machinerie sécrétoire vers |'aire de contact
intercellulaire. En retour, le mastocyte s’active et baisse significativement le seuil
d’activation de ses récepteurs FceRlI suite a une stimulation par des IgE.

Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent établir une coopération spécifique avec

des lymphocytes Ty pendant laquelle a lieu un authentique dialogue intercellulaire.

Activation du
mastocyte
Baisse du seuil Amplification de la
d’activation du FceRl  Capture d'antigéne réponse Ty

Schéma 1. Les mastocytes coopérent avec les lymphocytes .
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2. Les mastocytes humains induisent la génération de lymphocytes Ty

producteurs d’IL-22.

Apres cette étude menée chez la souris, nous avons recherché si ces résultats étaient
applicables dans un modéle humain. Nous avons utilisé des cultures primaires de mastocytes
humains en dérivant des précurseurs hématopoiétiques CD133" issus du sang périphérique
de donneurs sains, en présence de SCF et d’IL-6. Nous avons démontré, que comme chez la
souris, ces cellules étaient capables d'acquérir un phénotype de CPA aprés traitement a
I'IFN-y et d'activer des lymphocytes T CD4" effecteurs. Nous nous sommes alors posé la
question du réle de cette coopération dans la réponse immune : qu'apporte le mastocyte a
la réponse T en jouant le réle de CPA ?

Nous avons focalisé notre recherche sur les conséquences de cette coopération pour les
lymphocytes T, et notamment en ce qui concerne leur différenciation. Nous avons utilisé des
lymphocytes Ty mémoires issus du sang périphérique, ce sont des cellules qui infiltrent les
tissus inflammés et donc susceptibles de rencontrer des mastocytes. La comparaison d’une
différentiation de T CD4" mémoires par des mastocytes, par des CD ou encore par une
stimulation CD3/CD28, a montré que les mastocytes diversifient le panel de cytokines
produites. Nous nous sommes focalisés sur leur capacité a générer une forte population
produisant de I'lL-22 que nous avons caractérisée en détail. Enfin, nous avons recherché des
indices de cette coopération dans les tissus humains en choisissant la situation
inflammatoire du psoriasis, ou I'lL-22 a récemment été décrite comme étant une cytokine

jouant un réle clé dans la physiopathologie de cette maladie.
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ABSTRACT
Background

Mast cells are key components of skin microenvironment in psoriasis, yet their functional role in this
T cell-mediated inflammatory disorder remains to be elucidated.

Objectives

To define the impact of mast cell/T cell cognate interactions on the quality of human T helper (Ty)
cell responses.

Methods

We used human primary mast cells and effector/memory CD4" T cells for in vitro coculture
experiments and we analyzed T, cells responses by cytometry. Mast cell/CD4* T cell conjugates in
skin lesions from psoriatic patients were analyzed by three color immunohistochemistry and confocal
microscopy.

Results

We show that IFN-y-primed human mast cells formed productive immunological synapses with
antigen-experienced CD4" T cells. These interactions promoted the generation of T422 and IL-22/IFN-
y-producing Ty cells from the circulating CD4" memory T cell pool via a TNF-a- and IL-6-dependent
mechanism. Analysis of human psoriatic skin biopsies showed a rich infiltrate of IL-22°CD4" T cells
frequently found in contact with mast cells. Moreover most of these mast cell-conjugated
lymphocytes co-expressed IFN-y, suggesting that IL-22°IFN-y* CD4" T cells are generated in vivo upon
interaction with mast cells.

Conclusion

Our findings identify human mast cells as functional partners of Ty cells, shaping their responses
towards IL-22 production.

Key Messages

e Cognate interactions between human mast cells and memory CD4" T cells led to the
emergence of IL-22- and IL-22/IFN-y-producer T cells.

e The major part of CD4* T cells conjugated with mast cells in lesional psoriatic skin biopsy
specimens expressed IL-22 alone or in combination with IFN-y.

e These data reveal a novel functional trait of mast cells by showing that they can play the role

of APC to shape the inflammatory potential of human T helper lymphocytes.
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Capsule summary

Human mast cells appear to be key regulators of the production of inflammatory cytokines such as IL-
22 and IFN-y by Ty cells. In patients with psoriasis, therapeutic strategies targeting mast cell/Ty cell
functional cooperation should be considered to dampen the T cell-mediated inflammatory process.

Key words

Mast cells; T helper cells; IL-22; immunological synapse; inflammation; psoriasis

Abbreviations used

APC, antigen presenting cell; DC, dendritic cell; hMC, human mast cell; h(MC'™7, hMC treated for 72
hours with IFN-y; IHC, immunohistochemistry; SCF, Stem cell factor.
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INTRODUCTION

Naive CD4" T cells differentiation into Ty cells occurs in secondary lymphoid organs in response
to signals provided by professional antigen presenting cells (APC). Effector or memory T, cells
infiltrate inflamed tissues where they receive additional signals from microenvironment and
from resident APC. The plasticity of antigen-experienced CD4" T cells might allow them to adapt
their response to the local immunological miIieu.Al'4 While the role of professional APC in Ty
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differentiation has been thoroughly investigated, the impact that tissue resident immune cells
might have on Ty responses upon antigen re-exposure is less understood.

Mast cells are widely distributed in tissues and are especially enriched in regions exposed to the
external environment such as skin, gastrointestinal track and airways f In the dermis, they are
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found to be among the most frequent leukocytes in steady state condition (about 75 to 100
ceIIs/mmZ).‘6 Moreover, their number has been reported to increase in skin diseases such as

psoriasis and atopic dermatitis.f’8
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Being strategically located, mast cells are among the first immune cells to encounter antigens or
incoming pathogens in tissues.” ®*' Although mast cells are often associated to allergic

A
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processes, several studies have demonstrated that their participation to the immune response
extends far beyond their well-known role in allergy.> ** *?

A
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We have recently shown that IFN-y-primed mouse mast cells can present antigenic determinants
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to CD4" T cells resulting in the formation of functional immunological synapses.A13 Cognate mast
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cells were shown to form productive interactions only with previously activated T cells and not
with their naive counterpart, indicating that, at least in mouse models, mast cell might
selectively cooperate with tissue-infiltrating CD4" T cells exhibiting an effector/memory
phenotype. Nevertheless, the impact of mast cell-mediated antigen presentation on the
outcome of human Ty cell biological responses and its possible link to human disease remain to
be elucidated.

Here we show that mast cells establish synaptic-like contacts with CD4" T cells in inflamed skin
from patients with psoriasis and that human peripheral blood-derived mast cells primed with
IFN-y form productive immunological synapses with antigen-experienced CD4" T cells. This
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cooperation induces the generation of T422 and IL-22°IFN-y" Ty cell subsets from circulating CD4"
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memory T cells. We also show that, in psoriatic skin, CD4" Ty cells in contact with mast cells
frequently express IL-22 either alone or in combination with IFN-y. Our findings identify human

[ Mis en forme :

Frangais (France)

)

mast cells as functional partners of Ty cells, shaping Ty cell responses towards IL-22 production.
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METHODS
Mast cell culture and priming.

CD133" cells were seeded in IMDM Glutamax |, sodium pyruvate, 2-mercaptoethanol, 0.5% BSA,
Insulin-transferrin selenium (all from Invitrogen), ciprofloxacin (10 pg/mL; Sigma Aldrich),
human IL-6 (50 ng/mL; Peprotech) and 3% supernatant of CHO transfectants secreting murine
SCF (a gift from Dr. P. Dubreuil, Marseille, France). Cells were cultured for two months and
tested phenotypically (Tryptase®, CD117%, FcgRI’) and functionally (8-hexosaminidase release in
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response to FcgRI crosslinking) before use for experiments. hMC were primed in culture medium
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with IFN-y (50 ng/mL; eBiosciences) for 72 hours and referred to as hMC'FN’].
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Memory,CD4" T cells differentiation and co-culture experiments.

A5x104 freshly purified CD4" memory T cells were incubated for 6 days in 96 well U-bottom plates
with 5x10* APC pulsed or not with a cocktail of SAg (50 ng/mL TSST-1, SEA, SEB, SEE, Sec-1; Toxin
Technology, Sarasota, Florida) or with 5x10* anti-CD3/CD28 coated beads (Invitrogen) in RPMI
1640 supplemented with 10% Serum Replacement Medium (KnockOut medium, Invitrogen),
Glutamax |, sodium pyruvate, 2-mercaptoethanol, ciprofloxacin (10 pug/mL; Sigma Aldrich) and
1% SCF. At day 3, 20 IU/mL hiL-2 (Proleukin, Chiron) were added. At day 6, cells were processed
for intracellular cytokines staining.

Intracellular cytokine staining and enzyme-linked immunosorbent assay.

After 6 days culture, intracellular cytokines were analyzed on CD4" T cells following 5 hours
restimulation with PMA (50 ng/mL; Sigma) and ionomycin (1ug/mL; Sigma) in presence of
Golgistop (BD Pharmingen). Cells were fixed, permeabilized (0.3% saponin in PBS 1% BSA, Sigma
Aldrich) and stained with antibodies directed against IFN-y, IL-4, IL-17A and IL-22. Flow
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Cytometric data were acquired on a BD FACScalibur or BD LSR-Il cytometer and were analyzed
using FlowJo software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA).

Cytokine production was measured by sandwich ELISA using commercial matched-pairs
antibodies (IFN-y: Biosource, IL-22: Peprotech), Streptavidin-HRP (SouthernBiotech) and TMB
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(Sigma) according to the manufacturer’s instructions. IL-4 and IL-17 production were measured
using CBA flex detection kits (BD Pharmingen).

Confocal microscopy analysis of T cell/mast cell conjugates.

A1x105 CD4'VB2" T cells were plated with 2x10° APC either unpulsed or pulsed with 50 ng/mL
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TSST-1 in 96-well U-bottom plates and spun down at 500 rpm for 30 seconds to allow conjugate
formation and incubated for 5 min. at 37°C. Cells were transferred to poly-L-lysine-coated slides
then fixed, permeabilized and stained with anti-CD3g and anti-pTyr antibodies followed by
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secondary antibodies and 2 pg/mL avidin-sulforhodamine 101 (highly cationic glycoprotein that
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Selectively stains mast cell granules ‘14, Sigma). Samples were examined using a Zeiss LSM 710

confocal microscope as described

Measurement and Linescan functions of the MetaMorph software (Universal Imaging,
Downingtown, PA) as described previously">,

Unprocessed images were analyzed using Region
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Patients and tissue staining.

Psoriatic skin samples, fixed in 10% buffered formalin (n=6) or Dubosqg-Brazil (n=1) and non
lesional skin samples as control (n=9) were retrieved from the tissue bank of the department of
pathology at the Purpan Hospital between 2010 and 2011. The use of these samples has been
approved by the institutional review board of the Toulouse University Hospital. Fixed and
embedded in paraffin, specimens were processed for routine histopathologic examination.
Three um thick sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E).

For immunohistochemistry, 3 um-thick sections were tested using Ventana Benchmark XT
immunostainer (Ventana). Double staining was performed with anti-mast cell tryptase (FL-275;
Santa Cruz) or CD117 (A4502; Dako) and anti-CD4 (1F6; DAKO).

Triple staining was performed with first anti-IL22 (polyclonal; Thermo scientific) and CD117
(A4502; Dako) using Ventana Benchmark XT immunostainer (Ventana) followed by manually
added anti-CD4 (1F6; DAKO) with VECTASTAIN Universal ABAP Kit, Vector Blue AP substrate
(blue). Samples were scored by an expert pathologist (C.L).

For confocal microscopy analysis, 3-um-thick sections were pretreated by microwave incubation
in pH 9.0 TRIS-EDTA buffer then in pH 6.0, 0.1M sodium citrate. Samples were then
permeabilized and stained overnight with antibodies against CD4, tryptase and IL-22. Secondary
antibodies were applied for 2 hours at room temperaturefs. Fluorescence was analyzed using
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Zeiss LSM 710 confocal microscope, images were processed and quantified using Zen software.

Statistical analysis

Unpaired Student t test was used for comparison between 2 groups unless otherwise noted.
Data are expressed as means =+ SEM (P value range was indicated). Flow cytometric profiles and
histological pictures are representations of repeated experiments.

A complete description of the methods is available in this article's Online Repository.
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RESULTS

Mast cells and CD4" T cells establish synaptic-like contacts in psoriatic skin and immunological
synapses in vitro.

To investigate the possibility that human mast cells and CD4" T cells might interact in inflamed
tissues, we examined the number and localization of CD4" T cells and mast cells in lesional skin
biopsies from patients with psoriasis. In agreement with previously reported data f, this analysis
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showed a significant increase of mast cells and of CD4" T cells in lesional skin as compared to
non-lesional skin (Fig 1, A-F). The frequency of mast cells in close apposition with CD4* T cells
was also increased (Fig 1, F). These cell-cell contacts exhibited morphological features of
immunological synapses (Fig 1, C). Based on these observations, we investigated the nature of
mast cell/CD4" T cell interactions in vitro. Human CD133" peripheral blood precursors were
cultured in the presence of stem cell factor and IL-6 as described”. After two months culture,

the cell population harbored phenotypical and functional characteristics of mature human mast
cells (hMC, Fig E1). Similarly to their mouse counterpartsAB, hMC treated for 72 hours with IFN-y
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(referred to as hMC'FN'AV) expressed MHC class Il and costimulatory CD54 and CD80 molecules (Fig
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E2). To investigate immunological synapse formation between CD4" T cells and mast cells we
used as cellular system primary human polyclonal CD4*VB2" T cell lines and hMC'FNf loaded with
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the bacterial superantigen (SAg) TSST-1. While in TSST-1 unloaded conditions CD3g and
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phosphotyrosines (pTyr) were not enriched at the T cell/mast cell contact site, interaction of T
cells with TSST-1 loaded hMC"™ resulted in CD3g and pTyr enrichment at the synaptic area (Fig
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1, G-H). In parallel experiments, sustained [Ca2"]; increase in CD4'VB2" T cells interacting with
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TSST-1 pulsed hMC'FN'Ay was detected by time-lapse microscopy (Video 1). Taken together, these
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results indicate that IFN-y primed human mast cells are capable to form immunological synapses
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upon cognate interaction with effector CD4" T cells.

Memory CD4" T cells produce IL-22 following interaction with cognate human mast cells

We next investigated the functional outcome of hMC'FN;y interaction with freshly isolated
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memory CD4" T cells by analyzing cytokines produced by T, cells. CD4*CD45RO'CD45RA memory
T cells were isolated from peripheral blood of human healthy donors and cultured for 6 days
with: i) anti-CD3/CD28 coated beads to trigger TCR and CD28 in the absence of polarizing factors
such as cytokines and APC accessory molecules; ii) LPS-primed monocyte-derived dendritic cells
(DC*), as professional APC; or iii) hMC'FN’]. Both DC'™* and hMC™" were pulsed with a cocktail

A
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of bacterial SAg to activate a substantial fraction of the polyclonal memory T cell populationfg.
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As shown in Fig 2A, mast cells were excluded from the FACS analysis on the basis of their
expression of CD117 (similarly for DC** on the basis of CD1lc expression, not shown).
Stimulation with hMC™” induced a substantial fraction of IFN-y producing CD4" T cells,

comparable to that observed in cultures with DC*™ (Fig 2, B-C). At the individual cell level, mast

cell-activated T cells exhibited a brighter IFN-y staining when compared to DC'**

-activated T |

cells (Fig 2, B). However the number of IFN-y producing cells and the amount of secreted IFN-y / "

were lower in hMC™-stimulated T cell cultures (Fig 2, D-E). Stimulation with anti-CD3/CD28-

coated beads resulted in a weaker induction of IFN-y production (Fig 2, B-E).
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We observed a significant induction of IL-17 producing cells following stimulation with DC'** and
with hMC™” that was not observed following stimulation with anti-CD3/CD28-coated beads.
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hMC™ induced a stronger IL-4 response as compared to both DC'*® and anti-CD3/CD28-coated
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beads (Fig 2, B-E).

As regards IL-22 production, anti-CD3/CD28-coated bead stimulation resulted in a detectable
induction of IL-22 producing cells. Conversely DC*® did not support IL-22 production.
Interestingly, hMC'FN;y induced an unexpectedly strong IL-22 response in the CD4* memory T cell
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population. Both the percentage and the number of IL-22 producing cells were significantly
increased compared with control stimulations, reaching up to 10-15% IL-22" cells and resulting
in a substantial release of IL-22 in the culture medium (Fig 2, B-E).

Human mast cell functional interaction with memory CD4" T cells results in T422 and IFNy*/IL-
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22* T, cells

To deepen our characterization of IL-22-producing T cells generated in the presence of mast
cells, we investigated their cytokine profile and homing potential. Following stimulation with
anti-CD3/CD28 coated beads more than 70% of the relatively small fraction of IL-22" T cells were
IL-17" and IFN-y (IL-22 only) (Fig 3, A-B). Conversely, hMC™ stimulation led to a heterogeneous
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profile with a major population of double positive IFN-y*IL-22" T cells (corresponding to >50% of
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total IL-22" T cells) and a population of IL-22 only producing cells (25-30 % of total IL-22 positive

IFN-y
A

cells, Fig 3, A-C). In parallel experiments, hMC"™" " stimulation of peripheral CD4" T cells isolated
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on the basis of their expression of the cutaneous lymphocyte-associated antigenfg' 2 led to the
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emergence of these two cell subsets (Fig E3). This result indicates that a skin homing CD4" T cell

population (composed of memory and effector cells) differentiates into similar 1L-22" T cell

IFN-y
e

subsets when stimulated with hMC
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We also measured the expression of the transcription factor AHR (which favors the IL-22
production?” %) by FACS analysis. As shown in Fig 3D, the IL-22" T cell populations exhibited
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increased expression of the transcription factor AHR.

We next analyzed the expression of the skin-homing chemokine receptors CCR4, CCR6 and
CCR10. Following both anti-CD3/CD28 coated beads and hMC™ stimulation most IL-22°CD4* T
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cells were CCR6" (Fig E4). Among these cells, 70-80% also expressed the skin homing receptor
CCR4 and only a small fraction was found to be CCR10" (Fig E4). These results indicated that,
regardless of the stimulation conditions, IL-22 producing cells harbored comparable homing
potential.

Taken together the above results indicate that stimulation of memory T cells with SAg
presenting mast cells results in the induction of two major IL-22 producing cell populations, one
representing pure T,422 cells, the other, that we defined as IL-22+/IFN-Q(+ Ty cells, exhibiting a

[ Mis en forme :

Frangais (France)

)

mixed Ty1/T422 phenotype.
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Mast cells induce IL-22 producing Ty cells via an IL-6 and TNF-o. dependent mechanism
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We next investigated the mechanisms by which IL-22 producing cells were induced upon co-
culture will h(MC™Y

A

. We focused on IL-6 and TNF-a that have been shown to be required for
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commitment of naive CD4" T cells to IL-22 production ‘23. IL-6 receptor and/or TNF-o blocking
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antibodies had no significant effect on the percentage and number of I1L-22 producing cells upon
CD3/CD28 stimulation (Fig 4). Conversely, upon hMC'FNi’ stimulation, blocking antibodies used
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separately or simultaneously induced a significant decrease of the percentage and number of IL-
22 producing cells (Fig 4, A-C) including T422 (Fig 4, D) and IFN=y"IL-22" T}, cell subsets (Fig 4, E).
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The same treatment did not affect the percentage of IFN-y-producing cells indicating that
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blocking antibodies did not interfere with productive TCR engagement and T cell activation (Fig
4, F). These results extend the notion that IL-6 and TNF-a are key cytokines involved in IL-22
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induction in CD4" T cells

Human psoriatic skin is enriched in IL-22°CD4" T cell/mast cell conjugates

To investigate whether interactions between human mast cells and Ty cells might take place in
tissues we focused on psoriasis, a skin inflammatory disorder characterized by important mast
cell and T cell infiltrates and by augmented IL-22 production.?**

A
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Three-color IHC revealed that IL22°CD4" T cells were enriched in psoriatic samples (Fig 5, A-C)
and were found to form synaptic-like contacts with mast cells more frequently than in non-
lesional skin (Fig 5, D). Moreover, when conjugated with mast cells, CD4" T cells produced more
frequently IL-22 than their unconjugated counterparts (Fig 5, E). Similar results were obtained by
analyzing skin biopsies from additional patients using confocal laser scanning microscopy. This
analysis showed that about 30% of unconjugated CD4" T cells were IL-22" in psoriatic skin while
up to 60% CD4* T cells in contact with mast cells expressed IL-22 (Fig 5, F-H). In addition, in
psoriatic skin, most of IL-22°CD4" T cells were IFN-y" indicating that a major IFN-y/IL-22
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producing CD4" T cell population is present in vivo (Fig E5).

Together these results show that Ty cells producing IL-22 and IFN-y are strongly enriched in
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psoriatic skin where they are mostly found in contact with mast cells.
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Discussion

In the present study we addressed the question of whether human mast cells might form
cognate interactions with CD4" T cells and have an impact on T, cell biology. We report that IFN-
y-primed human mast cells form immunological synapses with previously activated CD4" T cells.
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Our results also reveal that mast cell/T cell cognate interactions fine-tune Ty cell responses by
broadening the array of cytokine produced and by favoring the emergence of T,22 and of IFN-
/IL-22 producing Ty cells.
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Like their mouse counterparts, human mast cells acquired an APC phenotype following IFN-y

treatment and were able to form immunological synapses with previously activated CD4" T cells.
IFN-y appears as a crucial signal in the commitment of human mast cells towards cognate
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cooperation with CD4" T cells. In an inflamed tissue, several cells (e.g. Tyl cell, NK cell, and
cytotoxic T lymphocytes) could be potential sources of the IFN-y required to induce mast cell
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maturation towards an APC phenotype. It is tempting to speculate that, in the course of a Tyl
immune response, T cell-derived IFN-y might promote the APC function of mast cells that in
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turn, might further amplify and diversify the immune response by serving as “tissue localized”
APC.

In psoriatic skin, we observed that mast cells were often in close apposition with CD4" T cells.
This finding suggests that infiltrated T cells and IFN-y-primed mast cells could form
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immunological synapses in lesional skin.

We next focused on freshly isolated human memory CD4" T cells as a model of in vivo antigen-

experienced T cells recirculating throughout the body and expected to encounter mast cells

20, 27, 28

when infiltrating tissues such as skin, _These cells represent a mosaic of cells that have not

been repeatedly stimulated and keep a certain level of plasticity in the panel of produced
cytokines.?”3! We used this cellular model to investigate the impact of mast cells as APC on the

A

Ty cell responses. Our results show that mast cells molded Ty responses by broadening the panel
of cytokine produced. T,2 cells were induced following interaction with mast cells but not with
DC*, compatible with the notion that mast cells are involved in Ty2-type responses in some
pathological conditions.A12 Moreover, mast cells induced the emergence of T,22, IFN-y/IL-22 and
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of IL-17/IL-22 producing T cells.

Induction of similar T cell populations was observed by Fujita et al. when coculturing cutaneous
DC (dermal DC or Langerhans cells) with allogenic whole peripheral T cells.A32 However, in this

study, the main Ty cell population generated was T,22. In our study hMC'FNi’ induced mostly IL-
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22°/IFN-y" Ty cells indicating that mast cells might provide fate-determining signals less
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restricted than those of cutaneous DC.

Upon antigen re-exposure to the skin, mast cell-mediated induction of IL-22 and/or IFN-y

producing cells might contribute to fine-tune immune responses. IL-22 would promote the
secretion of molecules implicated in tissue homeostasis, inflammation and antimicrobial
responses by epithelial cellsfs; IFN-y would amplify and sustain inflammatory responses.
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What might be the origin of the observed IL-22*IFN-y* T, population? The observation that IL-

22"/IFN-y" T cells are not induced by CD3/CD28 stimulation suggests that these cells do not
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preexist in the circulating memory T cell pool. We hypothesize that IL-22*/IFN-y* T, cells could
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derive from Ty1 cells endowed with a certain degree of functional plasticity. In this way, mast
cells might confer new biological functions, instrumental for immune response in skin or
mucosa, to cells initially committed towards a Ty1 phenotype.

Our results also show that, in line with previous reportsfz' 3 most of the IL-22*CD4" T cells
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induced in our experimental conditions expressed CCR4 and CCR6 as well as the transcription
factor AHR. CCR4 binds CCL17 and CCL22, both produced by keratinocytes in response to
inflammatory signalsf“ CCR6 binds CCL20 which is produced in the skin in response to

inflammation and by mast cells in response to P.aeruginosau35 CCR4 and CCR6 could therefore
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guide recirculating memory T cells into the skin or mucosa to favor their interaction with
keratinocytes or mast cells.{Egawa, 2011 #700}

Our results also shed light on the mechanisms involved in the induction of IL-22 production by
human mast cells. It has been shown that stimulation with CpG treated plasmacytoid DC induces
the emergence of T,22 cells from allogenic naive T cells via an IL.-6 and TNF-a. dependent
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mechanism.A23 Our results extend these finding by showing that IL-6 and TNF-a signaling is also
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required for the generation of both T,,22 or IL-22°/IFN-y" T}, cells from memory CD4" T cells. IL-6
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and TNF-o are produced by mast cellsf’, by some DC and Ty cell subsets. Nevertheless, unlike
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mast cells, inflammatory DC are strong producers of IL-12, which rather induces Tyl
differentiation. In the course of an immune response in the skin or mucosa, mast cells could thus
be instrumental to provide IL-22 differentiating signals.

In the present study we provide first evidence in favor of the hypothesis that a functional T
cell/mast cell cooperation for IL-22 production might occur in human inflamed skin. Our results
show a rich infiltrate of CD4" T cells in contact with mast cells and producing IL-22 in psoriatic
skin. In addition, most of these IL-22°CD4" T cells were IFN-y". IL-22 and IFN-y are known to play
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a central role in psoriasis pathogenesis.?* 3¢ %

A

Our results extend this notion and suggest that
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mast cells contribute to the generation of IL-22" T, cells in psoriatic skin. They imply that mast
cell/T, cell cooperation might play a role in psoriasis pathogenesis.

In summary, our results shed new light on the functional outcome of Ty cell/mast cell cognate
interactions by showing that mast cells can shape the inflammatory potential of human memory
T lymphocytes. In physiological conditions, these interactions might serve to diversify biological
responses of memory T cells entering tissues and to shift the balance of local responses towards
protective inflammatory reactions. According to this view, the IFN-y produced by incoming Ty
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cells would enhance the antigen presenting potential of mast cells that, in turn, by presenting
antigenic determinants to memory T cells, would amplify IFN-y and IL-22-based responses. In
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uncontrolled inflammatory conditions, such as in psoriatic skin, the presence of an abundant
immune cell infiltrate might exacerbate the IFN-y/IL-22-based inflammatory loop, turning T

[ Mis en forme :

Frangais (France)

cell/mast cell interactions into “dangerous liaisons” for tissue integrity.
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Figure legends

Fig 1. Mast cells and CD4" T cells establish synaptic-like contacts in psoriatic skin and
immunological synapses in vitro. A, Representative sections from non lesional and psoriatic skin
showing CD4" (brown) and tryptase® (blue) cells as detected by IHC. B-C, Example of CD4"
cell/tryptase” cell interactions (red arrows). D-F, CD4" and tryptase”’ cells/field and CD4"/tryptase”
conjugated cells number/field were scored. Each symbol (D and E) represents data scored in one field
from psoriatic (5 patients) or non-lesional (4 patients) skin samples. G, Confocal microscopy analysis
of hMC™7/CD4"VB2" T cells conjugates (n=392). Cells were stained for hMC granules with avidin-
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sulforhodamine 101 (red), CD3g (green) and pTyr (blue). Original magnification x63; bars, 5 pm. H,
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Quantification of CD3g staining at the contact site area using Region Measurement (scheme) and
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Linescan functions of the MetaMorph software, each point represent one conjugate; data are from 3
independent experiments. **P<0.01, *** P<0.001.

Fig 2. Memory T cells/hMC'FN:' cognate interactions result in the induction of IL-22 producing Ty
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cells. Freshly isolated CD4"CD45RO*CD45RA™ memory T cells were co-cultured for 6 days with anti-
CD3/CD28 coated beads or with superantigens loaded (50ng/mL) DC*** or hAMC™. Production of IFN-
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y, IL-17, IL-4 and IL-22 among CD4" T cells population after restimulation for 5 h with phorbol
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myristate acetate and ionomycin (PMA-iono) was measured by intracellular flow cytometry. A,
Gating strategy. B-E, Cytokine production by CD4" T cells. Representative dot plots (B); Frequency (C),
Numbers (D) of CD4" T cells producing IFN-y, IL-17, IL-4 and IL-22 from at least six donors; Cytokine
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production in supernatant of co-cultures described above (E). Each symbol represents one donor.
*P<0.05 and **P<0.01 (two-tailed, paired t-test).

Fig 3. hMC™ induce T,22 and IFN-y'IL-22* T, cell subsets. Memory T cells were stimulated as
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described in Figure 2. A, IL-17 and IFN-y producing cells among IL-22°CD4" T cells. B, Frequency and C,
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Numbers of IL-22°CD4" T cells expressing IL-17 or IFN-y or both, pooled data from five donors. D,

Frangais (France)

Representative histogram of AHR expression in CD4" T cells producing IL-22 alone (black lines, AHR;
shaded area, isotype control). Fold increase in MFI of AHR over the isotype control. Data represent
mean + SEM of 4 independent experiments from 2 different donors. *P<0.05 and **P<0.01 (two-
tailed, paired t-test).

Fig 4. Human mast cells induce IL-22 producing Ty cell subsets via an IL-6-and TNF-a- dependent
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mechanism. Memory CD4" T cells were stimulated as described in Figure 2, in the presence or
absence of antibodies neutralizing the IL-6 receptor and TNF-o, alone or in combination. A,
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Intracellular IL-22 expression in the CD4" T cell population (representative dot plots). B-F, Pooled
data (each symbol represents 1 donor) depicting: frequency (B), numbers (C) of IL-22" CD4" T cells,
numbers of T,22 cells (D), numbers of IFN-y*IL-22" T, cells (E), frequency of IFN-y*IL-22" T, cells (F).
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*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 (two-tailed, paired t-test).
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Fig 5. CD4" T cells in close apposition with mast cells express IL-22 in human psoriatic skin. A,
Representative sections from non lesional skin (upper panel) and psoriatic skin (lower panel) showing
CD4" (blue), CD117* (pink) and IL-22" (brown) cells as detected by IHC. B, representative IL-22"- and
IL-22*CD4* T cells/CD117" cells conjugates in psoriatic skins (red arrows). C-D, Number of IL-22°CD4* T
cells (C) and IL-22°CD4" T cells/CD117" cells conjugates (D) per field in non lesional (n=2) and psoriatic
(n=4) skin samples. E, Percentage of CD4" T cells expressing IL-22 either conjugated or not with
CD117" cells in psoriatic skin samples from four patients. F-H, Confocal microscopy analysis of
sections from non-lesional (n=3) and from psoriatic (n=3) skin samples showing CD4" (red), tryptase®
(blue) and IL-22* (green) cells. IL-22°CD4" T cells are indicated by white arrows (bar=5 um, F). Two
representative CD4" T cell/Tryptase® cell conjugates with 1L-22" T cells and 1L-22" T cells found in
psoriatic skin (G). Percentage of CD4" T cell producing IL-22 (green bars) conjugated or not with
Tryptase® cells. Pooled data (H). *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 (two-tailed, unpaired t-test (C
and D), paired t-test (E and H)).
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Supplementary Figures Legend

Fig E1. Phenotypic and functional characterization of hMC. A, Histochemical staining of hMC with
toluidin blue. B, Flow cytometry analysis of CD117 and FcgRI expression on hMC surface. C, Mast cell

Mis en forme :

Frangais (France)

tryptase staining by immunocytochemistry. Bars = 10 um. D, FcgRI-dependent 3-hexosaminidase

Mis en forme :

Frangais (France)

release. hMC were sensitized with human IgE and challenged with anti-IgE mAb for 30 min at 37°C.
Percentage of f-hexosaminidase released was plotted against the anti-IgE mAb dilution. E,

Frangais (France)
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Secretagogue-induced B-hexosaminidase release. hMC were stimulated with increasing

Mis en forme

(
(
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concentrations of compound 48/80. F, Confocal visualization of a representative hMC. Avidin-
sulforhodamine (red) to stain heparin-filled mast cell granules and DAPI (blue) are shown. Data are
from one representative experiment out of five. Phenotypic and functional analyses were performed
on hMC after 8 weeks culture.

Fig E2. IFN-y-primed hMC express HLA-DR and co-stimulatory molecules.

[ Mis en forme :
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Flow cytometry analysis of the expression of surface HLA-DR, CD54, CD80 after 72h incubation with
IFN-y (50 ng/mL). A, Representative histograms are depicted in left panel (black lines, IFN-

[ Mis en forme :
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J treatment; dotted lines, untreated; shaded areas, isotype-matched control antibodies). B, Fold

[ Mis en forme :
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increase in geometric mean fluorescence intensity, MFI, over isotype control are shown in right
panel. Data are from 6 independent experiments. *P<0.05, **P<0.01, (two-tailed, unpaired t-test).

Fig E3. hMC"™ induce CLA'CD4'T cells to produce IL-22 alone or in combination with IFN-y. Skin

Mis en forme :

Frangais (France)

homing CLA'CD4" T cells were stimulated as described in Figure 3. A, Flow cytometry analysis of IL-17
and IFN-y producing cells among IL-22°CD4" T cells. Frequency (B) and numbers (C) of IL-22°CD4* T

Frangais (France)
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cells expressing IL-17 or IFN-y or both. Horizontal bars indicate mean, each symbol represents 1
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experiment with 1 donor.

Fig E4. Most IL-22" T, cells express CCR4 and CCR6. Freshly isolated CD4"CD45R0O*CD45RA” memory T
cells were co-cultured for 6 days with anti-CD3/CD28 coated beads or with superantigens loaded (50
ng/mL) hMC™” and stimulated for 5 h with PMA-iono. A, Flow cytometry of CCR6 expression on IL-

[ Mis en forme :
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22" T cells and CCR4/CCR10 expression on IL-22°CCR6'CD4" T cells, representative dot plots. B,
Frequency of IL-22"CCR6°CD4" T cells expressing CCR4 or CCR10 or both. Data represent mean + SEM
of 3 independent experiments using 3 different donors.

Fig E5. Most of IL-22 producing CD4" T cells produce concomitantly IFN-y in psoriatic skin. A,

Mis en forme :
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Confocal microscopy analysis of sections from psoriatic skin sample showing CD4" (blue), IFN-y" (red)
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and IL-22" (green) cells (bar=5 um). White arrows indicate IFN-y'IL-22°CD4" T cells. B, Four examples

Frangais (France)

of CD4" T cells positive or not for IFN-y or/and IL-22 staining (bar=5 pm). C, Percentage of IL-22*CD4"
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T cells producing IFN-y (red bar) or not (white bar) in psoriatic skin. Mean + SEM from two patients
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with psoriasis.
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Supplementary Methods
Antibodies

Anti-CD4-FITC (RPA-T4), anti-CD117-PEcy5 (YB5.B8), anti-CD14-PE (M¢P9), anti-CD45RO-PE (UCHL1),

Mis en forme

: Anglais (Etats-Unis)

Mis en forme :

Frangais (France)

anti-CD11c-PEcy5 (B-ly6), anti-IFN-y-FITC (B27), anti-IL-4-APC (MP4-25D2), anti-IL-17A-alexa647

Anglais (Etats-Unis)

(SCPL1362), anti-HLA-DR-PEcy5 (L243), anti-HLA-DM (MaP.DM1), anti-CD54 (HA58), anti-CD58 (1C3),
anti-CD80 (L307.4), anti-CD86 (2331), anti-CD69 (FN50), anti-CCR6-PerCP-Cy5.5 (11A9), anti-CCR4-
Biotin (1G1), anti-CCR10-APC (6588-5), anti-GATA-3 (TWAI), anti-T-bet (04-46), anti-RORC-PE (AFKJS-
9) and isotypes control were from Becton Dickinson ; anti-1L-22-PE (142928; R&D Systems); anti-mast
cell tryptase (FL-275), anti-cathepsin S (M-19), anti-Ah Receptor (H-211), anti-pTyr (PY99), anti-CD3g,
(SH-T1), anti-IL-22 (E-17), were from Santa Cruz biotechnology; anti-FcgRI-FITC (AER-37) and anti-
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mouse secondary mAbs were from e-Bioscience. Anti-CD4 (1F6) was from DAKO. Streptavidin-
alexa488, anti-rabbit-alexa647, anti-goat-alexa488 and anti-mouse-alexa555 were from Invitrogen.

Cell purification and sorting.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from buffy coats (Etablissement frangais
du sang). CD133" precursors cells were isolated from PBMC using CD133-specific microbeads (130-
050-801; Miltenyi Biotec). CD4" T cells were isolated from PBMC using CD4" T cells isolation kit Il
(130-091-155; Miltenyi Biotec) then VB2" cells were sorted using anti-Vf2-specific mAb (MPB2D5,

Frangais (France)
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Beckman Coulter, Fullerton, CA) and goat anti-mouse IgG microbeads (130-048-402; Miltenyi Biotec).
Naive CD4" T cells were isolated using naive CD4" T cells isolation kit Il (130-094-131; Miltenyi Biotec).
Memory CD4" T cells were isolated using human memory CD4" T cells enrichment kit (19157; Stem
cell technology) with a purity of at least 96%.

Phenotypical and functional characterization of hMC.

LPCMC were characterized by histochemistry: cell suspensions were cytocentrifuged onto glass slides,
airdried, and stained with toluidine blue. hMC were characterized by immunocytochemistry, cells
were probed with anti-tryptase pAb as described in confocal microscopy section and revealed with
HRP-labelled secondary mAb (Invitrogen) and stained using AEC staining kit (AEC-101, Sigma). Mast
cell degranulation was determined by measuring the release of -hexosaminidase, hMC were
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sensitized with human IgE for 16 hours, the cells were then washed and distributed in 96-well flat-
bottom plates at a density of 1x10° cells in 50 uL Tyrode’s buffer. The cells were adapted to 37°C for
20 minutes and then treated with prewarmed 50 pL of the mentioned stimuli diluted in Tyrode's
buffer for 45 min at 37°C. release of S-hexosaminidase in the supernatants was measured by means
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of enzymatic colorimetric analysis using p-nitrophenyl N-acetyl-beta-D-glucosamine.

Dendritic cell culture and priming.

CD14" cells were seeded at 2x10° cells/mL in complete RPMI 1640 medium (10% heat-inactivated
FCS, Glutamax |, sodium pyruvate, 2-mercaptoethanol, cyprofloxacin (10pg/mL; Sigma Aldrich))
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supplemented with IL-4 (100 IU/ml) and GM-CSF (750 IU/ml) both from R&D Systems, Minneapolis,
MN and cultured for 6 days. DC were primed during 16 hours with LPS (500 ng/mL; Sigma Aldrich)

LPS
A

and referred to as DC [ Mis en forme : Anglais (Etats-Unis) J
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Fig E3
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Fig E4
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Fig E5
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Nous avons observé que les mastocytes humains (tout comme leurs homologues murins)
peuvent se comporter comme des cellules présentatrices d’antigene, lorsqu’ils sont traités
avec de I'IFN-y. In vitro, ils forment des synapses immunologiques fonctionnelles avec des
lymphocytes T CD4" activés. Ces interactions productives favorisent la génération de
lymphocytes Ty produisant de grandes quantités d’IL-22 (a la fois de purs Ty22 et des Ty
produisant simultanément de I'lL-22 et de I'IFN-y) a partir d’'un pool de lymphocytes Ty
mémoires. Cette différenciation vers un tel profil de Ty est dépendante de I’action de deux
cytokines que sont I'lL-6 et le TNF-o.. Des analyses microscopiques détaillées d’échantillons
de peaux psoriasiques réveélent un enrichissement en lymphocytes Ty produisant
simultanément de I'lL-22 et de I'IFN-y au contact de mastocytes.

Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent étre de véritables partenaires
fonctionnels pour les lymphocytes Ty au sein des tissus, leur fournissant des signaux

d’activation et les orientant vers la production d’une cytokine supplémentaire I'lL-22.

Activation du Amplification

mastocyte du processus

Baisse du seuil Amplification de la inflammatoire
d’activation du FceRl  Capture d’antigene réponse Ty

IL-22 seule
»
C ; \ »
~
~

1L-22 et IFN-y

IL-6 et TNF-ou

Schéma 2. Les mastocytes différencient les lymphocytes Ty en cellules productrices d’IL-22.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Les mastocytes peuvent influencer la réponse immunitaire adaptative et plus précisément
moduler la réponse Ty induite, par le biais de nombreux procédés (cf INTRODUCTION
chapitre 3-3). Cependant, l'idée que des mastocytes puissent activer et moduler

spécifiquement I'activation des lymphocytes Ty reste controversée.

Nous avons démontré que les mastocytes murins (PCMC) ou humains (hMC) peuvent
acquérir un phénotype de cellules présentatrices d’antigenes lors qu’ils sont traités avec de
I'IFN-y. Dans ces deux modeéles cellulaires, I'expression maximale de molécules du CMH-II a
la surface des mastocytes est obtenue apres trois jours de traitement lors d’une synthese de
novo. |l est intéressant de noter que I'lL-4 potentialise I'effet de I'[FN-y dans le modéle murin
(seule elle n’induit pas I'expression des molécules du CMH-II), alors que dans le modele
humain on observe un effet plutot répresseur (données non publiées). A noter que cette
disparité de I'effet de I'lL-4 chez 'homme et la souris a aussi été retrouvée au niveau de la
prolifération des progéniteurs mastocytaires (cf INTRODUCTION Chapitre 1-3 b L’interleukine
4).

Dans les deux modeles cellulaires, I'ajout de ligands de TLR dans la culture n’induit pas
I'expression de molécules de CMH-II (données non publiées). L'IFN-y apparait donc dans nos
travaux comme une molécule clé, pouvant induire un changement phénotypique des
mastocytes vers un profil de cellules présentatrices d’antigenes. Récemment les travaux de
Yu et al. ont identifié I'axe IFN-y/mastocyte comme un important régulateur d’asthme
chronique chez la souris®®, confirmant in vivo Iimportance de cette molécule dans
I'activation des populations mastocytaires. L'IFN-y produit a proximité des mastocytes peut
provenir de différents types cellulaires comme par exemple des lymphocytes T cytotoxiques,

des Tyl ou encore des cellules NK.

Dans le modéle murin mais aussi dans le modele humain, les mastocytes sont incapables
d’activer les lymphocytes T CD4" naifs. Cela est probablement di au manque de molécules
de costimulation comparé a des CPA professionnelles. Par contre, ils peuvent activer
spécifiquement des lymphocytes T CD4" ayant déja rencontré Iantigéne, comme des
lymphocytes Ty effecteurs ou mémoires. De maniere intéressante, les mastocytes sont
majoritairement retrouvés dans les tissus comme la peau et les muqueuses, qui sont des
lieux de migration des lymphocytes T CD4" activés. De plus, ils sécrétent de nombreux
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facteurs chimiotactiques qui permettent d’attirer les lymphocytes T jusqu’au site
inflammatoire et de ce fait faciliter leurs interactions avec les mastocytes  (cf
INTRODUCTION Chapitre 2-6 c). Lors d’une réponse inflammatoire, les mastocytes se
positionnent donc comme des cellules présentatrices d’antigenes non conventionnelles,
capables de réactiver localement une réponse Ty initiée dans les organes lymphoides
secondaires.

Lors de linteraction mastocyte/lymphocyte Ty, il y a formation d’une synapse
immunologique productive a I'interface intercellulaire. Nous montrons qu’il y a une réelle
polarisation du TCR du lymphocyte Ty vers I'aire de contact avec le mastocyte. Durant ce
processus, les kinases p56ICk et PKCO sont rapidement recrutées suite a I'engagement
productif du TCR. Il s’en suit une polarisation de toute la machinerie sécrétoire du
lymphocyte Ty, permettant en retour une sécrétion de cytokines (comme I'IFN-y) en
direction du mastocyte présentateur d’antigéne. Ces observations démontrent que les
mastocytes sont capables d’induire une véritable réponse Ty, en fournissant une
combinaison de signaux soutenus (nécessaires a la prolifération et a la production de
cytokines) et en induisant une polarisation rapide de la réponse Ty (nécessaire a la fonction
d’aide de ces lymphocytes)***2,

Du point de vue du mastocyte, cette interaction spécifique induit un changement
fonctionnel significatif. En effet, le mastocyte baisse son seuil d’activation et dégranule plus
facilement suite a une stimulation via le récepteur FceRl. Ces résultats approfondissent les
observations relatées dans des travaux précédents, ou les mastocytes au contact de

288433 | est intéressant de

lymphocytes T activés ont des réponses fonctionnelles exacerbées
spéculer que lors d’une réaction allergique, les interactions spécifiques entre les mastocytes
et les lymphocytes Ty aboutissent a I’activation mutuelle des deux types cellulaires et a

I’'amplification des signes cliniques.

Dans ce sens d’autres études seraient nécessaires pour évaluer I'impact de différentes
populations de lymphocytes Ty sur le phénotype et la fonction des mastocytes. En effet, on
pourrait imaginer qu’en fonction du type de lymphocyte généré lors d’une réponse
adaptative contre un pathogéne donné, on aurait une modulation spécifique des fonctions

mastocytaires au sein des tissus. En contre partie, en fonction du pathogene, les mastocytes
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présentant des motifs antigéniques pourraient a leur tour réorienter la réponse Ty dans les
tissus et ainsi permettre une modulation de la réponse immunitaire adaptative.

Chez 'homme, nous avons démontré que I'interaction spécifique entre des mastocytes et
des lymphocytes Ty mémoires élargit le panel de cytokines produit par les lymphocytes.
Nous avons notamment observé I'apparition d’une importante population cellulaire
produisant de grandes quantités d’IL-22 seule ou en combinaison avec de I'IFN-y. La
génération de ces cellules est dépendante de deux facteurs solubles que sont I'IL-6 et le TNF-
a. Ces deux molécules sont produites par les mastocytes*?, mais aussi par certains sous-
types de CD et de lymphocytes Ty. Il a récemment été démontré que des pCD stimulées au
CpG sont capable d’induire la différenciation de lymphocytes T naifs vers un profil Ty22 et

4 .
33 . Dans nos travaux nous décrivons

cela via un mécanisme dépendant de I'lL-6 et du TNF-a
qgu’en plus d’étre impliqués dans la différenciation de cellules naives en Ty22, I'lL-6 et le TNF-
o, peuvent aussi réorienter le profil d’'une population de lymphocytes Ty mémoires vers la
production d’IL-22. Le fait que cette population n’apparaisse pas lors d’une stimulation
acellulaire, a I'aide de billes coatées avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28, laisse présager
qu’elle ne provient pas d’'une amplification d’un pool existant de lymphocytes Ty, mais
qu’elle résulte de la reprogrammation d’un autre sous type de lymphocyte Ty (cf
INTRODUCTION chapitre 3-1C). En effet, I'apparition de lymphocytes produisant de maniére
concomitante de I'lL-22 et de I'lIFN-y, lors d’une interaction spécifique avec les mastocytes,
suggere que ces cellules proviennent d’un pool de lymphocytes Tyl qui ont acquis la
capacité de produire de I'lL-22.

Il serait intéressant de vérifier par la suite si les mastocytes produisent d’éventuels ligands
endogénes du facteur de transcription AhR, pouvant de ce fait favoriser un profil IL-22. Par
exemple, les mastocytes sont une source importante de prostaglandines®®, or il a été
montré que ces molécules peuvent lier AhR et ainsi activer une voie de signalisation qui lui

434
est propre

. Lors de futures expériences de différenciations, nous pourrons utiliser des
mastocytes infectés avec un lentivirus exprimant un shRNA dirigé contre la prostaglandine
d’interét (technologie déja développée par le Docteur Loic Dupré au sein du laboratoire) et

voir ainsi son influence sur la population de cellules IL-22" générées.

L’IL-22 est une cytokine inflammatoire jouant un réle important dans I'immunité cutanée. En
effet, les kératinocytes sont les cibles privilégiées de cette cytokine qui stimule leur
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435,436 . .
2. Ainsi, lors de la

prolifération et leur production de peptides antimicrobiens
pénétration d’un pathogéne dans la peau, la présentation d’antigénes par les mastocytes
pourrait favoriser la production d’IL-22 dans le pool de lymphocytes Ty infiltrant le site
inflammatoire. Cela aurait pour conséquence bénéfiques, une activation des kératinocytes et
une production de peptides antimicrobiens. Cependant, les mastocytes ne sont pas les
seules cellules a détenir ce potentiel, il a récemment été décrit que les cellules de
Langerhans et les CD dermales peuvent aussi induire une différenciation vers un profil
Tu22**7, ce qui renforcerait encore ce phénomeéne. Des études complémentaires dans des
modeles murins permettraient d’évaluer I'impact de la présentation antigénique par les
mastocytes lors du la réponse immunitaire contre une bactérie cutanée. Pour cela il serait
intéressant d’utiliser des souris déficientes en mastocytes, reconstituées avec des BMMC ou
des PCMC dérivés in vitro provenant de souris CMH-II7, puis d’analyser la réponse IL-22 des

lymphocytes Ty au site inflammatoire.

Comme pour beaucoup de médiateurs, lorsque I'lL-22 est produite en trop grande quantité,
elle peut avoir un effet néfaste. C'est le cas dans certaines pathologies cutanées
inflammatoires comme par exemple le psoriasis ou un fort taux d’IL-22 est détecté dans la

437

peau et le sérum des patients atteints™’. Chez la souris, des études ont démontré que I'lL-22

438,439
8439 Dans nos

jouait un réle fondamental dans I'établissement des Iésions psoriasiques
travaux, nous avons décrit un enrichissement en mastocytes et en lymphocytes T CD4"
produisant de I'lL-22 dans la peau lésionnelle de patients atteints de psoriasis. Il est
intéressant de noter que des lymphocytes T CD4" au contact des mastocytes produisent plus
fréquemment de I'lL-22 que leurs homologues non conjugués. De plus, la majorité des
cellules positives pour I'lL-22 produisent de maniere concomitante de I'lFN-y indiquant que
les cellules IL-22°IFN-y", générées in vitro aprés contact avec les mastocytes, existent
vraiment dans la peau Iésionnelle de patients.

Ces données suggerent fortement que la présentation d’antigéne par les mastocytes

pourrait jouer un role néfaste lors de maladies inflammatoires cutanées telle que le

psoriasis, en contribuant a la génération de cellules productrices d’IL-22 et d’IFN-y.
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Durant ces travaux, nous avons démontré qu’une interaction spécifique peut avoir lieu entre
les mastocytes et les lymphocytes Ty activés. Ce phénoméne a pour conséquence la
modification du statut d’activation des deux types cellulaires. Le mastocyte augmente sa
capacité de dégranulation pour de faibles concentrations d’antigenes et le lymphocyte Ty
prolifére et acquiert la capacité de produire une nouvelle cytokine, I'lL-22. Nous proposons
gu’une réelle coopération cellulaire mastocyte/lymphocyte Ty se mette en place au site

inflammatoire, capable de moduler localement la réponse immunitaire mise en jeu.
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RESUME

Les mastocytes ont longtemps été associés aux réponses allergiques, néanmoins de
nombreuses études les décrivent comme des acteurs de la réponse inflammatoire. Les
mastocytes sont souvent retrouvés en étroite apposition au sein des tissus avec les
lymphocytes T Helper (Ty). L'objet de ma thése est de caractériser la nature de I'interaction
mastocyte/Ty et notamment la capacité des mastocytes a jouer le rdole de cellules
présentatrices d’antigene.

Dans une premiére étude, nous avons démontré que des lignées primaires de mastocytes
murins (PCMC) peuvent acquérir un phénotype de cellules présentatrices d’antigénes,
lorsqu’elles sont traitées en présence d’IFN-y pendant 72 heures. Ainsi conditionnés, les
PCMC capturent, apprétent et présentent I'antigéne a des lymphocytes T CD4" activés, mais
restent incapables d’activer leurs homologues naifs. Durant ce phénomene, une véritable
synapse immunologique est mise en place ou le lymphocyte Ty polarise son TCR et toute sa
machinerie sécrétoire vers I'aire de contact intercellulaire. En retour, le mastocyte s’active et
baisse significativement le seuil d’activation des récepteurs FceRl en réponse a une
stimulation par des IgE. Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent établir une
coopération spécifique avec les lymphocytes Ty.

Dans une seconde étude, nous avons déterminé les conséquences fonctionnelles d’une telle
coopération sur la biologie des lymphocytes Ty humains. In vitro les mastocytes humains
forment des synapses immunologiques fonctionnelles avec des lymphocytes T CD4" activés.
Ces interactions productives favorisent la génération de lymphocytes Ty produisant de
grandes quantités d’IL-22 (a la fois de purs T22 et des Ty produisant simultanément de I'IL-
22 et de I'lFN-y) a partir d’'un pool de lymphocytes Ty mémoires. Cette différenciation vers
un tel profil de Ty est dépendante de I'action de deux cytokines que sont I'IL-6 et le TNF-a.
L'analyse microscopique détaillée d’échantillons de peaux psoriasiques révele un
enrichissement en lymphocytes Ty produisant simultanément de I'IL-22 et de I'IFN-y, lors
gu’ils sont au contact des mastocytes.

Ces résultats indiquent que les mastocytes peuvent étre de véritables partenaires
fonctionnels pour les lymphocytes Ty au sein des tissus, leur fournissant des signaux
d’activation et les orientant vers la production d’une cytokine supplémentaire I'lL-22.

Mots clés : mastocytes, lymphocytes T Helper, interleukine-22, inflammation.

Discipline : Inmunologie.
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