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RESUME

Au cours de ma these, j'ai étudié la fonction ayxaque des cellules dendritiques (DC) de
patients cancéreux comparée a celle de sujets. $dans avons montré que les DC générées a
partir des monocytes du sang periphérique peuvequéair des capacités cytotoxiques
importantes apres activation par des faibles dogedPS. Le potentiel cytotoxique des DC
générées a partir de patients cancéreux est cobiparaelui de sujets sains. Nous avons identifié
le mécanisme de cytotoxicité qui fait intervenipladuction de peroxynitrite. Apres avoir tué les
cellules tumorales, les DC phagocytent des fragsnemhoraux, surexpriment des molécules de
costimulation et induisent la prolifération des pimocytes.

Un deuxieme axe de recherche au cours de ma thesensisté en I'étude des
macrophages inflammatoires et de leur implicati@ansd I'athérosclérose. Les macrophages
secretent la CETP (cholesteryl ester transferteprjt protéine-cible des récepteurs LXR (liver X
receptor). Nous avons montré que I'expression deHa@P, en réponse aux agonistes LXR, n’est
pas augmentée dans les macrophages inflammatddes. suggere que les macrophages
inflammatoires ne participeraient pas a I'augmématu pool plasmatique de CETP en cas de

traitement par des agonistes LXR.

Mots-clés : cellules dendritiques, cancer ; macagels, athérosclérose.



Abstract

During my thesis, | studied the cytotoxic functioh dendritic cells (DC) from cancer
patients and compared it to DC from healthy donOns: results indicate that human monocyte-
derived DC can acquire strong cytotoxic activitwéwd tumor cells after activation with low dose
of LPS. The cytotoxic potential of DC derived frarancer patients was almost the same as the
one generated from healthy donors. We identifiegl tinmor cell kiling mechanism which
involves peroxynitrite release. After killing of meer cells, DC are capable of engulfing dead
tumor cell fragments and overexpress the costirataimolecules necessary for T cell
proliferation.

A second study consisted in an analysis of inflatonya macrophages and their
significance in atherosclerosis. Macrophages predliETP (cholesteryl ester transfert protein), a
target for LXR (liver X receptor) receptors. Ousuéis show that LXR-mediated induction of
CETP expression is lost in inflammatory macropha@@sr study suggests that inflammatory

macrophages may not increase the circulating CE5OPgn LXR agonist treatment.

Keywords: dendritic cells; cancer; macrophagessratcelrosis.
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INTRODUCTION

“DC and macrophage biologists don't talk with eactiher enough. Indeed,
if a cell is called DC in a paper, | think thati# less likely that a macrophage
biologist will read it and vice versa.”
Randolph GJ. Nat Rev Immunology 2010;10:453

Lors de mes années de recherche jai eu la chamdeadailler dans deux équipes et
d’étudier deux facettes différentes de ces cellulesla réponse immunitaire innée aux
multiples propriétés qui sont appeléasdlules dendritiques et macrophages Ce travail,
riche et interactif, m’a permis d’avoir un état speit ouvert et d’analyser une situation sous
différents angles en étudiant ces cellules dans dmntextes différents: le cancer et
I'athérosclérose.

Dans I'équipe du Pr. B. Bonnotte, spécialisée dangponse immunitaire antitumorale,
nous avons analysé les caractéristiques et lecydbtoxique des cellules dendritiques et leur
implication dans le cancer. J'étais plus particelgent responsable de I'étude de ces cellules
chez 'homme, étude qui venait compléter les dosmdenues dans notre équipe chez le rat
et la souris.

Dans I'équipe du Dr. L. Lagrost, spécialisée ddétudle des lipoprotéines et de leurs
interactions cellulaires, nous avons étudié l'iaflae de I'inflammation sur les macrophages
humains et murins et sommpact potentiel sur [I'équilibre des lipoprotéinet sur

I'athérosclérose.

Dans le premier chapitre, les caractéristiquescipates des cellules dendritiques (plus
particulierement les cellules dendritiques myéls)deeront rappelées. Un deuxieme chapitre
présentera les effets, positifs et négatifs, dédales dendritiques sur la réponse immunitaire
antitumorale. Le troisieme chapitre exposera lemdes existantes sur une propriété encore
peu connue des cellules dendritiques, la cytottixitie quatrieme chapitre sera consacré a
limplication des macrophages dans [l'athéroscléroEafin, en m’appuyant sur les

publications issues de ce travall, je discutemrésultats obtenus.



Chapitre I.
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BIOLOGIE DES CELLULES DENDRITIQUES

Les cellules dendritiques (DC) représentent uneuladipn hétérogene de cellules ayant
comme origine des précurseurs médullaires. Deumdgraous-types sont individualisés qui
difféerent sur les plans phénotypique et fonctionmes DC myéloides (DCm) et les DC
plasmacytoides (DCp). Elles sont spécialisées ldarepture, le transport, 'apprétement et la
présentation des antigénes (Ag) aux lymphocyted ). (Elles sont réparties dans tout
I'organisme, sont dotées de capacité de migradbde ce fait peuvent se déplacer du site de
capture des Ag vers les sites d’interactions lies. Les DC représentent le lien entre
limmunité innée et 'immunité spécifique adaptatiDepuis plusieurs décennies, les DC sont
considérées comme les médiateurs essentiels dadimté et de la tolérance (Banchereau et
al., 1998 ; Steinman eil., 2003).

1. Découverte des cellules dendritiques

Les DC ont été découvertes dans la fraction deleslimononucléées des préparations de
rate de souris (Mosier atl.,, 1967) et distinguées des monocytes et macrophaayeteur
morphologie unique (Steinman &t, 1973 ; Steinman etl., 1974). La morphologie typique
des DC a été un critere de découverte mais aussinide au point de techniques
d’enrichissement et d’isolement (van Voorhisakt 1982). Ces techniques ont permis par la
suite la caractérisation fonctionnelle et la mise é@vidence des marqueurs des DC
(Nussenzweig dl., 1981 ; Steinman eil., 1978).

L’amélioration des techniques de purification d&3 ® permis de mieux comprendre leur
fonctions et de découvrir leur importante capadiéstimulation des lymphocytes T (100 a
300 fois plus élevée gque celle des cellules splésgnon fractionnées) et de capture et
d’apprétement d’antigéne pour induire une réponsffdctrice (deux fois plus importante
gue celle des autres cellules) (Nussenzwed#d.£1980 ;Steinman etl., 1978).

Depuis leur découverte, grace a leur réle centrahsl le contrdle de I'immunité, les DC
représentent des cibles potentielles dans de namlsecteurs de I'immunologie clinique :

transplantation, allergie, maladies auto-immunedections, tumeurs, vaccins.
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2. Origine des cellules dendritiques

A la différence des lymphocytes, le programme digmtinciation des DC chez 'lhomme
commence seulement & étre déchiffré.

Les DC se développent a partir des cellules soutiéesatopoiétiques de la moelle
osseuse (Figure 1Des expériences de transfert adoptif ont montrélgueajorité des DC
dérive d’'un progéniteur commun myéloide et partage une origine commune avec les
monocytes et les polynucléaires (Livagt 2010). Au cours du développement dans la moelle
osseuse, une séparation s'opéere vers la lignée eyitaiie et vers la lignée dendritique. Le
progéniteur des DC, appelé CDBofnmon-DC Progenitdrva générer des DC myeéloides ou
classiques et des DC plasmacytoides (Naid.e2006).

o 1@
FitaL

FitaL @ '
FlIt3L

e *f—*-\

H'.". = ———— xgg)c

Cs
BM Blood Periphery
Commitment Migration Differentiation

Figure 1: L’origine et les étapes du développement degd&pres Liu etl., 2010).

Alors que les CDP sont localisées dans la moaeptécurseurs des DC (pré-DC) qui en
dérivent migrent de la moelle osseuse, via la t@tmn, dans les organes lymphoides, avec
une durée de passage tres courte dans la circuldtes pré-DC vont donner naissance a
plusieurs sous-types difféerents de DC dans les neggalymphoides (rate, ganglions
lymphatiques). A I'état basal, en plus des orgdgeyphoides, les pré-DC contribuent au
développement des cellules dendritiques CD10&luster of Differentiatioh dans les

organes non lymphoides comme l'intestin, le rea,goumons ou le foie (Liu at., 2010).
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L’homéostasie des DCdans les organes est maintenue grace a un égquilisramique
entre trois parameétres: un enrichissement cortima les pré-DC circulantes, la
proliférationin situ, limitée, et la mort cellulaire (Liu etl., 2010).

Les facteurs de croissanceessentiels pour le développement normal de laédign
dendritique sont le GM-CSFsfanulocyte Macrophage Colony Stimulating Fagide M-
CSF Macrophage Colony Stimulating Facjoet le FIt3L (igand duFms-related tyrosine
kinase-3. FIt3L apparait comme un facteur majeur pourrigéostasie des DC a I'état basal.
L’administration du FIt3L chez des volontaires saaugmente la quantité de DCm dans le
sang de 48 fois et celle de DCp de 13 fois (Pubmaital., 2000). De la méme facon, les
souris déficitaires en FIt3 ou FIt3L ont un dévg@ement anormal des DC, alors que le
développement des monocytes reste normal (McKeralg 2000).

Malgré leur grande hétérogénéité, la majorité de€ @ une origine commune. Les
expériences récentes sur l'ontogénie des DC onégarter I'hypothése selon laquelle, a

I'état basal, les monocytes participeraient a lanégation des DC.

3. Sous-types de cellules dendritiques

Il existe plusieurs fagons de classer les DC cthexnime.

Classiquement, on les sépare @@ plasmacytoides et DC myéloidesappelées aussi
DC conventionnelles ou DC classiques (Walet2007).

- Les DC myéloides, CD11€D123", sont considérées comme les cellules présentatrice
d’Ag professionnelles, capables d’apprétement ésegatation d’Ag, de sécrétion de grande
guantité d’lIL-12 (interleukine), d’expression de lémules de costimulation. Elles regroupent
toutes les caractéristiques nécessaires pountaicin des LT CD4et CDS.

- Les DC plasmacytoides, CDICO123"" doivent leur nom a leur ressemblance
morphologique avec les plasmocytes (Colonrel.e2004). A l'origine, elles étaient appelées
« cellules productrices d'IFN (interféron) » dutfdie leur capacité a produire de grandes
quantités d’'IFN. apres activation. Elles circulent dans le sarigebrganes lymphoides. Les
DCp expriment le TLR-7Toll-like receptor -7 et le TLR-9 au niveau des endosomes, ce qui
leur permet de reconnaitre des acides nucléiquasxvet d’étre des médiateurs importants de
immunité antivirale. L'IFNx ainsi secrété a une action inhibitrice directe lauréplication

virale mais il active aussi les fonctions antiviisildes autres cellules comme les cellules NK

13



(Natural Killer). Les DCp sont aussi capables de présenter leauXgLT mais de facon
moins efficace que les DCm. Leur activation chraeigt la sécrétion de I'lFN de type | en
dehors d’'une infection peut aboutir au développdrdermaladies auto-immunes (Swiecki et
al., 2010).

Une autre nomenclature tient comptecduactére résident ou migrateur des DC

- Les DC résidentes arrivent dans les organes lgiiels a partir du précurseur circulant
et en général ne migrent pas vers d’autres sitd'®t#t basal, elles présentent des Ag du soi
et participent a la tolérance ou, en cas d'infegtielles capturent les Ag microbiens
localement et induisent la prolifération des LT @figues.

- Les DC migratrices, aprés avoir quitté la moellent infiltrer les tissus avant de
rejoindre les organes lymphoides via les lymphatq(Figure 2) (Coquerelle at., 2010 ;
Ueno efal., 2007).

Ainsi, les DCm existenin vivo dans plusieurs compartiments : les DC résidengss d
organes lymphoides secondaires, les DC intergidlocalisées dans les espaces interstitiels
drainés par les vaisseaux lymphatiques afférentseodereux organes, et les DC circulantes.
Le role physiologique des DCm circulantes n’est pksrement défini. Elles pourraient
participer a la reconstitution du réservoir des i@€identes, ou étre des DC qui capturent des

pathogénes circulants, ou les deux.

Thymus

Many other
SSSSS 'S

Medulla

PSGL-1 - CD62E
LFA-1 - ICAM-1 L Corte:
)\ coe2L- PAd

Spleen

eeeeee

’ i Central
LTBR i
CXCRS - CXCL13
Follicle
CCR7 - CCL19
CORT-CCL2t 2

PALS

PSGL-1-CD62E BM ~CCR2-CCL2
PSGL-1 - CD62P CXCR4 - CXCL12
VLA-4 - VCAM-1

Figure 2 : Voies de migration des DC (d’apres Alvarealet2008).
En fonction de leurlocalisation anatomique, plusieurs sous-types peuvent étre
identifiés ; chaque sous-type présente des fonwid@s spécifiques (Ueno et., 2007 ;
Coquerelle etl., 2010) (Figure 3). Chaque sous-groupe de DC adles distincts dans le

contr6le du type de réponse immunitaire (Coqueretlal., 2010) et chaque sous-groupe
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exprime des PPRP@ttern Recognition Receptdrslifférents pour la reconnaissance des

microbes et des Ag (Kerriganat, 2010).

Epidermal Dermal Blood Blood

Langerhans cells Interstitial DCs Myeloid DCs Plasmacytoid DCs
) . DC-SIGN (DC-SIGN)
C-type lectin Langerin Mannose Receptor (Mannose Receptor) BDCA-2
CD11¢
. CD11¢ CD1a/CD14
eecules cota o1 cp11e L7
E-cadherin CD36
Factor Xllla
TLRs 1,2.3,6,(7),(10) 26"37' 43' > 16‘ ('7‘}3';_‘ o 1,6,7,9,10

Figure 3: Les principaux sous-types des DC (d’apres Ué¢mb.,2007).

- Dans la peau, il existe deux types distincts de:Des cellules de Langerhans dans
I'épiderme et les DC interstitielles dans le deriales expriment des panels différents de
molécules de surface : CD1a, langérine, E-cadh¢xine les cellules de Langerhans, et DC-
SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule - ICAM@bbing non integrijy CD11b

et CD14 pour les DC interstitielles. Elles ont égaént des fonctions différentes. Les cellules
de Langerhans ne proviennent pas des pré-DC maidt pl'un précurseur qui coloniserait la
peau au cours du développement embryonnaire ; cleg résistantes aux radiations
ultraviolettes et peuvent se renouvalesitu (Chorro etal., 2009). Les études des différents
sous-types des DC, isolées de la peau et cultinégtro ou analyséem vivo chez la souris,
montrent que les cellules de Langerhans sont ff&m@es dans l'induction des LT CD8
cytotoxiques de haute affinité et dans la polapsaties LT CDZ naifs, alors que les DC
dermiques induisent la différenciation des celllBesaives en plasmocytes sécréteurs d’'IlgM
(immunoglobuline M) (Coquerelle @f., 2010 ;Ueno eal., 2007). Une nouvelle population
de DC langérinequi réside dans le derme a été décrite récemn@es.DC transitent dans le
derme, capturent les Ag avant de migrer dans leglgas lymphatiques et semblent étre
impliquées dans 'hypersensibilité de contact (Bhrstal., 2007).

Dans la rate, il existe deux types principaux de:& CDSDEC205 situées dans la zone
T, spécialisées dans la présentation des Ag panddécules de classe | du CMH (complexe

majeur d’histocompatibilité) et la présentationisée, et les CD83D1" détectées dans la
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pulpe rouge et la zone marginale.Les deux typexipaux de DC identifié sur la base de
I'expression de CD8 (DC CD®&u CD8) ne sont observés que chez la souris.

Chez I'hnomme, le marqueur CD8e peut pas étre utilisé pour identifier ces dypss de
DC. En revanche, I'équivalent de la population CDBurine vient d’étre identifié trés
récemment chez ’'homme sur la base de I'expressgXCR1 KC chemokine receptor),1
BDCA-3 ‘CD141) et CLECY9A C-type lectin-like receptor 9A ce qui donne lieu a un
nouveau classement chez 'homme des population®@eobservées dans le sang: DC
CD1c, DC CD16, et DC CD141 Les DC CD141 seraient alors I'équivalent humain des
DC CD8 murines et seraient les DC spécialises dans Iseptétion croisée a partir de
cellules mortes chez 'lhomme (Bachemaét 2010, Crozat eal., 2010, Jongbloect al.,
2010,Poulinetal., 2010.

Dans lalamina propriade l'intestin, un sous-type de DC exprimant CD#¥8sente des
fonctions régulatrices et migre a I'état basal dassganglions lymphatiques mésentériques,
alors qu’un autre sous-type CX3CRdrésente des activités pro-inflammatoires.

Le poumon est équipé d’'un large réseau de DC audsajuel on peut identifier également
plusieurs sous-groupes.

Une nouvelle population de DC a été identifiée danste des souris infectées jasteria
monocytogenesles DC inflammatoires. Cette population apparaians des conditions
inflammatoires, produit du TNF(Tumor Necrosis Factdret exprime iINOSifducible Nitric
Oxide SynthageElle a été appelée TiDCPpNF/INOS-producing DTet module la réponse
immunitaire innée contre les infections bactérienf8erbina eal., 2003).

Il existe donc plusieurs sous-types de DC, aveclassification qui peut tenir compte de
l'origine, de la résidence, du phénotype ou desctions. Cela reflete une des
caractéristiques essentielles de la lignée derglrdi leur hétérogénéité, permettant une
spécialisation des fonctions adaptée au type d'sgjom et au microenvironnement,
indispensable pour le fonctionnement immunitaireinglissociable de leur utilisation en

thérapeutique.

4. Recrutement des cellules dendritiques

Les DC sont dotées de capacités migratrices. Ci@mme, dans des conditions basales,
les monocytes ne sont pas les précurseurs des ®argienes lymphoides, ni des DC CD103

des tissus. En revanche, dans des conditions infidoires, les monocytes sont attirés au site
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inflammatoire et gardent la plasticitée de différiation (Kang etal., 2010). Diverses
conditions de stress et d’inflammation vont atties monocytes, les DC et les précurseurs

circulants vers le site inflammatoire.

Cerecrutement est une réponse a la production desalines au site inflammatoirees
chimiokines sont de petites cytokines secrétées, a fonctiamictactique, qui régulent le
trafic des leucocytes dans des conditions basalesmftammatoires. Les DC immatures
expriment un répertoire de récepteurs de chimickif@CR1, CCR2, CCR5, CCR6LC
Chemokine Recepfporgui leur permettent de répondre a des chimiokiméammatoires
incluant CCL5, CCL2, CCL3, CCL4, CCL2€@C Chemokine Ligand Dans des conditions
inflammatoires, un panel de chimiokines sera prodar des cellules résidentes et par des
cellules endothéliales activées (CCL2, CCL5, CQLZL13, CCL20, CCL22). Les DC elles-
mémes présentes au site inflammatoire vont coestilme source de chimiokines attirant
d’autres effecteurs de la réponse immunitaire. dygekines inflammatoires, TNFet IL-1,
produites par les macrophages, vont contribueexptession de récepteurs aux chimiokines
et a la sécrétion des chimiokines inductibles guaiment par toutes les cellules du site
inflammatoire (Sozzani &l., 2005).

Ainsi, l'induction de la sécrétion de la chimiokihdP-3a (Macrophage Inflammatory
Protein30)/CCL20 au cours du processus inflammatoire reptéseun mécanisme
fondamental de chimiotactisme des DC immatures leesgte inflammatoire. Des expériences
in vitro ont montré que les DC dérivées des précurseurgtOBpondaient fortement a MIP-
30, via le récepteur CCR6, mais que cette chimiokilagait pas d’effet sur les DC dérivées
des monocytes (Banchereawakt 2000).

Cette chimiokine joue probablement un réle dandiliration des tumeurs par les DCs
immatures. Ainsi, des tumeurs mammaires sécrégdtd chimiokine sont fortement infiltrées
par des DC immatures (Bell at., 1999). Dans un modéle de cancer du colon dearat |
surexpression de MIPe3induit une trés importante infiltration des tuneyrar des DC
immatures sans permettre toutefois une réponse mbame antitumorale efficace (Bonnotte
etal., 2004). D’autres chimiokines sont aussi a I'orggilu recrutement des DC au sein des
tumeurs (Scarpino &il., 2000). La chimiokine CCL3, surexprimée dans deseiurs murines
(induites par l'injection sous-cutanée des cellui@morales B16-F10 ou de carcinome de
poumon), favorise le recrutement des pré-DC monhtratelle pouvait étre a I'origine des DC
au site tumoral (Diao etl., 2010).
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De plus, les DC expriment une variété de réceptpats desstimuli chimiotactiques
autres que les chimiokines, tels que les signaux de “danger tissulaire”. Ceaudit sont
produits rapidement (quelques minutes) au sitaimfhatoire et représentent le signal précoce
permettant le recrutement des DC ou de leurs péats. Il s’agit de molécules lipidiques
bioactives, de composants dérivés des bactériemedas peptides formylés, de composants
du complément comme la fraction C5a, de substaartEmicrobiennes comme les défensines
(Sozzani etl., 2005). Des signaux sont également délivrés paicdiules engagées dans la
voie de mort cellulaire, comme les petites protgide choc thermique, les HSRe@at Shock
Protein), libérées par les cellules nécrotiques ou I'acidgue (Pulendran etl., 2004).

La connaissance des signaux qui gouvernent le tecrent des DC vers un site tumoral
est indispensable pour moduler la réponse immueit&lusieurs pistes thérapeutiques sont
envisageables notamment en agissant sur la séorétes chimiokines par les cellules
tumorales, sur I'expression des récepteurs de akimes par les DC, ou sur la modulation
de la mort des cellules tumorales par des agenitwioh ou radiothérapeutiques, dans le but

de délivrer des signaux de recrutement pour les DC

5. Reconnaissance des antigenes par les cellulesdidiques

Les DC résident dans les tissus périphériquespmotnt la peau et les muqueuses, sites
stratégiques car portes d’entrée potentielles pEgipathogenes, ou elles formentréseau
sentinelle Ces DC sentinelles, dispersées dans la majaitéssus, se trouvent dans un état
immature. Dans cet état immature, les DC disposent d'unedg@apacité a reconnaitre et a
capturer les Ag, mais elles sont de faibles acivat des LT. Les DC immatures vont faire un
échantillonnage permanent des Ag environnementaypowront étre activées aprés avoir

recudes signaux dangefUeno efal., 2007).

Elles vont reconnaitre les microbes grace a deptéars pour certains motifs microbiens,
des motifs moléculaires conservés communs aux geaties, les PAMP Pathogen-
Associated Molecular PatterhsCes récepteurs des PAMP sont appdél&R (Pattern
Recognition Receptoret sont de plusieurs types : les TLR, les CCRy(pe lectin receptols
et les NLR NOD-like receptors, intracytoplasmic Nucleotide gdimerization Domain)
(Ueno etal., 2007).

Une grande variété de cellulesprime desTLR. Il y a dix TLR identifiés chez 'lhomme

et treize chez la souris. Les TLR 1, 2, 4, 5 ebift €xprimés a la surface cellulaire, alors que
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les TLR 3, 7, 8 et 9 se trouvent dans des compeantisnintracellulaires (Akira etl., 2006).
Chez I'homme, I'expression des TLR dépend du spps-tle DC, les DCp expriment les
TLR 1,6,7,9 et 10 et les DCm les TLR 1, 2, 3546, 7, 8 et 10 (Kadowaki at., 2001)
(Figure 4).

Lipoproteins LPs Imidazoguinolines
Pepfidoglycan HEPs (anti viral compounds)
Zymosan Double- a4 Bacterial DMA
stranded Flagellin l (CpG DNA)
RNA l e
v

e

Current Opindon in Immunology

Figure 4 : Les difféerents TLR (d’apres Akira at., 2003).

Les difféerents TLR reconnaissent des PAMP diffésegit leur engagement va entrainer
une cascade spécifique de signalisation aboutissamt profil d’expression de genes. Les
TLR délivrent des signaux moléculaires distinctgeardrant un type différent d’activation des
DC et donc une réponse immunitaire adaptée a ltagéactieux (Kapsenberg at., 2003).

Les récepteurde type lectine Csont des molécules se fixant sur la partie carthaig
des glycoprotéines (Geijtenbeek ak, 2004). Différents sous-types de DC expriment
différents CLR : BDCA2 Blood DC Antigen P pour les DCp (Dzionek eal., 2001),
langérine/CD207 spécifique des cellules de Langerifealladeau edl., 2000), ou DC-SIGN
pour les DC interstitielles (Geijtenbeekadt, 2000). Les CLR jouent le rdle d’ancrage des
divers agents pathogenes, mais aussi de moléciddbédence entre les DC et les autres
types cellulaires (Ueno at., 2007).

Les récepteurs NLR représentent une famille de récepteurs reconnaisdas
composants intracellulaires des microbes (Martigical., 2005). Aprés la reconnaissance des
PAMP, les NLR s’activent et ciblent des voies dgnalisation des cytokines pro-

inflammatoires (Ueno «tl., 2007).
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D’autres produits, en plus des motifs moléculades pathogenes, peuvent étre reconnus
par les DC. L'observation expérimentale que lesitlysies cellules mortes peuvent induire
I'activation des DC généréan vitro a été a l'origine de l'idée que des composants des
cellules mortes pouvaient activer les I vivo (Gallucci etal., 1999). Ces molécules
activatrices endogenes sont appeld@AMP (damage-associated molecular pattern
molecules Les DAMP incluent les HSP, les HMGBhAigh-mobility group box 1 protejnla
B-défensine et lI'acide urique. Ces molécules peuééne reconnues par des TLR ou par
d’autres récepteurs plus ou moins bien identifigen@ etal., 2007). L'HMGBJ1 est un facteur
cytokinedike libéré par les cellules en voie de mourir et cépde se fixer sur des récepteurs
multiples comme TLR-2, TLR-4 et RAGEeCeptor for advanced glycation end products).
induit une cascade de réponses inflammatoiredeenae d’infection microbienne (Scaffidi
etal., 2002).

Aprés un contact microbien ou apres stimulationdesr cytokines inflammatoires, les DC
vont capturer les Ag ainsi reconnus. Les DC immatures sont capablexagéurer et
d’appréter une grande variété de molécules et aroorganismes. Elles peuvent utiliser
différentes voies pour la capture de I'Ag : la noginocytose, I'endocytose médiée par les
récepteurs de type lectine C, par les récepteuwrsi€dype | pour les complexes immuns et
les particules opsonisées, ou la phagocytose @supdrticules, les cellules nécrotiques ou
apoptotiques, les virus ou les bactéries (Banchezta., 2000).

Plusieurs études indiquent que les DC immatureslamapacité de capturer des Ag
tumoraux (Guermonprez eil., 2002 ; Nouri-Shirazi etl., 2000). Des récepteurs de type
lectine C ont été rapportés comme capables de madtom des motifs de glycosylation des Ag
spécifiques des tumeurs comme MUC1 (mucinel) (8dedtal., 2007).

Ces données suggerent que les DC pourraient éfpabtas de reconnaitre certaines
molécules tumorales et de participer a la capture d'internalisation des fragments issus
des cellules tumorales. Cela peut avoir des corex@zps tres importantes pour I'activation

des DC et, par conséquent, pour I'induction d’'udpanse immunitaire.

6. Maturation des cellules dendritiques
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Une fois I'Ag capturé, plusieurs évenements voenshainer et se succéeder dans la vie
des DC. lIs vont aboutir a la maturation des DCa@prétement de I'Ag et, aprés migration, a

la présentation de 'Ag aux LT.

Les DC peuvent reconnaitre I'environnement de difiees facons et plusieurs moyens
existent pour leur maturation. Lors du processasti/ation, elles interagissent avec d’autres

effecteurs de 'immunité présents au site inflamoimat(Figure 5).

NKINKTfyé T

bacteria

& b

fungus

keratinocyles
epithelial cells

Figure 5: Les interactions entre les DC et 'immunité iare¢ adaptative (d’apres Ueno et
al., 2007).

L'invasion par les agents pathogenes aboutit diVaton des effecteurs de 'immunité
innée (neutrophiles, mastocytes, cellules NK, bhgeg). Les DC sont sources de
chimiokines participant a 'amplification de l'iinmation et au recrutement d’autres cellules
au site inflammatoire. Trés précocément, par lfimédiaire des chimiokines, les effecteurs
de 'immunité innée (NK et neutrophiles) vont éaitérés au site inflammatoire, suivis par les
monocytes et les LT mémoire. Les DC vont interayiec les autres cellules immunitaires
avec l'instauration d’'un dialogue d’activation n@g@que. Les DC interagissent et activent les
cellules NK (Lucas etl., 2007) et NKT Katural Killer T Cel) (Fujii et al., 2002) par
lintermédiaire de contacts cellulaires et des kiytes produites. Les DC en voie de
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maturation vont produire de I'lL-12, cytokine cralg pour I'activation des cellules NK. Les
NK peuvent activer les DC via la production d’HENLes DC peuvent présenter des
glycolipides par l'intermédiaire des récepteurs @Oriduisant I'activation des cellules NKT
qui, a leur tour, peuvent augmenter la maturaties BC via l'interaction CD40-CD40L
(Fujii et al., 2002). En fonction de ces interactions et du o@owironnement cytokinique
créé par les cellules du systeme immunitaire imeg®,DC vont entrer dans un programme
spécifigue de maturation avec comme résultat fihnatuction des différents types de
réponses T. Les DC orchestrent donc les différactisurs de 'immunité et de ce fait font le
lien entre 'immunité innée et adaptative(Banchereau el., 2000 ; Ueno edl., 2007). De
nombreuses études ont montré que les DC ont lecitdpamique de faire le lien entre les
pathogenes envahissant les tissus périphérigues etganes lymphoides, lieu d'initiation de
la réponse immune des lymphocytes. Des expériancgso (Schuler etl., 1985) etn vivo
(De Smedt eal., 1996) ont clairement établi le passage d’'uniétatature (de capture d’Ag)
a un état mature contemporain de leur migrationsdas organes lymphoides et de leur
colocalisation avec des LT (Coquerelleakt 2010).

Ce processus de maturation comprend plusieurs événements coordonnés: des
changements de morphologie, de cytosquelette miotbdité (Trombetta edl., 2005), la perte
de la capacité de phagocytose/endocytose et datiseicdes chimiokines (Pennaatt 2002),
la surexpression des molécules de costimulatiodAGCBD80, CD86 et d’adhérence (Caux et
al., 1994), la translocation des complexes peptifi#HG la surface de la cellule (Cella et
al., 1997), la sécrétion des cytokines qui vont pstarles effecteurs immunitaires (Heufler et
al., 1996) (Figure 6).
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Figure 6: Les deux étapes de maturation des DC (d’aprestizaeau el., 2000).

Les propriétés immunostimulatrices des DC et leapacité unique a activer de facon
optimale les LT naifs sont liées a leur capacigkarcer deux fonctions différentes dans deux
états de différenciation distincts. Les changemph&notypiques et fonctionnels au cours de
la maturation vont aboutir a la transformationudie cellule capable de capturer des Ag en
cellule présentatrice d’Ag. La maitrise de la matiion des DC va représenter une étape clé
dans la réussite des immunothérapies des cancers.

7. Migration des cellules dendritiques

Les agents pathogénes envahissent les tissus @égipbs alors que les lymphocytes sont
concentrés dans les organes lymphoides. Les D€e gré&eur propriété de migration au cours
de la maturation, font le lien entre la périphéides organes lymphoides secondaires. La
bonne coordination entre la maturation et la mignatles DC est une étape clé dans la
sensibilisation des lymphocytes, car les DC matwas présenter les Ag, exprimer les
molécules de costimulation et secréter les cytakinécessaires pour I'activation des
lymphocytes. L’activation des DC est suivie d’urasgement radical dans le répertoire des
récepteurs de chimiokines qu’elles expriment, etlt@ngement va permettre leur migration

de la périphérie vers les ganglions lymphatiques@Bereau «tl., 2000).
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En effet, la maturation est associée a la dimimuiitexpression desécepteurs de
chimiokines inflammatoires et I'expressiode novode CCR7 (Figure 7). Ce récepteur
reconnait deux chimiokines, CCL19 et CCL21, quits#trétées dans la partie luminale des
cellules endothéliales des zones riches en LT dgmes lymphoides secondaires. De ce fait,
les DC vont quitter les tissus inflammatoires dtendans la circulation lymphatique qui va
les conduire vers les ganglions lymphatiques dimdge. CCR7 est le récepteur principal qui
va orienter la migration des DC vers les companitsieiches en LT des ganglions (Randolph
etal., 2008). Le rdle crucial de CCR7 a été montré ahessexpériences utilisant des souris
CCRY7-/-; ces souris présentaient une architecéfectueuse des ganglions et une altération
du homing des DC et des lymphocytes (Forstat.e1999).

CXCR4 X,

Dex - CeR?
& CCR5  Calcitriol  HCR @&

CCR4 F - IL-10
& CCR6
CCRs8
» [Carone |
LPS
high Ag capture TNF low Ag capture
low ig presentation IL-1 high Ag presentation
cytoplasmic MHCII CD4oL membrane MHCII
low CD80, 86, 83 high CD80, 86, 83

| MIGRATION TO LYMPH NODES |

Figure 7 : L’expression différentielle des récepteurs dienobkines lors de la maturation
des DC (d’apres Sozzaniadt, 2005).

Par conséquent, tous les facteurs qui vont interféavec la migration des DC et
notamment avec I'expression de CCR7 vont avoirafiets négatifs sur I'induction d’une

réponse immunitaire efficace, en empéchant la netneales lymphocytes avec les DC.

8. Apprétement et présentation des antigénes pardeellules dendritiques

Les DC peuvent capturer les Ag par differents miéoaes (phagocytose,
macropinocytose, endocytose médiée par des récspieermettant une présentation d’Ag

méme pour des concentrations tres faibles. En obearune fois I'Ag capturé, la capacité de
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capture des DC diminue, et I'’Ag entre dans un mege d’'apprétement. A la différence des
lymphocytes B qui peuvent reconnaitre des Ag naefs lymphocytes T ont besoin que les
Ag soient apprétés et présentés par des cellubseptatrices d’Ag. Pour que les Ag puissent
étre reconnus par les lymphocytes T, les DC doilesttransformer en peptides et les
présenter sous forme de complexes peptide-CMH.ooxarsion des protéines antigéniques
en peptides immunogéniques reconnaissables pdrTlampliqgue une série d’événements

protéolytiques et enzymatiques aboutisssant artadtion des complexes peptide-CMH. Les
DC peuvent appréter des Ag exogenes (bactériass, \aellules nécrotiques ou apoptotiques,
complexes immuns) mais aussi des Ag endogenesefaanple des Ag synthétisés dans le

cytosol).

Les protéines antigéniques cytosoliquesont d’abord ubiquitinylées, puis dégradées en
peptides par le protéasome, dans le cytosol. Lpsdes sont transportés par I'intermédiaire
d’un transporteur TAPTransporter associated with Antigen Procesyidgns le réticulum
endoplasmique et délivrés aux molécules de cladsedMH nouvellement synthétisées. Les
complexes peptide-CMH | sont transportés depuitieulum endoplasmique, a travers le
réseau golgien, a la surface de la cellule et ptéseux LT CD8 Les signaux de maturation
vont activer les protéines qui contrélent l'ubigquytation des protéines antigéniques
permettant leur dégradation par le protéasome et wogmenter la durée de vie des
molécules de classe | du CMH (Banchereaal.eP000 ; Guermonprez at., 2002).

Les Ag exogenessont apprétés dans les vésicules endosomales.ehdesomes
fusionnent avec les lysosomes et les protéasessdgsies dégradent les protéines
antigéniques en peptides qui vont étre ensuitecasaux molécules de classe Il du CMH.
Cette association fait suite a la dégradation p&é gnzymatique dépendante des cathepsines
de la chaine invariante des molécules de classk ICMH. La maturation s’accompagne
d’'une augmentation de la synthése et d’'une accuionlan grande quantité des molécules du
CMH dans les compartiments lysosomaux. Les compleaptide-CMH 1l sont ensuite
transportés a la surface de la cellule et présentéd T CD4. Cette présentation finement
régulée n’est pas fonctionnelle quand les DC samisdun état immature. A ce stade, les
molécules de classe Il du CMH ne sont pas dispesibbr liées a la chaine invariante, la
dégradation enymatique des Ag n’est pas efficadesecomplexes peptide-CMH formés sont
exprimés de facon instable a la surface de laleg{Banchereau etl., 2000 ; Guermonprez
etal., 2002).
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Des Ag exogéenes peuvent également étre apprépséseintés associés aux molécules de
de classe | du CMH, phénoméne appgaiésentation croisée Cela permet de stimuler des
LT CDS8" en réponse a des Ag exogénes. Ce processus @stpgessible par un mécanisme
d’échappement des protéines depuis les vésicuizssemales dans le cytosol, suivi de leur
pénétration dans le réticulum endoplasmique ensaiit des voies TAP-dépendantes ou
indépendantes. Un autre mécanisme pourrait étneeytlage des molécules de classe | du
CMH via les compartiments d’endocytose (Bancheretal., 2000 ; Guermonprez etl.,
2002 ; Den Haan etl., 2000).

Les Ag lipidiques sont présentés associés a des molécules CD1 htésidimérisent
avec lap2-microglobuline et qui ont une structure similaaex molécules de classe | du
CMH. Le répertoire restreint aux CD1d inclut ledlides NKT. Ces cellules peuvent
reconnaitre des galactosylcéramides et des gangfosdérivés des cellules tumorales
(Adams etal., 2005).

Les différentes voies de capture des Ag et de ptaten antigénique font I'objet
d’'intenses études dans le but d'utiliser ces vaiemie maniére optimale dans les essais
cliniques a base de DC (Figure 8) (Tackeal e2007).

La capacité de phagocytose et de présentatioreerdiss Ag tumoraux a été rapportée par
plusieurs équipes (Berard &f, 2000 ; Nouri-Shirazi eal., 2000 ; Russo «l., 2000). Des
exosomes, petites vésicules membranaires secngaédss cellules tumorales, contiennent
des Ag tumoraux et leur capture peut aboutir égatera la présentation croisée (Wolfers et
al., 2001).
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Figure 8: Voies d’apprétement des Ag (d’aprés Tackeal.e2007).
La maturation confere aux DC la capacité de présedains les organes lymphoides des
Ag capturés auparavant en périphérie. Cette capao#pose sur une régulation unique
d’apprétement des Ag conduisant a une présentakisncomplexes peptide-CMH. Ainsi des

DC peuvent présenter des Ag tumoraux aux lymphedyte

9. Activation des lymphocytes par les cellules dentdques

Les DC matures ont donc toutes les propriétés stimuler efficacement les lymphocytes
T. Aprés avoir capturé et apprété les Ag et apk&sr anigré dans les régions riches en
lymphocytes, elles expriment en grande quantitéua $urface des complexes peptide-CMH
ainsi que des molécules de costimulation. Ells \amsi pouvoir délivrer aux lymphocytes T
des signaux d’activation, de prolifération et déédenciation (Ueno eal., 2007 etal.,).
L’interaction DC-lymphocyte implique un dialoguergales deux sens qui fait intervenir la
reconnaissance du peptide par le recepteur T (TCRell receptoy associé a la machinerie
de signalisation CD3, les molécules du CMH, lesénules de costimulation et les molécules
d’adhérence. Les DC vont intervenir dans ce disdogomme activateurs mais aussi comme

régulateurs de la réponse immunitaire car elles polariser les lymphocytes T et les orienter
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vers la voie de différenciation la plus adapté&agréssion. L’activation efficace des LT va
aboutir a leur expansion clonale et a leur différation encellules effectriceset encellules
mémoire. Une interaction avec des DC matures est nécegsaur une survie a long terme
des LT et la différenciation en cellules mémoire.

Pour l'induction d’'une immunité efficacepis signaux d’activation sont nécessaires. Le
premier signal d’activation va étre apporté partéraction entre le complexe peptide-CMH et
le TCR. Les molécules d’adhérence vont stabilisartelaction DC-LT, permettant
'engagement optimal du TCR avec le complexe pep@tiH. Ce signal, en absence de
costimulation, va aboutir a I'anergie. Le deuxiésignal est apporté par les molécules de
costimulation (CD80, CD86 sur les DC, CD28 sur ligaphocytes) et il est indispensable
pour la polarisation des LT naifs vers les LTiklpel) mais aussi vers les LTreg (lymphocyte
T régulateur). Le troisieme signal est nécessaifenduction d’'une immunité T efficace,
apporté par les LT CD4via I'expression de CD40L et par les DC via laduction des
cytokines (Cools edl., 2007) (Figure 9).
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Figure 9: Les signaux d’activation des lymphocytes (d'ap@®ols etl., 2007).

L’IL-12 est responsable d’ungolarisation Thl. Les LT CD4 Th1 sécrétent de I'lFN
et de I'lL-2 et sont principalement impliqués dalas réaction immunitaire a médiation
cellulaire. lls conduisent a l'activation des LT taipxiques et des macrophages qui

pY

participent a la réaction immunitaire antitumoraketivirale et contre les bactéries
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intracellulaires. Ils vont soutenir le développeinges fonctions effectrices et I'établissement
de la mémoire des LT CDS8

L’absence de sécrétion d’'IL-12 va dévier la poktitn des LT vers unerientation Th2
avec production d’IL-4, IL-5, IL-13 et soutien d&mmunité humorale et de la réponse
immunitaire antiparasitaire.

La dualité Th1l/Th2 a été bouleversée en 2005 daedescription d'une nouvelle
population de lymphocytes T CD4les lymphocytes Thl7 Ils sont caractérisés par la
capacité a produire une cytokine fortement proamfinatoire, I'lL-17 (Park edl., 2005). Les
lymphocytes Th17 sont impliqués dans la réponseunitaire anti-infectieuse, mais aussi
dans la physiopathologie de plusieurs maladieswtysinitaires.

En ce qui concerne lésTreg CD4'CD25', deux grands types ont été identifiés : les Treg
naturels, pour lesquels I'expression du facteurtrdaescription Foxp3férkhead box pj
apparait dans le thymus et les Treg induits, peEsquels Foxp3 est induit en périphérie. Les
Treg sécrétent de grandes quantités d’IL-10 et @&BT(Transforming Growth Factdret
sont impliqués dans le maintien de 'homéostasideela tolérance envers les Ag du soi. lls
interviennent dans le contréle de la réponse imtaireien cas d’infection, de cancer ou de
transplantation (Sakaguchiat, 2009).

Il apparait qu’en fonction du contexte de leur\ation, les DC vont déployer des effets
différents sur la polarisation des LT, avec dességuences difféerentes dans le cancer.

L’orientation Thl est considérée comme favorabléeBmination des tumeurs. Ainsi,
dans plusieurs modéles expérimentaux, I'orientalibf, a I'inverse d’'une réponse Th2, est
corrélée avec une absence de métastases (Paaje2610). Le rble de la réponse Th2 dans
un contexte tumoral est plus controversé : ellerpadtuavoir un role néfaste par la sécrétion
d’IL-10, cytokine immunosuppressive (Aspordatt 2007) ; en revanche le recrutement des
éosinophiles et des macrophages, par la sécrétlod ,doourrait avoir un réle favorable pour
la destruction des tumeurs (Ellyardatt 2007). Les DC peuvent aussi induire I'orientation
des LT naifs vers des lymphocytes Treg, qui ontdlenmajeur dans l'inhibition de la réponse
immunitaire. Dans un contexte tumoral, leur présesst associée a un pronostic défavorable
et considérée comme un des mécanismes de I'échappéamoral (Liyanage etl., 2002).
Les lymphocytes Th17 et les cytokines qu’ils s@répeuvent avoir un effet favorable ou au
contraire défavorable au processus tumoral. Lede mans la réponse immunitaire

antitumorale n’est pas clairement établi (Zou aedtRo, 2010).
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L’état d’activation des DC détermine la réponse Ui gn découle. En l'absence de
signaux danger, peu de DC matures migrent versiganes lymphoides au sein desquels les
DC quiescentes maintiennent un état de toléranadplpérique envers les Ag du soi.
L’infection microbienne, linflammation ou les Iéss tissulaires vont activer les DC, la
migration de DC matures va augmenter, et la répamseunitaire spécifique va se mettre en
place. Les signaux délivrés par les DC vont coadiier la polarisation des LT et leurs

fonctions ultérieures.

10. Induction de la tolérance immunologique par lesellules dendritiques

Les DC exercent la fonction d’inducteurs de I'imritérou de tolérance immunologique
envers les composants du soi (Steinmaal.e2003).

Les DC du thymus (présentatrices d’Ag du soi) isdot la tolérance centrale par la mort
apoptotigue des LT potentiellement autoréactifsengimeéne appel&élection négative
(Brocker etal., 1997).

Des meécanismes périphériques existent également pbminer les cellules T
autoréactives qui n'ont pas été détruites danshigntis, dans le but de prévenir le
développement de I'auto-immunité (Coquerella@let2010 ;Shortman etl., 2002). Dans un
modéle murin, I'élimination des DC a abouti a ubsence d’activation efficace des LT naifs
et une réponse immunitaire inadaptée contre l'tidac et aussi au développement de
manifestations auto-immunes séveéres, avec augrantis cellules productrices d’INet
d’'IL-17, alors que le nombre de LTreg périphérigétst normal. Ces observations suggerent
gue les DC jouent un réle important non seulemansda sélection négative dans le thymus
mais aussi dans le maintien dedierance périphériqgue(Ohnmacht eal., 2009).

La tolérance aux Ag du soi est probablement indo@iedes DC quiescentes (en état de

maturation incompléte, conservant des propriétécaggure d’Ag, mais n’exprimant que
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faiblement les molécules de costimulation) (Albetral., 2001). En effet, le chargemeint
vivo des DC a I'état basal par des Ag produit une fénation des LT mais pas de polarisation
en sous-types T helper, ni d’activation prolongés OT, suggérant que les DC non matures
pourraient étre tolérogénes. En revanche, I'adimatisn des Ag concomitante a un signal de
maturation prévient I'induction de la toléranceabbutit a une activation prolongée des LT
(Hawiger etal., 2001).

Effectivement, dans des conditions normales, chamwironnement est controlé par un
ensemble particulier d’éléments régulateurs pountaair I’hnoméostasie locale, et différents
sous-types de DC vont jouer un réle majeur dansootrole (Figure 10). Par exemple, les
sous-types des DC de la lamina propria de l'inbestint en contact étroit avec la flore
intestinale et les Ag apportés par I'alimentatibes DC vont induire différents types de
LTreg ayant un rbéle bénéfique de maintien de I'hostgsie locale. En revanche, dans un
autre contexte, comme par exemple au sein des tsp@oduction des LTreg par les DC va
avoir un effet délétére de suppression de la répdnmsnunitaire. En cas d'infection
chronique, la génération des LTreg peut étre iedpdur limiter les dégats tissulaires, avec

comme contrepartie la persistance de l'infectiBelaid etal., 2008).
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Figure 10: Conséquences de la production des Treg en éondg I'environnement local
(d’aprés Belkaid edl., 2008).

Les DC peuvent exercer des fonctions différentesppbseées : elles peuvent induire et
'activation et la différenciation des LT mais ausgsaintenir la tolérance périphérique.

L’induction de la tolérance est une fonction ausgdortante que l'induction d’une réponse T
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active, en revanche, en fonction du contexte, plgt avoir un effet positif ou négatif pour
'organisme. Cette fonction tolérogene peut s’egeans certaines conditions de maturation

et par des sous-types spécialisés de DC.

11. Fonctions des cellules dendritiques

La Figure 11A représente le schéma du fonctionnemgéneral des DC. Les précurseurs
circulants entrent dans les tissus périphériqugseg\la rencontre avec I'Ag et l'interaction
avec les cellules immunitaires, les DC migrent Jessganglions lymphatiques, maturent et
présentent I’Ag induisant une réponse immunitaird. s lymphocytes T ainsi activés vont
exercer leurs fonctions effectrices et vont asslarenémoire immunitaire (Banchereauaét
2000).

ANTIGEN CAPTURE

migration
maturation

ANTIGEN PRESENTATION

LS

helper and
regulatory T cells

Figure 11A : Fonctionnement général des DC (d’aprés Bancheresy 2000).
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Figure 11B: Rdle des DC dans I'immunité antitumorale (d'aBanchereau ai.,
2000).

En 2000, Banchereau avait émis I'hypothése qu®@gouaient un réle dans I'immunité
antitumorale (Figure 11B) : lggécurseurs circulants entrent dans les tissusladosme de
DC immatures et peuvent rencontrer des cellule®tal®es en train de mourir ou des produits
des cellules tumorales. L'activation des cellulds, Mes macrophages, des cellules NKT va
avoir un effet cytotoxique antitumoral. Les DC eapht les Ag tumoraux ainsi libérés,
migrent vers les ganglions lymphatiques et présemés Ag aux lymphocytes, avec comme
conséquence la prolifération et la différenciatides lymphocytes en cellules effectrices
(Banchereau el., 2000).

Qu’en est-il en 2010 ?
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Chapitre II.
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CELLULES DENDRITIQUES ET CANCER

L’existence d'un phénoméne d’immunosurveillanceitamtorale a été suggérée par
'observation d’'une plus grande incidence de canadrez des patients ayant un déficit
immunitaire, congénital ou acquis, et par le faiteqdes patients cancéreux peuvent
développer une réponse immunitaire adaptativeusntitale spécifique. Le fait que des sujets
immunocompétents développent un cancer est en ckegaen faveur d'un processus
immunitaire qui faciliterait la croissance des tumse soit par la sélection des cellules
cancéreuses qui sont faiblement reconnues pastersg immunitaire, soit par la sélection de
cellules tumorales qui ont développé des mécanisiaesippression des fonctions effectrices
immunitaires.

Les DC jouent un réle central dans la réponse initaw@ antitumorale. Elles peuvent
présenter des Ag spécifiques des tumeurs aux lyoypd® T spécifiques qui, a leur tour,
peuvent réagir contre les cellules tumorales. Dig,dés DC peuvent activer les effecteurs de
immunité innée. En revanche, dans un environnémen favorable, les DC peuvent aussi
induire une tolérance envers des Ag spécifiques.

Comprendre le fonctionnement des DC dans ce cantexmhoral nécessite de connaitre
les interactions entre les cellules tumorales etcilules du systeme immunitaire et plus

précisément les effets des cellules cancéreusédsssiamctions des DC.

1. CELLULES DENDRITIQUES ET REPONSE IMMUNITAIRE
ANTITUMORALE

1.1. Concept d’ « immunoediting »

Les interactions entre le systeme immunitaire tckdlules cancéreuses sont complexes.
L'immunité adaptative participe autant que 'immiéninnée a I'immunosurveillance, avec
comme but la protection de I'organisme. Néanmoigg, processus va influencer
limmunogénicité des tumeurs. Le systéme immuretagoue donc un double réle dans le
cancer : non seulement il protege I'organisme eoletidéveloppement du cancer, mais il peut

€galement favoriser la croissance tumorale en tsg&heant des variants tumoraux ayant une

35



immunogénicité réduite. Ce concept appelé « canueunoediting » met en avant la dualité
fonctionnelle du systeme immunitaire qui, en détat des cellules tumorales sensibles,
sélectionne des variants résistants, ayant pefdutlimoral ou ayant acquis une résistance a
la lyse (Dunn etl., 2002). Cette sélection est fortement facilitée |pastabilité génétique,
une caractéristique majeure de la plupart des tegrreimaines. Le « cancer immunoediting »
est classiguement divisé en trois phases: élimmat(qui correspond a I'étape
d'immunosurveillance), équilibre et échappementgyfé 12) (Dunn etal.,, 2004 ;
Rabinovitch eal., 2007 ; Ueno «tl., 2007).

A. Elimination B. Equilibrium C. Escape

Figure 12: Les trois phases de « I'immunoediting » : I'élintioa, I'équilibre,
I'échappement (d’aprés Dunnadt, 2004).

1.1.1. Phase d’élimination
Cette étape nécessite une réponse intégrée de dhitdninnée et de limmunité

adaptative (Figure 13). Le développement tumorait, lfinduction de |ésions tissulaires ou

par la libération de molécules pro-inflammatoirest, a I'origine des signaux danger pour les
cellules de l'immunité innée (Figure 13A). Les alds NK, NKT, et les macrophages

peuvent reconnaitre des molécules exprimées pacdisgles tumorales, leur activation

aboutissant a la production d'IfFNet & la lyse des cellules tumorales (Figure 13B3s

cellules tumorales détruites deviennent ainsi umgrce d’Ag tumoraux disponibles pour
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limmunité adaptative. Les DC immatures recrutées site tumoral sont activées par
I'environnement cytokinique ou par interaction alexcellules NK (Gerosa at., 2002). Les
DC vont ingérer des débris tumoraux et vont trartspdes Ag tumoraux aux ganglions
lymphatiques pour induire I'activation des LT CDdaifs spécifiques des tumeurs (Figure
13C). Les cellules Thl vont faciliter le dévelopmermdes CTL Cytotoxic T Lymphocy}e
CDS8" spécifiques des tumeurs via la présentation craieSepeptides antigéniques par les
molécules de classe | du CMH des DC (Alberlet1998 ; Yu etl., 2003). Par la suite, les
LT CD4" et CD8 spécifiques de la tumeur arrivent au site tumatlparticipent a
I'élimination des cellules exprimant I'’Ag (Figur&m). Les LT CD4, par la production d’IL-

2, vont maintenir la fonction et la viabilit¢ des LCD8" cytotoxiques. Les CTL vont
reconnaitre spécifiquement des cibles sur la tureéwont induire leur destruction par un
mécanisme cytolytique direct mais aussi indirect@meia la production d’'IFN qui va
participer a I'inhibition du cycle cellulaire, aapoptose, a I'angiostase et a l'induction de
lactivité cytolytique des macrophages (Bonnotte abét 2001 ; Dunn etal., 2004 ;
Rabinovitch eal., 2007 ; Ueno edl., 2007).

Figure 13: Participation des cellules de I'immunité innéa@aptative a la phase
d’élimination des tumeurs (d’aprés Dunragt 2002).
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1.1.2. Phase d’équilibre
Si quelques cellules tumorales deviennent résesard cette premiére étape de

destruction, du fait de mutations fortuites, unagghd’équilibre dynamique va s’installer. Les
lymphocytes T et I'lFN vont exercer une pression de sélection constehte]a fin de cette

phase de nouveaux variants de cellules tumoralesapparaitre. L'instabilité génomique va
permettre la naissance d'une nouvelle population aenes tumoraux avec une

immunogénicité réduite.

1.1.3. Phase d’échappement
Cette phase comprend une large variété de meécaniantiés par lesquels les tumeurs

échappent a l'action du systéme immunitaire. Lasphdéchappement apparait quand les
modifications génétiques et épigénétiques des tenkewr ont conféré une résistance au
systeme immunitaire. Les cellules tumorales vontdéeelopper et la tumeur deviendra
détectable cliniguement. Il existe de nombreusesratéglies d’échappement
tumoral (Rabinovitch edl., 2007) :
- des stratégies d'immunosuppression, comme la ptioucdes cytokines
immunosuppressives T@Fou IL-10, ou linduction des LTreg (Curiel edl.,
2007) ;
- la perte de I'expression des Ag ou des composamt€MH rendant la tumeur
« invisible » pour le systeme immunitaire ;
- l'acquisition d’une insensibilité a I'lF;
- I'échappement aux mécanismes de mort, par acquisike défauts dans la voie de
signalisation des récepteurs de mort ou par lI'esgiom des signaux anti-

apopototiques.

Les récents progres dans le développement de nsoslefiistiqués de tumeurs chez la
souris, l'utilisation d’Ac monoclonaux bloquant t@nes fonctions, et I'analyse de larges
banques de tumeurs humaines ont permis une meilmmpréhension de 'immunologie des

tumeurs avec d’ importantes implications dans I'mmmthérapie des cancers.
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1.2. Cellules dendritiques et immunosurveillance decancers

Les preuves d’'une participation des DC dans I'imasumveillance des cancers ont été

apportées par les modéles de souris transgéniquiesdécouverte de certains syndromes

paranéoplasiques chez I'homi@haput etl., 2008) :

des souris génétiquement déficitaires en IL-12pB38.-42p40 (cytokine princeps
des DC) ou en molécules CD80/86 (molécules dernakition exprimées par les
DC) présentent une incidence plus élevée de caimmiris (Liu etal., 2004 ; Loser
etal., 2005) ;

chez 'homme, les troubles neurologiques paranéaplas observés chez certains
patients cancéreux sont le résultat d’'une attagu8NIC (systéme nerveux central)
par des LT cytotoxiques induits par la présentatimisée efficace des Ag tumoraux
par les DC (Albert edl., 1998).

1.2.1. Les DC infiltrant les tumeurs ont une valeupronostique
Plusieurs études ont mis en évidence une corrglatitre une infiltration par les DC des

tumeurs ou des ganglions lymphatiques de draieagepronostic clinique. L'infiltration par

les DC a été analysée sur des coupes de tissosrétée avec I'évolution clinique. L'impact

sur le pronostic de cette infiltration par les D@tamment le nombre, la localisation et I'état

de maturation des DC, a été rapporté dans une g@randeté de tumeurs solides :

dans le cancer du sein et le cancer colorectaD@g&nmatures résident a l'intérieur
de la tumeur, alors que les DC matures forment atgggats avec les LT en
périphérie des tumeurs. Cela suggére que les DQiresata proximité des
lymphocytes pourraient avoir un effet favorableneluire I'activation des LT (Bell
etal., 1999 ; Suzuki edl., 2002) ;

la présence de DC langérinet CD83 au sein de mélanomes est inversement
corrélée avec l'index Clark (index pronostique &m lavec le niveau d'infiltration
du derme et donc de I'épaisseur de la tumeur) (Sattioetal., 2007) ;

dans le cancer du sein, le nombre de DC activéeR3Cfiltrant la tumeur est
corrélé avec la survie (lwamotoadt, 2003) ;

chez le rat, l'injection sous-cutanée des celltlesorales aboutit au développement

des tumeurs, alors que leur injection intradermi(gi® contenant de nombreuses
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DC) n’induit pas le développement des tumeurs ebumsent les animaux contre

une nouvelle injection (Bonnotte &it, 2003).

1.2.2. Les DC peuvent étre recrutées au sein desreurs
La mobilisation et par conséquent l'infiltrationsdeimeurs par les DC est sous le controle

de I'environnement cytokinique et plusieurs étudaaident en faveur du réle des

chimiokines, des cytokines et des facteurs de smarse comme le GM-CSF dans le

recrutement des DC :

dans le mélanome, des essais de phase | utilisantedlules tumorales autologues
transfectées pour exprimer GM-CSF ont montré utenge infiltration par des DC,
des macrophages et des éosinophiles au site ggction. Les tumeurs disséminées
présentaient un infiltrat de CTL et de plasmocyssocié a un taux élevé d’Ac
(anticorps) circulants spécifigues du mélanomeaGelggere l'implication des DC
dans linitiation de la réponse adaptative, celtelaet humorale (Soiffer edl.,
2003) ;

I'induction d’une immunité antitumorale a été ohterégalement par transfert des
genes codant pour des chimiokines comme CCL20/MIB&®s le but d’augmenter
le recrutement des DC au site tumoral. CCL20 est clmmiokine qui se lie au
récepteur CCR6 exprimé par les DC immatures. L'esgion de CCL20 a induit la
régression des tumeurs CT26 via les LT C[Rirumoto etl., 2004) ;

dans le cancer de la thyroide, le HBEgatocyte growth factpstimule les cellules
tumorales a sécréter des chimiokines, notamment3dIRugmente l'activité
chimiotactique des surnageants de culture desleglitumorales et favorise ainsi le
recrutement des DC (Scarpincakt 2000).

1.2.3. Les DC peuvent capturer du matériel tumoral
La capture et I'apprétement des Ag dérivés desileslitumorales par des DC ont été

montrés chez des patients ou des animaux porteunsnteurs ayant été traités par radio- ou

chimiothérapie :

dans des modeles de tumeurs expérimentales traigéashimio- ou radiothérapie,

une réponse T protectrice est induite via les D& tellules tumorales en mourant
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libérent la HMGBL1, protéine qui induit I'activatiates DC via le récepteur TLR-4.
Cet effet est annulé en I'absence des DC ou eisarttl un Ac anti-HMGBL1. Les
patientes ayant un cancer du sein, porteuses dillale rendant le TLR-4 non
fonctionnel rechutent plus rapidement apres la hiou la radiothérapie que les
patients ayant I'allele normal pour TLR-4 (Apetdtak, 2007) ;

- les anthracyclines induisent I'expression de laétiuline a la surface des cellules
tumorales en train de mourir, par un mécanismentast pas encore complétement
élucidé mais qui fait intervenir la translocatiom ld calréticuline intracellulaire a la
surface de la cellule, favorisant ainsi la capties Ag tumoraux par les DC. La
calréticuline ainsi exprimée est impliquée dans plaagocytose des cellules
tumorales par les DC, car l'utilisation d’'un Ac fleant ou linvalidation du

transcrit de la calréticuline annulent la phagosgt(Obeid eal., 2007).

1.2.4. Le dialogue DC-NK/NKT contribue a la réponsantitumorale
La maturation des D@ vivo peut étre induite par I'activation des cellules N NKT

qui, a leur tour, vont entrer en contact avec I€sdbles activer (Piccioli etl., 2002).

- chez la souris, dans plusieurs modeles de tume&mjsction intraveineuse de-
galactosylcéramide aboutit a la présentation ceodi glycolipide par les DC via
CD1d et a I'élimination des cellules tumorales raxant le glycolipide par les
cellules NK et NKT (Shimizu el., 2007) ;

- chez des souris porteuses de tumeurs CMH | négata®NK sont impliquées dans
la régression tumorale : leur déplétion aboutitrdnibition des effets antitumoraux,
alors que leur stimulation est suivie d’'une ératiicacompléte de la tumeur. Les
effets antitumoraux des NK suivaient rigoureusenmi@xipansion du nombre des
DC induite via FIt3L. De plusin vitro, le contact cellulaire DC-NK aboutit a une
augmentation de l'activité cytolytique et de lagwotion de I'lFN par les cellules
NK (Fernandez edl., 1999).

1.2.5. Les DC peuvent induire une réponse T antitnorale
Le concept du role des DC dans I'immunosurveillagsiesoutenu par des expériences de

transfert adoptif qui montrent qu’une fois chargéesAg, les DC sont capables d’induire une

réponse T spécifique :
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chez la souris, dans divers modéles de tumeurgedtion de DC chargées en
peptides spécifiques des tumeurs induit une répdrsgécifiqgue et protectrice. Le
traitement de souris porteuses d’un carcinome puoéme ou d’'un sarcome avec des
DC chargées en peptides tumoraux aboutit & unesgign tumorale persistante
(Mayordomo etl., 1995) ;

chez 'hnomme, de plus en plus de preuves de l'itidn@’une réponse T spécifique
par les DC sont apportées par les essais clinigaes lesquelles des DC sont
utilisées comme vaccins (Steinman at, 2007). L’évaluation de la réponse T
spécifique ainsi induite est rendue possible patdeeloppement des techniques
sensibles comme la technique des tétrameres CMtitlpep(Altman etal., 1996),

la technique ELISPOTefizyme-linked immunospdCzerkinsky etal., 1983) et le
marquage intracytoplasmique des cytokines (Jumad,e1993). Les DC chargées en
cellules tumorales tuées peuvent présenter cesuRgLT CD8 par l'intermédiaire
des molécules de classe | du CMH, la présentatioisée des Ag tumoraux
aboutissant a une différenciation des LT CB8 CTL spécifiques. Ces observations
ont été rapportées pour des cellules cancéreugeses : melanome (Berardadt,
2000 ; Cao eal., 2007), cancer de prostate (Nouri-Shirazalet 2000), cancer du
sein (Neidhardt-Berard el., 2004 ; Saito edl., 2006).

1.3. Cellules dendritiques et échappement tumoral

Dans le dialogue tumeur-systeme immunitaire, lesj@@nt un réle décisionnel crucial.

Elles peuvent soit stimuler la réponse immunitamgtumorale efficace permettant le rejet de
la tumeur soit au contraire induire une toléranoeeces les Ag tumoraux et ainsi favoriser la
croissance des tumeurs. Les tumeurs vont empl@gemeécanismes variés pour échapper a la
réponse immunitaire et les DC peuvent étre victioheses stratégies immunosuppressives.
En effet, I'élément central dans I'échappement tlgeeurs au systeme immunitaire est
l'altération de la maturation des DC ou de leuracfmns de présentation de I'Ag. Ces
altérations des fonctions des DC vont étre respmesad’altérations de la réponse T
antitumorale (Rabinovitch etl., 2007 ; Ueno edl., 2007).
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1.3.1. Chez les patients atteints de cancer le norebde cellules dendritiques circulantes est

réduit

Plusieurs études ont rapporté I'observation d’'umin@ réduit de DC circulantes chez des

patients cancéreux :

dans les stades précoces, les patients cancéanpe(adu sein, poumon, téte et cou)
ont deux fois moins de DC dans le sang que ledssagtréles, et jusqu’a quatre
fois moins dans les stades avancés (Almaadi,2000) ;

une étude sur 136 patients porteurs de divers rarecegalement observé une
diminution significative des DC circulantes et utemdance vers un phénotype
immature (Pinzon-Charry at., 2005) ;

dans des cancers du sein et de la prostate, lereatelDC est revenu a la normale
apres la résection de la tumeur primitive (Almanele 2000 ; Della Bella eal.,
2003).

1.3.2. Chez les patients atteints de cancer la roaation et les fonctions des cellules
dendritiques sont altérées

Des les années 1990, différentes observationsuggese une altération de la capacité des

DC a activer correctement la réponse immunitairesende cancer :

notre équipe avait été la premiere a montrer ufigraion des tumeurs par des DC
immatures non fonctionnelles n’exprimant pas le$égdes de costimulation, dans
des modeles expérimentaux de cancer de colon ehrat (Chaux edl., 1997), mais
aussi dans des cancers du colon chez 'homme dansent 10 % des DC isolées
des tumeurs expriment CD80 et CD86 (Chauxl.etl997) ;

les DC purifiées des 32 patientes ayant un caneceseth présentent une activité T
stimulatrice réduite alors que la stimulation dgmphocytes par un Ac anti-CD3
induit une réponse normale (Gabrilovichaét 1997) ;

des données similaires ont été retrouvées dans énde sur le carcinome
basocellulaire : moins de 1 % des DC isolées darteur et seulement 10 % des
DC péritumorales expriment CD80 et CD86 (Nestlalet1997) ;

les DCp qui infiltrent les tumeurs ont aussi unacton altérée, produisant peu
d’IFN de type | aprés activation par les TLR (H@anhn etl., 2003) ;

dans un modéle de tumeur chez le rat, l'infiltnatgar des DC, immatures, n’aboutit
pas a la régression de la tumeur (Bonnottd.e2004).
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L’altération du nombre, des fonctions et de la matan des DC peut avoir plusieurs

explications :

Les

cette altération peut résulter d'une absence gleaak danger et/ou de la présence
de facteurs immunosupresseurs deérivés des tuméhep(t etal., 2008). En effet,
les tumeurs peuvent libérer des facteurs solublesine IL-6 et M-CSF
(Macrophage Colony-Stimulating Facjorqui empéche la différenciation des
progéniteurs CD34en DC (Menetrier-Caux ei., 1998). L’environnement tumoral
peut produire des molécules immunosuppressives eoltiir10 (Gerlini et al.,
2004) ou le VEGF\(ascular Endothelial Growth Factpf{Gabrilovich etal., 1996).
Ces facteurs, le TG¥ I'lL-10, le VEGF, la PGE2 (Prostaglandine E2) ilmdmt la
maturation, et cela méme en réponse a une activpio CD40L, par IFiN ou par
des ligands des TLR (Belloneadt, 2006) ;

le défaut de maturation peut s’expliquer par leaion de STAT3 S$ignal
Transducer and Activator of Transcriptior), 3in facteur de transcription souvent
activé dans les cancers et qui inhibe I'expresslea chimiokines et cytokines
inflammatoires nécessaires a la maturation deg\WWahg etal., 2004) ;

les lymphocytes Treg recrutés au site tumoral (&ead., 2001) exercent un effet
inhibiteur sur la différenciation des DC (Larmonétal., 2007) ;

des glycoprotéines tumorales comme MUC1 et I'anggé&arcinoembryonnaire
interagissent avec DC-SIGN et provoquent une néentdes Ag dans les
compartiments endosomaux, empéchant un appréternaene présentation correcte
des Ag tumorauxHiltbold etal., 2000) ;

les tumeurs peuvent produire des ligands LXRgr X Receptgrqui vont inhiber
I'expression de CCR7 et donc empécher la migraties DC vers les ganglions
lymphatiques (Villablanca etl., 2010).

facteurs dérivés des tumeurs altérent la difiéiation des DC et favorisent

'accumulation des DC immatures, des LTreg, des i@ unosuppressives et des MDSC

(Myeloid-Derived Suppressor Célld.es MDSC constituent une population hétérogéme d

cellules myéloides immatures, présente chez larit@ajbes patients cancéreux et qui bloque

la réponse antitumorale innée et adaptative. LesS®lnhibent I'activation des LT CD4t

CD8" et orientent la polarisation des macrophages uergphénotype M2, favorisant la

croissance tumorale. Un des mécanismes par lestelsellules myéloides immatures

inhibent I'activation des LT est représenté pawpérproduction de D, et nécessite un
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contact cellulaire (Kusmartsev ei., 2004). Un autre mécanisme qui interfere avec la
fonction des lymphocytes est la séquestration dey$ééine, un acide aminé que les LT ne
sont pas capables de synthétdemovomais qui est trés important pour leur activatione
source de cystéine pour les LT est représentédepamacrophages et les DC. Lors de la
présentation des Ag, les AP8ntigen Presenting Célet les LT se trouvent a proximité et la
cystéine libérée est disponible pour les LT. Les3Dne peuvent pas synthétiser la cystéine
et donc vont appauvrir I'environnement local auridént des LT qui ne pourront pas
s’activer (Ostrand-Rosenbergadt, 2010).

1.3.3. Chez les patients atteints de cancer, le nbra de cellules dendritiques régulatrices et
immunosuppressives est augmenté

Les DC infiltrant les tumeurs ont un phénotype irntuma avec une sécrétion diminuée des
cytokines pro-inflammatoires et une expressionléadies molécules de costimulation. Les
DC immatures, ou insuffisamment matures, non seeiéme vont pas étre capables d’induire
une réponse T, mais au contraire elles vont induire tolérance immunitairgsteinman et
al., 2003). L’environnement tumoral favorise le réement des cellules régulatrices, comme
les MDSC et les Treg, qui vont contribuer, avecféeseurs solubles dérivés des tumeurs, au
dysfonctionnement des DC. Les DC tolérogénes palagina différents niveaux (Chaput et
al., 2008 ; Rutella eal., 2006) (Figure 14).

Les DC vont se retrouver dans un environement righellL-10, cytokine qui peut étre
produite par les cellules tumorales mais ausslgsatymphocytes infiltrant les tumeurs (Seo
et al.,, 2001). L’exposition des DC immaturés vitro a I'lL-10 les transforme en DC
toléerogénes. D'une facon dose dépendante, I'lL4i@ibe I'expression des molécules de
costimulation et diminue la capacité des DC a démles LT CD4. Les lymphocytes au
contact de ces DC vont produire peu d’'IL-2 et dJFNSteinbrink etal., 1997). Le méme
auteur rapporte que les DC humaines traitées|pat0 induisent des LT CD%4qui exercent
des effets suppresseurs envers les LT spécifiqédes (Bteinbrink etal., 2002). En présence
d’IL-10, les DC peuvent sécréter elles-mémes ogftekine fortement immunosuppressive
(Gregori etal., 2010). Des expériences d’'inactivation du genéldel0 des DC ont montré
une plus grande capacité des ces DC a secrétdLde let a générer une meilleure réponse

CTL envers des épitopes antigéniques de meélanorA& ML (Chhabra el., 2008).
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L’IL-10 exerce ses effets immunosuppresseurs phibition de la prolifération et de la
production des cytokines par les LT (de Waal Mdlefyal., 1991). Elle induit une anergie
prolongée de LT spécifiques d’Ag et la différeniciaten lymphocytes Trlype 1 regulatory
lymphocyte Y. Les Trl se caractérisent par un profil cytokiriqunique (production en
grande quantité d’IL-10, de T@Fd’IL-5 et peu d’IL-2 et d'IFN) par lequel ils exercent leur
effets immunosuppresseurs (Growakt 1996).
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Figure 14 : Les différents mécanismes d’induction de la todée (d’aprés Rutella at.,
2006).

Les DC peuvent participer a la déplétion lymphoicgtaia I'appauvrissement du milieu en
tryptophanelUne des propriétés tolérogenes des DC est I'exipredg I'enzyme indoléamine
2,3-dioxygénase (IDO). Des DC exprimant IDO ont &éntifieces dans de nombreuses
tumeurs et dans les ganglions de drainage. Dansalesers surexprimant la PGE2, on a
découvert des DC péritumorales exprimant IDO, iteduprobablement par la présence de
PGE2 (von Bergwelt-Baildon ai., 2006). IDO est une enzyme qui catalyse la comeicu
tryptophane en kynurénines, provoquant la déplétiortryptophane, acide aminé essentiel
pour la prolifération des LT (Munn at.,, 2005 ; Mellor eal., 2003).

Les DC peuvent induire la différenciation et laléoation des LT naifs en LT a activité

régulatrice Chez le rat et la souris, les DC infiltrant lesnaurs, aprés stimulation par des
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facteurs dérivés de la tumeur, expriment le f@Heur surface et induisent I'expansion des
Treg (Ghiringhelli etal., 2005). En présence de T{Hes DC immatures semblent étre plus
aptes a induire des Treg FoXpGue les DC matures (Knoechel at, 2005). Les DC
déficitaires en molécules CD80 et CD86 induiserd expression de Foxp3 des LT naifs plus
importante que les DC contréles (Bensomlgt 2007). De nombreuses tumeurs expriment
un profil altéré des gangliosides, glycosphingolgs contenant de I'acide sialique impliquées
dans la prolifération cellulaire (Birkle etl., 2003). L'exposition des DC aux gangliosides
aboutit au développement d’'une population de DGiiayae expression diminuée de CD86,
une sécrétion réduite d’lIL-12 et la capacité a iredules LTreg qui, a leur tour, peuvent
supprimer les fonctions effectrices des LT (Jated.e2010).

En conclusion, les tumeurs sécrétent des moléaulesinosuppressives et induisent leur
sécrétion par les DC et les macrophages. De @it f I'environnement tumoral favorise la
différenciation des LTreg et la conversion péripiiée des LT CDACD25 en LT
CD4'CD25Foxp3. Les LTreg vont inhiber ainsi les cellules effesg#s antitumorales CD4
Thl et CD8 CTL (Conroy etal., 2008) (Figure 15).
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Figure 15: L'effet immunosuppresseur des tumeurs (d’aprésr@y etal., 2008).
Les DC sont des cibles incontournables pour I'imathérapie des cancers, mais elles

restent une arme a double tranchant.
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2. CELLULES DENDRITIQUES ET IMMUNOTHERAPIE DES
CANCERS

2.1. Argumentaire

Les DC sont des cellules présentatrices d’Ag psibemelles responsables de I'activation
des lymphocytes T naifs. Les DC sont capables diiadune réponse Thl et cytotoxique
CDS8, elles peuvent activer les cellules B naivas@moire, elles participent a I'activation des
cellules NK et NKT (Banchereau &, 2005 ; Banchereau ak, 1998). Toutes ces propriétés
font des DC des cellules particulierement inteneesapour I'immunothérapie. Apres avoir
résolu le probleme de génération des BXvivq les DC ont été utilisées dans des stratégies

de vaccination contre les tumeurs

2.2. Vaccins tumoraux a base de cellules dendritigs

Les vaccins contre le cancer ont comme but d’ireduite réponse T effectrice spécifique
des Ag tumoraux pour réduire la masse tumoralenetréponse T mémoire spécifique de
longue durée qui pourrait prévenir les rechutesstlintéressant de noter que I'utilisation des
vaccins dans le cadre du cancer n'a pas la ménaéitdique dans le cadre des maladies
infectieuses : dans le premier cas, ils ont urtlértapeutique alors que dans l'autre ils ont un
but préventif. Dans le cancer, les vaccins sorisé@$ pour induire une immunité capable
d’intervenir sur un processus tumoral qui est @éjdlace (Banchereauadt, 2005 ; Koski et
al., 2008).

Plusieurs stratégiesont été adoptées pour utiliser les DC dans I'imothé@rapie des
cancers : l'injection de préparations antigéniques;iblage des D@n vivo, ou le transfert

adoptif de DC chargées vivopar des Ag tumoraux (Figure 16).
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Figure 16 : Les stratégies de vaccination a base de DC @bapchuler 2010).

2.3. Génération des cellules dendritiques pour lesccins antitumoraux

En 1990 a été décrite une méthode qui permet lduptmn en grande quantité de DC
humaines a partir de monocytes circulants (Sallestd.,1994). Cela a permis I'utilisation
des DC dans des essais cliniques d'immunothérayiiaorale. Par la suite, cette technique
de génération des DC a été utilisée dans la majoeis essais cliniques. D’autres types de DC
ont été également utilisés mais moins souvent, cohes DC dérivées des cellules souches
hématopoiétiques CD34les DC myéloides circulantes et les DC dérivées cellules

leucémiques (Figure 17).
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Figure 17: Les principales méthodes utilisées pour généles DC dans un but
thérapeutique (d’aprés Ferrantiniakt 2008) : A) cellules CD34ultivées 5-7 j en présence
de cytokines pour I'expansion des précurseurs, puig en présence de diverses cytokines
pour générer des DC ; B) monocytes exposés au GM-#&@8c de I'lL-4 ou de I'lL-13, se
différenciant en DC immatures dont la maturatiomtpensuite étre induite par différents
moyens ; C) exposition de monocytes aux IFN de type présence de GM-CSF induisant

leur différenciation en DC partiellement matures.

L'utilisation des DC dans des essais cliniques s&tela maitrise de plusieurs étapes :
1. lisolement des monocytes et leur différenciationD ;
2. la maturation des DC ;
3. leur chargement avec les Ag ;
4

. 'administration des DC chargées en Ag.

Les monocytes du sang périphérique peuvent étrarégmpar adhérence sur un support
plastique, par tri cellulaire magnétique, ou patrétion (Erdmann edl., 2007). Ensuite, les
monocytes sont différenciés en présence de GM-QSH'le-4, technique qui permet
d’obtenir des DC immatures. Les DC ainsi obtenueg sicubées avec des Ag spécifiques
des tumeurs et injectées soit apres maturationasoi stade immature (Simonagt, 2009).
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Un point important dans la réussite d’'un essaiiglie est’état de maturation des DC,
car les DC immatures ont une capacité limitée auimredune réponse T et sont plutdt
impliquées dans la tolérance (Rosenberglet2004). Des études chez la souris ont montré
gue l'utilisation de DC immatures préalablementesien contact avec les Ag cibles aboutit a
l'induction d’une tolérance spécifique de ces Agaghber etal., 2001 ; Kretschmer el.,
2005). De plus, les DC immatures ont peu de capatét migration vers les ganglions
lymphatiques (De Vries atl., 2003).

Depuis 2001, la majorité des essais cliniquessetili des DC matures, obtenues apres
48 h de maturation par différents stimuli. Danmkgorité des essais, un cocktail de cytokines
inflammatoires est utilisé pour induire cette mation (TNFe, IL-1B, IL-6, PGE2 ou TNE
seul ou d'autres cytokines IfiIN IFNy, IL-12, CD40L) (Simon etal., 2009). Une autre
approche consiste a injecter directement les DCaturas chargées en Ag dans des tissus
inflammatoires. Cette approche combine la capat#® DC au stade immature a appréter
correctement I'Ag avec une maturation plus phygmoe obtenue au sein des tissus
inflammatoires (Nair eal., 2003).

Différentes méthodes ont été testées pharger les DC en Ag tumoraux La technique
la plus utilisée est la charge des DC avec desdesptestreints aux molécules de classe | du
CMH, a condition d’avoir auparavant caractérisé dpgopes antigéniques (Singh-Jasuja et
al., 2004). D’autres procédés font appel a des preserecombinantes, a des ARNm (acide
ribonucléique messager) transfectés par électrapordipofection ou nucléofection, a de
I’ADN (acide désoxyribonucléique) transfecté adaide virus recombinants, ou a du matériel
tumoral entier (ARN tumoral total, exosomes, lysatsmoraux, cellules tumorales
apoptotiques). Cette derniére technique a I'avantigpermettre de présenter un large panel
d’Ag tumoraux (Simon etal.,, 2009). Une autre approche consiste a délivrer Ag
directement aux D@ vivo en utilisant des Ac qui vont se fixer sur les ptears de surface
des DC comme le DEC-205 (Bonifaz &t, 2002 ; Jiang eal.,1995). Chaque technique
présente ses avantages mais aucune n’est unieensell considérée comme la plus efficace
(Schuler etal., 2003 ; van Tendeloo at., 2001 ; Rosenblatt el., 2005 ; Dougan M il.,
2009).

Au méme titre que la procédure de préparation desl® fréquence, la voie idjection
ainsi que la quantité de DC administrées variengelment d’'un protocole a un autre.

Plusieurs voies d’injection ont été testées (irdradque, sous-cutanée, intratumorale,
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intranodale). La meilleure efficacité dans l'indoct de la réponse immunitaire semble étre

obtenue par l'utilisation de la voie intradermiqueintranodale (Simon ei., 2009).

La vaccination a base de DC a prouvé son innochié&z 'hommelL’évaluation porte
principalement sur deux points :

1. le suivi de la réponse immunitaire induite lgarDC (évaluation de la réponse T et de
la production des Ac par les LB) ;

2. I'effet thérapeutique sur I'évolution clinique dancer.

2.4. Cellules dendritiques et essais cliniques

Plus de 200 essais cliniques utilisant les vac&ibase de DC ont été rapportés, avec une
grande hétérogénéité en ce qui concerne la praducis DC, la charge ou la nature du
cancer (Andrews etl., 2008 ; Dougan e&tl., 2009 ; Schuler etl., 2003 ; Simon edl., 2009).

2.4.1. Les résultats positifs des essais cliniques
Les résultats des essais cliniques menés chez mtgownt montré I'absence d'effets

secondaires (Simon at., 2009).

Les vaccins a base de DC sont efficaces du peinue immunogénicité€Schuler et
al., 2003 ; Schuler, 2010). Beaucoup d’études ontédbsées dans le mélanome. Plusieurs
Ag tumoraux étant identifiés dans le mélanome, imtense réponse CTL spécifique d’Ag
tumoraux a pu étre induite chez de nombreux pati@rturner etl., 1999 ; Schuler-Thurner
etal., 2000).

Dans dautres études, des résultats positifs oBt également obtenus avec le
développement d'une réponse T CD& CDS8 spécifique de I'Ag tumoral, comme par
exemple chez des patients porteurs de cancer déafosaccinés avec des DC transfectées
avec 'ARNm codant pour le PSA(ostate Specific Antig¢nou chez des patients atteints
de cancer du rein vaccinés par des DC transfeetées 'ARNmM tumoral (Heiser edl.,
2002 ; Su eal., 2005 ; Su edl., 2003). A I'inverse, méme si des réductions des tle PSA
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ont parfois été observées apres vaccination, [@snees cliniques ont été trés rares dans la

grande majorité des essais cliniques (Dannudl.eR005 ; Heiser «il., 2002).

2.4.2. Les résultats négatifs des essais cliniques
Les vaccins a base de DC sont capables d'indugeétmnses T spécifiques, mais peu de

réponses cliniques (Janikashvili at, 2010 ; Paczensy al., 2003). De plus, les résultats
cliniqgues observés ne sont pas toujours corrélés Bwmduction d’'une réponse T spécifique
de la tumeur (Figdor etl., 2004 ; Steinman et., 2007). En outre, la réponse T est en général
transitoire et n’aboutit pas a la différenciatiam eellules T mémoire a longue durée de vie
(Palucka eal., 2007).

Dans une étude clinique de phase Il ayant incessghtients atteints d’'un melanome a un
stade avanceé, la vaccination par les DC n'a pa®réppde bénéfice par rapport a la
chimiothérapie standard, mais les réponses dandeles cas étaient faibles (chimiothérapie
5,5 % et DC 3,8 %) (Schadendorfagt 2006).

Une synthése des résultats des essais cliniquaseade DC chez les patients cancéreux
montre que 30 a 50 % des patients ont présentépoase immunitaire spécifique vaccinale,
mais que seulement 6 a 10 % d’entre eux ont présem¢ réponse clinique (Tableau 1)
(Giboa etal., 2007 ;http://www.mmri.mater.org.gu

Tableau I Synthése des résultats des essais cliniqueséd’'&iboa eal., 2007).

Type de cancer Nombre Réponse Réponse
de patients immunitaire (%) clinique (%)

Mélanome 573 52,9 10,6

Cancer de prostate 530 56,1 5,8
Cancer du rein 185 45,9 8,6
Cancer colorectal 121 28,2 0
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2.4.3. Comment améliorer les essais cliniques
La faible réponse clinique observée lors desuhfits essais peut étre due au fait que

les patients inclus sont a un stade avancé de Gan@ un systeme immunitaire altéré par
I'effet immunosupresseur de la tumeur. Ces patienten général aussi regu plusieurs lignes
de chimio- ou radiothérapie, traitements qui pat-e@mes peuvent avoir un effet délétére
sur le systeme immunitaire (Simonadt 2009).

Il serait préférable d’évaluer I'efficacité des @ssen tenant compte de la durée de survie
globale, de la durée de survie sans récidive eritkres objectifs comme la diminution de la
masse tumorale (Douganadt, 2009).

Quelques résultats cliniques obtenus permettentsulggérer quelques pistes pour
ameliorer les protocles d’utilisation des DC. Ajndans un contexte non tumoral, chez des
patients ayant une infection chronique par le Whtys de I'lmmunodéficience Humaine), la
vaccination par les DC a induit une forte réponarsdla majorité des cas, avec une nette
réduction de la charge virale (Luat, 2004). Des résultats intéressants ont aussibdéhus
chez des patients présentant un mélanome et tyzarédes DC incubées avec des cellules
tumorales irradiées. La vaccination de patientsfsant de mélanomes réfractaires ayant
résisté a de multiples lignes de traitements psrD€ a permis d’obtenir une période de
survie sans récidive significativement plus longpéentre les rechutes traitées de facgon
conventionnelle (24-58 moigersusl4 mois) (Dillman eal., 2006).

Les points communs entre ces deux études (VIH é&noie) étaient : un chargement
des DC avec des Ag endogenes non apprétés etrt@bgButilisation de PGE2 dans le
coktail de maturation des DC. En effet il a étép@pé que la PGE2 induit une plus grande
capacité de migration des DC, mais une plus fasidlerétion d’lL-12 et une plus faible
sensibilité des DC pour I'activation via CD40 (Faartini etal., 2008 ; Giboa edl., 2007).

En conclusion, la production de vaccins a base @efét appel a de multiples techniques
de production, d’expansion, de charge en Ag etti/aton des DC, ainsi que diverses
sources d’Ag. Actuellement les résultats cliniqeesit décevants et les protocoles de
vaccination sont a améliorer. Cependant les DC amistune arme trés prometteuse pour
luttter contre les tumeurs. En effet, les DC poiemna induire une réponse CTL et Thelper
efficace et durable, mais aussi, a la lumiere deblipations relativement récentes,

directement détruire la tumeur grace a des progséatytotoxiques.
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LES CELLULES DENDRITIQUES CYTOTOXIQUES

Les effecteurs classiques cytotoxiques les pludi€étusont les cellules NK, les lymphocytes
CD8 cytotoxiques et les macrophages. lls jouentrala important dans I'élimination des
cellules infectées par des virus ou des cellulesotales. L’élimination directe des cellules
tumorales a été attribuée aux cellules tueusesiadigées, les CTL, NKT, NK ou

macrophages.

Dans le contexte de la réponse immunitaire antitateples DC ont principalement été
étudiées pour leur rble de cellules présentatdtkg professionnelles. Effectivement, les DC
jouent un réle central dans I'initiation de la répe antitumorale spécifique en présentant les
Ag aux LT CD4 ou CD§ naifs. Par le panel de cytokines qu’elles séctéles DC régulent
le type, l'intensité et la durée de la réponse imitaire T. De plus, elles peuvent participer a
I'activation d’autres cellules cytotoxiques, cedlslNK et NKT et macrophages ainsi qu’'a la
réponse immunitaire humorale (Balistaadt, 2009 ; Kalinski etal., 2005 ; Walzer eal.,
2005).

Cependant, les DC possédent d’autres propriétéseqdent prometteuse leur utilisation
en immunothérapie antitumorale. En effet, en plededir capacité a induire et a réguler la
réponse adaptative antitumorale, les DC possedentapacités cytotoxiques directes envers
les cellules tumorales, comme I'ont montré plusegtudes chez I'animal et chez 'homme
(Chan etal., 2008 ; Chauvin eal., 2008 ; Ullrich etal., 2008 ; Wesa eal., 2008). Cette
activité antitumorale directe facilite la capturesdAg tumoraux par les DC et leur
présentation ultérieure. Ce double role de celltliesises et de cellules présentatrices d’Ag

peut avoir donc des implications dans 'immunotpé&rales cancers.

Les résultats des études rapportant un effet oyitpte des DC chez 'homme ou chez le
rongeur sont hétérogenes et parfois méme cont@seMous avons détaillé et discuté ces
résultats dans une revue récente (Larmoniaf.e2010). Dans ce chapitre, je présenterai une
synthese des principales études sur les celluledridigues cytotoxiques en axant le sujet sur

les nombreuses questions soulevées encore a cdt egeamment chez 'homme.

56



1. Cellules dendritiques cytotoxiques chez le rat

La premiére démonstration des propriétés cytotosigies DC envers les cellules tumorales

a eté realisée chez le rat. Les DC spléniques apmésmaturation spontanée vitro,
présentaient spontanément une cytotoxicité dépéadancalcium contre la lignée tumorale
YAC-1 (Josien etl., 1997). Par la suite, un sous-type de DC immat@®11b isolé a partir
des organes lymphoides de rats a été décrit conmtneyidtoxiques. En effet, ces DC ont été
capables d’'induire I'apoptose de différentes ligngenorales cellulaires de facon spontanée,
sans activation préalable, par un mécanisme indigmerdu systeme perforine-granzyme ou
des récepteurs de mort. Ces résultats suggéerentequBC utilisent des mécanismes de
cytotoxicité différents en fonction de leur état maturation. Aprés avoir tué les cellules
tumorales, ces DC étaient capables de phagocydrdgments tués, suggérant un potentiel

d’activation de la réponse adaptative (Trinit@let2000 ; Trinité eal., 2005).

D’autres mécanismes cytotoxiques, comme la voie NKR ont été rapportés dans
I'activation des DC cytotoxiques de rats. Le tnaieémt des DC par un Ac agoniste anti-NKR-
P2 augmente le potentiel cytotoxique des DC (Allale, 2004), et I'activation des DC par
cette voie aboutit a I'expression des moléculesaftimulation et a la production de TEt
de monoxyde d’azote (NO) (Srivastavaakt 2007).

Notre équipe a rapporté que I'activité cytotoxigles DC dériveées de la culture de leurs
progéniteurs contenus dans la moelle osseB&CKM : Bone Marrow-derived Dendritic
Cells) est significativement augmentée par I'lFNt les LPS. Le mécanisme cytotoxique
implique le NO. De plus, nous avons montré que@@scytotoxiques peuvent jouer un réle
in vivo et participer a la régression tumorale (Nicolaal.e2007).

Des preuvesn vivo d’'une activité antitumorale ont été également oaj@es dans un
modéle d’ostéosarcome. Chauvinakt ont obtenu une régression de la tumeur apres avoir
injecté chez ces rats porteurs de tumeur des Dfit @yéalablement tué et phagocitéritro
les cellules tumorales. L'effet sur la tumeur étaihulé si les rats avaient subi un traitement
éliminant les LT CD8, suggérant que les DC cytotoxiques seraient depabeffectuer une

présentation croisée des Ag tumoraux (Chauval.e2008).
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2. Cellules dendritiqgues cytotoxiques chez la soigr

Chez la souris, la premiére étude rapportant utieitéccytotoxique des DC a été publiée en
1996 par Suss ef. Une population de DC spléniques CDIYED8:" a été décrite comme
capable d’induire la mort par apoptose des lymptescy via un mécanisme Fas-FasL (Suss
etal., 1996). Un mécanisme identique a été rapporté leswcellules de Langerhans murines
rendues cytotoxiques apres activation par le CO@biibaki etal., 2001).

Chez les souris infectées paisteria monocytogenesne population de DC spléniques
CD11d"CD11B™ cytotoxique a aussi été décrite. Les mécanismesytéoxicté impliquent
principalement la sécrétion de TiFet la libération de NO. Cette population particge

contrble de l'infection, mais n’est pas capablectiteer des LT naifs (Serbina ait, 2003).

Par la suite, plusieurs études ont rapporté laepes chez la souris d’'une population
hybride NK-DC (Natural Killer-Dendritic Cel) ayant des propriétés cytotoxiques tumoricides
et des propriétés d’APC aboutissant a 'inductiamd réponse T efficace. Cette population
de cellules produit de grandes quantités dilFlgres contact avec les cellules tumorales ou
apres activation par CpG, IL-4, IL-12 ou IL-18 (Qklary etal., 2006 ; Pillarisetty eal.,
2005). Cette population a été isolée de la ratépigi des ganglions et du thymus, et présente
un phénotype intermédiaire entre DC et NK : CONK1.1"CMH I1"Ly49"CD49CD69".

Ces DC sont capables d’exercer une activité cyigtmxenvers des cellules tumorales aprés
activation, et ensuite de présenter les Ag tumoexlymphocytes T naifs (Chaudhryagt,
2006 ; Pillarisetty etal., 2005). L’existence d'une telle population cdivé ayant des
fonctions des NK et des DC a été mise en doutdesamarqueurs phénotypiques utilisés
(CD1lc et NK1.1) ne permettent pas de distinguers saucune ambiguité les deux
populations et qu’'une contamination par les NK aatpas étre completement exclue (Spits
etal., 2007).

Un sous-groupe de NKDC nommé IKD@terferon producing Killer Dendritic Celjsa
fait I'objet plus récemment de nombreuses étudesi@schi etal., 2007 ; Chan el., 2006 ;
Shortman etal., 2006 ; Taieb etl., 2006 ; Zitvogel 2008). Les IKDC ont été définies
phénotypiqguement comme CDIB@20'NK1.1'CD3CD19GrILy6C". A I'état non activé,
les IKDC n’expriment pas de molécules de costimoeni de molécules de classe Il du
CMH. Apreés activation par des agonistes des TLRagicytokines, ou aprés contact avec des

cellules tumorales ou des cellules infectées parwileis, les IKDC surexpriment CD40,
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CD86 et les molécules de classe Il du CMH Il. Giten’est pas observé apres contact avec
les cellules normales (Chanadt, 2006. ; Taieb eal., 2006). L'activité cytotoxique semble
étre en lien avec la surexpression de NKG2D etRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing
Ligand). Leur activité cytotoxique semble transitoirdeeperte de cette activité coincide avec
'expression des molécules du CMH et de costimoitatDe ce fait, elles ont été considérées
comme jouant un rbéle majeur dans I'immunosurvedéardes cancers (Bonmort at.,
2008 ; Chan eal., 2008 ; Himoudi etl., 2009 ; Taieb eal., 2006). Néanmoins, plusieurs
publications mettent en doute I'existence d’'un&etpbpulation hybride et leurs capacités de
présentation d’antigéne, et suggerent que ceslezliiappartiennent pas a la lignée des DC
mais a celle des NK (Blasiusat, 2007 ; Caminschi etl., 2007 ; Vosshenrich al., 2007).

Outre les études sur des DC murines fraichemeléeisodes études ont été meneées sur les
DC différenciéesin vitro a partir de leurs progéniteurs contenus dans lallen@sseuse
(BDMC). Des activités cytotoxiques ont été rappestésoit spontanées (Huangakt 2005)
soit apres stimulation par les LPS (Yuaét 2002). Les résultats concernant le mécanisme de
I'activité tumoricide de ces BDMC sont hétérogénes

- certains auteurs rapportent I'implication desepeurs de mort Fas-L, TRAIL et TNF
(Huang etal., 2005 ; Lu etl., 1997 ;Yu etl., 2002) ;

- pour d’autres auteurs, I'apoptose des cellulesorales n'implique pas les récepteurs de
mort mais le NO (Shimamura ait, 2002) ;

- réecemment, dans une étude menée au sein deduptige de recherche, nous avons pu
mettre en évidence un nouveau mécanisme qui taitvienir la production des peroxynitrites
(Fraszczak edl., 2010).

3. Cellules dendritiques cytotoxiques chez 'homme
Les résultats des études sur les DC cytotoxiques Bhomme sont trés hétérogenes ; en

effet les sous-types de DC impliguées, les mécarssme cytotoxicité et leur mode

d’induction sont trés variables selon les études.
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3.1. Activité cytotoxique des DC humaines isoléés sang périphérique

Certaines équipes ont étudié les DC fraichemenéasodu sang périphérique et les
résultats plaident en faveur d’'un potentiel cytajoe de ces cellules, la plupart du temps
apres une activation exogene. Classiquement, lescB&€z I'homme sont séparées en
CD11¢HLADR™9" |es CD myéloides, et en CDIPBRADR™, les DC plasmacytoides.

Des propriétés cytotoxiques ont été rapportées lpsuleux groupes:

- apres exposition aux virus et activation via TLRw TLR-9, les DC plasmacytoides
acquierent des propriétes cytotoxiques dépendaet@RAIL (Chaperot eal., 2006 ; Hardy
etal., 2007) ;

- aprés activation par IFiNou IFNy, des DC CD11tdu sang périphérique peuvent tuer
des cellules tumorales secondairement a I'expnesi@ol RAIL, (Fanger edl., 1999) ;

- d’autres études ont rapporté un effet cytotoxigueees une grande variété de cellules
tumorales, mais pas envers les cellules normaless’dgissait de DC immatures
HLADR'CD4'Lin", isolées du sang périphérique, qui induisent papse par l'intermédiaire
de TNFu, de FasL ou de la lymphotoxinép2 (Janjic etal., 2002 ; Lu e#tl., 2002) ;

- Manna efal. rapportent une activité cytotoxique des DC endess cellules tumorales
mammaires, en présence de LPS, IL-15 ouy|FAdtcompagnée d’une forte production de
TNFa (Manna egl., 2002).

Les résultats de ces études soulignent le potei¢ielDC naturellement présentes dans
'organisme a développer une activité cytotoxiqgénéralement augmentée aprés une

activation exogene par des composants bactériensraux.

3.2. Activité cytotoxique des DC humaines générées vivo

La plupart des études sur les DC cytotoxiques €hemme ont utilisé des DC générées
ex vivq principalement a partir des monocytes du saniplpérique du fait de la trés faible
quantité des DC circulantes et grace au développecies techniques qui ont permis la
production en grande quantité de DC a partir desatytes.
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Plusieurs études ont rapporté I'activité tumoricidevitro des DC obtenues a partir des
monocytes sanguins vis-a-vis d’'une grande variétéallules tumorales ( Ayres &t, 2004 ;
Chapoval etl., 2000; Janijic eal., 2002 ; Joo &tl., 2002 ; Liu efl., 2001 ; Lu eal., 2002 ;
Vanderheyde «dl., 2001 ; Vanderheyde at, 2004 ; Vidalain eal., 2001).

Néanmoins plusieurs questions restent sans réponsensuelle.

L’état de maturation des DC intervient-il dans lesipropriétés cytotoxiques ?

Certaines auteurs rapportent une activité tumagides DC immatures envers des cellules
tumorales, qu'il s’agisse de tumeurs hématopoiécqau de tumeur solidéganderheyde et
al., 2001 ; Janjic eal., 2002 ; Vanderheyde ei., 2004). D’autres auteurs retrouvent une
nette augmentation de I'effet cytotoxique des DQumes (Chapoval el., 2000 ; Joo edl.,
2002).

Les propriétés cytotoxiques des DC sont-elles itelliou potentialisées par un agent
exogene ?

Plusieurs activateurs ont éteé testés, seuls ogssTiation :

- des DC en présence soit de CD40L, soit de LPSoddax étaient capables d’inhiber
la croissance tumorale de lignées de cancer mamifd@o etl., 2002) ;

- le traitement par IFN IFNB ou IFNy de DC cytostatiques et cytotoxiques n'a pas
augmenté leur activité cytotoxique (néanmoins IBS lont favorisé leurs effets cytostatiques)
(Vanderheyde «tl., 2001 ; Vanderheyde at., 2004) ;

- pour d'autres auteurs, le traitement des DC patRS ou par I'IFN a entrainé une
augmentation de l'effet inhibiteur sur la croissartamorale, mais cet effet n’a pas éte
retrouvé avec le TNdkcou CD40L (Chapoval «tl., 2000) ;

- une autre étude rapporte une augmentation du powytdtoxique des DC apres
activation par de I'lFI§ (Liu etal., 2001) ;

- un agoniste de TLR-3 (poly-IC) a entrainé une naditnin des DC qui ont acquis des
propriétés de cytotoxicité envers des cellules nahes (Vidalain eal., 2001) ;

- des DC activees par OK432, une préparatiorStteptococcus pyogenasactives,
deviennent fortement cytotoxiques contre de nondaedignées tumorales. Le mécanisme
dépend de I'interaction CD40-CD40L (Hill at, 2008).
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Quel est le mécanisme par lequel les DC exerceunt tg/totoxicité ?

Existe-t'il un mécanisme unique de cytotoxicité, bien les DC disposent-elles de
plusieurs mécanismes cytotoxiques en fonction dedetivation, de la nature du signal ou de
'environnement dans lequel elles se trouvent ? iIdésanismes trés variés ont en effet été

rapportés.

La nécessité d’'un contact entre les cellules tutesret les DC est soulignée par certains
auteurs (Chapoval etl., 2000) alors que d’autres montrent un role inglisable des
médiateurs solubles en plus du contact celluldiaej{c etal., 2002).

Les mécanismes décrits impliquent parfois les nécep de mort (TN&, Fas, TRAIL)
dans I'induction de la mort des cellules tumordtgsffith et al., 1999 ; Liu etal., 2001 ; Lu
et al., 2002 ; Vidalain etal., 2001) mais d’autres études rapportent, au coatran
mécanisme de cytotoxicité indépendant des réceptede mort (Ayres etal.,
2004 ;Vanderheyde et., 2001).

Vidalain etal. décrit deux mécanismes différents en fonction dwlend’activation des
DC : 'ARN double brin induirait une mort TRAIL ate que I'activation via CD40L ferait
intervenir le TN et des mécanismes non identifiés (Vidalaialgt2001).

De nombreux mécanismes cytotoxiques des DC gérepgasir des monocytes sanguins

ont été rapportés et la disparité de ces résultaste sans explication a ce jour.

D’autres études ont été menées surledifféerenciées a partir de cellules du sang du

cordon, de cellules CD3%ou d’autres sources.

Des effets cytotoxiques ont été rapportés poubDlggyénérées a partir de cellules CD34

apres stimulation par IHN Le mécanisme implique I'expression de TRAIL (ketal., 2001).

Les DC générées a partir de monocytes de sang m@rcambilical acquierent des
capacités cytotoxiques apres stimulation par 1S @R I'lFNy. Elles peuvent tuer des cellules
tumorales d’origine hématologique de facon spéadigen effet, aprés stimulation par les

LPS, les DC tuent les cellules Daudi de lymphom®&udekitt, alors que les cellules HL60 de
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leucémie promyélocytaire vont étre sensibles aux @&pes stimulation par IRN Cette

cytotoxicité n’est pas observée envers des progénsithématopoiétiques (Shiakt 2005).

De facon intéressante, des DC obtenues a partirmdmsocytes de liquides d'ascite
provenant de patientes atteintes d’'un cancer avavigt été identifiees comme cellules
tueuses envers des cellules de cancer dovairelogues ou allogéniques. Ces DC
présentaient une activité cytotoxique égalementeenwdiverses lignées tumorales. Le
mécanisme impliqué semble étre dépendant de laRas#~asL comme le montre la quantité
importante de FasL intracellulaire et I'abolitior Heffet cytotoxique par un Ac bloquant la
voie Fas (Yang dl., 2001).

L’activité cytotoxique est-elle spécifique des aétls tumorales ?

Certaines études indiquent une spécificité ddefefytotoxique des DC qui tueraient
uniguement les cellules tumorales en étant capabégsargner les cellules normales. Bien
gue cela ait été rapporté pour des DC dérivéesatmaytes circulants (Janjic &k, 2002) ou
du sang du cordon ombilical (Shiat, 2005.96.127), et pour des cellules mononucléées

sang périphérique (Hubertat, 2001), le mécanisme de cette spécificité n&agia élucidé.

Les DC cytotoxiques sont-elles capables d’induireeréponse T spécifique ?

Pour l'instant il n'y a pas de réponse claire aecqtiestion.

Certains auteurs ont montré que les DC peuventumptdes cellules tumorales par
phagocytose, induire par la suite une prolifératibes lymphocytes T CD4et CD8
autologues et une activité CTL spécifique d’Ag. Qésultats prouvent que des cellules
tumorales allogéniques tuées peuvent étre captpaedes DC pour induire une réponse T
spécifique de la tumeur. Néanmoins, dans cetteeétad cellules tumorales avaient été tuées
auparavant et les DC n’exercaient pas de fonctgtatoxiques (Nouri-Shirazi etl., 2000).

Dans I'étude utilisant des DC dérivées des monacye liquides d’ascite, les auteurs
rapportent une activité cytotoxique de ces DC ennaws cellules de cancer de l'ovaire,
autologues ou allogéniques, et mettent en évidelese fragments de cellules tumorales

apoptotiqgues dans le cytoplasme des DC. Des lynypé®acytotoxiques spécifiques des
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tumeurs ont été obtenus par des stimulations répéiéec des DC cultivées avec des cellules

tumorales autologues apoptotiques (Yanal.e2001).

Les DC cytotoxiques in vivo

Un traitement par imiquimod, un agoniste de TLR-@f8 application locale a des patients
porteurs de carcinome basocellulaire a été sutnalrégression tumorale au niveau clinique,
et localement d’'un recrutement de DC au site tumavac augmentation de la mort des
cellules tumorales. L’analyse immunohistologiquéwélé que linfiltrat était constitué autant
de DCp, infiltrant la tumeur et exprimant TRAIL, gqae DCm, situées en périphérie de la
tumeur et exprimant perforines et granzymes, aésecaussi a des lymphocytes T C4
CD8§', des NK, et des neutrophiles. Aprés activationlparigands des TLR-7/8, les DCm,
isolées du sang périphérique, exprimaient perferiae granzymes et tuaient les cellules
leucémiques K562, alors que les DCp exprimaient [LRAe qui leur permettait d’exercer
une activité cytolytique sur des cellules Jurkaénhd si I'extrapolation de ces résultats
vitro & ce qui se passe réellemenvivo est difficile, une corrélation a néanmoins éténée

entre la régression tumorale et la présence deyisfoxiques (Stary «il., 2007).
En conclusion, comme pour les études chez les vosdes résultats des travaux étudiant

le mécanisme de cytotoxicité, I'agent inducteurenicibles des DC cytotoxiques humaines

sont tres hétérogenes. Une synthése de ces résedtiaprésentée dans le tableau 2.
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Tableau 2: Les DC cytotoxiques (d’aprés Larmonierét 2010).

Type de DC Mécanisme Induction Cible Référence
DCm CD11c TRAIL IFNa, IFNy Cellules Fanger eal.,
sang tumorales 1999
TNFa LPS, IFN IL-15 Cellules Manna egl.,
tumorales 2002
Perforine/granzy TLR-7/8 K562 Stary eal.,
me 2007
DCm DC8+ TNFa IFNy Cellules Schmitz etl.,
sang tumorales 2005
CD4+HLADR TNFa, TRAIL, spontané Cellules Janjic etal., 2002
+Lin- FasL, lymphotoxines tumorales, cellules Lu etal., 2002
sang endothéliales
DCp sang TRAIL TLR-7/8 Jurkat Stary dl.,
2007
Influenza, CpG A549 Chaperot ait,
2005
HIV, IFN, Cellules T Hardy eal.,
Imiquimod 2007
CD34+ TRAIL IFNB Cellules Liu etal.,
tumorales 2001
Monocyte DC TRAIL Virus de la MDA231 Vidalain efal.,
rougeole 2001
CD40L Cellules Vidalain etal.,
tumorales 2001
IFNa, IFNy Cellules Griffith al.,
tumorales 1999
LPS, IFNy Cellules Shial.,
tumorales 2005
IFNB Cellules Liu al.,
tumorales 2001
ARNdb MDA231 Vidalainal.,
2001
spontanée Cellules Ayresal.,
tumorales 2004
TNFa, TRAIL, spontanée Cellules Lual.,
FasL, lymphotoxines tumorales 2002
TNFa LPS, IFNy Cellules Mannaal.,
tumorales 2002
CD40L MDA231 Vidalainal.,
2001
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Malgré toutes ces disparités, notamment en ce @uiezne les agents inducteurs et les
mécanismes cytotoxiques, la majorité de ces étadeBrment le potentiel cytotoxique des
DC envers les cellules tumorales.

Ce potentiel cytotoxique pourrait permettre l'aromdtion des  stratégies
d'immunothérapie des cancers par plusieurs aspects

- les DC cytotoxiques peuvent contribuer directemantélimination des cellules
tumorales. Les DC cytotoxiques pourraient utiligermécanisme cytotoxique supplémentaire
contre les cellules tumorales qui ont déja déveloges stratégies de résistance a la mort
induite par les NK ou CTL. La diversification degcanismes cytotoxiques pourrait diminuer
la résistance des cellules cancéreuses ;

- les DC cytotoxiques, apres avoir tué les cellulemdrales, pourraient se charger
directement et rapidement en Ag tumoraux, avaltitriigation de ce matériel tumoral par les
neutrophiles ou les macrophages, et ensuite pge¥dens Ag tumoraux aux lymphocytes T.

Les DC cytotoxiques sont des acteurs multifomstiqui interviennent a différents

niveaux dans la lutte contre le cancer (Figure 18).

1. Les DC tuentles cellules tumorale 2. Les DC apprétent I'Ag tumoral et
et capture les Ag tumoraux activent les LT spécifiques

DC
cytotoxique

“1"_,) LT CD4+

LT CD8+

Lyse des cellules
tumorales

Cellules -

tumorales 3. Les LT et les DC éliminent laumeur

Figure 18: Role potentiel des DC cytotoxiques dans la répammunitaire antitumorale
(d’aprés Larmonier «dl., 2010).
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Chapitre V.
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LES MACROPHAGES

Comme les DC, les macrophages se caractériseningagrande hétérogénéité et sont
dotés d’'une remarquable plasticité fonctionnelles ldeux types cellulaires de I'immunité
innée peuvent étre génénésvitro a partir des monocytes circulants du sang périghér
Cette approche expérimentale permet d’étudier ebidex comprendre la physiologie de ces
cellules. De nombreux stimuli, notamment inflamnrat® modulent leur phénotype et leurs
activités. En fonction de leurs conditions d’'activn, les macrophages, comme les DC
décrites précédemment, peuvent intervenir dangrdgection de I'organisme ou dans les
mécanismes physiopathologiques inducteurs de neggathologies. La connaissance de leur

fonctionnement devrait permettre de mieux maitiisginterventions thérapeutiques.

1. Généralités

Les macrophages se différencient a partir d'un gmagur myéloide meédullaire qui
donne naissance aux monocytes. Les monocytes iséneéd dans la circulation, migrent, a
l'état basal ou en réponse a une inflammation, dasstissus et se différencient en
macrophages. Les monocytes circulants représesteriait une population hétérogene de
cellules. A 'heure actuelle, le type de monocyiewdant qui va donner naissance a des

macrophages n’est pas parfaitement connu (Mosser, 2008).

Il existe différentes populations de macrophagesavec des fonctions différentes,
modulées par I'environnement dans lequel ils sevint. Cette hétérogénéité rend leur
classification difficile.

D’une maniere classique, on sépare les macropleagggpe M1, pour les macrophages
activés par la voie classique, et en type M2, pesimacrophages activés par la voie alterne.
Cette classification tient compte principalement m@io 1L-12 / IL-10 produit par les
macrophages (Gordon at., 2003 ; Martinez eal., 2008). D’autres auteurs considerent
gu’'une catégorie de macrophages appelés macrophamgdateurs sont différents d'un point

de vue biochimique et fonctionnel des macrophagtsés par voie alterne (Edwardsadt,
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2006). De ce fait, une autre classification a é&emment proposée qui prend en compte les
trois grandes fonctions des macrophages dans israde 'homéostasie de I'organisme : la
défense de I'organisme, la réparation tissulairéaeggulation immunitaire (Mosser at.,
2008) (Figure 19). Il n'y a pas de démarcationenetitre ces types de macrophages, quelle

gue soit la classification utilisée.

Classically activared Alternatively activated
macrophages macrophages
M I IM2
b Classically activated macrophages

%
Wound-healing
macrophages

Regulatory
macraphages

Mature Reviews | Inmunology

Figure 19: Les principaux types de macrophages (d’aprésenasn nat rev immunol
2008.8.958).

Les macrophages sont des cellules phagocytaiegffieaces, participant a la clairance
des débris cellulaires, des cellules apoptotiquaseerotiques. Ils sont aussi des effecteurs
trés importants de I'immunité innée (Mosserkt 2008). D’'une facon identique aux DC, les
macrophages détectent les signaux danger via I8 [Téur grande plasticité leur permet de
répondre efficacement a des stimuli environnementas variés. Et comme pour les DC, le
comportement des macrophages est beaucoup infle¢mci&nté par les signaux d’activation
recus (Figure 20).
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Figure 20 Les cytokines produites dans I'environnementrdasrophages influencent

leur fonction (d’aprés Mosser ak, 2008).

Les macrophages M1sont le résultat d’'une activation par les PAMPa ges TLR, en
présence d’'IFN et de TNIle, aboutissant a la production de grandes quardiésytokines
comme IL-12, IL-23, IL-6, IL-1, TNE. L'IFNy peut étre sécrété au cours d’'une réponse
immunitaire adaptative par les LTh1 ou par les LD8G ou bien, au cours d’une réponse
immunitaire innée, par les cellules NK. Le TdNFpeut étre sécrété par les cellules
présentatrices d’Ag. Les macrophages M1 présenteat activité cytotoxique importante
envers les microbes intracellulaires. Indispensalpeur la défense de I'organisme, leur
activation peut aboutir, via les cytokines et leges médiateurs produits, a des dommages
tissulaires importants. De ce fait, les macrophagésont impliqués dans la pathogénese des
maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhuidat@mu les maladies inflammatoires
intestinales, mais aussi dans le cancer (Bonnb#k, 001 ; Mosser &l., 2008).

Les macrophages M2(«wound-healing> ou macrophages activés par la voie alterne) se
différencient en réponse a I'lL-4, produite par legmphocytes Th2 ou les granulocytes. lls

interviennent dans la réparation tissulaire. Erteffine des premiéres cytokines libérées en
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réponse a une lésion tissulaire est I'lL-4, séer@i@ les basophiles et les mastocytes. L'IL-4
stimule l'activité arginase des macrophages etrtalyction des substances de la matrice
extracellulaire. Les macrophages M2 interviennagal@ment dans la réponse contre les
helminthes (Mantovani etl., 2005 ; Mosser «l., 2008).

Les macrophages régulateurse développent en réponse a différents stimudi gele les
complexes immuns, les prostaglandines, les gluticotdes, I'IL-10, les cellules
apoptotiques. Ils produisent de grandes quantitds-10 et ont des propriétés

immunosuppressives (Mosseragt 2008).

Les macrophages jouent un réle fondamental darssepits pathologies. Nous nous sommes

plus particulierement intéressés a leur role darisdrosclérose.

2. Mécanismes immunologiques et inflammatoires d&athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie inflammatoir@cigue des artéres de large et moyen
calibre, a l'origine des maladies cardiovasculaif@stte pathologie complexe fait intervenir
lescomposants des systemes vasculaire, métaboliquaremunitaire . Deux éléments clés
du processus athérogene sont représentés paruriatation des lipoprotéines LDLL¢w
Density Lipoproteih dans la paroi vasculaire et le recrutement desoeyes dans les
vaisseaux, avec leur différenciation en macrophagteseur transformation en cellules
spumeuses. Les lésions d'athérosclérose sont éssaziun état inflammatoire chronique qui
aura un effet délétere sur leur évolution. Bien tdéséquilibre des lipoprotéines reste le
facteur de risque principal, les mécanismes imnagiques et inflammatoires sous-jacents
ont suscité un intérét de plus en plus importansdas 20 derniéres années (Hanssal. et
2006).

La lésion histologique classique de I'athérosclérest laplague d’athérome au niveau des
artéres. La plaque d’athérome est constituée deleeimusculaires lisses inflammatoires, de
cellules endothéliales, de cellules spumeusesggiens de calcification et d’un infiltrat de
cellules immunitaires (Ross at., 1999). L'infiltrat de cellules immunitaires, @gisé en
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structuredymphoid-like a fait naitre le term¥ascular-Associated Lymphoid TiSS&€aLT)
(Wick etal., 1997).

Cet infiltrat retrouvé dans les lésions athérostigues des intima des vaisseaux est constitué
de macrophages, de cellules dendritiques, de lyoytbe et d’autres cellules inflammatoires
(Galkina etal., 2009) (Figure 21).
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Figure 21: L'infiltrat inflammatoire et immunitaire dansddésions
d’athérosclérose (d'aprés Galkinaagt 2009).

Le recrutement de monocytes circulants, a I'origied’infiltrat inflammatoire, est augmenté
et favorisé par I'expression par I'endothélium amfiimatoire des molécules d’adhésion
comme la P-selectine, I@sintégrines et le VCAM-1\{ascular Cell Adhesion Moleculg-é&t
par une concentration importante de nombreusesiakimes (Galkina etl., 2007). D’'une
maniére générale, les monocytes circulants enttens divers tissus et se différencient en
macrophages ou en DC qui peuvent ensuite reciraugeda circulation lymphatique. Le
nombre de DC et de macrophages est significativenseigmenté dans les artéres
athéromateuses. Cela s’explique par le recrutenmepbrtant des monocytes et par une
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diminution de la migration CCR7-dépendante des BM&c une plus grande séquestration
locale (Trogan edl., 2006).

Les DCinfiltrant I'intima des arteres présentent un phgpe semblable a celui des cellules
de Langerhans (Bobryshevadt, 1995). Leur rbéle au niveau Iésionnel n'estdou$ pas bien

compris & ce jour. On les retrouve dans des zoresédvascularisation, au contact des
lymphocytes, suggérant que ces DC présenteraisnAdgeaux lymphocytes. Cette hypothéese
est soutenue par des expériences de présentatigérague utilisant des souris transgéniques
pour le TCR et des DC chargées en peptides angigésiou des DC isolées des parois
vasculaires (Galkina edl., 2009). Ainsi, les DC pourraient présenter des asgociés a

I'athérosclérose et activer la différenciationaptolifération lymphocytaire en orientant leur

polarisation.

Un recrutement accéléré dgmphocytes Tdans l'aorte a été observé, autant dans les stades
précoces que dans les stades avancés de I'atléFossc(Galkina adl., 2007). La plupart des
lymphocytes sont TC#3 CD4" et ont un phénotype activé. Des lymphocytes sipgei$ des
lipoprotéines oxydées et des HSP ont été egaleatsetrvés dans les plaques, suggérant une
activation et une prolifération locale au cours l@ghérogenése (Hansson at, 1989 ;
Rossmann eal., 2008). Dans les stades précoces, on observepalaesation Thl, avec
production d’'IFN, d’'IL-6 et d’anticorps 1gG2 anti-LDL (Zhou edl., 1998). La présence
d’'une réponse immunitaire envers les Ag du soi cenarHSP-60 et les LDL fait considérer
I'athérosclérose comme une maladie auto-immune KWital., 2004). Le réle de la
polarisation Thl dans 'athérosclérose a été pramaréBuono eal. (2005) qui montrent que

le déficit en Tbet (facteur de transcription d@ddarisation Thl) s’associe a une athérogenése

réduite.

L’équilibre de la réponse immunitiare Thl et Th2 ésoitement régulé par I&gmphocytes
Treg, critigues pour la maintenance de la tolérance inotagique. Les expériences de
transfert adoptif de cellules de moelle ne contepas de Treg CD€D25 montrent une
augmentation des lésions d’athérome. Ces travaggesent que les LTreg naturels inhibent

le développement de I'athérosclérose (Ait-Oufellalg 2006).
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L’implication d’autres cellules immunitaires(les LTv3, les cellules NK, les mastocytes, les
lymphocytes B, les neutrophiles) dans I'athérosdléra été également rapportée (Galkina et
al., 2009).

De plus en plus de preuves confirment que non seuieles médiateurs meétaboliques mais
aussi des infections bactériennes ou virales dmmrt a I'amplification du processus
athérogene en induisant état inflammatoire dans les parois vasculaires (Galkinaakt
2009). L’athérosclérose est un processus dynanmaglieflammation accompagne toutes les
étapes de l'athérogenese. L’inflammation va comdairla formation, la progression et la

rupture de la plaque d’athérome (Libbyaét 2010).

L’inflammation est en grande partie due a I'activatdes cellules de I'immunité innée via les
TLR. LesTLR sont des récepteurs du systeme immunitaire innBegonnaissent des motifs
structuraux conservés des pathogenes. Le TLR-2 €LR-4 sont également les récepteurs
des HSP60 (Frantz at., 2007). Les souris déficitaires en MyD88, molédalisant partie de
la cascade de signalisation des TLR, présentenatndéosclérose réduite (Bjorkbackaakt
2004). L’activation des TLR induit la maturationsd®C, la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires et la production du monoxyde d’azude les macrophages.

3. Les macrophages dans I'athérosclérose

Les macrophages interviennent dans I'athéroscléiodeux niveaux : en tant qu’effecteurs
immunitaires de l'inflammation, mais aussi comméutes phagocytaires capables, grace a

des récepteurs éboueurs, d’internaliser les lipides

Les macrophages ont été identifies comme les prestéllules inflammatoiresassociées a
I'athérosclérose (Gerrity etl., 1980). lls s’accumulent progressivement dangkEsns et, au
fur et & mesure de I'évolution, ils prennent unmaigpe inflammatoire et produisent des
cytokines pro-inflammatoires (Martin-Fuentesagt 2007). Cette production de cytokines
pro-inflammatoires par les macrophages résidentsladeplague améne a considérer

I'athérosclérose comme une maladie inflammatoire.
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Les macrophages expriment des PRR, incluant le{S8Bvenger Receploet les TLR.
Grace a ces récepteurs, les macrophages phagodgsenicrobes et divers composants
microbiens mais capturent aussi les lipoprotéimestagnment les LDL modifiées) pour
former des cellules spumeuses. Par lintermédidé® TLR, I'exposition des macrophages
aux LPS ou &hlamydia pneumoniageut favorise la formation des cellules spumeuses
(Byrne etal., 1999).

La stimulation des récepteurs par les PAMPs s'apagme d'une libération par les
macrophages de cytokines inflammatoires comme IU-36, IL-12, IL-15, IL-18, TNF,
mais aussi de cytokines anti-inflammatoires (IL-IG;F3) et de facteurs angiogéniques
comme le VEGF. Ainsi, les macrophages peuvent awoirrdle proathéromateux, en
amplifiant la réponse inflammatoire locale par taduction des cytokines inflammatoires et
en produisant des lésions tissulaires par la lilmérades radicaux oxygénés toxiques.
Cependant, certains sous-types de macrophagesmearéciper a la réparation tissulaire et
a la restauration d’'une homéostasie locale (Wiksbal., 2010) (Figure 22). D'allleurs, les
macrophages des deux types de polarisation, M1 &t 9dnt retrouvés dans les Iésions
d’athérosclérose (Galkina at., 2009) et I'équilibre entre les sous-populatiwasinfluencer

I'évolution des Iésions (Mantovani &k, 2009).
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Figure 22 : Hétérogénéité des macrophages au niveau dsidm léthéromateuse
(d’aprés Wilson eal., 2010).
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En tant que cellules phagocytaires, les macrophdgegarois vasculaira@sternalisent via

des récepteurs scavengdes lipideset notamment des LDL oxydées. La dérégulation de
I'influx et de I'efflux du cholestérol au niveau glemacrophages et les signaux inflammatoires,
induisent la transformation des macrophages enleslispumeuses, chargées en lipides. La

conséqguence locale sera la formation et la progresie la plaque d’athérome.

Le trafic des lipides au sein des macrophages giresi’efflux du cholestérol excédentaire est
un processus physiologiqgue hautement réegulé. Ldestéwol excédentaire ressort des
macrophages des arteres par l'intermédiaire despoateurs cellulaires spécifiques de la
famille ABC (ATP-binding cassette transporfesomme ABCA1 et ABCG1 (Yvan-Charvet

etal., 2007). Cette étape est tres importante careatipéche I'accumulation du cholestérol

dans les macrophages et leur transformation eanleglbpumeuses (Raderakt 2009).

De plus, l'efflux du cholestérol représente la pienm étape d’'un processus appelé transport
réverse du cholestérol (TRC). Il s’agit d’'un prasues physiologique par lequel I'excés de
cholestérol cellulaire des tissus périphériquesit des macrophages, retourne vers le foie
dans le but d’étre éliminé dans la bile, et pasuie, dans I'intestin. Ce transport est essentiel
pour le maintien de I'hnoméostasie périphériqueysténique du cholestérol. Le cholestérol
est pris en charge par les particules HBligh-Density-Lipoproteihcirculantes et transporté
jusqu’au foie, soit directement, soit aprés trarisle cholestérol aux lipoprotéines riches en
apoB (Figure 23). Ce transfert est assuré par uoteipe de transfert des esters de
cholestérol, la CETRQholesteryl Ester Transfer Protgi(Rader etl., 2009).
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Figure 23: Le transport réverse du cholestérol (d’apréseRathl., 2009).

La CETP est une protéine de 74 kDa dont la structure atligfraphique a été décrite
récemment, confirmant la présence de sites dedixates lipides neutres (Qiu &k, 2007).
Protéine absente chez la souris, elle est exprainée 'hnomme dans le foie, l'intestin, le tissu
adipeux, la rate et les macrophages (Drayrad.£1987). L’expression génique de la CETP
est stimulée par un régime riche en cholestérdihgpercholestérolémie endogene. Son
expression est sous le contréle des récepteutéaimgs LXR/RXR Retinoid X Receptdr
facteurs de transcription activés par les oxysséfblo etal., 2000). Dans la population
japonaise, un déficit génétique en CETP, assodEs&aux trés élevés de HDL-cholestérol a
ete deécrit (Brown eal., 1989). Les conseéquences de ce déficit sur eBue des accidents
vasculaires restent contradictoires (Massaal.e2009).

La CETP facilite le transfert des esters de chétesentre les lipoprotéines antiathérogenes
(HDL) et proathérogenes, riches en apoB (LDL et \LDvery low density lipoprote)n Par

ce mécanisme, la CETP diminue le taux des HDL, &gy un effet proathérogéne. En
revanche, par le remodelage des particules HDCH&P va libérer I'apoA-I. L’apoA-I est le
principal accepteur des lipides venant de I'efftliixcholestérol, diminuant ainsi la formation
des cellules spumeuses. Par ce mécanisme, la Cé&iftFepe considérée comme un facteur

antiathérogéne (Massonadt, 2009).
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Des études chez la souris transgénique, exprineagéme de la CETP humaine, rapportent
des résultats contradictoires quant a I'effet deeqarotéine dans I'athérogénese : I'expression
de la CETP dans un modeéle de souris hypercholé&tdigques augmente I'athérosclérose
(Plump etal.,, 1999), alors que dans un modele de souris hyglgaeridémiques, son

expression peut étre anti- ou proathérogene (Hayalk 1995).

Les résultats chez ’lhomme et chez I'animal sora@sord avec un role complexe de la CETP
dans l'athérosclérose. Par son réle majeur daif(g, la CETP est une cible thérapeutique
importante. Des stratégies d’inhibition de la CEJR été tentées dans le but d’augmenter le
niveau des HDL, considérées comme étant « le bolestérol ». Néanmoins une large étude
clinique utilisant un inhibiteur de la CETP, ledetrapib, a été arrétée prématurément a cause
d’'une augmentation significative des incidents avasculaires et de la mortalité, malgré une

augmentation des taux de HDL-cholestérol (Bartat.e2007).

78



CONCLUSION

79



CONCLUSION

Modulation des cellules dendritiques : implicationsgdans le cancer

1. Le rationnel de I'étude

L’efficacité clinique des protocoles de vaccinatamtitumorale reste modeste et une
amélioration des stratégies d'immunothérapie eseéssaire pour une utilisation optimale des
DC. En effet, la propriété cytotoxique des DC emvedes cellules tumorales ouvre de
nouvelles perspectives. Cependant, a ce jourgldtats des études sur les DC cytotoxiques
sont hétérogénes ; la caractérisation de la cyimtéx et son mécanisme est insuffisante,
notamment chez 'homme, et aucune étude cliniqaeencore délibérement exploité cette
propriété. Les DC cytotoxiques généréses vivo pourraient étre considérées comme un
nouvel outil thérapeutiqgue. Ces DC cytotoxiqueségéasex vivoauront des propriétés et des
fonctions différentes des celles des DC non aetive des DC infiltrant les tumeurs.

Notre étude, chez la souris et chez 'hnomme, appdes éléments nouveaux a prendre en

compte dans la compréhension des DC cytotoxiques.

2. Le modeéle

Nous avons utilisé des DC dérivées de la moelleusss des souris, cultivées en
présence de GM-CSF et IL-4, et sélectionnées aal7up tri magnétique CD11c. Chez
’lhomme, nous avons utilisé des DC dérivées desoaydas du sang périphérique isolés par
tri magnétique CD14. Il s’agit d’'une technique kmgent utilisée pour la génération des DC
humaines dans un but thérapeutique. La différenciates monocytes en DC a été vérifiee
phénotypiquement & chaque expérience.

Ce modéele a deux avantages : il nous a permis diobtle grandes quantités de DC d’'une
part et d’analyser une population homogene et pumeempte de toute contamination

cellulaire, d’autre part.
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3. Le ratio cellules dendritiques / cellules tumorkes cible

Chez 'homme, I'activité cytotoxique des DC aingingrées a été observée pour des
ratios faibles de cellules dendritiques / celldlerorales. Une activité cytotoxique commence
a étre observeée pour des ratios de 2,5/1 et utozytiteé de 40-80 % est atteinte a des ratios
de 5/1. Ces résultats obtenus chez 'homme onta@térmés par notre équipe chez le rat
(Nicolas etal., 2007) et chez la souris (Fraszczakakt 2010). Dans d’autres études, des
ratios souvent beaucoup plus importants ont étsagj de 20 a 50 DC pour une cellule
tumorale (Fanger atl., 1999 ; Shi eal., 2005) mais une telle quantité de DC ne semlde pa
correspondre a l'infiltration tumorale réelle pas IDC. Cependant, d’aprés nos résultats chez
’lhomme, I'effet cytotoxique est perdu pour un oatiel DC pour 1 cellule tumorale.

La conclusion pratique qui en découle est que, pud les DC puissent exercer leur fonction

cytotoxique, elles doivent étre en quantité suftisau site tumoral.

4. L’état de maturation des DC cytotoxiques

L’état de maturation des DC conditionne leurs fmmd. Nous avons testé le potentiel
cytotoxigue des DC humaines, immatures ou matwekegvons observé une cytotoxicité

uniquement en présence des DC immatures.

Cette observation est en accord avec la biologselde : a I'état immature, elles forment un
réseau sentinelle capable de capturer et d’élimewepathogénes (Banchereawakt 2000).
D’autres articles ont rapporté également l'impicat des DC immatures dans [effet
cytotoxique antitumoral, mais avec une cytotoxicétativement faible pour un ratio de 5/1,
ratio que nous avons utilisé dans la majorité depémences (Janjic eal., 2002 ;
Vandenheyde «l., 2001 ; Vandenheyde &k ,2004).

Dans nos expériences, l'effet cytotoxigue a étédperau stade mature (défini
phénotypiqguement et fonctionnellement par la semrade I'lL-12 et par la diminution de la
capacité d’endocytose). En revanche, chez le rat €turis, ce sont les DC matures qui sont
cytotoxigques, montrant encore une fois les difféesnqui peuvent exister entre les espéces.
Ceci souligne encore I'importance des travaux diexmme, les résultats obtengbez le

rongeur ne sont pas toujours transposables a tedpgmaine.
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Une cytotoxicité spontanée a été rapportée daraimes études, mais nous ne l'avons pas
retrouvée dans nos expériences (Janjialet2002 ; Manna eal., 2002 ; Vandenheyde et
al.,2004). La comparaison est difficile avec les emttudes car le ratio utilisé a été souvent
plus important et, en fonction des conditions déoition et de manipulation, les DC peuvent
présenter des degrés d'activation différents. Des,ples trois articles cités plus haut ont
utilisé, comme méthode d’obtention des monocytadhérence des cellules mononucléés sur
un support plastique. Cette méthode ne garantit I'sdsence de contamination, méme
minime, par d'autres cellules cytototxiques, comiee macrophages ou les cellules NK.
Enfin, sur le plan théorique, il parait plus loggggue les DC ne soient pas spontanément
cytotoxiques, car cela pourrait provoquer d'impotsadommages tissulaires.

En conclusion, nos résultats montrent que les D@dines immatures ont des potentialités

cytotoxiques apres stimulation par les LPS.

5. Les agonistes de$LR

Les DC expriment des TLR et peuvent ainsi recede® « signaux danger » provenant de
'environnement. Nous avons testé plusieurs agesisties TLR; cependant, ['effet
cytotoxique n’'a été obtenu chez 'homme qu'avegdiaiste deTLR-4, les LPS. Dans la
littérature, une cytotoxicité des DC activées pauttes ligands des TLR a été rapportée :

- l'agoniste de TLR-7 (resiquimod / R848) et l'agdaeisde TLR-9 (CpG ODN)
augmentent la cytotoxicité antitumorale, mais mgsssait dans cette étude d'une
lignée cellulaire humaine obtenue a partir des D€lwémiques (Chaperot at.,
2006) ;

- l'agoniste de TLR-7/8 (imiquimod) augmente la cgtotité des DCm isolées du
sang périphériqgue des patients porteurs de carengasocellulaire, néanmoins le
pourcentage de lyse reste faible, autour de 10t&by8tal., 2007) ;

- un effet antitumoral a été rapporté apres actimgpar IL-18 et CpG, mais la encore |l
s’agissait d’'une population bien particuliere dellubes murines, les NKDC
(Chaudhry eal., 2006).

Nos résultats chez la souris ont montré I'inductdane cytotoxicité avec les LPS mais
également avec Pam3Cys-SK4, un agoniste de TLR-2.

Le niveau et le type d’activation pourraient étiéfédents en fonction de la nature de
'agoniste des TLR et du sous-type de DC (Dowlingale 2008). En effet, la fixation du

ligand sur les TLR aboutit & un assemblage compéx&electif des protéines adaptatrices
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cytoplasmiques et a une cascade de phosphorylatianmolécule adaptatrice centrale est la
MyD88 (myeloid differenciation antigen B8nais la signalisation TLR-4 emploie également
une voie alternative via TRIH [R-domain-containing adapter-inducing interfergn{(Barton

et al., 2009). La cascade de signalisation des TLR #&bautactivation des facteurs de
transcription dans une combinaison tres complex#iqiant que des changements subtils
puissent aboutir a des réponses cellulaires diffése(Akira etal., 2003).

Les voies de signalisation de cette induction djgee de la cytotoxicité par un seul

activateur des TLR restent a déterminer.

6. L'effet des LPS

Les LPS sont connus comme des signaux d'activapioissants pour les DC,
favorisant leur maturation (Banchereau adt, 2000). Nous avons montré que les LPS
induisent une cytotoxicité trés importante des D@natures, mesurée par une perte de
viabilité des cellules tumorales de 60 a 80 %. Awtbde 48 h de coculture DC-cellules
tumorales en présence de LPS, les DC cytotoxiguasatures au début de I'expérience,
acquierent un phénotype mature. Le signal déliaé Ips LPS peut donc jouer le rble
d’'inducteur de cytotoxicité et de maturation. Ajriss LPS auraient un double role. Cela est
d'autant plus important que les DC infiltrant lesneurs sont souvent bloguées a un stade

immature ne pouvant pas activer les lymphocytesii®te etl.,2004 ;Chaux etl., 1997).

A l'inverse, les LPS n’induisent aucune cytotoxécithez des DC matures. Du fait que le
cocktail induisant la maturation peut influer sardifférenciation et la maturation des DC,
nous avons testé plusieurs stimuli de maturatibRS, TNF. + poly-IC, IFNy ou le gold
standard utilisé dans la majorité des études clesgun mélange comprenant IB;1L-6,
TNFB et PGE2. Quel que soit le stimulus de maturaties,DC matures ne répondent plus
aux LPS par une activité cytotoxique. L'utilisatidiautres stimuli de maturation que les LPS
nous a permis d’éliminer un éventuel « épuisemetd ba réponse aux DC matures lors d’'une
deuxiéme stimulation par les LPS. Ceci confirme dmecytotoxicité chez 'homme est
réservée aux DC immatures. Cette double fonctigto{axicité / présentation d’Ag) évoluant
en fonction de la maturation a été déja rapportég pne catégorie de DC murines, les IKDC
(Himoudi etal., 2009 ;Zitvogel eal., 2008).
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Les LPS sont de puissants activateurs des DC dusauvent été utilisés a des doses tres
élevées soit 5 pg/ml (Chapovaladt, 2000 ; Shi eal., 2005), soit 10 pg/ml (Manna ak,
2002). Dans notre étude nous montrons que des dese30 ng/ml suffisent pour induire une
cytotoxicité significative, aussi bien chez I'homme chez la souris.

Dans des études précédentes, les DC ont été sautilesdétes pour leur effet cytotoxique apres
un prétraitement par les LPS de 12 ou 24 h, quangrdcessus de maturation a été déja
enclenché (Chapoval at., 2000 ; Liu etal., 2001 ; Vanderheyde at., 2001). Cela peut tout

a fait expliquer les différences de cytotoxiciténeequées, ainsi que les différences dans la

définition des stades de maturation des DC.

Dans certaines études, un prétraitement suivi Bdiuage soigneux des DC a été réalisé dans
le but déliminer toute interférence des LPS avec viabilité tumorale (Liu etal.,
2001 ;Vanderheyde ell., 2001). Dans nos expériences, l'incubation ddisiles tumorales
avec les LPS ne modifie pas leur viabilité. Aimous avons éliminé un effet direct des LPS
sur la viabilité des cellules tumorales. De méraeprétraitement des cellules tumorales par
les LPS ne modifie pas la cytotoxicité des DC. €etbservation nous permet d’éliminer un
effet de sensibilisation des cellules tumoraledgmtPS. Ces résultats ont été confirmés chez

le rat et la souris.

Les LPS constituent un composant de la paroi extdes bactéries a Gram négatif. Les LPS
comportent trois régions : une chaine O qui apdarn@riabilité entre les sérotypes, un noyau
et le lipide A, la partie biologiguement active jege etal., 2002). A cause des activités
endotoxiques des LPS chez I'homme, leur utilisatib@rapeutique reste délicate et des
analogues synthétiqgues du lipide A ont été dévdsp@armi eux, le 3-O- desacyl-4'-
monophosphoryllipid A (MPL) a été évalué dans desais cliniques en tant qu’adjuvant des
vaccins anticancéreux. Il semble capable d’actigesystéme immunitaire sans pour autant
partager les effets toxiques des LPS (Johnsal.eR008 ; Cluff etal.,2009 ; Sassi «l.,
2009).

Il serait utile de tester ces analogues et de \@rifinduction de la réponse cytotoxique.

7.Le mécanisme de cytotoxicité

Nos résultats sont en faveur d’'un mécanisme cyimqie non spécifique, comme le

montre la sensibilité aux DC cytotoxiques d’unengie variété de lignées tumorales, ainsi
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gue de cellules non tumorales (nous avons utiksecgllules embryonnaires humaines et des
cellules musculaires lisses de l'aorte de rat). IQues études rapportent une cytotoxicité
uniquement envers les cellules tumorales, en épatdgas cellules normales (Janjic at,
2002 ; Shi eal., 2005). Néanmoins, les auteurs n’ont pas foumdmlication et n’ont pas mis
en évidence de récepteurs spécifiques des cetlutesrales ou un quelconque mécanisme de
reconnaissance des tumeurs par les DC cytotoxidigesaractere non spécifique souléve en
revanche d’autres questions qui doivent étre pesesompte dans I'optique d’'une utilisation
thérapeutique de ces cellules. Ne reconnaissarggesfiquement les cellules tumorales, les
DC risquent de tuer d’autres cellules qui pourraiéne utiles, voire se tuer elles-mémes.
Dans nos expériences préliminaires, un petit potiagee de DC cytotoxiques meurt durant les
cultures mais cette destruction est trés éloignéelad cytotoxicité envers les cellules
tumorales. Les DC cytotoxiques possedent-elles miésanismes de résistance ou de
protection ? Cela reste a élucider. Une autre gureshportante concerne la cytotoxicité qui
peut étre orientée vers les lymphocytes. Cepentiargncontre avec les lymphocytes se fera
dans les ganglions lymphatiques. A cet instantDi€sauront déja effectué leur maturation et
perdu leur caractere cytotoxique. En effet nousiavoontré que les DC cytotoxiques perdent

le pouvoir cytotoxique en acquérant les propriéEsDC matures.

Nos résultats ont montré la nécessité d’'un cortelitilaire pour la mise en ceuvre de la
cytotoxicité, mécanisme déja suggeré par Chapetval. (2000). Nous avons confirmé ces

observations en utilisant des expériences denswrall », chez 'hnomme et chez la souris.

Plusieurs mécanismes de cytotoxicité des DC @ntlétrits :

- le NO (Nicolas eal., 2007) ;

- les récepteurs de mort (Chaperotaét 2000 ; Fanger etl., 1999 ; Griffith etal.,
1999 ; Liu etal., 2001 ; Lu etl., 2002 ; Manna edl.,2002 ; Stary eal., 2007 ; Shi
etal., 2005 ; Vidalain eal., 2001) ;

- le systeme perforine-granzyme (Starplet2007) ;

- Il'interaction CD40/CD40L (Hill etl., 2008).

Cette grande diversité de mécanismes peut s’exgligar l'utilisation dans les études des
sous-types de DC différents, provenant d'especgreltes, stimulées par des signaux
différents. De méme, le mode de préparation pariois exempt de contamination par des
LPS ou par d’autres populations cellulaires cytmjogs comme les cellules NK ou des

macrophages expliquent aussi en grande partieésestats différents. Mais, il ne faut pas
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négliger la grande plasticité fonctionnelle des &Gl est fort probable que les DC puissent
acquérir des propriétés cytotoxiques et utilises aecanismes de cytotoxicité différents en

fonction de leur environnement.

Nos études, que ce soit chez le rat, la sourighomime, ont permis de définir clairement des
mécanismes cytotoxiques.

L’implication des récepteurs de mort a été éliminéeant chez ’'homme que chez la souris.
Chez 'homme, les DC cytotoxiques tuent les celtHa 29 (adénocarcinome de cblon), qui
sont naturellement résistantes a la cytotoxicteuitadpar TRAIL. Pour confirmer ces
résultats, nous avons montré que les DC cytotoxiquent des cellules tumorales (HCT116
et Sw480) rendues résistantes a la mort induitel Ra&IL, secondairement a la transfection
de cFLIP (FLICE inhibitory protein), molécule amgpoptotique. Chez la souris, I'utilisation
des Ac bloquants anti-TRAIL n’a pas restauré |dnii@ tumorale.

Dans les études rapportant I'implication de TRARs DC cytotoxiques ont été activées par
les IFN ou par des virus et non pas par les LR#dér etal.,1999 ; Liu etal., 2001 ;
Vidalain et al., 2000). Ainsi, un traitement des DC dérivées dumocytes par IFp
augmente leur cytotoxicité envers des cellules talee par un mécanisme impliquant
linduction de TRAIL par I'lFN3. En revanche, cet effet n'’a pas été observé apres un
traitement des mémes DC par les LPS (Lialet2001). Cela suggere une différence dans
'expression de TRAIL en fonction des stimuli de toration utilisés. Une seule étude a
rapporté une cytotoxicté dépendante de TRAIL aptigsulation par les LPS, mais les LPS
étaient utilisées a tres fortes doses (5 ug/mieDC dérivées du sang de cordon ombilical
(Shi etal., 2005).

Un mécanisme faisant intervenir I'exocytose desigles toxiques de perforine et granzymes
semble également peu probable car I'addition dansulture d’'EGTA-Mg, un chélateur de
calcium, n'a pas modifié la cytotoxicité ; ce rédatla été confirmé par une autre équipe
rapportant une cytotoxicité indépendante de cal¢Mang etal., 2001).

La cytotoxicité des DC rapportée dans notre étudie itervenir un mécanisme non
spécifiqgue, dépendant d’'un contact cellulaire, mgis ne fait pas appel aux récepteurs de

mort.

8. Le role des peroxynitrites dans la cytotoxicité
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Etant donné que les LPS sont des produits d’oripaetérienne, nous avons émis
I'hypothése que le mécanisme utilisé par les D@&/é&es pour détruire les cellules tumorales
était identique a celui utilisé pour I'éliminatiodes bactéries. En effet, les DC dont
I'activation a été induite par des ligands des TibRrent des radicaux oxygénés dans le but
de tuer les agents pathogenes. Citons deux exemplesaturation des DC humaines via les
TLR induit I'activation de I'enzyme NADPH oxydasmdispensable pour I'élimination des
bactériesk. coli (Vulcano etal., 2004). Cette enzyme est également impliquée ¢ans
destruction des levures comn@andida albicanspar les DC humaines traitées par I'id-Bu
'IFN vy (Donini etal., 2007).

Le peroxynitrite (ONOQ résultent de la réaction entre le NO et I'aniarpesoxyde,
aboutissant a un produit extrémement toxique. Bssltats récents indiquent d’ailleurs que la
cytotoxicité attribuée jusqu’a maintenant au NO mstbablement due au peroxynitrite. Le
peroxynitrite est un oxydant plus puissant que @ & le superoxide (), et peut interagir
avec les lipides, I'ADN ou les protéines. Si le sqxyde et le NO sont synthétisés a
proximité, ils interagissent trés rapidement paunmfer du peroxynitrite. Dans des conditions
inflammatoires, la production simultanée de supgiexet de NO augmente de 1000 fois,
alors que la formation du peroxynitrite augment@0Q 000 fois (Pacher etl., 2007). Le
peroxynitrite a été impliqué dans de nombreusemtsitns physiopathologiques en lien avec
des lésions tissulaires et la cytotoxicité celk@daSon implication dans la physiopathologie
des AVC, de I'ischémie myocardique et des dysfamectements cardiovasculaires liés au
diabéte a été rapportée (Viragagt 2003).

La démonstration du réle prédominant du peroxymitiians le mécanisme cytotoxique utilisé
par les DC murines a nécessité I'utilisation desigurs techniques. Une quantité importante
de métabolite du NO a été détectée dans les swamisgde culture des DC cytotoxiques ;
cependant I'utilisation du NMMANC®-methyl-L-Argining, un inhibiteur de la production de
NO, n’a induit qu’une inhibition partielle de latoyoxicité, ce qui nous a fait supposer que le
NO n’était pas le médiateur toxique. Nous avongsalémis I'hypothese que d'autres
meédiateurs toxiques dérivés du NO pouvaient étp@igués dans ce mécanisme cytotoxique.
En effet le NO se combine trés rapidement aux espeadicalaires dérivées de I'oxygene
comme les ions superoxides générés par I'enzyme MNAPour former alors des molécules
cytotoxiques comme le peroxynitrite, molécule exteénent toxique (Virag eal., 2003).
Nous avons confirmé notre hypothése tout d'aborduglisant un agent accélérant le

catabolisme du peroxynitrite qui a totalement ighlid cytotoxicité des DC, puis en montrant
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gue les DC issues de souris KO pour iNOS ou gpfi& @ous-unité de la NADPH oxydase)
n'étaient pas cytotoxiques apres activation patRS.

Chez I'homme, nous avons mis en évidence la pramuadu peroxynitrite par les DC
cytotoxigues en utilisant une technique de résomgraramagnétique électronique (RPE).
Cette technique permet de s’affranchir du caracteéséable des especes radicalaires par
I'utilisation d’'une sonde stable, obtenue par I'dation dépendante des anions superoxydes
et du peroxynitrite existant dans le milieu réautiel (Dikalov etal., 2007 ; Kuzkaya edl.,
2005). La RPE est actuellement la seule technigpalde de détecter directement les espéces

radicalaires (Tarpey ai., 2004) pouvant étre utilisée égalemientivo (He etal., 2002).

Dans notre étude, nous avions montré qu’un cortlhtlaire était indispensable pour I'effet
cytotoxigue des DC. Ces résultats ne sont pas mdisots avec I'implication des
peroxynitrites dans la cytotoxicité des DC. En teffe temps de demi-vie des ces espéces
radicalaires est extrémement court et une proxiange la cellule cible est indispensable. La
non spécificité de la mort cellulaire est aussi @ncordance avec l'implication des

peroxynitrites qui sont toxiques pour les cellulaworales et les cellules normales.

Que ce soit chez la souris ou chez 'homme, Isdtiion d’'un catalyseur métabolique du
peroxynitrite, le FeTPPS5(10,15, 20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)prophyrinaton (ll1)
chloride), a drastiquement inhibé la cytotoxicitee FeTPPS a été déja utilisé dans ce but
dans plusieurs situatioms vivo qui font intervenir la production du peroxynitrite
- dans I'encéphalite auto-immune expérimentale (Boétal., 2008) ;
- chez le rat, dans des conditions d’endotoxémie, l@UFeTPPS prévient le
dysfonctionnement cardiaque et I'inflammation (Lelnetal., 2004) ;
- chez la souris sous régime gras ou il amélioretaigilité a I'insuline (Duplain edl.,
2008) ;
- chez le rat ou il confére une protection au coarsadreperfusion cardiaque (Lauzier
etal., 2007).

Cependant, le peroxynitrite qui induit la mort deslules tumorales pourrait étre aussi
toxique envers les lymphocytes. En effet, le pgnitkite peut interférer avec I'activation des
lymphocytes, il peut produire des S-nitrosylatiodnsTCR empéchant une interaction correcte
avec le complexe peptide-CMH et il peut induirgpbptose des lymphocytes (Britoadt,
1999 ; Nagaraj etal., 2007). Dans nos expériences, les DC cytotoxiqunekiisent
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I'alloprolifération des lymphocytes. L'explicatiaside probablement dans le fait que nous
avons cocultivé les lymphocytes et les DC cytotogi 48 heures aprés I'activation, a un
stade ou les DC ne sont plus cytotoxiques, donarogduisent plus de peroxynitrite. En effet,

les DC cytotoxiques tuent principalement dans lesngeres 24 heures. L'ajout de FeTTPS
dans la coculture DC-cellules tumorales 24 h apaesivation des DC n’a aucun effet sur la

cytotoxicité. Ainsi, les événements cytotoxiqguegsliau peroxynitrite se déroulent

principalement dans les 24 premieres heures ajp@wation et les DC devenues matures ne
sécrétent plus de peroxynitrite.

Le meécanisme cytotoxique utilisé par les DC cyigtes implique la production de

peroxynitrite.

9. La nature de la mort induite par les DC cytotoxiques

Le type de mort des cellules cancéreuses pouwait ane influence sur la réponse
immunitaire antitumorale. Cependant, 'immunogégide la mort par apoptose, par nécrose
ou par sénescence ainsi que les mécanismes maléswaus-jacents restent controverses
(Kroemeral., 2007). Les études réalisées dans notre équayaient pas trouvé de lien entre

le type de mort et la maturation et la fonctiontiéaties DC (Larmonier etl., 2006).

Dans ce travail, nous avons observé que la mortcdiisles tumorales induite par les DC
cytotoxigues humaines est une mort par nécrosaceord avec le mécanisme cytotoxique
impliquant le peroxynitrite (Bonfoco el., 1995). Pour éliminer un effet inhibiteur des
cellules tumorales sur la maturation des DC nousnswomparé leur phénotype et leur
capacité a induire une alloprolifération quand Imaturation s’effectue en présence ou en
'absence de cellules tumorales. En effet, de nembitravaux ont montré un réle inhibiteur
de la tumeur sur la maturation des CGvivo. Les DC infiltrant les tumeurs sont bloquées a
un stade immature qui les empéche de présentesicia fefficace les Ag aux lymphocytes
(Enk etal., 1997 ; Nestle «il., 1997 ; Troy eal., 1998 ; Troy eal., 1998 ).

Nos résultats montrent que la coculture des DC aesccellules tumoralda vitro n'a pas

effet sur leur maturation. Nous avons confirmé umaturation des DC suite a I'activation
par les LPS n'est pas modifiée par la coculturepetsence de cellules tumorales. A la
différence des DC soumises a un environnement talies DC cytotoxiques activées par les

LPS cultivéesex vivoavec les cellules HT29 ne subissent pas d’effet umysuppresseur
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induit par les cellules cancéreuses et présereemtdapacité d’induire I'alloprolifération des
LT.

En conclusion, les DC cytotoxiques générées ex mwosubissent pas de blocage de
maturation sous l'influence des cellules tumorales.

10. La capture des Ag tumoraux et la stimulation delymphocytes

Les DC cytotoxiques que nous avons générées ooapacité de tuer les cellules
tumorales et aussi de capturer des fragments twmxoEn utilisant des cellules tumorales
rendues fluorescentes par transfection de la Gjf€ely fluorescent protein nous avons
montré, chez la souris comme chez 'homme, qud@nt la capacité de phagocyter des
fragments tumoraux. Cette observation est confirpadd’étude de Yang efl., (2001) qui a
mis en évidence, par immunofluorescence, la présdas fragments de noyaux apoptotiques
de cellules tumorales au sein de DC cytotoxiques.

Les DC cytotoxiques que nous avons générées exmirides propriétés de DC immatures, ce
qui leur permet de phagocyter les fragments dehileel qu'elles ont tuées. Ces DC
immatures qui initialement ne peuvent pas présdeseAg vont acquérir les caractéres de DC
matures apres qu’'elles étaient stimulées par |€s Bn effet, apres 48 h de culture avec les
cellules tumorales, et aprés avoir tué et phagatgsécellules tumorales, les DC cytotoxiques
présentent un phénotype mature, produisent de gsaqdantités d’IL-12, et expriment les
molécules de costimulation CD40, CD80, CD86. Efieisentent alors toutes les propriétés
nécessaires pour l'activation des lymphocytes.

Plusieurs arguments plaident en faveur d’'une ptéasen des Ag tumoraux par les DC. En
effet, les DC sont particulierement bien équipéesirpprésenter des Ag exogéenes par
lintermédiaire des molécules de classe | du CMHcpssus appelé présentation croisée
(Heath etal., 2004).

Pour analyser si les DC cytotoxiques étaient cagsalle présenter efficacement les Ag
provenant des cellules tumorales qu’elles ont tudass avons utilisé le modele B16 OVA et
les lymphocytes OTI. Dans ce modéle nous avons @uotner que les DC tuent les cellules
tumorales, capturent des fragments tumoraux eteptést 'Ag OVA a des lymphocytes
OVA-spécifiques, induisant leur prolifération. Chehomme, plusieurs arguments
concordent vers une potentialit¢é des DC cytotoxdgae induire une réponse T: elles
phagocytent des fragments tumoraux, elles sont alargat mature, elles secrétent de I'lL-12
et sont capables d’induire une alloproliférationeaNmoins, ces arguments ne sont pas

suffisants et malgré plusieurs essais, des predivestes d’'une présentation croisée des Ag
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tumoraux manquent encore. De plus, il faudra aiassurer que les DC cytotoxiques, qui ont
activé les lymphocytes T spécifiques des Ag dehilesl tumorales tuées, ont induit une
différenciation des lymphocytes T helper en Thiat pas en Treg.

11. Les DC cytotoxiques chez les patients cancéreux

Le résultat le plus important de notre travail lasiémonstration qu’il est possible de
générer des DC cytotoxiques a partir des monoogess patients cancéreux. Toutes nos
approches utilisant des modeles de rat et de setites expériences ayant inclus des sujets
sains nous ont permis de tester de nombreuseshages. Cela nous a permis de passer a
I'étape suivante, I'étude chez les patients campérsachant que nous disposions alors d’un
matériel sanguin limité. Aucune étude a ce jdarévalué le potentiel thérapeutique des DC
cytotoxiques générées a partir de monocytes chepalkients cancéreux. Une seule étude a
analysé le potentiel cytotoxique de monocytes ssalés liquides d'ascite de patientes
souffrant d’'un cancer de l'ovaire, procédé notisable d’'une facon générale (Yangadt,
2001).

L’inhibition de la capacité des précurseurs a d&mincier en DC matures est un des
mécanismes de suppression immunitaire par la tu®abinovitch etl., 2007). Dans notre
étude, nous avons veérifié la capacité de difféaian des monocytes en DC isolés du sang
de patients souffrant de cancers au stade métpstatiNous avons analysé cette
différenciation chez dix patients présentant dades avancés de canddnus avons montré
gue les monocytes de ces patients cancéreux pessvelifférencieex vivoen DC en utilisant

le protocole classique. Une étude récente sur lidrps ayant un cancer de I'ovaire vient
confirmer nos résultats. Méme si la procédure @otion des DC differe de la noétre, les
résultats montrent la possibilité de générer des Eaactérisées uniquement sur le plan

phénotypique, a partir de monocytes des patiemtséraux (Wertel edl., 2010).

Dans notre étude, aprés avoir été activees pdrH&s les DC des patients cancéreux, quel
gue soit le type de tumeur, hématologique ou spbideprésenté une activité cytotoxique. La
cytotoxicité ainsi obtenue atteint le méme niveaa gelle des DC de sujets sains et implique
le méme mécanisme, celui du peroxynitrite. De plasus avons aussi reproduit les

expériences réalisées avec des DC provenant ds sajas en utilisant des DC provenant de
patients présentant des cancers. Ainsi, nous avamgré que les DC cytotoxiques tuent les

cellules tumorales et deviennent ensuite matures.0EC devenues matures sécrétent alors de
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grandes quantities d’IL-12 et sont capables d’ireluine alloprolifération lymphocytaire.
Cette observation est trés importante car elle elavrporte a l'utilisation chez les patients
cancéreux de DC cytotoxiques fonctionnelles gémséegevivoa partir de leurs monocytes

circulants, mises en culture avec les cellules taiee autologues.

Modulation des macrophages : implications dans 'dtérosclérose

1. L’argumentaire

Les macrophages jouent un réle important dans kaboésme lipidique ainsi que dans
linflammation, et ont, de ce fait, une place cald@rdans la pathogénése de I'athérosclérose.
Les macrophages constituent une population hétdeogéi peut jouer un rble positif ou
négatif dans I'athérosclérose. La modulation detiV&é des macrophages peut orienter la
balance vers une direction pro- ou antiathérog€ette modulation passe par deux éléments
clés : l'inflammation, induite par les LPS, et I&tabolisme lipidique, régulé par les LXR. Ce
sont les raisons pour laquelle, dans notre étudas ravons étudié l'effet de ces deux

modulateurs macrophagiques.

2.Le modele

Pour I'étude des macrophages inflammatoires nowhsawtilisé deux modéles. Des
macrophages humains générés a partir des monayteang périphérique, qui en présence
de M-CSF se différenciemh vitro en macrophages. Ces macrophages peuvent étréesrien
vers un profil inflammatoire de type M1 par divagents inflammatoires (LPS, TMHFNYy)
(Mosseret al., 2008). Chez la souris, nous avons utilisé des opaages péritonéaux de
souris transgéniques exprimant la CETP humaingluemflammatoires par leur activation

in situ par le thioglycolate injecté par voie intrapériaie.
3. Le dialogue TLR-4-LXR
Les LPS font partie des parois des bactéries a Gragatif et leur reconnaissance est

meédiée par TLR-4, car l'invalidation du gene de FiRhez la souris aboutit & une absence
de réponse aux LPS (Takeuchiat, 1999). La fixation des LPS sur TLR-4 active une
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cascade de signalisation qui aboutit a I'expresdies génes de I'inflammation et des genes
impliqués dans la production des radicaux oxygéRask etal.,2004).

Les LXR sont des récepteurs nucléaires (facteursagscription activés par un ligand)
qui interviennent dans le contréle de I'expresgies genes impliqués dans le métabolisme
lipidique et I'inflammation (Zelcer el., 2006). Les récepteurs LXR sont exprimés au nivea
des macrophages. Apres activation par les oxystéitelforment des hétérodiméres avec les
récepteurs RXR et se fixent sur des éléments densépspécifiques contenus dans les
promoteurs des génes cibles (Willyagt 1995).

L’effet des agonistes LXR sur la réponse inflamrratinduite par les LPS a été étudié au
niveau du profil transcriptionnel des macrophaiesitro. L'activation des LXR aboutit &
une régulation négative de I'expression des geeelirdlammation dans les macrophages.
Ainsi, les agonistes LXR inhibent I'expression dgses de l'inflammation comme COX2
(cyclooxygénase) et IL-6, et de I'INOS en réponge BPS (Joseph etl., 2003). Des études
de précipitation de la chromatine indiquent qeell¥R se fixent sur le promoteur de TLR-4,
et, par la suite, induiisent la transcription d@RNm de TLR-4 et son expression protéique.
L’effet des agonistes LXR sur I'expression des gewe I'inflammation en réponse aux LPS
semble étre nuancé. Un prétraitement court, depéin,des agonistes LXR réduit la réponse
inflammatoire des macrophages aux LPS, alors qphétraitement de 48h provoque une
augmentation de cette réponse (Fontairad.e2007).

En revanche, l'effet d’'un préconditionnement inflaatoire sur la réponse ultérieure des
macrophages aux agonistes LXR n’a pas été étudgu’jn maintenant. Dans notre étude,
nous montrons que I'expression de la CETP en r@&pang agonistes LXR présente un profil

différent s’il s’agit des macrophages inflammatsioa non.

4. L’expression de la CETP dans les macrophages noniammatoires

Des arguments en faveur d'une expression de la GiirRiveau des macrophages ont
déja été rapportés dans la littérature. Une aétoldt transfert des esters de cholestérol pouvant
correspondre a la CETP a été détectée dans legeamiade culture des macrophages
humains (Faust eal., 1990 ; Tollefson eal., 1985). LARNmM de la CETP a été mis en
évidence par des études d'immunohistochimie et ltidgtion in situ au niveau des

macrophages des parois vasculaires (Ishikawh,et001 ; Zhang eil., 2001).
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Dans notre étude, nous avons observé une indudéddiexpression du gene de la CETP en
réponse aux agonistes LXR au cours de la difféatioci des monocytes en macrophages.
Nos résultats sont en accord avec d'autres étudeorg rapporté une différence dans
I'expression de la CETP en fonction de I'état diéedenciation de la cellule, que ce soit les
hépatocytes humains (Agellonadt, 1992) ou les adipocytes (Gauthieakf 1999).

5. Signification de I'expression de la CETP au ni\aal macrophagique

Certaines études ont suggéré que la CETP produiteiv@au des parois vasculaires
pourrait prévenir I'accumulation du cholestérol sld@es macrophages (Morton adt, 1988 ;
Zhang etal., 2001). Nos résultats montrent que I'expressieta CETP est augmentée apres
la transformation des macrophages en cellules spsesegoar leur incubation vitro avec des
lipides. De plus, I'expression de la CETP est mettet augmentée quand les cellules
spumeuses sont traitées par un agoniste LXR. Rdinirde réle physiopathologique de cette
augmentation de la CETP et pour pouvoir affirmerrdle local de la CETP au niveau des
macrophages vasculaires, des études d’efflux diestéwol radioactif sont nécessaires.

Les macrophages peuvent-ils contribuer de facamfgigtive au pool systémique de CETP ?
Une étude élégante sur le réle de la CETP des plaages a été conduite chez des souris KO
pour le récepteur LDL, transplantées avec la mamkeuse de souris transgéniques CETP.
Cette étude montre que la source majeure de la GifTBlante est représentée par les
macrophages (Van Eck at., 2007). Dans notre étude, nous avons montré 'quagvhtion
des macrophages par les agonistes LXR aboutit aaugenentation de I'expression de
'ARNm de la CETP, mais aussi de son expressiotéfijoe. L'activité de transfert des esters
de cholestérol a été détectée dans le surnageantltdes, ce qui prouve que la protéine est

bien fonctionnelle.

6. L’expression de la CETP dans les macrophages lammmatoires

Nous avons montré que I'expression de la CETP ponge aux agonistes LXR est
nettement abolie dans les macrophages rendus imfiéoires, que ce soit chez ’lhomme ou
chez la souris transgénique CETP. L’absence dens&@ux agonistes LXR semble
concernée la CETP car les autres génes ciblesgbesstes LXR (ABCG1, ABCA1) n'ont

pas subi de modifications. Dans ce sens, nous agpperté des preuves vivo chez la
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souris : I'injection intrapéritonéale de LPS, avadiministration de I'agoniste LXR, a diminué

la capacité de transfert des esters de cholesténoveau plasmatique.

Les mécanismes moléculaires mis en jeu dans atsdht complexes, car I'activation, tant
des TLR que des LXR, entraine une cascade complexesignalisation en aval. Ce

mécanisme moléculaire peut dépendre du recruteamntfacteurs de transcription ou de
protéines activatrices ou répressives au niveaprdomoteur de la CETP dans des conditions

inflammatoires. Des études supplémentaires segm@ssaires pour déchiffrer ce mécanisme.

Ces résultats suggérent que la fonction des maaggsh est différente selon le stade
d’évolution de la plague d’athérosclérose. A urdstarécoce, ou linternalisation des LDL
oxydées est le phénomene principal, les macrophpgesraient répondre aux agonistes LXR
par une augmentation de la CETP. A un stade plascdy inflammatoire, les macrophages
garderont leur fonction d’efflux de cholestérol \és transporteurs ABC non réprimés, mais

répondront moins en ce qui concerne la CETP.

Les récepteurs LXR, par leur réle central dans &atvolisme lipidique, représentent des
cibles attractives dans le traitement de I'athdérese. Des agonistes LXR sont actuellement
en développement. Malgré I'effet bénéfique des ages LXR, observé chez la souris, ils ne
sont pas denoués d'effets secondaires, comme ymmyélése augmentée et une
hypertriglycéridémie (Fievet eal., 2009). Les agonistes LXR augmentent également
I'expression de la CETP ; en revanche le role proantiathérogéne de la CETP reste sujet a
controverse. Notre étude souligne que, dans deslitmors inflammatoires, I'effet des
agonistes LXR ne s’exprime pas par l'intermédialeesla CETP, observation a prendre en

compte dans les stratégies thérapeutiques derettiérose.

95



En conclusion, ce travail sles DCnous a permis de montrer que :
- des DC peuvent étre géenérées vivo a partir de monocytes humains du sang
périphérique de patients atteints de divers cancers
- apres activation par de faibles doses de LPSD@@sainsi générées sont dotées d’'une
activité cytotoxique importante envers les cellutesnorales. Le mécanisme de
cytotoxicité fait intervenir la production de peyoxirite. Les DC cytotoxiques sont
capables de capturer les cellules tumorales apseavoir tuées et, au bout de 48 h,

expriment toutes les caractéristiques des DC mature

Nous allons poursuivre nos travaux en incluant s grand nombre de patients et en
essayant de prouver que les DC cytotoxiques humasunt capables d’activer les
lymphocytes spécifiques des Ag provenant des eslitumorales qu’elles ont tuées.
Cependant, pour avoir une efficacité antitumoralmpléete, il faut non seulement activer la
réponse immunitaire antitumorale mais aussi inhike#fet immunosupresseur des LTreg.
Nous nous assurerons que les DC cytotoxiques ieduisne polarisation Thl et pas une

polarisation Treg.

L'utilisation de DC autologues cytotoxiques ouvree douvelles perspectives dans
immunothérapie. Cette utilisation peut étre eagée de plusieurs facons :
1. par injection intratumorale de I'activateur dd@sut de transformer les DC infiltrant
les tumeurs en DC cytotoxiques. L'utilisation emlagation locale d’'un agoniste des TLR
a eté rapportée avec succes dans une étude, samteata preuve que la cytotoxicité des
DC était a I'origine de I'élimination de la tume(8tary etal., 2007).
Un autre aspect a prendre en compte est I'effetendes agonistes des TLR sur la survie
et la prolifération cellulaire, I'agoniste de TLRpbuvant favoriser I'inflammation et la
tumorigénése (Li edl., 2010).
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Il faut étre sdr de pouvoir activer les DC qui seuvent dans un environnement tumoral
hostile, souvent bloquées a un stade immatureg €existence d’'un nombre suffisant de

DC pour contrecarrer la croissance tumorale rapide.

2. par activation des DC en effecteurs cytotoxicasemt leur injection intratumorale. Le
moment de linjection peut étre difficile a établar rapport a la durée de leffet
cytotoxique. Par la suite, les DC doivent pouvoigner dans les ganglions. Cette stratégie
a éete tentée par Triozzia&t (2000): I'injection intratumorale des DC généragsartir de
monocytes de patients avec un cancer métastatigbeldi a la régression tumorale chez
4 patients porteurs de mélanome sur 7 et 2 pasiesyant un cancer du sein sur 3.
Néanmoins, dans cette étude les DC ne présenfmismt’ effet cytotoxique.

Chez la souris, cette approche a significativemetairdé la croissance tumorale sans pour
autant induire de guérison. Des thérapeutiques twab qui permettraient d’associer
I'élimination des cellules tumorales avec la levde I'immunosuppression et la

restauration d’une immunité fonctionnelle devroond étre envisagées.

3. par génératiorx vivode DC cytotoxiques, a partir de patients cancérpuis injection
sous forme vaccinale, en tant que DC porteuses.dXsgs ce cas-la, I'injection pourrait
se faire directement dans les ganglions, ce quit-@incuiterait I'étape de migration des
DC et permettrait leur rencontre directe avec yesphocytes. De cette fagcon, on pourrait
eviter I'effet du microenvironnement tumoral. Cal&té montré dans une étude récente ou
les cellules tumorales empéchent I'expression dRT68ur les DC et donc leur migration
(Villablanca etal., 2010). Dans cette stratégie, I'effet cytotoxiceea exploitéex vivoet
les propriétés de présentation d’Ag et d’activatides lymphocytesn vivo. Cela
permettrait également de s’affranchir de I'effeeduellement toxique de l'activateur
utilisé. Les DC pourraient ainsi présenter un lapgeel d’Ag tumoraux. Ce protocole
thérapeutique nous parait le plus prometteur.

En ce qui concerne I'étude desacrophages nous avons montré que l'inflammation

influence leur réponse aux agonistes LXR, avec aeseéquences sur I'expression de la

CETP et des implications potentielles dans I'atkélérose.

La CETP est une protéine régulatrice majeure dguilfiore des lipoprotéines et une cible

thérapeutique potentielle. Il a été montré que meacrophages contribuent au pool
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plasmatique de CETP (Van Eckadt, 2007). Nous allons poursuivre nos travaux eryaaat

la signification physiopathologique des macrophaggammatoires en traitant des souris par
les LPS et en étudiant I'effet cette fois-ci systfume de la CETP.

Un deuxiéme axe de recherche consistera en I'édudsdle de la CETP dans I'immunité
innée et I'inflammation. La CETP, protéine décatear les lipidologues pour son effet de
transfert des esters de cholestérol, est impligaggdement dans l'inflammation aigle et la
réponse aux LPS. D’ailleurs, la CETP fait partieladamille de LT-LBP Ijpid transfer -
lipopolysaccharide-binding proteinavec une autre protéine de transfert des lipldd3LTP.
Notre équipe a récemment montré le réle de la Pda#s 'immunité innée : I'expression de
la PLTP favorise I'association du lipide A aux ljpotéines en augmentant ainsi les effets
proinflammatoires (Gautier af., 2010). En ce qui concerne la CETP, il a été néogt’elle
intervient en premiere ligne de défense contrertalyction exacerbée des médiateurs pro-
inflammatoires (Cazita etal., 2008). Son activité anti-inflammatoire s’exerqear
I'intermédiaire des HDL, car la CETP favorise Igafiion des LPS sur ces particules (Quintao
etal., 2010). Le réle de la CETP dans I'immunité essujet en plein développement, ce qui

nous incite a poursuivre les travaux dans ce sens.
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