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Liste des abréviations

AP1: Activator protein 1

APC: Antigen presenting cells = cellulesprésentatrices d’antigéne
CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité

CsA: CyclosporineA

CSH: Cellules souches hématopoiétiques

CSM: Cellules souches mésenchymateuses

CSP: Cellules souches du sang périphérique

CTLA4: Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4)

CTL: Lymphocytes T cytotoxiques

DC: Dendritic cells=cellules dendritiques

EAE: Experimental autoimmune encephalitis

EAT: Experimental autoimmune thyroiditis

FOXP3: Forkhead box P3

FIt3L: Fms-like tyrosine kinase 3 ligand

GC: Glucocorticoides

GM-CSF: Granulocyte macrophage-colony-stimulating factor
GITR: Glucocorticoid-induced TNF receptor family-related protein
GVHD: graft verus host disease=maladie du greffon contre I’hote
HES1: Hairy and enhancer of splitl

HGF: Hepatocyte growth factor

IDO: Indoleamine 2, 3-dioxygenase

IBD: Inflammatory bowel disease

IxB: Inhibitor of NF-«xB

IFNy: Interferon gamma

ILTs: Immunoglobulin like transcripts

LIR: Leucocyte immunoglobulin-like receptors)

IPEX: Immunodysregulation, polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked yndrome
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LPS: Lipopolysaccharide

LAG3: Lymphocyteactivationgene 3

MBP: Myelin basic protein

M-CSF: Macrophage-colony-stimulating factor

MIP-3a: Macrophage inflammatory protein-3 o

MDC: Myeloid dendritic cells

NFAT: Nuclear factor of activated T cells

NF-«xB: Facteur nuclear factor xB

NSCLC: Human non-small cell lung cancer= cancer du poumon a grande cellules
OVA: Ovalbumin

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells

PDC: Plasmacytoid dendritic cells = cellules dendritiques plasmacytoides
PHA: Phytohaemagglutinin

PI3K: Phosphatidylinositol 3-kinase

PGEZ2: Prostaglandin E2

PKC: Protein kinase C

PLCy: phospholipase Cy

RAG: Recombination activating gene

STATS3: Signal transducer and activator of transcription 3

SCF: Stem cell growth factor

SLE: Lupus Erythémateux Diffuse cutané

TAA: Tumor associated antigen

TCR: T cell receptor=recepteur de cellules T

Tg: Thyroglobuline

TGFp: Transforming growth factor beta

TIDC: Tumor-infiltrating dendritic cells= DC infiltrant les tumeurs
TLR: Toll-like receptor

TNFa: Tumor necrosis factor alpha

TPO: Thrombopoietin

Tr: lymphocytes T régulateurs= regulatory T cells
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Résumé

Les DC (cellules dendritiques) ne représentent qu’environ 0.5% des cellules
circulantes dans le sang humain, mais sont les meilleures cellules présentatrices
d’antigene (CPA) de [I’organisme. (Article 1, revue sur les DC tolérogénes,
Bio-Medical Materials and Engineering, 2006) Du fait de cette faible proportion, la
production de DC in vitro en grande quantité peut s’avérer nécessaire pour des
programmes d’immunothérapie visant a stimuler un systéme immunitaire déficient. Au
laboratoire, nous avons établi une nouvelle méthode pour produire trés efficacement
des DC a partir de cellules souches hématopoiétiqgues CD34+ sans nécessité de
purification des cellules CD34+. Nous avons pu démontrer que les DC obtenues
partagent des caractéristiques phénotypiques, morphologiques et également
fonctionnelles avec les DC obtenues par des méthodes traditionnelles. De plus, le
rendement d’obtention des DC était bien meilleur que celui des méthodes
traditionnelles. (Article 2, J Leuko. Biol., 2007)

Une autre caractéristiqgue des DC est leur capacité a induire non pas une
réponse immunitaire forte, mais au contraire une tolérance. Il a été montré que les CSM
peuvent inhiber la différenciation des DC et jouer un réle important dans la modulation
de la réponse immunitaire. Nous avons donc cherché a préciser les fonctions des DC
différenciées en présence de CSM et les mécanismes concernés par cette inhibition.
Nous avons démontré que les CSM inhibent la différenciation des CSH CD34+ en DC
immunocompétentes. Les DC obtenues ainsi sont tolérogenes, et, a leur tour induisent
la génération de lymphocytes T régulateurs. L’activation du signal via la voie Notch est
un mécanisme important dans I’inhibition exercée par les CSM. (Article 3, J Immunol,
2008)

Parallélement a ce travail, nous avons étudié I’impact de la réponse allogénique sur
la différenciation des DC a partir des monocytes. Nous avons montré que le surnageant
allogénique provenant de cultures mixtes lymphocytaires peut induire la génération de
DC tolérogénes exprimant fortement d’ILT3, et ainsi inhiber la réponse immunitaire en

induisant la production de lymphocytes T régulateurs. (Article 4, en préparation)
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1% Partie Tolérance centrale et Tolérance periphérique

Le systeme immunitaire a pour premiére fonction de permettre a un organisme
pluricellulaire de maintenir I’intégrité des cellules et des tissus qui le constituent en
éliminant ses propres constituants altérés (le soi modifi€) et les substances étrangeres
ou les agents infectieux (le non soi). Une des clefs du bon fonctionnement du systeme
immunitaire est de savoir distinguer les constituants normaux de I’organisme (le soi)
des autres (le soi modifié ou le non soi). Ce qui permet de maintenir la balance entre
immunité et tolérance.

Le terme immunité evoque d’abord les mécanismes de défense vis a vis des
microorganismes et de résistance aux maladies infectieuses. Deux stratégies différentes
ont été développées pour assurer cette fonction : I’immunité innée et I’'immunité
adaptative ou immunité spécifique.

Le terme tolérance peut étre défini comme I’incompétence d’un hote a répondre
a un antigene sans besoin d’immunosuppression. Deux types de tolérance existent pour
les lymphocytes T et B : la tolérance centrale et la tolérance périphérique. Notre étude
se focalise sur les lymphocytes T. La tolérance centrale est secondaire a une
reconnaissance d’antigéne du soi par les lymphocytes T encore immatures (pré-T),
alors que la tolérance périphérique implique les lymphocytes T matures.

1. Tolérance centrale des lymphocytes T

La tolérance centrale des lymphocytes T est acquise au cours de leur maturation
intra-thymique via un processus de sélection négative (Hakim and Gress, 2007). Cette
étape fait suite a une sélection positive dans le cortex médullaire. Le processus
conduisant a la tolérance, a lieu dans la jonction cortico-médullaire et fait suite a une
interaction des TCR (récepteur de cellules T) des lymphocytes pré-T avec des peptides
du soi présentés par les molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de
classe | ou de classe Il exprimées par des cellules dendritiques médullaires. Cette

sélection négative intéresse essentiellement les lymphocytes T dont les TCR ont une
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tres forte affinité pour I’antigene. Apres la sélection négative, les clones lymphocytaires

T autoréactifs sont éliminés (Sprent and Kishimoto, 2002)

2. Tolerance périphérique des lymphocytes T

Cependant, la tolérance centrale n’est pas suffisante pour éliminer tous les
lymphocytes T autoréactifs. Ainsi les lymphocytes T dont les TCR ont une faible
affinité pour I’antigene peuvent échapper, de méme que des lymphocytes T dont les
antigénes ne sont pas présents dans le thymus, ne sont pas éliminés. Donc, d’autres
mécanismes sont nécessaires pour compléter cette tolérance centrale. La tolérance
périphérique peut se faire par anergie (Schwartz, 2003), apoptose, ignorance ou
régulation immunitaire (Sakaguchi, 2000; Zou, 2006).

- L’anergie est définie comme un état réfractaire des lymphocytes T, qui, apres
un premier contact avec I’antigéne, deviennent incapables d’étre activés. Elle peut étre
induite par certains peptides sous-dominants présentés par les CPAs dans des
conditions non optimales. Ceci est d0 a la faible affinité des TCR pour ces peptides ou a
un défict de certains signaux de co-stimulation (cf chapitre “‘les DC’’). Les CPAs
non-professionelles qui n’expriment pas les molécules nécessaires a la co-stimulation
favorisent I’anergie. Par ailleurs, I’anergie est réversible, surtout en présence d’IL2.

- L’ignorance d’antigéne est le mécanisme développé pour les peptides
exprimés et séquestrés dans des sites anatomiques dits privilégiés, parce que non
accessible physiologiquement, telle que la chambre antérieure de I’ceil.

- L’apoptose résulte de stimulations répétitives d’antigene (en cas
d’inflammation chronique, par exemple), ou de déficit en signaux impliqués dans la
survie des lymphocytes T (tels que le défaut en facteurs de croissance ou en signaux de
co-stimulation).

- Quant a PI'immunorégulation, elle est exercée par certains types de
lymphocytes T spécialisés, dit les lymphocytes T régulateurs.

La défaillance de ces mécanismes peut conduire a des maladies auto-immunes
caractérisées par une reponse immunitaire dirigée contre des constituants normaux de
I’organisme (Kamradt and Mitchison, 2001).
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2°" Partie : Role des cellules dendritiques dans la tolérance

immunitaire

Les cellules dendritiques (DC) sont les meilleures cellules présentatrices
d’antigéne (CPA). Ces cellules créent un lien déterminant entre I’immunité innée et
Ilimmunité adaptative. Elles sont spécialisées dans I’apprétement, la présentation
d’antigéne, et I’initiation de la réponse immunitaire. De plus, ce sont les seules capables
d’activer des lymphocytes T naifs. Il s’agit donc d’une caractéristique majeure des DC
qui sont spécialisées dans I’intiation de la réponse immunitaire adaptative vis a vis
d’antigéne nouveau (Banchereau and Steinman, 1998). Outre leur capacité a induire la
réponse primaire des lymphocytes T, les DC jouent également un role majeur dans la
tolérance des lymphocytes T aussi bien centrale que périphérique. Elles sont donc
considérées comme les cellules sentinelles du systéme immunitaire, qui permettent le
maintien de I’homeostasie (Steinman and Nussenzweig, 2002).

1. L ontogenese et I’hétérogénéité des DC

Les DC, comme de nombreuses cellules du systeme immunitaire, sont
continuellement produites dans la moelle osseuse a partir de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) (Manz et al., 2001). Leur expansion et leur différentiation
nécessitent des facteurs, tels que le Flt-3-ligand, le SCF, le GM-CSF (granulocyte
monocyte-colony stimulating factor), I’IL6 et le TNFa (Brasel et al., 2000; Karsunky et
al., 2003).

Bien que les DC soient des cellules trés rares, elles représentent moins de 0.5%
des cellules mononucléées, on les retrouve dans presque tous les tissus de I’organisme,
et en plus grande quantité dans les zones T des organes lymphoides. Il existe différentes
sous-populations de DC qui dfférent selon leur ontogénie, I’expression de molécules de
surface, leur fonction biologique, et selon les facteurs de croissance nécessaires pour
leur différenciation (Liu, 2001). Cependant, ces cellules dérivent d’une cellule souche

hématopoiétique commune, la cellule CD34+. Chez I’homme, comme chez la souris,
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cette cellule souche CD34+ se différencie dans la moelle osseuse en progéniteurs
myeéloides et en progéniteurs lymphoides (Colonna et al., 2004; Olweus et al., 1997).

Outre les cellules de la lignée granulo-monocytaire, les progéniteurs myeéloides
donnent principalement deux types de DC myeloides:

- Les DC tissulaires interstitielles, présentes dans les tissus, dont le derme, sont
produites a partir de précurseurs monocytaires qui expriment la molécule CD14
(pré-DC1).

- Les DC de Langerhans, présentes dans I’épiderme cutané et I’épithélium des
muqueuses, issues des précurseurs CD1a+.

Il existe également dans le sang des précurseurs sanguins de DC myéloides, les
monocytes (pé-DC1).
Quant aux progéniteurs lymphoides, ils engendrent des DC plasmacytoides.

(Figure 1)

N

Myeloid
Progenitor

Lymphoid
Progenitor

PDC

CD14+
precursor

—\CDuict

monocyte
/pDC1

Langerhans Interstitial DC1 Plasmacytoid DC
DC (DC2)

Figure 1 : L ontogeneése et différentes populations de DC.

D’apres (Banchereau et al. 2001)
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2. Les caractéristiques spécifiques des DC

Les DC présentent plusieurs caractéristiques qui contribuent a contréler la
reconnaissance de I’antigéne et la réponse lymphocytaire. Ceci a pour conséguence
d’induire I'immunité ou la tolérance immunitaire. (Figure 2)

- Les DC sont localisées dans des sites “‘sentinelles’” pour capturer les antigenes
pathogenes et les présenter aux lymphocytes T dans les organes lymphoides
(Lindquist et al., 2004) ; les DC possedent des propriétés d’endocytose, dédiées
a la capture et I’apprétement d’antigene, et expriment les ligands pour differents
types de lymphocytes T (Trombetta and Mellman, 2005);

- Les DC peuvent se difféerencier en cellules matures en réponse aux différents
stimuli, ce qui leur permet d’induire une réponse immunitaire adaptée vis-a-vis
des agents pathogenes;

- Différentes sous-populations de DC existent. Elles se distinguent en fonction de
leur localisation, de leur capacité a presenter I’antigene, et de leur état de

maturation (Naik et al., 2007a).

Dendritic cells ; ) )
Artigen uptake receptors  _ Maturation or differentiation
and processing pathways ; | ¥ inresponse to microbial and
for presentation of 7y - other stimuli
peptide~MHC complexes =
o § —
p '
Fe : II |I e =
Location at body 7\ ¥ Subsets with distinct
surfaces and inthe Tcell | |/ pattern recognition
areas of lymphoid organs T calls receptors and functions
and other lymphocytes

Figure 2 : Caractéristiques innées des DC. D’apres (Steinman and Banchereau,

2007).
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3. L’ activation des lymphocytes T par les DC
Les DC ont un role déterminant dans I’orientation de la réponse immune. Aprés

I’arrivée dans les organes lymphoides, les DC traduisent les informations recues en
périphérie aux lymphocytes T. Ainsi, elles leur présentent deux signaux: I’antigéne
(signal 1) et un signal de co-stimulation (signal 2). L’activation compléte des
lymphocytes T nécessite alors leur interaction avec les DC (Banchereau and Steinman,
1998).

Le signal 1 spécifique d’antigene met en jeu I’interaction des molécules du
CMH de classe | ou de classe Il chargées du peptide, avec le récepteur des lymphocytes
T. Ce signal permet d’identifier la molécule pathogéne.

Le signal 2 de co-stimulation met en jeu I’interaction des molécules de
co-stimulation des DC, telles que les molécules B7-1 et B7-2 (CD80 et CD86), avec les
molécules accessoires présentes sur les lymphocytes T, telles que CD28 et CTLA-4. Ce
signal transduit des signaux a I’intérieur des lymphocytes T et stimule la production de
cytokines, ainsi que la prolifération et la différenciation des lymphocytes T. Les
signaux de co-stimulation sont tres importants, surtout pour [I’activation des
lymphocytes T naifs ; un défaut de ce signal (médié par la molécule CD28) induit une
réponse tolérogéne.

Contrairement a la molécule CD28, I’interaction avec CTLA-4 induit une
inhibition de I’activation des lymphocytes T et une réponse tolérogéne.

De plus, I’interaction entre les lymphocytes T et les DC permet d’obtenir des
signaux bidirectionnels de co-stimulation : I’activation du TCR conduit & une
augmentation de I’expression de la molécule CD40 ligand ; I’interaction entre CD40
ligand et la molécule CD40 induit une augmentation de I’expression des molécules B7.
Enfin, la liaison de B7 a la molécule CD28 augmente I’expression de CD40 ligand et
induit la prolifération des lymphocytes T.

Par ailleurs, d’autres signaux tels que I’interaction entre les molécules

d’adhésion et leur récepteur, tels que LFA-3/CD58 ou I’interaction CMH (complexe
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majeur d’histocompatibilité) de classe II/ CD4, CMH de classe I/ CD8, peuvent

renforcer I’interaction intercellulaire et I’activation des lymphocytes T par les DC.

DC Adhesion T cell
CDlla (LFA-1) &= CD54
CD54 (ICAM-1) CD11a
CD58 (LFA-3) CD2
CD106 CD49d (VLA-4)

recognizgtion

MHC class 1 TCR
MHC class 1I TCR
CD80 cgstimulation
CD28/ CTLA-4
CD86
suvival
CD40 CD40 ligand
RANK RANKL
facteurs
inflammatoires
IL12, IL6, etc
\ @
— 7,*

Figure 3 : L’interaction entre les DC et les lymphocytes T. 1) signal
d’adhésion : les molécules d’adhésion exprimeées sur les DC, telles que CD11a, CD54,
CD58, CD106 peuvent lier a ses ligands ; 2) sigal de reconnaissance : les molécules
CMH du classe I/11 présentant des peptides peuvent étre reconnues par les TCR ; 3)
sigal de costimulation: les molécules CD80 et CD86 peuvent étre liées par les
molécules CD58 ou CTLA-4 ; 4) sigal de survive des lymphocytes T est réalisé par la
liaison de les molécules CD40, RANK et ses ligands ; 5) facteurs inflammatoires tels
qu’IL12 favorise I’activation des lymphocytes T.

4. Les DC myéloides
Les DC myeloides représentent la seule population la plus importante des DC.

La possibilité de produire des DC myéloides a partir de CSH CD34+ et de monocytes
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circulants a permis d’étudier et de comprendre les caractéristiques et les fonctions de
ces DC.

Les DC myeloides ont le phénotype suivant : CD3-, CD16-, CD19-, CD14-,
CD56-, CD4+, HLA-DR+, CD11c+, CD33+ et CD13+. Le GM-CSF est indispensable
pour la survie de ces DC. De plus, les DC myéloides ont une extréme plasticite, tant
phénotypique que fonctionnelle. Cette plasticité est en partie due au fait qu’elles
existent sous différentes formes : immatures, lorsqu’elles capturent I’antigene et
matures, lorsqu’elles présentent I’antigéne aux lymphocytes T.

4.1 L’isolement des DC et leur production in vitro

Comme décrit ci-dessus, les DC sont présentes de fagon ubiquitaire dans
I’organisme. Elles peuvent étre isolées a partir des tissus, grace a des anticorps
(BDCA-1 et BDCA-3). Les DC fraichement isolées sont immatures, et peuvent étre
induites & maturer en culture.

Le nombre de DC est faible dans les tissus. Cependant, il est maintenant
possible de produire in vitro des DC en grande quantité a partir de progéniteurs CD34+
ou de monocytes. La culture de monocytes en présence de GM-CSF et d’IL4 pendant
5-7 jours, induit la différenciation des DC immatures qui peuvent ensuite étre induites a
maturer en présence de facteurs tels que le LPS et le TNFa (Romani et al., 1994;
Romani et al., 1996). Dauer Marc et al ont mis au point une technique pour obtenir des
DC matures plus rapidement. Les monocytes du sang périphérique sont cultivés avec du
GM-CSF et de I’IL4 pendant 24h. Leur maturation est ensuite induite pendant 24
heures suite a une stimulation combinée de plusieurs facteurs pro-inflammatoires,
(TNF-a, IL-1F, IL-6, et PGE2). Les cellules ainsi obtenues sont identiques aux DC
différenciées traditionnellement, aussi bien sur les plans phénotypique que fonctionnel
(Dauer et al., 2003). Les DC myeéloides peuvent étre genérées également a partir de
CSH CD34+ de la moelle osseuse, du sang de cordon ou du sang périphérique. Caux C
et al ont montré qu’en présence de GM-CSF et de TNFa, les cellules CD34+ du sang
de cordon se différencient selon deux voies : les cellules de Langerhans, caractérisées
par I’expression de molécules CD1a, Lag, granules Birbeck et E cadherine ; et les DC
dérivées de cellules CD14+, caractérisées par I’expression de molécules CD14, CD2,
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CD9 et de facteur Xllla, qui correspondent probablement aux DC dérivées des
monocytes (Caux et al., 1995; Caux et al., 1997; Caux et al., 1996).
4.2 Sous-population des DC myéloides en fonction de leur état de maturation

Suite a une stimulation par un agent pathogéne ou physiologique, les DC
integrent les signaux du micro-environnement local, et induisent la tolérance ou
I’immunité, selon leur état d’activation et de maturation (Steinman and Banchereau,
2007). Les DC matures peuvent induire I’activation et la différenciation de plusieurs
types de lymphocytes T CD4+, et par consequent promouvoir la réponse immunitaire.
Ces lymphocytes T incluent les lymphocytes T de type 1 (Th1l), les lymphocytes T de
type 2 (Th2) et les lymphocytes T de type 17 (Th17) (LeibundGut-Landmann et al.,
2007; Nolte et al., 2007). Elles peuvent également activer les cellules NK via la
sécrétion d’1L15 (Bykovskaia et al., 1999). Cependant, d’autres stimuli tel que le TGFp,
peuvent induire la genération de DC tolérogenes, qui induisent la différentiation des
lymphocytes T CD4+ en lymphocytes T régulateurs, responsables du contrdle de
I’immunité, tels que les lymphocytes T régulateurs de type 1 ou les lymphocytes T
régulateurs Foxp3+ (Rutella et al., 2006a; Rutella et al., 2006b).

En fonction de I’état de maturation, trois types de DC ont pu étre distingues : les
DC immatures, les DC semi-matures ou intermédiaires, et les DC matures (Lutz and

Schuler, 2002).
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Figure 4 : Réle des DC dans I’intégration des signaux et dans la régulation de la
réponse immunitaire. D’apres (Mellor and Munn, 2004). Différentes types des DC
peuvent étre caracterisés : 1) en fonction de leur fonction, les DC avec de phénotype
d’activation et les DC avec de phénotype suppresseur ; 2) en fonction de leur état de
maturation, les DC immatures et les DC matures; 3) en fonction de leur
sous-population, les DC immunogénes et les DC tolérogénes. Les signaux provenants
du microenvironement, tolérogénes ou immunogénes peuvent activer différentes
types de DC, et induire différentes conséquences de reponse immunitaire. Facteurs
tolérogenes, tels que TGF B, IL10 ou signaux provenants de lymphocytes Tr activent
les DC immatures ou les DC tolérogenes ou les DC avec de phénotype suppresseur, et
induisent la réponse d’immunite. Contrairement, les facteurs immunogeénes activent
les DC immunogenes ou les DC matures ou les DC avec de phénotype d’activation, et
induisent la tolérance.

4.2.1 Les DC immatures

Les DC immatures sont présentes dans les tissus périphériques et constituent un
réseau qui leur permet de rencontrer aisément les antigenes présents dans I’ensemble
des tissus non-lymphoides (Lindquist et al., 2004).

Sur le plan phénotypique, les DC immatures expriment au niveau membranaire
peu de molécules du CMH de classe Il (dans ce cas, leur expression intracellulaire est
plus élévée) et peu de molécules d’adhésion ou de costimulation (telles que CD54,
CD58, CD80, CD86 et CD40), mais expriment fortement des recepteurs impliqués dans
I’endocytose et la phagocytose. Par ailleurs, elles expriment les récepteurs des
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chimiokines CCR1, CCR2, CCR5 et CCR6, CXCR1, RANTES, qui leur permettent
d’étre recrutées dans les tissus inflammatoires via MIP-3a (macrophage inflammatory
protein-3a) ainsi que MIP-1a et CCL5 (Beaulieu et al., 2002).

Sur le plan fonctionnel, les DC immatures sont capables d’appréter les antigenes.
Pour ce faire, elles ont développé des mécanismes de capture des antigenes : 1) la
macropinocytose, qui permet de ““filtrer’” les liquides extracellulaires et de capturer des
protéines solubles; 2) I’endocytose, déclenchée par la fixation d’antigénes sur des
récepteurs membranaires de type lectine tel que DEC205 et le récepteur au mannose, ou
des recepteurs de type I, Il et 111 au fragment Fc des IgG (CD64, CD32 et CD16); 3) la
phagocytose de particules infectieuses, et non infectieuses comme les débris cellulaires
(Mellman and Steinman, 2001). Comme les DC immatures expriment a leur surface
peu de molécules du CMH de classe 1l et de molécules de co-stimulation, elles ne sont
pas capables de présenter efficacement I’antigene et d’activer la réponse lymphocytaire
T. De plus, elles secretent en grande quantité I’IL-10, en comparaison au niveau de
sécretion d’IL-12. Ceci favorise la différenciation des lymphocytes T en lymphocytes
de type Th2 ou induit la génération de lymphocytes T régulateurs (Hawiger et al., 2001;
Liu et al., 2002). En conséquence, ces DC immatures induisent plutét une réponse
tolérogéne.

Il a eté démontre chez la souris saine que, les DC residant dans les ganglions
lymphatiques mésentériques ou dans la rate sont principalement des DC immatures.
Elles induisent une anergie ou une non-réponse des lymphcoytes T lors de la
présentation d’antigéne du soi (Leenen et al., 1998). Lorsque les DC immatures
préparées ex vivo sont exposées aux antigenes, elles activent des lymphocytes T
régulateurs (Dhodapkar and Steinman, 2002; Levings et al., 2001; Roncarolo et al.,
2001b). Jonuleit et al ont montré que la stimulation répétitive des lymphocytes T naifs
CDA4+ du sang de cordon par des DC immatures allogéniques induit la différenciation
de ces lymphocytes en lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+, qui produisent de
I’IL10 et expriment la molécule CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated molecule
4). Ces lymphocytes T régulateurs ne proliferent pas et peuvent inhiber la prolifération
d’autres lymphocytes T effecteurs CD4+ et CD8+. La prolifération de ces lymphocytes
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T ne peut pas étre restaurée apres restimulation de ces derniers par des DC matures du
méme donneur ou adjonction d’IL2. De plus, elles peuvent inhiber la réponse des autres
lymphoyctes T aux antigenes (Jonuleit et al., 2000; Jonuleit et al., 2001b). Cette
inhibition est dépendante du contact intercellaire et de facteurs solubles tels que I’1L-10,
mais ne depend pas de I’antigéne (Chang et al., 2002a). De plus, les DC immatures
myéloides peuvent également activer des lymphocytes T régulateurs CD8+. Il a été
démontré que I’injection de DC immatures pré-incubées avec la protéine de la matrice
du virus Influenzae, en comparaison a I’injection de DC matures, diminue de fagon
importante la proportion des lymphocytes T sécrétant de I’IFNy, et en paralléle entraine
une augmentation des lymphocytes T régulateurs CD8+ sécrétant de I’IL10, de fagon
spécifique de I’antigéne (Dhodapkar et al., 2001).

L’injection intraveineuse de DC immatures générées in vitro induit une anergie
et un prolongement de la survie d’un greffon allogénique (Fu et al., 1996a; Fu et al.,
1996b; Garrod et al., 2006; Griffin et al., 2001). Dhodapkar MV et al ont montré que
I’injection sous-cutanée de DC immatures obtenues a partir de monocytes présentant
des peptides induit I’activation de lymphocytes T régulateurs qui produisent de I’l1L10
et inhibent les fonctions des lymphocytes T effecteurs specifiques de ces méme
peptides (Dhodapkar and Steinman, 2002).

4.2.2 Les DC myéloides matures

Les DC matures se trouvent principalement dans les zones T des ganglions
lymphatiques, ou elles rencontrent des lymphocytes T et leur présentent I’antigéne.
Aprés la capture et I’apprétement de I’antigene, les DC acquierent la propriété de
migrer vers les organes lymphoides pour rejoindre les lymphocytes T. Cette étape de
migration est trés importante, car I’agent pathogéne se trouve le plus souvent dans les
tissus non lympholoides, alors que les sites d’initiation de la réponse immunitaire sont
les organes lymphoides.

Au cours de cette migration, et suite a I’action de facteurs inflammatoires, les
DC vont maturer. Les DC matures deviennent des cellules immunocompétentes. De
nombreux facteurs peuvent induire leur maturation, tels que I’infection microbienne. In
vivo, deux familles de récepteur sont essentielles a la maturation de ces DC : les TLR

33



(Toll-like receptor) (Akira and Hemmi, 2003) et les récepteurs du TNF (Tumor necrosis
factor) tels que la molécule CD40 (Caux et al., 1994; Cella et al., 1996). Les
constituants microbiens comme le liposaccharide (LPS) peuvent étre reconnus via le
TLRA4 et ainsi induire la maturation des DC (Thery and Amigorena, 2001). D’autre
facteurs inflammatoires tels que le TNFo (Palucka et al., 1998; Sallusto and
Lanzavecchia, 1994), I’IL-1p, I’IL6 peuvent aussi induire la maturation.

Lors de leur maturation, plusieurs modifications phénotypiques et fonctionnelles
sont observées. L’expression membranaire des molécules du CMH de classe | et de
classe 11, des molécules de costimulation et d’adhésion est augmentée (Sallusto et al.,
1995). De plus, les DC acquierent I’expression de molécules telles que CD83 et
DC-LAMP, marqueur de maturation (Holtl et al., 1998; Lechmann et al., 2002). Les
DC matures perdent I’expression des récepteurs de certaines chimiokines comme CCR®,
ce qui leur permet d’échapper au gradient local de MIP-3a (Beaulieu et al., 2002).
Simultanément, elles acquiérent I’expression de la molécule CCR7, récepteur des
chimiokines MIP-3f et CCL21, produites par les cellules se trouvant dans la zone T des
organes lymphoides, ce qui favorise la rencontre des DC chargées d’un peptide avec les
lymphocytes T spécifiques de ce peptide (Sallusto et al., 1999a; Sallusto and
Lanzavecchia, 1999; Sozzani et al., 1998). De plus, les DC perdent également la
capacité a capturer et procésser un antigéne au profit de I’acquisition d’une meilleure
capacité a présenter un antigéne. Par ailleurs, elles sécrétent en grande quantité de
cytokines inflammatoires telles que I’IL12, le TNFa, I’IL1B, I’IL6 et I’oxyde nitrique,
qui favorise la différenciation des lymphocytes T de type Thl et amplifient la réponse
immunitaire (Steinman, 2003). Outre les lymphocytes T de type Thl, les DC matures
peuvent également induire I’activation et la différenciation de lymphocytes T, de type
Th17 et I’activation de cellules NK.

4.2.3 Les DC myéloides semi-matures

Les DC semi-matures représentent les DC dans un état de maturation
intermédiaire entre les DC immatures et matures. In vivo, elles pourraient correspondre
a des DC en voie de migration vers les ganglions lymphatiques afférents (Randolph et
al., 1998).
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Il a été mis en évidence que les DC présentes dans les tissus périphériques sont
également capables de capturer et d’appréter en continu les antigénes du soi provenant
de cellules apoptotiques (Vermaelen and Pauwels, 2005; Vermaelen et al., 2001). Ces
DC se trouvent dans les sites d’entrée d’agent pathogéne, tels que la peau et les tissus
muqueux (la voie de I’aire, I’intestin ou I’épithélium gastrique) (Huang et al., 2000). La
capture de cellules apoptotiques augmente I’expression de la molécule CCR7 qui
permet la migration des DC vers les organes lymphoides (Randolph et al., 2005;
Steinman, 2003; Steinman et al., 2003). Cette migration est continue. Lors de la
présentation d’antigene du soi aux lymphocytes T par les DC migrantes, une tolérance
spécifique est obtenue suite a I’activation ou la génération des lymphocytes T
régulateurs CD4+CD25+, qui inhibent les lymphocytes T autoréactifs (Kreuwel et al.,
2002). Cependant, une maturation partielle est nécessaire pour la présentation
d’antigene, celle-ci se produit pendant la migration (Blankenstein and Schuler, 2002;
Mahnke et al., 2002). Mais, en I’absence de signaux de danger, tels que ceux produits
par I’inflammation ou I’infection, la maturation des DC migrantes est incomplete, et
s’arréte & un stade semi-mature.

Les DC au stade semi-mature ou intermédiaire sont différentes des DC
immatures se trouvant dans les tissus périphériques tant au niveau phénotypique que
fonctionnel et morphologique. Sur le plan phénotypique, une augmentation significative
d’expression membranaire des molécules du CMH de classe 1l et des molécules de
co-stimulation est obtenue. Sur le plan morphologique, elles ressemblent a des DC
matures (Lutz and Schuler, 2002). Sur le plan fonctionnel, elles sécrétent une faible
quantité de cytokines inflammatoires (IL-1p, IL-6, et surtout IL12p70), rendant compte
de la différence fonctionnelle constatée entre les DC semi-matures et les DC matures.
Ceci suggeére donc que les DC semi-matures sont des DC matures sur le plan
phénotypique mais tolérogénes sur le plan fonctionnel. Un modele a donc été proposé :
les DC semi-matures mais quiescentes induisent une réponse tolérogeéne, alors que les
DC matures et activées induisent une réponse effectrice (Albert et al., 2001; Shortman

and Heath, 2001; Shortman and Naik, 2007).
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Il a été constaté que les DC pulmonaires chargees d’OVA (ovalbumine)
administrées par voie intranasale induisent une tolérance et ressemblent a des DC
matures, lors qu’elles arrivent dans les ganglions lymphoides (Albert et al., 2001).

Il a été démontré que le TNFo est capable d’induire la production de DC
semi-matures. Chez la souris, I’injection de DC chargees de peptides bloque le
développement de I’EAE (experimental autoimmune encephalite) via I’induction de
lymphocytes T régulateurs CD4+ sécrétant de I’IL10 (Menges et al., 2002; Verginis et
al., 2005).

Le profil des DC immatures, semi-matures et matures est presenté dans la figure

ci-dessous.
®
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Figure 5 : Le profil phénotypique et fonctionnel des DC a différents états de
maturation. D’aprés (Rutella and Lemoli, 2004). Les DC immatures expriment
faiblement les molécules de CMH du classe Il membranaire et B7, elles sécretent peu
d’IL12 et d’IL6, mais beaucoup d’IL10. Les DC matures, au contraire, expriment
beaucoup de molécules de CMH du classe Il et B7, sécretent beaucoup d’1L12, d’IL6,
de TNFa. Les DC semi-matures sont phénotypiquement matures mais tolérogenes au
niveau de fonction. Les DC matures sont capables a activer les lymphocytes T
effecteurs. Les DC immatures et les DC semi-matures sont capable a activer les
lymphocytes Tr qui sont anergiques et peuvent inhiber la prolifération et fonction des
lymphocytes T effeteurs.
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Figure 6 : La consequence des réponses immunitaires differe en fonction de I’état
d’activation de DC. D’apres (Mahnke et al., 2007). (A) En absence d’inflammation,
les DC du tissu peuvent capturer les antigénes du soi provenants des cellules
apoptotiques, et migrer vers les ganglions lymphatiques afférents. La présentation
d’antigéne du soi peuvent activer les lymphocytes Tr qui peuvent inhiber I’activation
des lymphocytes T effecteurs. (B) En présence d’inflammation, les DC du tissu peuvent
étre activer et maturer par les pathogénes et migrer vers les ganglions lymphatiques
afférents. La présentation de I’antigene peut activer les lymphocytes T effecteurs.
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5. Les cellules dendritiques plasmacytoides (PDC)

Les progéniteurs lymphoides sont a I’origine des DC lymphoides ou
plasmacytoides (PDC). Ces DC représentent une nouvelle entité distincte des DC
myeloides. Leur role dans le systéme immunitaire est beaucoup moins bien connu.

5.1 L’origine et le phénotype des PDC

Chez I’homme, ces cellules sont de phénotype Lin-, CD4+, HLA-DR+,
BDCA-2+, BDCA-4+, CD123++ (la chaine a du récepteur a I'IL3 ou IL3R) et
TLR7/9+. Elles expriment aussi les marqueurs lymphoides tels que CD2, CD5, CD7, et
la chaine o du récepteur des pré-lymphocytes T, mais elles n’expriment pas de
molécules myéloides spécifiques telles que CD13, CD14, CD33 et CD11b (Briere et al.,
2002; Dzionek et al., 2002; Shortman and Liu, 2002). Chez la souris, les PDC
expriment les molécules CD45R/B220, CD8, Gr-1, mais elles n’expriment pas la
molécule CD123 (Nakano et al., 2001; Vremec et al., 2007).

Ces cellules derivent de progéniteurs CD34+ d’origine lymphophoide présents
dans la moelle osseuse. Elles peuvent étre générées en présence de Flt-3 ligand, a partir
de cellules isolées de la moelle osseuse de souris (Blom et al., 2000; Brasel et al., 2000;
Naik et al., 2007b). De plus, les PDC peuvent étre mobilisées a partir de la moelle
osseuse vers le sang périphérique grace au Flt-3 ligand et au G-CSF (granulocyte
colony- stimulating factor) (O'Keeffe et al., 2002; O'Keeffe et al., 2003; Pulendran et al.,
2000). Dans le sang périphérique, on retrouve des précurseurs immédiats des PDC
(pré-DC2), qui peuvent donner des PDC matures en présence d’IL3 et de CD40 ligand.
Les PDC immatures sont localisées dans les zones extrafolliculaires paracorticales des
ganglions lymphatiques, dans les amygdales, dans le thymus, dans le tissu pulmonaire,
et en tres faible quantité dans le sang périphérique, mais également dans le sang
placentaire, le foie et la moelle osseuse foetale (Briere et al., 2002; Demedts et al.,

2005).
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5.2 La maturation des PDC

Les PDC immatures expriment une faible quantité de molécules du CMH de
classe Il ou de molécules de co-stimulation CD80, CD86 (Bjorck, 2001). Ces PDC ne
sont pas capables d’induire une forte prolifération de lymphocytes T allogéniques ou de
lymphocytes T spécifiques d’antigéne.

En particulier, la maturation des PDC est dépendante de I’IL3 chez I’homme.
De nombreux signaux peuvent induire la maturation des PDC, tels que la combinaison
de I’IL3 et CD40 ligand (Gilliet and Liu, 2002b; Grouard et al., 1997), et une variété de
stimuli microbiens, dont les virus (Silva et al., 2007), les bactéries (Bauer et al., 2005).
Les PDC peuvent étre induites a maturer lors de la reconnaissance d’un virus, via les
TLR7 et 9 (Tobe et al., 2001). De plus, cette maturation est médiée par I’IFN de type |
de facon autocrine, et ne nécessite pas de cytokines exogénes. Au cours de leur
maturation, les PDC subissent des modifications phénotypiques et morphologiques.
Elles montrent alors une augmentation d’expression des molécules de costimulation
telles que CD80, CD86, d’adhésion telles que CD62L et de récepteurs de chimiokines
telle que CCR7 (Rutella et al.,, 2006a). Sur le plan morphologique, les PDC
acquierent de long dendrites, typiques des DC matures. Sur le plan fonctionnel, les
PDC peuvent induire une réponse immunitaire mais aussi une tolérance, en fonction de
la nature de la stimulation. Ainsi, I’IL-3, qui est la cytokine indispensable a leur survie
et a leur maturation, polarise en combinaison avec le CD40 ligand, la différenciation
des lymphocytes T naifs vers la voie Th2, produisant de I’IL-4, de I’lIL-5 et de I’IL-10
(Pierdomenico et al., 2005). Alors que les virus ou les pathogenes polarisent la
différenciation des lymphocytes T naifs vers la voie Thl-like, qui produit de I’IFNy et
de I’IL-10 (Kawamura et al., 2006). Il a été donc suggéré que les PDC possedent la
capacité d’induire la production d’IL-10 par les lymphocytes T, quelque soit la nature

de la stimulation.
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Figure 7: La réponse immunitaire induite par les PDC differe en fonction des
signaux induisant leur maturation. D’aprés (Gilliet and Liu, 2002b). Les PDC
maturées par le CD40-ligand induisent I’activation de lymphocytes T de type Th2 et les
lymphocytes Tr, cependant, les PDC maturées par les stimuli tels que TLR7 et TLR9
induisent I’activatin de lymphocytes T effecteurs sécretants IFNy.

5.3 Les fonctions des PDC
5.3.1 ROle des PDC dans I’immunité innée et adaptative

Du fait que les PCD se trouvent principalement dans la circulation et les
ganglions lymphatiques, elles peuvent avoir un acces facile aux pathogénes présents
dans le sang circulant.

Les PDC du sang périphérique jouent un réle important dans I’immunité innée.
Il a éte décrit que les PDC sous la forme immature, peuvent produire spontanément et
en grande quantité de I’IFN de type I, ce qui permet de limiter les infections virales et
de favoriser I’élimination des cellules tumorales.

En plus de leur r6le dans I’immunité innée, leur implication dans I’immunité
adaptative, notamment contre les virus, a été montree. Ainsi, les PDC activées par une
infection virale, telle que celle du virus de I’influenzae, acquiérent I’expression de

molécule CCR7, ce qui permet leur migration vers les sites lymphocytaire ou elles
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presentent I’antigéne viral aux lymphocytes T naifs (Kadowaki et al., 2000). Fonteneau
JF et al ont aussi montré qu’in vitro les PDC sont capables d’induire la différenciation
et la prolifération de lymphocytes T CD4+ de type Thl et de CTL spécifiques
d’antigénes, suite a la présentation d’antigene du virus de I’influenza (Fonteneau et al.,
2003).

5.3.2 La tolérogeénicité des PDC

Bien que les PDC soient capables d’activer I’immunité innée et adaptative, leur
r6le principal est I’induction et le maintien de la tolérance périphérique. Les PDC vont
réagir différemment, en fonction de la nature de la stimulation, de la dose d’antigene et
de leur état d’activation.

Les PDC immatures fraichement isolées du sang périphérique peuvent induire
I’anergie de clones lymphocytaires T CD4+, spécifiques d’antigenes. Kuwana M et al
ont rapporté que les PDC incubées avec du tetanus toxoid inhibent la prolifération des
lymphocytes T CD4+ autologues, spécifiques de cet antigéne (Kuwana, 2002). Cette
étude montre aussi que les lymphocytes T CD4+ autoréactifs, et spécifiques de la
topoisomerase | d’un patient atteint de sclérodermie sont rendus tolérogénes aprés
coculture avec des PDC autologues incubées avec I’antigéne topoisomerase |. Cet effet
est en partie lié au défaut de production d’IL2. En effet, si I’IL2 est apporté en
complément, une réversion partielle de I’effet inhibiteur est observée (Kuwana, 2002).
En présence de PDC, les lymphocytes T CD4+ traités ne peuvent pas augmenter
I’expression de CD40 ligand en réponse a une reconnaissance de I’antigéne sous forme
peptidique. Aprés stimulation par un mitogéne, les lymphocytes T de type Thl stimulés
par les PDC produisent faiblement de I’IFNy mais ne secretent pas d’IL-2; d’autre part,
apres traitement par les PDC incubées avec I’antigéne, les lymphocytes T de type ThO
produisent beaucoup de I’IL10 mais peu d’IFNy, et induisent une anergie. Les études de
Rissoan MC et al (Rissoan et al., 1999) et Gilleit M (Gilliet and Liu, 2002a) ont montré
que les PDC du sang périphérique activées par la combinaison CD40 ligand et IL3
induisent la différenciation des lymphocytes T naifs allogéniques CD4+ et CD8+ en
lymphoyctes T de type Th2 et de lymphocytes T régulateurs CD8+ produisant de
I’IL-10. Ces lymphocytes T régulateurs CD8+ ne sont pas capables ni de proliférer en
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réponse a la restimulation d’antigene spécifique, ni de lyser des cellules cibles incubées
avec un antigene. L’état d’anergie est spécifique d’antigéne et est induit par I’IL-10 qui
est produite de facon autocrine ou paracrine durant la stimulation primaire. Lors de la
restimulation avec les méme antigenes, les lymphocytes T CD8+ peuvent supprimer
I’activation primaire des cellules T naifs et de plus, elles peuvent induire une tolérance
par effet “*bystander’” de lymphocytes T (Gilliet and Liu, 2002b).

Les études in vivo des PDC confirment leur role dans la tolérance. Ochando JC
et al ont montré que les PDC sont impliquées dans la génération de lymphocytes T
régulateurs CCR4+CD4+CD25+ FOXP3+ au niveau des ganglions lymphatiques. Cette
population favorise le développement de la tolérance et par conséquent prolonge la
survie d’un greffon cardiaque allogénique (Ochando et al., 2006). De plus, I’interaction
des PDC avec les lymphocytes T CD4+ dans les ganglions lymphatiques semble
indispensable au développement de ces lymphocytes T régulateurs (Ochando et al.,
2005). L’effet des PDC sur les lymphocytes T CD4+ dépend du contact intercellulaire
et est médié par des molécules exprimées par les PDC, en particulier ILT3/ILT4.
5.3.3 PDC et développement de tumeur

Des nombres élevés de PDC ont été retrouvés au sein des tumeurs tels que le
cancer du sein et les carcinomes ovariens. Le nombre des PDC CD123+ infiltrant les
zones tumorales dans le cancer du sein est corrélé au risque de dissémination tumorale
et au taux de rechute (Treilleux et al., 2004). L’étude de Zou W et al a montré que dans
un modele d’éléphante portant un carcinome ovarien, une grande quantité de PDC a été
trouvée dans le liquide d’ascite. Ces cellules inhibent la réponse des lymphocytes T
cytotoxiques contre I’antigene tumorale, et induisent la génération de lymphocytes T
régulateurs CD8+ produisant de I’IL10 (Zou, 2006).
5.3.4 Role des PDC dans la transplantation de CSH allogéniques et les maladies
auto-immunes

Gréce a leur fonction suppressive, les PDC peuvent servir d’outils pour prévenir
les complications de la transplantation liées a la reconnaissance de I’alloantigéne, telles
que la maladie du greffon contre I’h6te (GVHD). Il a été montré dans un essai clinique
que la greffe de cellules souches hématopoiétiques du sang périphérique diminue la

42



séverité de la GVHD aigue (Novelli et al., 2002), sous I’effet d’une mobilisation des
PDC et de leurs précurseurs par le G-CSF, malgré le nombre beaucoup plus élevé de
lymphocytes T dans le sang périphérique (Arpinati et al., 2000). Cet effet est di a la
polarisation de la différenciation des lymphocytes T vers des lymphocytes T de type
Th2 induite par les PDC.

Il a été rapporté que les PDC peuvent empécher le développement des maladies
auto-immunes tel que le diabéte de type I. Dans un modele de souris NOD (nonobese
diabetic mice), les PDC immatures CD11c'*"B220+ mobilisées par le G-CSF protégent
les souris NOD du developpement du diabéte. Cet effet est di a un recrutement des
lymphocytes Tr qui secretent du TGFB dans les ganglions lymphatiques. Sur le plan
phenotypique, ces PDC expriment faiblement les molécules du CMH de classe 11 et
CD80, et produisent peu d’1L-12 mais beaucoup de I’lFNa. De plus, le transfert adoptif
de ces PDC dans une deuxieme souris NOD favorise également la génération de

lymphocytes Tr et empéche le développement du diabéte (Kared et al., 2005).

6. Mécanismes d’induction de tolérance par les DC

Plusieurs molécules peuvent étre impliquées dans la tolérance induite par les
DC tolérogeénes, telles que I’IL10, I’IDO, le NO, I’'ILT3/4, le NF-kb et le RelB.
6.1 L°1L10

On a décrit ci-dessus que les DC immatures ou parfois les DC semi-matures
produisent en grande quantité de I’IL10. Cette cytokine est immunosuppressive. Elle
peut étre produite par les lymphocytes T, lymphocytes B activés, les monocytes et les
macrophages. Des études ont montré que I’IL10 peut inhiber la capacité des DC a
activer les lymphocytes T via une diminution de I’expression des molécules du CMH
de classe 11 , des molécules de co-stimulation, d’adhésion, et également de la molécule
CD83 (Sato et al., 2003; Steinbrink et al., 1999). Cette cytokine peut aussi induire la
différenciation des lymphocytes T de type Th2.
6.2 L’IDO

L’IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) est une enzyme critique qui catalyse la
dégradation du tryptophane, un acide aminé essentiel. Elle est capable d’inhiber la
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prolifération des pathogénes intracellulaires et aussi celle des cellules tumorales. Les
facteurs pro-inflammatoires tels que I’IFNy et I’endotoxine peuvent induire la sécrétion
d’IDO dans les tissus, tel que I’intestin. La capacité d’IDO a induire une tolérance a été
mise en évidence grace a des travaux montrant que cette molécule est surexprimée dans
le placenta et inhibe I'immunité maternelle contre le foetus pendant la grossesse (Munn
et al., 1998; von Rango et al., 2007). Elle peut inhiber la réponse des lymphocytes T in
vivo aussi bien qu’in vitro.

Des travaux antérieurs ont montré qu’in vivo I'IDO est exprimé
constitutivement par certaines DC (Mellor and Munn, 2004). De plus, son expression et
son activité peuvent étre amplifiées aprés une exposition a I’'lFNy ou apres interaction
entre les molécules B7 et CTLA4 (Munn et al., 2004). Chez la souris, I’expression
d’IDO est limitée aux DC CD8a+ ou B220+ (Mellor and Munn, 2004). Chez I’homme,
I’expression d’IDO est constitutive dans les PDC CD123+ (Fallarino et al., 2003). Ces
DC IDO+ peuvent induire la production de lymphocytes T régulateurs, notamment des
lymphocytes T régulateurs adaptifs (Bluestone and Abbas, 2003; Hill et al., 2007). Par
ailleurs, il a été rapporté que les lymphocytes T régulateurs CD4+ inhibent la réponse
des CTL en induisant I’expression d’IDO par les DC (Munn et al., 2004).

Cependant, comme le montre le schéma ci-dessous, selon le type de stimulation,
les DC IDO" peuvent fonctionner différemment aprés maturation. Le signal via
CD40-CD40 ligand induit une diminution d’expression d’IDO sur ces cellules et les
convertit en DC immuno-compétentes. Par contre, I’interaction entre les molécules
B7 et CTLA4 induit la production de DC matures mais tolérogénes (Mellor and Munn,
2004).
6.3L°ILT3 et ILT4

Les molécules ILT3/4 (immunoglobunin-like transcript 3/4) appartiennent a la
famille de récepteurs inhibiteurs ou activateurs ILTs (immunoglobulin like transcripts)
ou LIR (leucocyte immunoglobulin-like receptors), impliqués dans les mécanismes de
surveillance immune (Ravetch and Lanier, 2000). Il s’agit de récepteurs inhibiteurs qui
jouent un réle important dans la régulation de la réponse immunitaire. L’expression des
molécules ILT3/ILT4 est une caractéristique générale des DC tolérogénes, incluant les
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DC immatures myéloides et les PDC immatures isolées du sang périphérique. Il a été
montré que la molécule ILT4 peut se lier aux (Adorini, 2003; Adorini et al., 2003)
molécules HLA-A, -B, -C et -G (Shiroishi et al., 2006). La capacité inhibitrice de
ILT3/ILT4 s’effectue via leur interférence de I’interaction des molécules CD40 et
CDA40 ligand. Le mecanisme est probablement associé a un recrutement de la molécule
phosphatase tyrosine SHP-1, qui peut moduler la phosphorylation, la dégradation de la
molécule 1kB et par suite I’activation de NF-xB. Ce qui entraine une inhibition de la
transcription de molécules dépendantes du NF-«B.

Normalement, lors de la maturation des DC induite par le LPS ou par le signal
CDA40 ligand, I’expression d’ILT3 baisse fortement. Il a été montré que le signal via
CD40-CD40 ligand induit I’expression de la moléecule CD83 sur les PDC, alors qu’il
maintient I’expression de la molécule ILT3 en induisant la génération de lymphocytes
T régulateurs CD8+ (Gilliet and Liu, 2002a). Une transfection de molécule ILT3 et
ILT4 dans la lignée des DC induit la génération de CPAs tolérogenes et bloque la
prolifération des lymphocytes T spécifiques d’alloantigene. Cependant, la prolifération
de ces lymphocytes peut étre restaurée lors de la neutralisation avec des anticorps
anti-ILT3/4 (Chang et al., 2002a).

Les agents pharmacologiques tels que la VitD3 et ses agonistes (Adorini, 2003)
ainsi que I’1L10 ou IFNa peuvent induire I’expression d’ILT3 et d’ILT4 sur les DC
immatures, en diminuant la sécrétion d’IL-12 et en augmentant la sécrétion d’IL-10
(Gauzzi et al., 2005). De plus, les lymphocytes T suppresseurs CD8+CD28- induisent
aussi I’expression d’ILT3/4 sur les DC, qui perturbent I’interaction entre les
molécules CD40 et CD40 ligand et rend les DC tolérogenes (Suciu-Foca et al., 2003;
Suciu-Foca et al., 2005).

6.4 NF-kB et RelB

La molécule NF-xB est nécessaire a la maturation des DC. Il a été montré que
I’activité de NF-xB est inhibée ou diminuée dans les DC tolérogenes. La molécule
ILT3 peut inhiber I’activation de NF-xb et induire la génération des lymphocytes T

régulateurs. Cet effet est probablement lié a la réduction de la phosphorylation et de la
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dégradation d’IkB qui a pour conséquence d’empécher la translocation nucléaire de
NF-kb (Chang et al., 2002a).

La molécule RelB est un membre de la famille NF-«xB et joue un réle important
dans la maturation des DC myeloides. L’inhibition du RelB induit la génération de DC
déficientes dans I’expression de la molécule CD40. Ces DC sont capables d’inhiber la
réponse immunitaire via I’induction de lymphocytes T régulateurs spécifiques

d’antigene produisant de I’IL10 (Martin et al., 2003).

7. Les DC peuvent devenir tolérogenes en situation pathologique : chronique ou
tumorale
7.1 En situation d’infection chronique

Bien que les DC soient efficaces dans I’immunité contre les infections, dans
certaines situations d’infection chronique, leur capacité a induire des lymphocytes T
effecteurs est inhibée. Wolf AJ et al ont montré que la mycobactérie de la tuberculose
peut infecter les DC myeloides, qui présentent alors un profil phénotypique de DC
matures, surtout dans le poumon et les ganglions lymphatiques locaux. Cependant, la
capacité de ces cellules a présenter un antigéne et a activer les lymphocytes T CD4+
spécifiques est alors réduite (Wolf et al., 2007). Des résultats similaires ont été
découverts chez les patients atteints d’un alcoolisme chronique et suite a une infection
par I’HCV, ainsi que dans des modéles animaux. Dans ce cas, les DC sont efficaces
dans I’endocytose d’antigéne, mais produisent des cytokines telle que I’IL10 polarisant
la différenciation des lymphocytes T en lymphocytes T de type Th2 au lieu de Thl
(Aloman et al., 2007; Mandrekar et al., 2004).

Par ailleurs, les DC IDO+ tolérogenes ont été mises en évidence dans les
maladies inflammatoires chroniques telle que I’IBD (inflammatory bowel disease)
(Wolf et al., 2004). Il a donc été suggéré que I’infection chronique induit la génération
de DC tolérogenes qui inhibent I’élimination des agents pathogenes et entrainent la

persistance de I’infection.
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7.2 Au sein des tumeurs

L’immunité médiée par les CTL spécifiques d’antigéne est critique dans le
contr6le du développement tumoral et des metastases. Elle dépend fortement de la
présentation d’antigéne tumoral via les DC. Cependant, cette présentation d’antigéne
est souvent inefficace dans I’environnement tumoral. Des études antérieures ont
démontré que les DC myéloides et également les PDC sont présentes dans les tumeurs,
mais la plupart de ces TIDC (DC infiltrant les tumeurs, tumor infiltrating DC) sont
immatures (Gabrilovich, 2004). Perrot et al ont rapporté récemment que les TIDC
isolées de NSCLC (cancer du poumon a grandes cellules, human non-small cell lung
cancer) sont tolérogenes. De plus, I’expression de molécules inhibitrices telle que
B7-H1 a eté detectée. Lors de I’activation de leur maturation in vitro, ces DC ne
peuvent maturer que partiellement, elles ont une faible capacité a répondre a un
alloantigéne, ou a migrer sous I’effet des facteurs chimiotactiques et sécretent peu de
cytokines inflammatoires (Perrot et al., 2007). 1l a été observé une fréquence anormale
de cellules souches hematopoiétiques CD34+ dans le sang périphérique de patients
atteints d’un carcinome cellulaire de la téte et du cou. Cependant, la capacité de ces
CSH a se différencier en DC matures est fortement inhibée (Lathers et al., 1999).

Les facteurs présents dans I’environnement tumoral, tels que I’IL-10, le TGFp,
le PGE2, le VEGF et I’ IDO (Chemnitz et al., 2006; von Bergwelt-Baildon et al., 2006;
Zou, 2006) peuvent étre responsables de cet effet en induisant la génération de DC
tolérogenes. Ce d’autant qu’un nombre important de lymphocytes T régulateurs est
retrouve dans ces mémes sites. Il a été montré que les PDC provenant de tumeur
ovarienne humaine induisent la production de lymphocytes Tr CD8+IL10+CCR7+, qui
inhibent la réponse spécifique d’antigéne tumoral des lymphocytes T cytotoxiques (Wei

et al., 2005). (cf chapitre Tr)

8. Les stratégies de production ou d’expansion de DC tolérogénes
Comme deja decrit, les DC immatures, les DC semi-matures et certaines PDC

sont tolérogénes. In vitro, il est possible de produire ou d’expandre ces DC avec des

cytokines, ou des medicament immunosuppresseurs.
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8.1 Production de DC tolérogenes a I’aide de cytokines
8.1.1 En présence de I’IL10

Il a été montré que le traitement des DC immatures avec de I’IL10 diminue leur
capacité a stimuler les lymphocytes T allogéniques, et induit une anergie des
lymphocytes T. Ces DC incubées avec un peptide tumoral peuvent aussi induire une
anergie des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques d’antigene. Ces lymphocytes T
CD8+ perdent leur capacité a lyser des cellules cibles tumorales. De plus, les DC
modifiées par I’IL10 sont résistantes a la maturation. Apres stimulation par le LPS,
elles restent semi-matures (Sato et al., 2003). Une caractéristique particuliere de ces DC
est leur résistance aux signaux de maturation et leur capacité a induire la différenciation
des lymphocytes T régulateurs in vivo. In vivo, des DC similaires aux DC modifiées par
I’IL10 in vitro ont été trouvées au sein des tumeurs (Enk, 2005; Enk et al., 1997) et
dans la peau irradiée par ultraviolet (Strickland and Kripke, 1997), ou I’expression
d’1L10 est tres élevee.

Zhang M et al ont rapporté que la transfection d’IL10 dans les DC (Garrod et al.,
2006) peut induire une faible réponse des lymphocytes T spécifiques d’antigéne, et
prolonger la survie d’un allogreffon cardiaque lorsqu’elles sont injectées par voie
intra-portale dans un modele murin (Zhang et al., 2004).
8.1.2 En présence de TGFp

Le TGFp est une cytokine immunosuppressive comme I’IL10, qui joue un role
important dans le maintien de I’hnoméostasie immunitaire. Elle peut moduler plusieurs
types de cellules immunitaires telles que les lymphocytes T, les lymphocytes B, les
cellules NK, les macrophages et les DC. Des travaux antérieurs ont montré que le
TGFp est nécessaire a la différenciation des cellules de Langerhans a partir de cellules
souches hématopoietiques (Borkowski et al., 1996; Strobl et al., 1996). Cependant, le
TGFpB joue un réle négatif dans la fonction de présentation d’antigene et dans la
maturation des DC (Ju et al., 2007). Sato K et al ont montré qu’en présence d’IL10 et
de TGF B, les monocytes du sang périphérique chez I’homme, induisent non seulement
I’anergie de lymphocytes T allogéniques ou xénogéniques CD4+ et CD8+, mais aussi
la génération de lymphocytes Tr CD4+CD25+ et de lymphocytes Ts CD8+CD28-. Ces
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DC modifiees par la présence de TGFB plus IL-10 semblent plus efficaces dans la
suppression de la réponse immunitaire que les DC immatures cocultivées avec de
I’IL10 (Sato et al., 2003). Il a été montré aussi que ces deux cytokines peuvent induire
dans la souris la différenciation de cellules précurseurs de DC de la moelle osseuse
chez la souris en DC tolérogenes, induisant par la suite I’anergie de lymphocytes T
xéno-réactifs.

Une modification génique des DC par transfection du géne TGFp (Sun et al.,
2002) peut aussi induire une tolérance, qui favorise la greffe allogénique. Ces DC
modifiées peuvent inhiber I’activation des CTL anti-donneur (Lee et al., 1998;
Takayama et al., 2002).
8.1.3 En présence d’IFNa

Manavalan JS et al ont rapporté que les DC immatures cocultivées avec une
combinaison d’IL10 plus IFNa ou de VitD3 plus IFNo. montrent une expression
augmentée de molécules ILT3/4 et une diminution d’expression des molécules CD80,
CD86, ce qui induit une anergie de lymphocytes T CD4+ et la production de
lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45R0O+ (Manavalan et al., 2003).
8.1.4 En présence de G-CSF

Le G-CSF est un facteur de croissance pour les polynucléaires neutrophiles, et
un facteur de mobilisation des CSH vers le sang. Cependant, il a été montré recemment
qu’il peut étre un facteur de modulation de la réponse immunitaire in vitro et in vivo. Le
G-CSF exerce cet effet par I’intermédiaire des DC. Les DC différenciées a partir de
monocytes, chez un patient traité par le G-CSF (post G-DC) sont semi-matures et
résistantes a la maturation par le LPS. Les post G-DC inhibent la prolifération des
lymphocytes T naifs allogéniques du cordon ombilical et induisent la génération et
I’expansion de lymphocytes Trl (qui sécretent des cytokines telles que I’IL-10, le
TGFB, I'IL-5, mais pas I’IL-2 ni I’'lL-4). De fagon intéressante, cette inhibition
n’intéresse que les lymphocytes T spécifique d’antigene, les lymphocytes T stimulés
par les post G-DC pouvant répondre normalement aux DC d’un troisiéme donneur.
L’IL10 et ’IFNa semblent responsables de cet effet (Rutella et al., 2006b; Rutella and
Lemoli, 2004).
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8.2 DC tolérogénes induites par les lymphocytes T suppresseurs
CD8+ CD28- (Ts) ou les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+CD45R0O+

Il a été montré que les lymphocytes Ts ont le pouvoir d’inhiber la réponse des
lymphocytes T CD4+ via I’inhibition de leur capacité a produire de I'lL2 et a
augmenter I’expression de la molécule CD40 ligand. Chang et al (Chang et al., 2002a)
ont rapporté que les Ts humains peuvent modifier la fonction des DC immatures issus
de moncocytes, qui, alors, induisent une anergie des lymphocytes T de type Thl CD4+
specifiques d’antigéne de facon dépendante du contact cellulaire. De plus, les
lymphocytes T regulateurs CD4+CD25+CD45RO+ induits par les lymphocytes Ts
peuvent également transformer les DC, et les rendant tolérogenes (Manavalan et al.,
2003). Cet effet est d0 a une induction de I’expression d’ILT3/4 sur les DC.

Il a aussi été montré que les lymphocytes Ts et les lymphocytes Tr
CD4+CD25+CD45R0O+ isolés a partir d’un receveur de greffon cardiaque peuvent
transformer les DC du donneur en DC tolérogenes (Chang et al., 2002a).

8.3 DC tolérogénes induites par des médicaments immunosuppresseurs

Des DC tolérogenes peuvent étre induites par plusieurs drogues
immunosuppressives (Hackstein and Thomson, 2004), administrées in vivo pour inhiber
les réponses immunitaires, notamment lors de transplantation d’organe ou de CSH
allogéniques : telles que la cyclosporineA (CsA) (Barten et al., 2006; Duperrier et al.,
2002), et la rapamycine (Turnquist et al., 2007), mais également I’aspirine (Buckland et
al., 2006), la 1,25-(OH) VitD3 (Matsuzaki et al., 2006), les estrogenes (Polanczyk et al.,
2006), ou la dexamethasone (Sordi et al., 2006).

La Vit D3 et son analogue ont la capacité de moduler les lymphocytes T et les
DC tant in vitro qu’in vivo, incluant la différentiation et la maturation des DC
(Matsuzaki et al., 2006; Penna et al., 2006). De plus, ils peuvent maintenir les DC dans
un état immature (Griffin et al., 2001). Manavalan JS et al ont montré que la culture de
DC immatures en présence de Vit D3 inhibe fortement la capacité de ces DC a stimuler
la réponse allogénique de lymphocytes T (Manavalan et al., 2003). Cet effet est associé
a une augmentation de I’expression des molécules ILT3/4 et a I’interférence avec
I’activation des molécules p38 et NF-xb (Lyakh et al., 2005).

50



Les glucocorticoides (GC) sont des immunosuppresseurs et des agents
anti-inflammatoires qui sont trés souvent administrés pour traiter les maladies
auto-immunes et pour prévenir le rejet de greffe. Ils peuvent inhiber la maturation des
DC et leur capacité a activer les lymphocytes T in vivo et in vitro. Les DC traitées par
les GC montrent une diminution d’expression des molécules du CMH de classe Il et
des molécules de co-sitmulation (Matyszak et al., 2000).

Par ailleurs, les PDC rétrouvées au sein des tumeurs inhibent I’activation des
CTL spécifiques d’antigenes tumoraux via I’induction de lymphocytes T régulateurs
CD8+ produisant de I’IL10 (Wei et al., 2005).

L’environnement tumoral peut également inhiber la différenciation des DC et
leur fonction, et induire des DC immatures ou semi-matures. Outre I’effet sur les PDC,
I’environnement tumoral peut convertir les DC myéloides en DC tolérogenes exprimant

TGFp et activer la production de lymphocytes Tr. (cf chapitre DC)
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Figure 8: Genération des DC tolérogenes ex vivo. D’aprées (Morelli and Thomson,
2007). (1) Cytokines telles que TGF B, IL10 peuvent induire la différenciation ou le
transfert de DC tolérogenes ; (2) strategie d’ingénierie génétique : via I’induction de
I’expression de certaines molécules telles que CD95 ligand, CTLA-4lg, IL10, IDO etc ;
ou via le bloguage de la maturation de DC, tel que via inhibition de NF-kB ; ou via
I’interférence ARN de certaines facteurs d’activation tel qu’lL12. (3) strategie
pharmacologique tel que [I’utilisation de immunosuppresseurs ou de médicaments
anti-inflammatoires, VitD3 etc.
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3" Partie : Les lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Tr): il s’agit d’une population de cellules
anergiques qui peuvent inhiber la réponse immunitaire via la modulation de I’activité
d’autres types de lymphocytes. Ils jouent un réle indispensable dans le maintien de la
tolérance du soi, mais aussi dans le contréle de la réponse immunitaire aux antigenes
étrangers (Kajiura et al., 2004; Sakaguchi et al., 2006a). Leur dysfonctionnement peut
induire I’apparition de syndromes auto-immuns séveres et léthaux.

1. Classification et caractéristiques des lymphocytes Tr

Plusieurs sous-populations de lymphocytes Tr ont été identifiées selon leur
origine, leur phénotype ou leur profil de sécrétion cytokinique (Gilliet and Liu, 2002b;
Zou, 2006). En genéral, elles peuvent étre classifiées en deux types : les lymphocytes
Tr centraux, genérés dans le thymus et les lymphocytes T induits en périphérie.

Les lymphocytes Tr du thymus comprennent

les lymphocytes Tr naturels (nTr) (Jonuleit et al., 2001a; Sakaguchi et al.,
2006b);
les lymphocytes Tr CD8+CD25+ (Cosmi et al., 2003);

Alors que les lymphocytes T induits en périphérie comprennent
- les lymphocytes Tr CD4+CD25+IL10+ (Trl) ou les lymphocytes Tr
inductibles, qui produisent beaucoup d’IL10 et peu deTGFf (Groux, 2003);
- les lymphocytes Tr CD4+ CD25+TGFp+ ou les lymphocytes T de type Th3,
qui produisent essentiellement du TGF (Chen et al., 1994);
- les lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45R0O+ (Manavalan et al., 2003);
- les lymphocytes Ts CD8+CD28- ou les lymphocytes T suppresseurs
(Borthwick et al., 2000; Chang et al., 2002b);
- les lymphocytes Tr CD8+ CD62L+CD122+ (Rifa'i et al., 2004);
- les lymphocytes Tr CD8+1L10+ (Zou et al., 2001).
Par ailleurs, il existe d’autres types de lymphocytes, présents en faible quantité

mais exercant une activité régulatrice, tels que les cellules NKT (Higuchi et al., 2002)
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et les lymphocytes Ty 8 (Hayday and Tigelaar, 2003). Les lymphocytes T de type
Th2 peuvent aussi étre considérés comme des lymphocytes régulateurs car ils peuvent

inhiber I’autoimmunité dans certains modeles (Jiang and Chess, 2006).

1.1 Les lymphocytes Tr du thymus
1.1.1 Leslymphocytes nTr CD4+CD25+FOXP3+

Les nTr sont produits dans le thymus comme une sous-population particuliére
de lymphocytes T. lls peuvent étre retrouvés en périphérie dans le sang périphérique et
les organes lymphoides. Chez la souris, les lymphocytes T CD4+CD25+ représentent
5-10% des lymphocytes T CD4+ périphériques (Sakaguchi, 2000; Shevach et al., 2006).
Chez I’homme, environ 30% des lymphocytes T CD4+ sont CD25+, mais seuls les
lymphocytes T CD4+ exprimant fortement la molécule CD25 (1-3% de lymphocytes T
CD4+) ont une action suppressive (Urban et al., 2002; Wing et al., 2005).

Les lymphocytes nTr sont fonctionnellement matures et spécialisés dans la
suppression de la réponse immunitaire tant physiologique que pathologique,
contribuant au maintien de la tolérance du soi et de I’homéostasie du systeme
immunitaire (Kajiura et al., 2004; Miyara and Sakaguchi, 2007). lls peuvent inhiber
I’activation et I’expansion des lymphocytes T autoréactifs. Chez les animaux naifs, la
déplétion de ces nTr par thymectomie 3 jours aprés la naissance peut engendrer des
maladies auto-immunes spécifiques d’organes, telles que la gastrite auto-immune, la
thyroidite, et le diabéte de type I, etc ; alors que la reconstitution de cette population,
suite a I’inoculation de ces cellules empéche le développement de ces maladies (Miyara
et al., 2005; Sakaguchi et al., 1995). De plus, il a ét¢ montré que, chez I’Homme, une
anomalie de cette population de cellules peut étre la cause majeure des maladies
auto-immunes et inflammatoires (Ochs et al., 2005). En plus de leur réle dans le
maintien de la tolérance de soi, les lymphocytes nTr peuvent également contrdler la
réponse immunitaire vis-a-vis des cellules tumorales (Baecher-Allan and Anderson,
2006), des allergénes (Chatila, 2005), des agents microbiens pathogénes de la flore
commensale (Jarnicki et al., 2006), des alloantigénes (Grazia Roncarolo et al., 2006) ou
du feetus au cours de la grossesse (Shevach et al., 2001).
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1.1.1.1 Phénotype

En plus de I’expression de la molécules CD25, ces cellules expriment
constitutivement les molecules FOXP3 (forkhead box P3), CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte antigen 4), CD62L (L-selectin) (Fu et al., 2004), CD122 , CD103 (o0 7
integrin) (Lehmann et al., 2002), et les membres de la famille du récepteur de TNF tels
gue GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-related protein) (McHugh and
Shevach, 2002; Shevach and Stephens, 2006; Shimizu et al., 2002) TNFRSF4 (OX40)
(Hara et al., 2002), TNFRSF9 (4-1BB) (Choileain and Redmond, 2006), etc. La
molécule FOXP3 joue un role critique dans le développement et la fonction de ces
cellules (Campbell and Ziegler, 2007).
1.1.1.2 Anergie des lymphocytes nTr

En plus de leur capacité a inhiber I’activation et la prolifération des
lymphocytes T effecteurs, les lymphocytes nTr présentent également un phénotype
anergique. Il a été montré que ces cellules proliférent faiblement lors de la stimulation
via le TCR (Thornton and Shevach, 1998). L’IL-2 est indispensable pour leur
croissance et leur fonction. La neutralisation de I’IL-2 diminue le nombre de
lymphocytes nTr et par conséquent induit le développement des maladies
auto-immunes (Setoguchi et al., 2005). In vivo, I’IL-2 peut étre produite par les autres
lymphocytes T actives. De plus, I’IL2 peut augmenter I’expression de FOXP3 dans les
lymphocytes nTr humains via STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)
et STATS (signal transducer and activator of transcription 5)
1.1.1.3 Profil cytokinique

Une autre caractéristique importante de ces cellules est leur profil cytokinique.
Il a été montré que ces lymphocytes nTr chez la souris secretent fortement de I’IL-10 et
du TGFp (Sakaguchi et al., 1996), mais ne secrétent pas d’IL-2, d’IL-4, ni d’IFNy ou de
TNFo (Allan et al., 2005; Jonuleit et al., 2001a). De plus, ce profil cytokinique est
correlé a la présence de la molécule FOXP3 (a voir ci-dessous). Cependant, leur
sécrétion cytokinique varie en fonction de leur origine, et des modes de stimulation. 1l a
été montré chez la souris que les lymphocytes nTr d’intestin et du systéme nerveux
central peuvent secréter de I’IL-10 et contrdler la colite auto-immune (McGeachy et al.,
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2005)et I’EAE (experimental autoimmune encephalitis) (Mottet et al., 2003). Alors que
les lymphocytes nTr spléniques ne produisent pas d’IL10. Les lymphocytes nTr
humains secrétent du TGFp, mais pas d’IL10 (Grazia Roncarolo et al., 2006; Levings et
al., 2002).

1.1.1.4 Mode de suppression

In vitro, les lymphocytes nTr peuvent inhiber fortement [I’activation, la
prolifération et/ou la fonction des lymphocytes T effecteurs lors d’une stimulation par
un antigéne allogénique, par des mitogenes comme la PHA (phytohaemagglutinin) ou
par des anticorps anti-CD3. (Tolérance dominante). Par ailleurs, ces cellules peuvent
également inhiber I’activation des lymphocytes B (Lim et al., 2005), des cellules NK
(Ghiringhelli et al., 2005), des cellules NKT (Azuma et al., 2003) ainsi que la
maturation des DC (Misra et al., 2004).

De plus, les lymphocytes nTr sont également capables de transmettre I’anergie
et I’activité régulatrice & des lymphocytes T naifs (Shevach et al., 2006) via un contact
cellulaire et la sécrétion de facteurs solubles tels que I’IL10 (Dieckmann et al., 2001) et
le TGFB (Jonuleit et al., 2002). (Tolérance infectieuse) Zheng SG et al (Zheng et al.,
2007) ont montré que le TGFB favorise la transformation de lymphocytes T
CD4+CD25- naifs en lymphocytes Tr CD4+CD25+ eduqués par les lymphocytes nTr
CD4+CD25+ lors d’une stimulation antigénique. Les lymphocytes Tr éduqués par les
lymphocytes nTr ressemblent aux lymphocytes nTr sur le plan phénotypique,
cytokinique et fonctionnel (nature-like lymphocytes Tr) (Horwitz et al., 2003; Horwitz
et al., 2004).
1.1.1.5 Role essentiel de FOXP3

FOXP3 a été identifie comme un facteur de transcription essentiel au
développement et a la fonction des lymphocytes nTr (Campbell and Ziegler, 2007). La
transfection du géne FOXP3 dans les lymphocytes T CD4+CD25- peut les convertir en
lymphocytes Tr CD4+CD25+ en tout point identique aux lymphocytes nTr tant sur le

plan phénotypique que fonctionnel (Loser et al., 2005).
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1.1.1.5.1 FOXP3 et le développement des maladies auto-immunes

Chez la souris, I’expression de FOXP3 dans les lymphocytes nTr commence a
partir du stade double positif. Le réle essentiel de FOXP3 a été découvert chez la souris
Scurfy qui présente une mutation (faux sens, délétion et non sens) dans le géne FOXP3.
Cette mutation était accompagnée d’un syndrome lymphoprolifératif auto-immun et
d’un défaut en lymphocytes Tr, qui avait pour conséquence la mort de ces souris a I’age
de 3-4 semaines (Brunkow et al., 2001; Godfrey et al., 1991). Chez les patients atteints
de I'IPEX syndrome (immunodysregulation, polyendocrinopathy and enteropathy,
X-linked syndrome), des mutations du géne FOXP3 ont eté retrouvees et suggérees
pour étre la cause majeure de IPEX (Bennett et al., 2001; Gambineri et al., 2003). Chez
ces patients, une variété de maladies auto-immunes spécifiques d’organe se
développent, telles que le diabéte de type 1, la thyroidite, I’IBD, la dermatite allergique,
I’allergie alimentaire, des désordres hématologiques d’origine auto-immune (Hara et al.,
2006), lié a un déficit en lymphocytes nTr (Jaeckel et al., 2004; Li et al., 2006). Le
syndrome est lié a I’X, et est Iéthal des la deuxieme année.
1.1.1.5.2 Mécanismes

Il a été mis en évidence que I’activation des lymphocytes nTr nécessite une
stimulation antigénique via le TCR, cependant, ils répondent difféeremment aux autres
lymphocytes T, lors de I’engagement du TCR. Ceci est di essentiellement a la
modulation de la transduction du signal médiée par le gene FOXP3 (Campbell and
Ziegler, 2007).

FOXP3 en effet peut moduler directement la transcription des génes associés a
I’activation et la fonction des lymphocytes T. Il a été montre que le géne FOXP3 se lie
a un des membres de la famille Rel, des facteurs de transcription, tels que NFAT
(nuclear factor of activated T cells), et bloque son interaction avec NF-kB et AP1
(activator protein 1)

Cette association inhibe I’activation des ces facteurs, ce qui est essentiel pour la
transcription des cytokines notamment I’IL-2, I’IL-4, I’IFNy et le TNFa(Bettelli et al.,

2005). (Voir la figure ci-dessous) Au contraire, FOXP3 peut promouvoir la
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transcription de molécules associées aux lymphocytes Tr : les molécules CD25,
CTLA-4 et GITR (Wu et al., 2006).

D’autre part, FOXP3 a un effet indirect sur I’activation des lymphocytes T
probablement via I’interaction d’autres molécules inhibitrices proches du TCR. Des
études ont demontré une atténuation de la transduction du signal mediés par le TCR
dans les lymphocytes nTr, tels que I’activation de la PLCy (phospholipase Cy) et de la
PKC (protein kinase C) (Hickman et al., 2006).

Par ailleurs, FOXP3 peut également augmenter I’expression des molécules
associees a la migration des lymphocytes Tr dans les tissus inflammatoires, telles que

CD103 (Lehmann et al., 2002) et CCR6 (Kleinewietfeld et al., 2005).
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Encadré 1: Modele de suppression initiée par les nTr (la tolérance infectieuse).
D’apres (Horwitz et al., 2004, et Suciu-Foca et al., 2003)

IL-2 + TGF-B

La suppression immunitaire in vivo initiée par les nTr lors d’un transfert
adoptif se deroule principalement en deux phases séquentielles (Manavalan et al.,
2003).

Dans un premier temps, une transmission de I’anergie et de la fonction de
régulation a des lymphocytes T CD4+CD25- naifs activés par un antigene, est
dépendante du contact intercellulaire entre les deux lymphocyte T. Cet effet pourrait
étre amplifié par le TGFp en présence d’IL-2 via un effet co-stimulateur (Horwitz et al.,
2003). Les nouveaux lymphocytes T régulateurs partagent beaucoup de caractéristiques
avec les lymphocytes nTr sur le plan phénotypique, cytokinigue et fonctionnel, nommeés
nTr-like lymphocytes. Tout comme les lymphocytes nTr, la suppression induite par les
nTr-like lymphocyte dans la réponse immunitaire est indépendante des cytokines.

Dans un deuxieme temps, les nTr-like lymphocytes vont transmettre I’anergie
et la régulation a un troisieme lymphocyte T CD4+CD25- naif en présence de la
stimulation antigénique. Les nouveaux lymphocytes Tr générés secretent aussi de
L’IL10 et du TGFp. Ces lymphocytes Tr exercent des fonctions de suppression via la
secretion de cytokines inhibitrices. L’éducation de lymphocytes Tr par les nTr-like
lymphocytes est donc dépendante du contact intercellulaire mais également de I’IL-10
et du TGFp. Les anticorps anti-1L10 ou anti-TGFf peuvent inhiber cet effet. Cependant,
on ne sait pas si les lymphocytes Tr éduqués par les nTr-like lymphocytes sont des
lymphocytes Trl ou Th2.

Enfin, en présence d’antigéne et d’IL2 produite par les lymphocytes T activés
par I’antigéne, la génération de lymphocytes Tr pourrait se poursuivre.
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Figure 9 : La régulation de I’activation des lymphocytes T médiée par FOXP3.
D’aprés (Campbell and Ziegler, 2007). Apres I’engagement du TCR, les facteurs de
transcription nucléaires tel que NFAT sont activés. NFAT active les facteurs NF-xB et
AP1 via I’interaction et induit la transcription de facteurs de croissance tel qu’IL2.
FOXP3 peut lier au NFAT et inhiber I’activation de NF-xB et AP1, et donc inhiber la
transcription d’IL2. Par ailleurs, FOXP3 peut probablement inhiber indirectement la
transcription d’IL2 via contrdler les autres genes.

1.1.1.6 Les mécanismes de suppression par les lymphocytes nTr

Les mécanismes concernes dans I’activité suppressive et régulatrice des
lymphocyes nTr ont été beaucoup récherchés, cependant, ils n’ont pas été totalement
élucides. (Figure 10)
1.1.1.6.1 La régulation médiée par le contact intercellulaire

Des études in vitro ont montré que les lymphocytes nTr inhibent la
prolifération et la sécretion de cytokines des lymphocytes T effecteurs secondairement
a une stimulation antigénique, dans des modeles de co-culture. Cette suppression est
abrogée lorsque les deux populations lymphocytaires sont séparées en utilisant le
““transwell’’, ce qui a suggéré que la suppression est dependante du contact (Takahashi
et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998). Les molécules accessoires des lymphocytes
T telles que CTLA-4, LAG3 (lymphocyte-activation gene), et les molécules de
co-stimulation telles que CD80, CD86 sont impliquées (Huang et al., 2004; Kajiura et
al., 2004).
1.1.1.6.1.1CTLA-4

La molécule CTLA-4 est constitutivement exprimee par les lymphocytes nTr.

Les études in vitro et in vivo ont montré que la molécule CTLA-4 joue un rble
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important dans la suppression médiée par ces cellules. Le blocage de CTLA-4 chez la
souris naive induit le développement de maladies auto-immunes spécifiques d’organe
ressemblant a I’effet observe lors de la déplétion de lymphocytes nTr (Kajiura et al.,
2004). L’anticorps neutralisant I’action de la molécule CTLA-4 peut abroger I’activité
protectrice des lymphocytes Tr CD4+CD25+, favorisant le développement du diabete
chez la souris prédisposée au diabéte de type 1 (T1D) (Luhder et al., 1998; Read et al.,
2000). Les mécanismes médiés par la molécule CTLA-4 agissent probablement par
plusieurs voies:

- L’interaction de CTLA-4 avec les molécules CD80/CD86 dans les CPAs
pourrait transmettre un signal suppresseur dans les lymphocytes nTr (Takahashi et al.,
2000);

- Via I’'IDO : la liaison avec les molécules CD80/CD86 stimule I’expression
d’IDO dans les DC, qui a leur tour inhibent I’activité ou induisent I’apoptose des
lymphocytes T effecteurs via une dégradation du tryptophane (Mellor et al., 2004).
L’IDO peut aussi induire la transformation de lymphocytes T CD4+CD25- en
lymphocytes Tr CD4+CD25+ (Grohmann et al., 2002).

Par ailleurs, il a été rapporté que la molécule CTLA-4 induit aussi I’expression
de la molécule LFA-1, qui favorise I’interaction entre les lymphocytes Tr et les CPA ou
les autres lymphocytes T effecteurs (Zhang et al., 2000a).
1.1.1.6.1.2 LAG3

La molécule LAG3 est une molécule d’adhesion qui est exprimée par les
lymphocytes nTr lors de I’activation et peut se lier aux molécules du CMHII. Les
anticorps anti-LAG3 peuvent abroger I’effet suppresseur des lymphocytes nTr (Huang
et al., 2004).
1.1.1.6.1.3 TGFB membranaire

Le TGFB membranaire exprimé par les lymphocytes nTr semble jouer un réle
important dans leur fonction suppressive (Nakamura et al., 2004); 2005, J.Exp.Med). Il
peut inhiber la cytotoxité des cellules NK, et par conséquent favoriser I’expansion des
cellules tumorales sensibles a I’action des cellules NK. Par ailleurs, le TGFp
membranaire est nécessaire a I’expression du ligand de Notchl dans les lymphocytes
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nTr et peut donc activer la voie Notchl-HES1 (hairy and enhancer of splitl) dans les
lymphocytes T effecteurs. L’inhibition de la voie de Notchl peut abroger la suppression
médiée par les lymphocytes nTr (Ostroukhova et al., 2006). Cependant, I’effet du TGFf3
membranaire est controverse.

1.1.1.6.2 La régulation médiée par les cytokines

A I’inverse des études in vitro, des études in vivo ont montré que les cytokines
solubles sont nécessaires a leur effet immunosuppresseur. L’IL-10 est important dans
le contréle de la colite et le maintien de I’homéostasie des lymphocytes T par les
lymphocytes nTr. Les lymphocytes nTr isolés a partir de souris déficientes en IL10 ne
sont pas capables de prévenir la colite auto-immune lorsqu’ils sont transférés chez la
souris déficiente en géne RAG (recombination activating gene) (Annacker et al., 2001).

Cet effet médié par les cytokines passe principalement par deux voies :

- L’IL10 et le TGFp peuvent inhiber directement I’activation des lymphocytes
T effecteurs (anergie) ou créer un milieu cytokinique et favoriser le développement des
lymphocytes Tr (Groux et al., 1997).

- Ces cytokines peuvent moduler la fonction des CPAs, en diminuant
I’expression des molécules du CMH, CD80, CD86 et la production d’IL-12 (Kryczek et
al., 2006). L’IL10 peut induire I’expression de la molécule suppressive B7-H4 dans les
CPAs, qui a son tour bloque le cycle cellulaire des lymphocytes T effecteurs. (Kryczek
et al., 2007; Kryczek et al., 2006).
1.1.1.6.3 La compétition pour la consommation d’1L2

Une compétition pour la consommation d’IL2 peut également rendre compte de
leur effet. Ainsi, le recepteur de I’IL2 comprend 3 chaines: CD25 (la chaine a ), CD122
(la chaine B), et CD132 (la chaine y). Les lymphocytes Tr expriment le récepteur
complexe hétérotrimetrique qui posséde une affinité beaucoup plus forte pour I’IL2 que
celui des lymphocytes T conventionnels, qui eux n’expriment a I’état de repos, que les
chaines B et y. La compétition pour I’IL2 est donc certainement un mecanisme de

suppression par les lymphocytes Tr (de la Rosa et al., 2004).
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Figure 10: Mécanismes de suppression induite par les lymphocytes nTr. D’apres
(Miyara and Sakaguchi, 2007). Les lymphocytes nTr peuvent inhiber I’activation de
lymphocytes T effecteurs. (a) L’interaction de la molécule LAG3 et la molécule du
CMHII sur les CPA inhibe I’activation des CPA et les lymphocytes T effecteurs. (b)
L’interaction de la molécule membranaire TGF B et son récepteur sur les CPA, ou la
sécretion des facteurs inhibiteurs solubles tels que TGF B et IL10 inhibent I’activation
des CPA et les lymphocytes T effecteurs. (c) La ligation de la molécules inhibiteurs
CTLA-4 peut induire la production d’IDO, qui inhiber la prolifération de lymphocytes
T effecteurs. (d) Les lymphocytes T effecteurs peuvent induire I’apoptose des CPA et
les lymphocytes T effecteurs via la production de perforine et granzyme B.
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1.1.1.6.4 La cytotoxité des lymphocytes nTr

En plus de la suppression médiée par les cytokines et le contact intercellulaire,
les lymphocytes nTr peuvent également étre cytotoxiques. Les lymphocytes Tr activés
peuvent tuer des cellules cibles (CPA et T) en secrétant des enzymes cytotoxiques telles
que les molécules perforine et granzyme B (Gondek et al., 2005; Grossman et al.,
2004).
1.1.1.7 La spécificité des lymphocytes nTr

Bien que I’activation de lymphocytes nTr nécessite une stimulation antigénique
médiée via le TCR, leur activité régulatrice n’est pas spécifique d’antigene (Roncarolo
et al., 2001a; Takahashi et al., 2000). De plus, une quantité bien moins importante
d’antigenes est suffisante pour activer les lymphocytes nTr, comparativement a celle
requise pour les lymphocytes T effecteurs (Takahashi et al., 1998).

1.1.2 Les lymphocytes Tr CD8+CD25+

Cosmi L et al ont identifié des lymphocytes Tr CD8+CD25+ dans le thymus
humain (Cosmi et al., 2003). Ces cellules partagent plusieurs caractéristiques
communes avec les lymphocytes nTr tant phénotypiquement que fonctionnellement.
Elles expriment les molécules FOXP3, GITR a taux élévés. Sur le plan phénotypique,
elles expriment constitutivement les molécules membranaires CCR8 et TNF-R2 et les
molécules CTLA-4 et TGFB membranaire.

Les lymphocytes Tr CD8+CD25+ sont anergiques aux stimuli allogéniques et
peuvent inhiber la prolifération de lymphocytes T autologues CD4+CD25- et
CD8+CD25- induite par un antigene allogénique. Cette suppression est dépendante de
la concentration des lymphocytes T CD8+CD25+ et du contact cellulaire avec les
lymphocytes. Lors de la stimulation par les anticorps anti-CD3 et anti-CD28, ils ne
produisent pas de cytokines telles que I’IL-2, I’IL-4, I’IL-5, I’'1L-13 et I’'IFNy.

Les mécanismes concernés dans cette suppression sont associés a I’expression
membranaire des molécules CTLA-4, TGFB et FOXP3. De plus, ils peuvent aussi
induire une diminution d’expression de la chaine o du récepteur de I’'lL-2 (CD25) des
lymphocytes T effecteurs, et les rendre insensibles a I’IL2. Par ailleurs, I’effet de ces
lymphocytes T CD8+CD25+ est restreint par la molécule CMH de classe I. 1l a été
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suggeré que ces cellules jouent probablement un réle important dans la régulation de
I’immunité contre les virus et les cellules tumorales.
1.2 Les lymphocytes T régulateurs induits en périphérie

Les lymphocytes T régulateurs induits en périphérie différent des lymphocytes
nTr par leur origine et les mécanismes impliqués dans leur fonction de régulation. Ce
sont des lymphocytes suppresseurs secondaires qui se développent en périphérie a partir
de lymphocytes T naifs lors de stimulations antigéniques et notamment dans un milieu
cytokinique particulier (Grazia Roncarolo et al., 2006). Plusieurs sous-populations de
lymphocytes Tr induits en périphérie existent, tels que les lymphocytes Trl secrétant de
I’IL10 et les lymphocytes Th3 secrétant du TGFp.
1.2.1 Les lymphocytes Trl

Les lymphocytes Trl peuvent se développer suite a des stimulations
antigéniques repétées in vitro et in vivo. L’I1L10 est essentielle pour leur développement.
Ces lymphocytes Trl ont été découverts par Groux et al.. Ils ont montré que lors de
stimulations répétées par I’'IL10 et I’OVA, les lymphocytes T naifs CD4+ isolés a partir
de souris transgéniques exprimant le géne OVA-TCR, peuvent se différencier en un
nouveau type de lymphocytes T, qui différent des lymphocytes de type Thl et Th2. Ces
lymphocytes T secrétent I’1L10, I’IL5, I’'IFNy, et le TGFB, mais pas I’IL2 ni I’IL4
(Groux, 2003). Chez I’homme, il a été montré que les lymphocytes Trl peuvent
également étre induits lorsque les lymphocytes T naifs sont stimulés par une
combinaison d’anticorps anti-CD3 et anti-CD46 (Kemper et al., 2003). Par ailleurs,
I’IFNa  peut induire la génération de lymphocytes Trl en synergie avec I’IL10
(Roncarolo et al.,, 2001a). Les DC immatures ou semi-immatures produisant des
cytokines suppressives comme I’IL10 peuvent aussi induire la génération de
lymphocytes Trl (Jonuleit et al., 2000; Jonuleit et al., 2001b).

Tout comme pour les lymphocytes nTr, la suppression induite par les
lymphocytes Trl n’est pas specifique d’antigene mais leur activation nécessite un
signal médié par le TCR. Les cytokines TGFp et surtout I’IL10 sont responsables de

cette suppression (Groux, 2003).
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Il a été montré que les Trl proviennent des lymphocytes CD45RO-CD4+, alors
que les nTr proviennent de lymphocytes CD45RO+CD4+, cela suggere que les nTr
sortent du thymus ou ils ont acquis I’activité suppressive (Shevach, 2000), tandis que
les Trl peuvent étre générés a partir de lymphocytes T naifs périphériques lors de leur
rencontre avec un antigéne dans des conditions favorisant la tolérance (Roncarolo et al.,
2001a).

1.2.2 Les lymphocytes Th3

Les lymphocytes Th3 ont été découverts chez la souris lors d’une induction de
tolérance orale par la MBP (myelin basic protein). La plupart des lymphocytes T CD4+
specifiques de la MBP secrétent du TGFp, mais ne secrétent pas d’IL2, ni d’IL10,
d’IL13, ou d’IFNy. Ces cellules peuvent inhiber in vivo I’induction d’EAE
(experimental autoimmune encephalitis) par le MBP (Chen et al., 1994). Les
lymphocytes Th3 inhibent la prolifération et I’activation des lymphocytes T effecteurs.
Cet effet est dépendant du TGFp et n’est pas spécifique d’antigene. Le fait que le TGFp
puisse inhiber la réponse immunitaire via la modulation de plusieurs types de cellules
immunitaires, telles que les DC, montre que les lymphocytes Th3 secrétant du TGF
peuvent jouer un réle important dans la régulation de la réponse immunitaire et dans
I’homéostasie des lymphocytes T (Jonuleit et al., 2003).

1.2.3 Les lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45RO+

Les lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45R0O+ (de phénotype mémoire) peuvent
étre induits apres de multiples stimulations des lymphocytes T naifs par des CPA
allogéniques (Scotto et al., 2004; Zhang et al., 2000b). Ce sont des cellules spécifiques
d’alloantigene, et leur régulation est restreinte par le CMH de classell. Ils peuvent
induire une augmentation de I’expression d’ILT3/4 dans les CPA et les rendre
tolérogenes (Manavalan et al., 2003)

En fait, I’induction de ces lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45R0O+ est médiée
par les lymphocytes Ts CD8+CD28-, qui sont induits par stimulation des CPA
allogéniques et a leur tour induisent la génération des CPA tolérogenes.(voir ci-dessous)
Manavalan JS et al. ont rapporté que les lymphocytes T CD4+CD25+CD45R0O+ ne
sont plus ni anergiques ni capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T naifs
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stimulés par les CPA allogéniques, une fois que les lymphocytes T CD8+ sont retirés
de la culture. Ces lymphocytes T CD4+CD25+CD45R0O+ ne peuvent pas non plus
induire I’expression de I’ILT3/4 dans les CPA. Ceci suggére que la génération des
lymphocytes Tr CD4+CD25+CD45R0O+ est abrogée (Manavalan et al., 2003).

1.2.4 Les lymphocytes Ts CD8+CD28-

Il a été montré qu’une stimulation séquentielle de lymphocytes T CD8+ naifs
par des CPAs xénogeéniques induit la génération de lymphocytes Ts capables de
moduler la réponse immunitaire des lymphocytes T CD4+ (Ciubotariu et al., 1998;
Cortesini et al., 2004). Les lymphocytes Ts CD8+CD28- peuvent également étre induits
apres stimulations multiples par des CPAs allogéniques (Liu et al., 1998). In vivo, les
lymphocytes Ts CD8+CD28- ont eté retrouves chez les receveurs de greffe cardiaque
(qui n’ont pas démontré d’incidence de rejet). Ils peuvent induire in vitro et in vivo
I’expression de molécules ILT3/4 dans les CPA du donneur de facon spécifique
d’alloantigéne (Chang et al.,, 2002b). A [Iinverse des lymphocytes Tr
CD4+CD25+CD45R0+, la régulation de ces cellules est restreinte par le CMH de
classe I . Ces études ont montré aussi que les lymphocytes Ts sont CD27+ et perforine
négatifs. De plus, chez les patients sans incidence de rejet, une forte augmentation de
ces lymphcoytes Ts a été observée.

Les lymphocytes Ts peuvent contréler la reponse immunitaire via I’inhibition
des CPAs notamment des DC. De plus, cet effet est dépendant du contact cellulaire
(Cortesini et al., 2001). Comme decrit dans le chapitre 2, les molécules ILT3/4 jouent
un rble essentiel dans cet effet.

1.2.5 Les lymphocytes Tr CD8+CD122+CD62L

Les lymphocytes Tr CD8+CD122+ CD62L+ font partie d’une population de
population de lymphocytes Tr identifiée récemment chez la souris. Rifa’i M et al (Rifa'li
et al., 2004) ont rapporté que les lymphocytes T CD8+CD122+ sont importants dans
I’homéostasie des lymphocytes T. Un déficit du gene CD122 induit une autoimmunité
sévere chez la souris accompagnée d’une augmentation de la granulopoiése et d’une
inhibition de I’érythropoiese (Rifa'i et al.,, 2004), ce qui est d a une activation
anormale des lymphocytes T (Suzuki et al., 1997). Le transfert des lymphocytes T

66



CD8+CD122+ chez la souris présentant ce déficit peut abroger I’anomalie. Une étude
in vitro a montré que les lymphocytes CD8+CD122+ peuvent inhiber la réponse
immunitaire des lymphocytes T CD4+CD25- et des lymphoyctes T CD8+CD122-. Ceci
suggere donc qu’il existe une sous-population de lymphocytes Tr au sein de
lymphocytes CD8+CD122+.

Les lymphocytes Tr CD8+CD122+ n’expriment pas la molécule FOXP3, mais
expriment la molécule CD62L, tout comme les lymphocytes T de mémoire centrale qui
sont aussi CD8+CD122+CD62L+ (Ku et al., 2000; Sallusto et al., 1999b).
Contrairement aux lymphocytes nTr, dont I’activité nécessite I’aide des CPA, I’effet de
ces lymphocytes Tr ne semble pas étre induit par les CPAs. De plus, ils peuvent
convertir les lymphocytes T déja actives (CD44-CD62L+) en lymphocytes T naifs
(CD44+CD62L-) (Rifa'i et al., 2004).

1.2.6 Les lymphocytes Tr CD8+ produisant de I’l1L10

Les lymphocytes Tr CD8+IL10+ représentent une nouvelle population de
lymphocytes Tr. Wei S et al (Wei et al., 2005) ont rapporté que les PDC de
I’environnement tumoral peuvent induire la génération de lymphocytes Tr CD8+
secretant d’IL10. Chez les patients atteints de tumeur ovarienne, cette population de
lymphocytes Tr a été retrouvée dans I’ascite, dans les ganglions lymphatiques afférents,
et en plus faible quantité dans le sang périphérigue.

Plusieurs caractéristiques ont été découvertes par des études in vitro.
Premierement, I’induction de ces cellules est indépendante des lymphocytes T
CD4+CD25+. Deuxiemement, ces lymphocytes Tr peuvent inhiber la réponse
spécifique d’antigene des lymphocytes T effecteurs. L’IL10, est essentielle a leur
fonction. Troisiemement, leur fonction suppressive ne peut pas étre restaurée par des
DC immunocompétentes. Enfin, ils expriment des molécules CD45R0O et CCRY7, et
peuvent migrer efficacement vers les ganglions lymphatiques sous I’effet de la
chimiokine CCL22 (Wei et al., 2005). Cela suggere que les lymphocytes Tr
CD8+IL10+ peuvent inhiber la fonction des lymphocytes T effecteurs spécifiques
d’antigéne tumoral dans les sites tumoraux. Ils peuvent également inhiber I’activation
de lymphocytes T naifs spécifiques d’antigene dans les ganglions afférents.
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2. Role des lymphocytes T régulateurs au sein des tumeurs

Il a été montré que les lymphocytes T régulateurs jouent un réle essentiel dans
la pathogénése et le maintien des tumeurs. Les lymphocytes Tr retrouvés au sein des
tumeurs peuvent provenir du thymus, de la moelle osseuse, des lymphatiques ou du
sang périphérique. De plus, ils peuvent étre induits par I’environnement tumoral (Zou,
2006). Chez I’homme, une fréguence élevée des lymphocytes nTr a été constatée dans
le sang peériphérique des patients porteur de tumeurs, dont le cancer du sein (Liyanage
et al., 2006; Liyanage et al., 2002), le cancer gastrique (Ichihara et al., 2003), le
carcinome hépatocellulaire (Ormandy et al., 2005), les leucémies ou les lymphomes
(Karube et al., 2004). La fréquence des lymphocytes nTr est corrélée a la sécrétion des
facteurs de I’environnement tumoral, tels que VEGF, TGFp, IL10 (Zou, 2005). Ces
facteurs induisent la différenciation, I’expansion et la conversion des lymphocytes T
naifs CD4+CD25- en lymphocytes Tr.

Il a été suggéré qu’une augmentation du nombre de lymphocytes Tr dans le
micro-environement tumoral est probablement responsable de la réduction de la
réponse cytotoxique spécifique d’antigéne TAA (tumor associated antigen). Les
signaux induits par les molécules CD25, CTLA-4 sont en partie responsables. La
déplétion des lymphocytes T CD25+ abroge la croissance tumorale et augmente
I’immunité spécifique anti-tumorale. Le blocage des molécules CD25 ou CTLA-4 a
I’aide d’anticorps spécifiques a le méme effet (Sutmuller et al., 2001). La liaison de
GITR par son ligand, une molécule exprimée par les lymphocytes T CD4+CD25+,
diminue directement I’activité des lymphocytes Tr in vitro et favorise la fonction des

CTL anti-tumorals (Shimizu et al., 2002).
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Encadré 2 Modele de suppression initiée par les lymphocytes Ts.

D’aprés (Suciu-Foca et al, 2003)

CD8* Tg

TOLEROGENIC APC

ANERGIC CD4* TR

TOLEROGENIC APC

¥ ILT3

¥ ILT4 CD4*TH _". ANERGIC CD4* TR

La suppression immunitaire induite par les lymphocytes Ts est médiée par les CPA,
telle que les DC tolérogénes qui expriment fortement les molécules ILT3/4. Cette
suppression peut se dérouler en cascade
- Dans un premier temps, les lymphocytes Ts induisent la tolérogénicité des CPA

allogéniques.

- Les CPA tolérées induisent ensuite une anergie des lymphocytes T CD4+ naifs
alloréactifs et les transforment en lymphocytes Tr qui reconnaissent les molécules
du CMH de classe Il dans la membrane des CPA.

- Deplus, les lymphocytes Tr peuvent moduler les autres CPAs.

- Enfin, la suppression se poursuit via I’interaction entre les CPA et les lymphocytes
T CD4+CD25+.

A la différence des lymphocytes nTr, les lymphocytes Ts sont spécifiques de
I’antigéne et participent & I’immunité adaptative.
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3. La controle de I’activité suppressive des lymphocytes Tr

Il est trés important que le niveau d’immunosuppression par les lymphocytes Tr
soit régulé. Une suppression excessive peut induire une immunodéficience, alors
qu’une immunosuppression insuffisante peut provoquer autoimmunité et allergie. Il a
été mis en évidence que I’activation et I’expansion de lymphocytes Tr sont controlées
par les cytokines, les molécules costimulatrices, etc. La stimulation du TCR par
I’anticorps anti-CD3 a dose élévée augmente la résistance des lymphocytes T effecteurs
aux lymphocytes Tr, alors que la stimulation faible du TCR favorise I’effet des
lymphocytes Tr (Miyara and Sakaguchi, 2007). La cytokine IL6 peut aussi rendre les

lymphocytes T effecteurs résistants aux lymphocytes Tr (Pasare and Medzhitov, 2003).

4. Role de lymphocytes T regulateurs dans la régulation des DC

Les DC tolérogenes peuvent induire des lymphocytes T régulateurs, et
inversement, les lymphocytes T régulateurs peuvent amplifier le développement de DC
tolérogenes (Houot et al., 2006; Veldhoen et al., 2006). Dans un modele de co-culture,
les lymphocytes Tr peuvent inhiber non seulement la maturation des DC mais aussi
I’expression de molécules de co-stimulation, ainsi que leur capacité a induire une
réponse allogénique et leur capacité a secréter des cytokines (IL-12, IL-6 et TNFa ). De
plus, lors d’interactions avec les DC, les lymphocytes T régulateurs peuvent induire la
production d’IL10 et I’expression de molécules suppressives telles que B7-H4 et B7-H3
par les DC, ce qui a pour conséquence d’induire une réponse suppressive (Kryczek et
al., 2006).

En présence de lymphocytes T régulateurs, I’interaction stable entre les DC et
les lymphocytes T effecteurs est bloquée, ce qui est lié a la sécrétion de cytokines
sécrétees par les lymphocytes Tr telles que I’IL10 et le TGFf mais aussi au contact
cellulaire entre les lymphocytes T régulateurs et les DC (Mahnke et al., 2007).

En bref, les lymphocytes T régulateurs induisent et amplifient la tolérance via
deux procédés: premiérement, en inhibant directement la prolifération des lymphocytes
T effecteurs; deuxiemement, en effectuant cette inhibition par le biais d’une
transformation des DC en DC tolérogénes.
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Encadré 3 : Les lymphocytes Tr dans I’environnement tumoral.

D’aprés (Zou, 2006)

Plusieurs voies de production des lymphocytes Tr peuvent étre présentes dans un
contexte de tumeur:

Les lymphocytes nTr provenant du thymus, du sang périphérique, de la moelle
osseuse ou des ganglions lymphatiques sont attirés vers la tumeur sous I’effet de
chimiokines de I’environnement tumoral, telle que la molécule CCL22.

Les facteurs tels que le TGFpB, IL10 présents dans I’environnement tumoral
modifient la différenciation et la maturation de DC et les convertissent en DC
tolérogenes, qui induisent en conséquence la différenciation et I’expansion de
lymphocytes Tr.

Le TGFpB peut également induire directement la conversion des lymphocytes T
CD4+CD25- en lymphocytes nTr.
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4°" Partie : Role des cellules souches mésenchymateuses dans la

régulation de la réponse immunitaire

Dans la moelle osseuse se trouvent deux types de cellules souches, les cellules
souches hématopoiétiques et les cellules souches mésenchymateuses (CSM). Les CSH
sont a I’origine des cellules dérivées du sang, alors que les CSM représentent les
cellules stromales du microenvironnement de la moelle osseuse. Les CSM ont deux
caractéristiques predominantes:

- Elles sont impliquées dans le soutien de I’hématopoiese et la régulation de la
migration des CSH ;

- Elles ont un trés grand potentiel de différenciation, puisqu’elles peuvent étre a
I’origine de nombreux tissus tres différents, tels que le cartilage, I’0s, le tissu graisseux
et hepatique.

1. L’identification des CSM

Les CSM ont été découvertes dans un premier temps dans la moelle osseuse et
identifiées comme une population adhérente, ressemblant aux fibroblastes et capable de
se différencier en cellules du mésoderme (Friedenstein et al., 1976). Elles représentent
une population trés faible de la moelle osseuse d’environ 0.1%-0.01% des cellules
mononucléées. En dehors de la moelle osseuse, elles se trouvent dans les autres tissus,
tels que le tissu graisseux (Puissant et al., 2005; Zuk et al., 2002), la membrane
synoviale (Mochizuki et al., 2006) le muscle (Yoshimura et al., 2007), le placenta
(Campagnoli et al., 2001), le sang de cordon (Erices et al., 2000) et le sang périphérique
(Tondreau et al., 2005).1l n’y a pas de marquage pouvant servir a identifier
spécifiguement les CSM. Une combinaison de marqueurs est utilisée pour les identifier:
elles expriment les molécules Stro-1, CD106, CD105 (SH2), CD73 (SH3/4), CD90,
CD44, CMH de classe I, mais elles n’expriment pas les molécules telles que CD34,

CD45, CD14, CD11b et CMH de classe Il retrouvées sur la lignée hématopoiétique.
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2. Capacité de differenciation multiple des CSM

Les CSM possedent la capacité de se renouveler et de se différencier en
différents types de tissus. Lors de la stimulation par différents facteurs, les CSM
multipliées ex vivo peuvent se différencier en différents types de cellules. En présence
de VitC, dexamethasone et p-acide glycérophosphorique, les CSM peuvent se
différencier en tissu ressemblant a I’os (Tataria et al., 2006). La présence de
3-isobuty1-1-methyl—xanthine, insuline, indomethacine et dexamethasone peut induire
leur différenciation en cellules adipeuses (Jones et al., 2002). En plus de leur capacité a
se différencier en tissus du mesoderme, des études ont montré que les CSM peuvent
aussi se difféerencier en cellules de I’endoderme ou du neuroectoderme, tel que les
neurones (Kabos et al., 2002), les myocardiocytes (Orlic, 2003; Orlic et al., 2001) ou
les cellules endothéliales (Al-Khaldi et al., 2003). Il a été rapporté que les CSM, aprés
plusieurs passages d’expansion, ne perdent pas leur capacité de différenciation ex vivo.
Ce caractére est trés utile pour une application en clinique.

Les CSM ont été testées pour la réparation des tissus tels que le cerveau ou le
myocarde. Cependant, cette réparation n’a pu étre attribuée a leur fonction de
différenciation ou de trans-différenciation, mais plutét a leur capacité a inhiber la
réponse immunitaire (anti-inflammatoire) (Munoz et al., 2005; Uccelli et al., 2007).

3. Soutien de I’hématopoiése par les CSM

Comme nous I’avons déja montré ci-dessus, les CSM sont a I’origine des
cellules stromales du microenvironement de la moelle osseuse et sont des éléments de
la niche d’hématopoiese (Dazzi et al., 2005). La niche est le site de la moelle osseuse
ou les CSH résident et ou elles sont en contact avec les osteoblastes, les cellules
stromales et les cellules endothéliales. Cette niche est capable de contrdler la survie, la
quiescence, l'autorenouvellement et la différenciation des CSH.

Plus récemment, de nombreuses études se sont focalisées sur la capacité des
CSM a expandre les CSH. Noort WA et al ont montré que la co-transplantation des
CSM avec des CSH favorise la survie et la capacité des CSH allogéniques ou
xenogéniques a produire des cellules de la lignée hématopoiétique chez la souris
NOD/SCID (Bensidhoum et al., 2004; Noort et al., 2002).
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Les CSM assurent le soutien de I’hématopoiese grace a plusieurs facteurs.
D’une part, les cytokines et leurs récepteurs. Il a été montré que les CSM peuvent
secréter de nombreuses cytokines et expriment des récepteurs des cytokines, telles que
FLT-3L, GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-6, IL11, IL1R, IL3R (Haynesworth et al., 1996;
Majumdar et al., 2003; Majumdar et al., 2000; Majumdar et al., 1998), qui sont les
facteurs importants pour I’hématopoiése. D’autre part, les CSM sécrétent des élements
de la matrice extracellulaire qui sont importante pour le microenvironnement de
I’hématopoieése, tels que la fibronectine, le collagene et des glycoprotéines. De plus, en
contact direct avec les cellules hematopoiétiques, les CSM peuvent induire une
activation de la signalisation intracellulaire des cellules souches hématopoiétiques. Des
experiences ex vivo ont montré que les CSM favorisent non seulement les CSH CD34+
dans la génération des CFUs (unité de formation clonale), mais aussi leur expansion in
vitro en culture a long terme (Cheng et al., 2000; Zannettino et al., 2003). Enfin, les
CSM expriment et sécretent des facteurs chimiotactiques tel que le SDF-1(stromal cell
derived factor-1), qui favorisent la migration orientée et le “*homing’’ des cellules
souches hématopoiétiques (Peled et al., 1999). Il a été montré récemment que les
molécules cadhérine, la molécule Wnt, les intégrines sont exprimées fortement par les

CSM et favorisent la survie des CSH.
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Figure 11: Les deux types de cellules souches dans le microenvironnement de la

moelle osseuse.

4. La régulation de la réponse immunitaire
En plus de leurs capacités a se différencier et a supporter I’nématopoiése, les
CSM jouent un role essentiel dans la régulation de la réponse immunitaire, comme mis
en évidence plus récemment. Des travaux ont montré que les CSM peuvent inhiber la
division de plusieurs types de cellules immunitaire: les lymphocytes T (Glennie et al.,
2005), les lymphocytes B (Corcione et al., 2006), les cellules NK (Spaggiari et al., 2006)
et les DC (Ramasamy et al., 2007). De plus, les CSM peuvent également moduler leurs
fonctions
- pour les lymphocytes T : sécrétion de cytokines et fonction cytotoxique
(Aggarwal and Pittenger, 2005; Angoulvant et al., 2004; Krampera et al.,
2003);

- pour les lymphocytes B: maturation et sécrétion d’anticorps (Corcione et al.,
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2006);

- pour les cellules NK: production de cytokines et capacité cytotoxique
(Spaggiari et al., 2006);

- pour les DC : maturation, activation et presentation d’antigenes (Beyth et al.,
2005; Nauta et al., 2006a).

Grace a cette fonction, les CSM présentent un intéret majeur dans le domaine de
I’immunothérapie et de la transplantation. De plus, elles conservent leur capacité
d’immunosuppression méme aprés leur différenciation, ce qui représente une
caractéristique trés intéressante pour la medecine régéenérative.

4.1 L’immunosuppression induite par les CSM
4.1.1 L inhibition de I’activation lymphocytaire

Plus récemment, plusieurs études ont montré que les CSM inhibent I’activation
et la prolifération des lymphocytes T in vitro tant stimulés par des alloantigenes ou des
mitogenes que par des anticorps dirigés contre les molécules CD3 et CD28. Les CSM
inhibent la reponse des lymphocytes T naifs tout autant que mémoires (Krampera et al.,
2003). Aggarwal S et al ont montré que les CSM favorisent la polarisation de
lymphocytes T naifs en lymphocytes T de type Th2 plut6ét que Thl, en augmentant la
sécrétion d’IL4 et d’IL10 (Aggarwal and Pittenger, 2005; Beyth et al., 2005;
Klyushnenkova et al., 2005). Cependant, I’inhibition par les CSM est réversible.
L’elimination des CSM du systeme de co-culture peut restaurer la prolifération (Di
Nicola et al., 2002) et la capacité a sécréter de I’'IFNy (Krampera et al., 2003). Une
étude plus fondamentale par Glennie S effectuée chez la souris a montré que les CSM
inhibent la réponse des lymphocytes T par I’induction d’un arrét de la division
cellulaire dans un modele in vitro. Dans cette étude, ils ont constaté que les CSM
empéchent les lymphocytes T (CD4+ et CD8+) d’entrer en cycle cellulaire par
diminution de I’expression de cyclineD2 et de cyclineE (qui sont les marqueurs
spécifiques de la phase G1) et par augmentation de I’expression du P27kipl1 (qui inhibe
la conversion de phase G1 en phase S). Cependant, les CSM n’empéchent pas
I’expression des molécules d’activation telles que les molécules CD25 et CD69,
induites aussitdt apres activation des lymphocytes T. Par ailleurs, ces lymphocytes T ne

76



répondent pas a I’IL2. Le retrait des CSM du systeme de co-culture restaure la sécrétion
d’IFNy mais ne rétablit ni prolifération des lymphocytes T ni expression de cyclineD2
(Glennie et al., 2005).

4.1.1.1 L’induction des lymphocytes Tr par les CSM

Les CSM peuvent influencer la réponse immunitaire par induction des
lymphocytes Tr. En effet, il a été rapporté que les CSM peuvent induire des
lymphocytes Tr CD8+ et CD4+ qui expriment la molécule CD25 et d’autres marqueurs
plus spécifiques tels que CTLA4 dans un contexte de stimulation des CMNs par des
mitogenes.

Par ailleurs, la capacité a inhiber la prolifération cellulaire des CSM ne semble
pas restreinte aux cellules du systéme immunitaire. Ramasamy et al ont décrit la
capacité de supprimer la prolifération des cellules tumorales.

Un autre caractéristique unique des CSM correspond au fait que I’ inhibition
n’est pas restreinte aux molécules du CMH (Le Blanc et al., 2003b). Par ailleurs, I’effet
de PI’inhibition est dépendant de leur concentration (Di Nicola et al., 2002). Ainsi, en
transplantation, il parait possible d’utiliser des CSM provenant d’un donneur autre que
le donneur de CSH, ou d’organe.
4.1.1.2 Mécanismes impliqués dans I’immunosuppression des lymphocytes T

Plusieurs mécanismes sont responsables de cette inhibition, tels que les facteurs
solubles et le contact intercellulaire. Les CSM peuvent secréter des cytokines solubles
et créer un environnement immunosuppresseur. Des facteurs tels que I'HGF
(hepatocyte growth factor), le TGFp, le PGE2 (prostaglandin E2) et I’IL10 jouent un
réle important. L’HGF est une cytokine exprimée constitutivement par les CSM et
importante en médecine régénérative. Le traitement avec I’HGF a déja été montre
comme pouvant entraver la néphropathie chronique d’un allogreffon dans un modele
murin (Azuma et al., 2001). Di Nicola et al ont rapporté dans un premier temps que les
cytokines telles que I'HGF et le TGFB sont essentielles pour I’inhibition de la
prolifération des lymphocytes T stimulés par la PHA /IL2 ou les DC. De plus, les deux
cytokines fonctionnent en synergie (Di Nicola et al., 2002). Margaret E. Groh a
également montré que le TGFP secrété par des CSM activees joue un rdle important
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dans I’inhibition de la MLR (Groh et al., 2005). L’IL10 est un facteur bien connu qui
joue un role trés important dans la régulation de la réponse immunitaire et qui peut
promouvoir un phénotype suppresseur ou tolérogene. L’IL10 agit de facon antagoniste
avec I’IL12 durant I’induction de la réponse inflammatoire. Elle peut étre exprimée
constitutivement par les CSM et est partiellement responsable de la suppression de
I’alloréponse par les CSM (Asseman and Powrie, 1998; Rasmusson et al., 2005). Outre
I’HGF, le TGFp et I’IL10, le PGE2 est un facteur important dans la modulation de la
réponse immunitaire induite par les CSM. Le PGE2 est également exprimé
constitutivement par les CSM et son expression peut étre augmentée suite a une
co-culture avec des CMNSs. Le blocage de la synthése de PGE2 par I’indométhacine
(inhibiteur de cyclo-oxygénase) peut empécher significativement I’inhibition induite
par les CSM (Aggarwal and Pittenger, 2005). Cependant, I’effet de I’indométhacine est
restreint a la stimulation des lymphocytes T avec des mitogénes tels que la PHA, mais
pas avec des alloantigenes (Rasmusson et al., 2005). Plus récemment, Farida Djouad et
al ont rapporté que les CSM sécrétent du PGE2 et peuvent inhiber la prolifération des
lymphocytes T via une augmentation de la secrétion de I’IL6, dont la neutralisation
réduit I’effet des CSM (Djouad et al., 2007). Néanmoins, d’autres études telles que
celles de Krampera M (Krampera et al., 2003) (dans cette étude, la réaction mixte
lymphocytaire a été effectuée par stimulation de cellules spléniques par des allogénes)
et de Tse WT (Tse et al., 2003) ont montre que le TGFB, I’IL10 et le PGE2 ne sont pas
les facteurs les plus importants. Ils suggérent donc que le réle des facteurs solubles
puisse étre dépendant du modéle de stimulation.

Beyth S et al(Beyth et al., 2005) ont montreé que dans un systeme de co-culture
mettant en présence des monocytes presentant des antigenes de I’EBV et des
lymphocytes T, les CSM inhibent la prolifération des lymphocytes T, ainsi que la
sécrétion de cytokines telles que I’lFNy, I’1L12, et le TNFa. De plus, une production
d’IL10 a été détectée dans ce systeme. Enfin, I’anticorps neutralisant le récepteur de
I’IL10 peut réduire cette inhibition. Dans la méme étude de Beyth S, il a été constaté
que les CSM peuvent interférer dans la maturation de CPA, avec une diminution de
I’expression des molécules CD86 et du CMH de classe |1, qui peuvent étre restaurées
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par I’adjonction de LPS ou de CD40 ligand. Ils suggerent donc que les CSM inhibent la
réponse des lymphocytes T via la conversion des CPAs vers I’état suppresseur.
Margaret E. Groh et al ont montré que cette inhibition nécessite I’activation par I’'IL1
qui peut étre sécrétée par les monocytes. L’IL1p induit, en conséquence, la production,
d’autres facteurs par les CSM, tels que le TGF (Groh et al., 2005).

Par ailleurs, I’effet des CSM peut étre dépendant de I’interaction ou du contact
cellulaire direct entre les CSM et les lymphocytes T. En effet, la sécrétion de facteurs
inhibiteurs solubles peut étre induite ou augmentée par une interaction cellulaire initiale.
Le systeme des “‘transwell’” ne leve pas completement I’inhibition mais le surnageant
des CSM lui seul n’a pas la capacité d’inhiber complétement la fonction des
lymphocytes T (Krampera et al., 2003).

L’IDO est un autre mécanisme important. En effet, les CSM peuvent exprimer
et produire de I’IDO apres stimulation par des facteurs inflammatoires tel que I’lFNy,
suite a une activation des lymphocytes T. L’IDO peut inhiber la prolifération des
lymphocytes T et induire leur apoptose (Meisel et al., 2004). Cependant, I’effet d’IDO
reste tres controverse.

4.1.2 L’ immunorégulation des cellules dendritiques

Comme nous I’avons décrit précédemment, en fonction du type de DC et de leur
I’état d’activation ou de maturation, les DC orientent la réponse immune. Plusieurs
études ont déja rapporté que les CSM peuvent également interférer dans la
différenciation, la maturation et la fonction des DC. Jiang XX et Fibbe ont montré que
les CSM inhibent la différenciation et la maturation des DC a partir de monocytes
(Beyth et al.,, 2005; Djouad et al., 2007; Jiang et al., 2005) ou de précurseurs
hématopoiétiques CD34+ (Nauta et al., 2006a). En présence de CSM, les cellules
differenciées expriment moins de molécules du CMH de classe 11, de molécules de
co-stimulation telles que CD80, CD86, CD40 et de molécules de maturation telle que
CD83 ou DC-LAMP. Concernant la différenciation a partir de précurseurs
hématopoiétiques CD34+, les CSM n’empéchent pas la différenciation des cellules
Langerhans CD1a+, mais inhibent la différenciation des DC interstitielles/dermiques
provenant de progéniteurs CD14+CD1a-. En ce qui concerne leur fonction, la capacité
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des DC a induire la prolifération des lymphocytes T et la production de cytokines telles
que I'IFNy est inhibée. En présence de CSM, la secrétion de TNFo par les DC
myeloides matures (sélectionnées avec I’anticorps BDCA-1 et maturées par le LPS) est
diminuée. Alors qu’au contraire, I’IL-10 secrété par les DC plasmacytoides matures
(selectionne avec I’anticorps BDCA-4 et maturées avec I’IL-3) est augmentee
(Aggarwal and Pittenger, 2005). L’étude de Beyth S a montré qu’ en présence de CSM,
les CPA acquierent un phénotype suppresseur via un contact cellulaire et diminuent
leur production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa et I’IL-12, alors
qu’au contraire la production des cytokine anti-inflammatoires comme I’IL10 augmente
(Beyth et al., 2005). Ces résultats suggerent que les CSM peuvent induire une tolérance
par I’intermédiaire d’une production ou d’un maintien des DC dans un état immature ou
tolérogeéne.

Les facteurs soluble tels que I’IL6 et le M-CSF sont partiellement responsables
de cette inhibition, puisque les anticorps neutralisant peuvent restaurer partiellement
I’inhibition (Nauta et al., 2006a). La neutralisation du PGE2 restaure la capacité a
secréter des cytokines comme le TNFa, qui elle-méme est inhibée par les CSM.

Une autre étude suggere que les CSM inhibent la différenciation des DC par le
blocage de leur entrée en cycle cellulaire. Les cellules restent bloquées a la phase GO
(Ramasamy et al., 2007).

4.1.3 L immunorégulation des lymphocytes B

Il a été démontré dans un modele murin que les CSM sont capables d’inhiber la
prolifération des lymphocytes B stimulés par I’anti-CD40 ligand et I’lL-4 (Glennie et
al., 2005). De plus, cette inhibition peut étre due a I’arrét des lymphocytes B a la phase
GO/G1 dans le cycle cellulaire (Corcione et al., 2006). Les CSM peuvent également
inhiber la différenciation, la capacité des lymphocytes B a produire des anticorps tels
que des IgG, des IgM et des IgA, et leur chimiotactisme. Cependant, I’expression des
molécules de costimulation et la sécrétion des cytokines telles que I’IFNy, I’IL-10,
I’IL-4 par les lymphocytes B n’est pas inhibée (Deng et al., 2005). Krampera et al ont
montré qu’en présence d’IFNy, les CSM inhibent la prolifération des lymphocytes B, et
que cet effet est associé a I’ IDO, dont la production par les CSM peut étre induite par
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I’IFNy (Krampera et al., 2006). D’autres facteurs solubles tels que le TGFB, I’'HGF et le
PGE2 peuvent en étre responsables, mais leurs effets nécessitent la communication
intercellulaire entre les CSM et les lymphocytes B.

4.1.4 L’ immunorégulation des NK

Les cellules NK ont une activité cytotoxique ciblant principalement les cellules
ayant un défaut d’expression en molécules du CMH de classe I. L’IFNy est essentielle
pour leur fonction. Ces cellules jouent un réle important dans I’immunité contre les
tumeurs. Les CSM peuvent inhiber la prolifération et la production de I’lFNy par les
cellules NK stimulées par I’IL2 et I’IL15 (Aggarwal and Pittenger, 2005). De plus,
Sotiropoulou et al ont rapporté que les NK ciblent préférentiellement les cellules
tumorales exprimant la molécule HLA de classe I. Les mécanismes concernés
comprennent principalement la sécrétion de facteurs solubles tels que le PGE2 ou le
TGFp. De ce fait, les CSM en inhibant les NK, favorisent I’expansion tumorale.

En conclusion, les CSM peuvent influencer plusieurs types de cellules
immunitaires et jouent donc un réle important dans la régulation de la réponse immune.
4.2 L’hypo-immunogénéicité des CSM

Les CSM induisent I'immunosuppression selon plusieurs voies déja décrites
ci-dessus. Elles n’induisent cependant pas elles-méme une réponse immunitaire car
elles sont peu immunogénes. La plupart des études in vivo et in vitro ont montré que les
CSM peuvent inhiber I’allo-réponse. Elles expriment des molécules du CMH de classe
I en quantité modérée, mais elles présentent un défaut d’expression en molécules du
CMH de classe 11, et en molécules co-stimulatrices telles que CD86 et CD40 (Le Blanc
et al., 2003a; Tse et al., 2003). Cependant, une expression constitutive de la molécule
CD80 a été montrée dans les CSM murines (Krampera et al., 2003). Les facteurs
inflammatoires tels que I’IFNy peuvent induire une augmentation de I’expression des
molécules du CMH de classe | et 1l sur les CSM. Néanmoins, leur hypoimmunogénité
est conservee (Klyushnenkova et al., 2005).

Grace a ce profil, les CSM sont protégées de la lyse par les cellules NK. D’autre
part, au lieu d’activer les lymphocytes T effecteurs, elles induisent une anergie des
lymphocytes T par un défaut de signal de co-stimulation. Les CSM d’Homme et de
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mammifere tel que le babouin, le cheval, la chevre n’induisent pas de réponse cellulaire
allogénique in vitro et in vivo (Arinzeh et al., 2003; Grinnemo et al., 2004; Mahmud et
al., 2004). 1l a été rapporte que les lymphoblastes actives par des mitogenes tels que la
PHA peuvent reconnaitre et lyser les cellules mononucléees allogéniques, mais ne
reconnaissent pas les CSM du méme donneur (Tse et al., 2003). De plus, les CSM
Xénogeéniques peuvent survivre et se différencier apres transfusion in vivo (Saito et al.,
2002). L’étude de Liechty KW et al a montré que les CSM humaines transplantees dans
I’utérus d’un mouton ont réussi a migrer, a survivre dans la molles osseuse, et a
promouvoir la restauration de I’hématopoiese. De plus, elles sont capables de se
différencier en cellules de différents tissus (Liechty et al., 2000).

Cependant, bien que les CSM et les cellules différenciées a partir de CSM
soient immunomodulatrices, la survie des ces cellules aprés transfusion in vivo n’est pas
garantie. De plus, récemment, des etudes ont méme montré que dans certaines
conditions, les CSM peuvent activer la réponse immunitaire. En effet, Stagg J et al ont
rapporté que les CSM syngéniques inhibent I’activation des lymphoyctes T médiée par
les DC. Cependant, apres stimulation par I’IFNy, les CSM syngéniques de souris, mais
pas les CSM allogeniques, peuvent fonctionner comme des CPA, capturer et présenter
des antigénes solubles, tels que I’OVA, activant les lymphocytes T spécifiques a
I’antigéne. De plus, cet effet a pu étre corrélé a I’expression de la molécule CD80
puisque I’anticorps anti-CD80 a bloqué fortement I’activation des lymphocytes T
(Stagg et al., 2006). L’étude de Grinnemo KH montre que I’injection intracoronaire de
CSM humaines dans le myocarde d’un rat immunocompétent finit par induire un rejet
et I’infiltration de macrophages. Par contre, chez le rat immunodéficient les CSM
survivent (Grinnemo et al., 2004). In vivo, Nauta AJ et al ont montré qu’une
co-transplantation de CSM syngéniques au receveur favorise la survie de la moelle
osseuse allogénique dans un modéle de souris ayant subi un conditionnement
nonmyéloblatif. Néanmoins, une co-transplantation de CSM allogéniques du méme
donneur peut accélérer le rejet du greffon (Nauta et al., 2006b). Cette étude suggere que
les CSM ne sont pas intrinséquement nonimmunogenes. Elles peuvent moduler la
réponse immune in vivo, et cette capacité est associée a la compatibilité du CMH entre
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le donneur et le receveur. En cas d’incompatibilite, la secrétion d’IFNy notamment,

peut rendre les CSM immunocompétentes.
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Figure 12 : Mécanismes de la modulation immunitaire médiée par les CSM.
D’aprés (Nauta and Fibbe, 2007). Les CSM peuvent inhiber I’activation et la fonction
de cellules NK directement via inhibiyion de leur prolifération, leur cytotoxité et leur
sécretion d’IFN v .I’ IFN vy sécreté par les cellules NK peuvent induire la production
d’IDO par les CSM. Les CSM peuvent aussi inhiber I’activation et la fonction de
lymphocytes T via les méme mecanismes et induire la production de lymphocytes Tr.
Les DC peuvent inhiber la différenciation et la maturation de DC via les facteurs
inhibiteurs tels que PGE2, M-CSF, IL6, IL10, HGF, etc.

4.3 Essais précliniques et cliniques d’injection des CSM in vivo dans des modeles
de transplantation ou de maladies auto-immunes
4.3.1 Dans les modeéles animaux

Du fait de leur fonction immunosuppressive et de leur hypoimmunogeéniécité,
les CSM ont été utilisées in vivo dans les modeles de transplantation allogénique et de
maladies auto-immunes. En 2002, Bartholomew A et al a rapporté le premier que
I’injection de CSM allogéniques avant une greffe de peau, provenant d’un troisieme
donneur, prolonge la survie du greffon chez la babouin (Bartholomew et al., 2002).
Nauta AJ et al ont aussi montré qu’une co-transplantation de CSM syngéniques au

receveur favorise la survie des cellules souches hématopoiétiques allogéniques greffees
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dans un modéle de souris conditionnée de facon nonmyeéloblative (Nauta et al., 2006b).
Plus récemment, Yanez R et al ont montré que I’injection systématique de CSM
dérivées du tissu adipeux peut controler le développement de la GVHD chez la souris,
apres greffe haploidentique de CSH (Yanez et al., 2006).

Outre leur application dans la prévention de la GVHD, I’effet des CSM dans les
maladies autoimmunes a été testé. Zappia E (Zappia et al., 2005) et Zhang J (Zhang et
al., 2005a; Zhang et al., 2005b) ont montré dans un modele murin que les CSM murines
peuvent empécher le développement ou réduire la sévérité de I’'EAE (experimental
autoimmune encephalomyelitis). Cet effet est dd a leur fonction immunosuppressive via
une induction d’anergie des lymphocytes T dans les organes lymphoides secondaires,
elle-méme restaurée secondairement a I’adjonction d’IL2.

4.3.2 Les essais cliniques

En 2004, Le Blanc K (Le Blanc et al., 2004) et al ont rapporté qu’une
transfusion de CSM halpoidentiques a réussi a guérir un patient de neuf ans d’une
GVHD de grade IV suite a une transplantation des CSH. Koc ON et al ont montré que
I’injection intraveineuse de CSM allogéniques peut favoriser la survie et la fonction du
greffon de CSH autologues chez les patients porteurs d’un cancer du sein et ayant recu
un conditionnement myéloablatif (Koc et al., 2000). Par ailleurs, I’administration de
CSM allogeniques apres expansion ex vivo a eu un effet bénéfique sur I’ostéogenese,
chez des enfants souffrant d’ostéogénése imparfaite (Horwitz et al., 2002).

Cependant, I’effet thérapeutique des CSM a long terme reste encore a

déterminer.

84



Article 1

(Article de revue sur les DC tolérogenes)

(Bio-Medical Materials and Engineering, 2006)

85



Bio-Medical Materials and Engineering 16 (2006) S163-S170 S163
10S Press

The regulatory role of dendritic cells
In the Immune tolerance

Yin-Ping Li#P, Véronique Latger-Canard ¢, Luc Marchal ¢, Na Li ¢, Jing-Ping Ou-Yang®
and Jean-Frangois Stoltz?

& Laboratory of Mechanobiology and Engineering of Cells and Tissues, CNRSUMR 7563,
Faculty of Medicine and Unit of Cellular and Tissue Therapy, CHU, Nancy, France

b Department of Pathology and Pathophysiology, WWuhan University, China

¢ Laboratory of Hematology, CHU, Nancy, France

d Department of Electron Microscopy, Faculty of Medicine, Nancy, France

Abstract. Immune homeostasis is important for the protection of a host from pathogen aggression, as well as for preventing
autoimmunity. Dendritic cells (DCs), the most potent antigen presenting cells, are critical in innate, adaptive immunity and
in central tolerance. Recently, their involvement in peripheral tolerance has been shown. Whether DCs induce immunity or
tolerance depends on their state of maturation. Different subsets of tolerogenic DCs have been identified in vivo, either in
physiological, or pathological conditions, such as tumors, or GVHD. Moreover, tolerogenic DCs can be generated in vitro, by
using different culture conditions, such as IL-10 or TGF-£. In our study, we obtained tolerogenic DCs, by culturing them in the
presence of human mesenchymal stem cells (MSCs).

Keywords: Dendritic cells (DCs), tolerogenic DCs, immunity, tolerance, mesenchymal stem cells (MSCs)

1. Introduction

The immune system efficiently protects a host from numerous pathogens and distinguishes self from
foreign antigens (Ag). The normal functioning of the immune system is realized through a balance
between immunity and tolerance [1,2]. Thus, the induction of Ag specific tolerance is critical for the
prevention of autoimmunity and maintenance of immune homeostasis. Dendritic cells (DCs) are profes-
sional antigen-presenting cells, which are potent initiators of T-cell immunity and inducers of central
tolerance. Moreover, they play an important role in peripheral T-cell tolerance [3,4].

1.1. Isolation in vivo and generation in vitro of DCs

DCs are rare in peripheral blood. But, they can be generated, in vitro, from their progenitors with
appropriate cytokines. Two lineages of DCs have been described in vivo: the myeloid DCs and the
lymphoid DCs. DCs can be isolated from human peripheral blood according to their specific profile of
molecule expression. Thus, CD19— BDCA-1+ and CD19— BDCA-3+ DCs are two subpopulations
of myeloid DCs, whereas BDCA-2+ and BDCA4+ are specific for lymphoid DCs [5]. In vitro, DCs
can be differentiated from peripheral blood monocytes in the presence of various sets of cytokines,
such as GM-CSF and IL-4 [6], for 5-6 days. This culture induces their differentiation into immature
DCs (imDCs). These imDCs can then be induced to mature in the presence of various stimuli, which

0959-2989/06/$17.00 © 2006 — 10S Press and the authors. All rights reserved
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mimic invivo infection, or inflammation, such as microbial component (e.g., LPS), inflammatory factors
(e.g., TNF-a) or T cell feedback signal (e.g., CD40L). Recently, new cocktails of cytokines have been
reported to trigger DCs maturation, such as TNF-q, IL-6, IL-15 and PGE2 or TNF-«, IL-15 and IFN-«
[7]. However, series of other factors influence their differentiation, for instance, extra-cellular pH in the
presence of high concentrations of homologous or autologous serum [8]. Moreover, serum and media
used in culture also influence the differentiation and maturation of DCs [9].

CD34+ hematopoietic stem cells, which can be purified from bone marrow, umbilical cord blood and
G-CSF mobilized peripheral blood, are also important progenitors of DCs. A combination of cytokines,
including GM-CSF and TNF-« + FIt-3L/SCF, induce CD34+ cells to differentiate into DCs. CD34+
cells differentiate along two subpopulations: CD1a+ CD14— Langerhans cells and/or CDla— CD14-+
interstitial DCs [10,11].

1.2. Characteristics and functions of DCs

With regard to their status of maturation, DCs are different in phenotype, morphology and function.
They are three different stages of DCs, immature DCs (imDCs), mature DCs (mDCs), and interme-
diary DCs (Fig. 1). ImDCs, which are specialized in antigen capture, express relatively low quanti-
ties of surface MHC class I, class Il molecules and costimulatory molecules. IMDCs become mature
following stimulation by various factors, which act on Toll like receptors (TLRs) [12]. In mDCs, the
expression of the MHC and costimulatory molecules significantly increases and other markers of mat-
uration, such as CD83, CD208 (DC-LAMP), appear. mDCs have a reduced capacity of antigen uptake,
but an increased capacity of migration and, particularly, they show a strong potential for T cell attraction
and activation. These capacities are associated with a dramatic and long-lasting surface expression of
MHC-peptide complex. In addition, mDCs show high expression of adhesion molecules for migration,
such as CD44 and a3, integrin, of molecules for T cell activation such as CD54 and CD58, and of
chemokines receptors such as CCR7. Moreover, efficient T cell activation and their polarization depend
on the cytokines secreted by DCs. ImDCs preferentially secrete 1L-10 and thus induce Th2 differentia-
tion, whereas mDCs, which secrete high levels of IL-12 P70 and IFN-~, facilitate Thl differentiation.
Moreover, at the morphological level, imDCs are non-adherent, roundish cells with rare long cytoplas-
mic extensions, whereas, mature DCs (mMDCs) are veiled cells and often present in clusters. Functionally,
mDCs can strongly stimulate allogeneic T cell responses; as well as present effectively antigens to prime
naive T cells. Intermediary DCs are phenotypically and functionally between immature DCs and mature
DCs. They have been shown to exert tolerogenic functions.

1.3. General mechanisms of tolerogenicity of DCs

The tolerogenic function of DCs involves various mechanisms, including T cell anergy, immune de-
viation, regulatory T cell (Tr) activation and promotion of activated T cell apoptosis. Whether DCs
induce immunity or tolerance depends on their maturation and activation status. Accordingly, imDCs
induce and maintain T-cell anergy or tolerance [13], whereas; mDCs efficiently induce T-cell immunity
against various types of antigens (Ag) [14]. DCs maturation is the critical switch that provides signals
for effector T cell development and memory, diverting T cells from apoptosis toward protective immune
function. However, several studies have shown that mDCs are also able to induce CD4+ T-cell tolerance
[15-17].

Many of the details in the molecular basis of DC tolerogenicity have still to be elucidated. Deficiency
of costimulatory molecules, expression of death-inducing ligands (e.g., FasL), microenvironment factors
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Fig. 1. Different stages of DCs maturation: imDCs, mDCs and intermediary DCs. Their role in immune response is differ-
ent. ImDCs and intermediary DCs are mainly involved in tolerance by inducing T cell apoptosis, anergy or development of
regulatory T cells. Whereas, mDCs are specialized in immunity.

(e.g., TGF-5 and IL-10), inhibition of regulatory molecule gene transcription (e.g., NF-KB) can confer
tolerogenic potential to DCs. Recently, Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) constitutively expressed
by a DCs subpopulation, has been shown to play a crucial role in maintaining T cell homeostasis and
peripheral self-tolerance. IDO effectively catalyzes the essential amino acid tryptophan, and inhibits
T cell proliferation through tryptophan starvation. In addition, tryptophan metabolites, such as 3-OH-
kynurenine and 3-OH-anthranilic acid have a strong T cell inhibitory action, whereas IDO inhibitor
1-methyl-tryptophan (1-MT) reverses this effect. Functional activity of IDO requires ligation of B7
molecules on DCs with CTLA-4 molecule on activated T cells. Other molecules also contribute to the
tolerogenic ability of DCs such as inhibitory receptors immunoglobulin-like transcript (ILT)3 and 4 [18,
19] which mediate inhibition of T cell activation through immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motifs (ITIMs) [20]. In this review, we report on the various populations of tolerogenic DCs, which are
present in different physiological and pathological conditions.

2. Tolerogenic DCs, in vivo

2.1. Tolerogenic DCsin physiological conditions

2.1.1. Seady state migrating DCs
In the steady state, imDCs, which are distributed in the periphery of many tissues and organs, such as
epithelium, dermis, intestine, respiratory tract, can spontaneously migrate into T-cell zones of regional
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lymph nodes through efferent lymphatics [3]. During their migration, they capture antigens from apop-
totic cells upon normal tissue turn-over, or non-infectious environmental proteins [21-23]. However, in
the absence of inflammation, these steady-state migrating DCs are not presumed to produce 1L-12p70
and other proinflammatory cytokines, such as IL-13, IL-6, TNF-alpha [24]. It now seems clear that the
effect of antigen presentation in the steady state is induction of tolerance but not immunity [25]. Partial
maturation is necessary for these DCs to process, transport and present antigens [13,26], as assessed
by increased expression of MHC and costimulatory molecules [27], homing receptors such as CCR7.
Therefore, these cells are considered as intermediary DCs, which role, is to induce tolerance against
self-peptide, in the absence of inflammation.

2.1.2. Plasmacytoid DCs

Plasmacytoid DCs (pDCs), characterized by their uniformly high levels of expression of IL-3R
(CD123) and CD62L, induce T-cell tolerance through polarization of naive T cells toward IL-10-
producing T cells. These pDCs are mainly present in peripheral blood and tonsils, and are clustered
around the high endothelial venules of inflamed lymph nodes. In addition to their critical role in antiviral
immunity by rapid production of type | IFN and subsequently induction of Th1 responses [28], they can
also induce antigen-specific T-cell tolerance independently of their maturation status. The tolerogenicity
of pDCs is associated with IDO, which is constitutively expressed in them [29].

2.2. Tolerogenic DCsin pathologic conditions

2.2.1. Chronic infections

In the context of chronic inflammation, such as inflammatory bowel disease, IDO expressing DCs,
which are characterized by the following phenotype, i.e.: CD3-CD123+CCR6-+, have been found in
lesional colonic biopsies [30]. Chronic infection can also activate tolerogenic DCs. Indeed, this situation
may occur with persistent microbes that are taken up by DCs without maturing them [4].

2.2.2. Tumors

Active T cell immunity against tumor cells is critical in the control of tumor growth and metastasis, and
this is indispensable for the efficient presentation of tumor antigen by DCs [4]. However, the persistence
of tumor cells might be considered as self by immature DCs which capture and present these tumor cells
leading to development of tumor tolerance [31]. In patients with head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC), the presence of CD34+ cells in peripheral blood is increased, they can be then induced to
differentiate into DCs, but these DCs fail to stimulate an alloresponse [32].

2.2.3. Allograft transplantation

Transplantation of G-CSF-mobilized blood cells which contain a large number of donor pDCs, reduces
the severity of GVHD [33]. Therefore, it has been suggested that the pDC lineage is likely to play a key
role in the suppression of TH1 mediated pathogenic conditions, such as transplant rejection, GVHD and
several autoimmune diseases.

3. Tolerogenic DCsin vitro

3.1. Influence of cytokines

During maturation, the microenvironment is the key factor for the decision of DCs to induce tol-
erance versus immunity. Upon inflammation, different combinations of exogenous and/or endogenous
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mediators within the inflammation microenvironment trigger DC maturation. These maturation signals
include pro-inflammatory cytokines, bacterial or viral products such as LPS, CpG motif [24]. How-
ever, anti-inflammatory molecules such as IL-10, transforming growth factor-3 (TGF-/3), prostaglandin-
E2 (PGE2), steroids and OX40-ligand cosignaling, can affect this maturation, divert immunity toward
tolerance. Generation of tolerogenic DCs in vitro has been achieved by the use of imDCs or pharma-
cologically modified DCs or by treating DCs with immunosuppressive molecules [34,35]. IL-10 is a
multifunctional cytokine produced by activated T cells, B cells, keratinocytes, monocyte/macrophage,
DCs and some tumor cells. It can inhibit activation and proliferation of human peripheral blood T cells,
and is involved in the differentiation of human Tr cells. IL-10 also inhibits the allostimulatory capacity
of DCs via downregulation of MHC, costimulatory and adhesion molecules [36]. Generation of DCs that
secrete 1L-10, but not IL-12, can direct naive T cells to Trl cells. In addition, treatment of imDCs with
IL-10 induces antigen-specific anergy of alloreactive CD4+ and CD8+ T cells [37]. IL-10 treated DCs
can cross-present phagocytosed necrotic cells to CD8+ T cells, and induce Ag-specific and -nonspecific
CD8+ cytotoxic T tolerance [38]. This anergic state is characterized by impaired T-cell proliferation and
markedly reduced production of IL-2 and IFN-~ [37]. Furthermore, these I1L-10 treated DCs are resistant
to maturation signals.

G-CSF can also modulate the immunological response both in vitro and in vivo. Freshly isolated
CD4+ T cells from G-CSF mobilized patients and challenged with allo-Ags are hyporesponsive in
terms of proliferation and are polarized to Tr functional profiles [39]. Indeed, DCs, which are generated
from G-CSF treated peripheral blood monocytes, are phenotypically mature but released low levels of
bioactive IL-12p70 upon LPS stimulation. Moreover, their allo-stimulation capacity is damaged [24].

3.2. Influence of T-cell subpopulations

Another kind of tolerogenic DCs can be obtained by culturing monocyte-derived imDCs with human
CD8+ CD28— Ts cells (T supressor) or CD4+ CD25+ Tr cells (T regulator). These T cells induce a
positive feedback loop to tolerogenic DCs [40]. Indeed, incubation of CD4+4 CD25+ Tr from tolerant
mouse with DC progenitor cells generated tolerogenic DCs. Then, DC or monocytes exposed to these
Tr cells failed to stimulate Th (helper) or Tc (cytotoxic) cells.

3.3. Influence of immunosuppressive drugs

Immunosuppressive drugs can induce tolerogenic DCs. Antioxidant molecule N-acetyl-L-cysteine,
aspirin, 1,25-(OH),VitD3, estrogen, corticosteroids or cyclosporin A [35], rapamycin, FK506, have been
employed recently to generate tolerogenic DCs in vitro. Immunosuppressive drugs act through either
inhibition of DC maturation or inhibition of endocytosis [24].

4. Influence of stromal cells

Stem cells of the mesenchymal lineage (MSCs) constitute a small proportion of the bone marrow cell
populations. These cells can differentiate into various components of the marrow microenvironment,
such as bone, adipose and stromal tissues. Remarkably, they are also able to recirculate and migrate
into injured tissues to replace lost parenchymal cells. In addition, MSCs have been shown to provide
cytokine and growth factor support for expansion of hematopoietic stem cells, which are also involved
in DC differentiation, like GM-CSF or TNF-a. Further interest in their clinical application has been
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raised by the observation that MSCs can inhibit T cell responses. Indeed, several in vitro studies and
experiments in animal models have addressed the issue of the capacity of MSCs to modulate T-cell-
mediated immune responses [41-44]. This property has been used in clinical settings. A preliminary
clinical study suggested that the co-infusion of non-irradiated donor derived MSCs with HSCs reduces
the incidence and severity of graft versus host disease (GVHD) in recipients of an allograft from an HLA-
identical sibling [45]. Moreover, a recent case report demonstrated a striking effect of haploidentical
MSCs infusion in promoting resolution of severe, treatment-refractory, acute GVHD [46].

In recent studies, we have shown that human MSCs induce production of tolerogenic DCs (manuscript
in preparation). In our study, DCs that were generated either from peripheral blood monocytes or CD34-+
hematopoietic stem cells and co-cultured with human MSCs exhibited low levels of CD80, CD86, and
no CD83 molecules. Moreover, the ability of these DCs to stimulate allogeneic T cell response was
damaged.

5. Conclusions

Whereas DCs are rare in blood, recent research has allowed one to generate them easily, in vitro,
from blood or bone marrow precursors. Moreover, it is also possible yet, to decide of the fate of these
cells, depending on the necessity to induce immunity or tolerance. Thus, tolerogenic DCs can be very
promising tools for treatment of diseases such as GVHD and autoimmune diseases.
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