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Résume

Nous étudions, in vitro et in vivo, les relations existant entre la forme d'un antigéne et les
propriétés de capture et de présentation, par des cellules dendritiques, aux lymphocytes T
CD4 et aux lymphocytes T CD8 naifs. Les cellules dendritiques expriment divers récepteurs
responsables, non seulement de l'internalisation des antigenes, mais aussi, de l'activation
cellulaire. Nous comparons diverses formes d'antigenes : solubles, protéiques ou peptidiques,
ou bien vésiculaires, c'est-a-dire encapsulés dans des liposomes. Ces derniers sont des
vésicules artificielles, constituées de phospholipides organisés en bicouches, renfermant un
compartiment aqueux dans lequel peuvent étre retenus des antigenes. lls sont dirigés de facon
specifique sur les récepteurs Fc.

Ces liposomes, contenant I'antigene et capturés par les récepteurs Fc des cellules dendritiques,
permettent la présentation aux lymphocytes T CD4 et CD8, par les molécules de classe Il et
par les molécules de classe |, respectivement, a des concentrations 10000 fois plus faibles que
le méme antigéne soluble. La présentation aux lymphocytes T CD8 est dépendante du
protéasome et de TAP, ce qui indique que I'antigéne est transporté dans le cytosol puis dans le
réticulum endoplasmique des cellules dendritiques, ou des peptides sont associés aux
molécules de classe I. La présentation par les molécules de classe Il est acquise trés
précocement lors de la différenciation en cellules dendritiques, alors que la présentation par
les molécules de classe | nécessite un stade développemental plus tardif. Ceci suggere que
I'accessibilité aux compartiments de chargement des molécules de classe | est un processus
régulé dans les cellules dendritiques, dépendant de leur état de "maturation”. Nous montrons
que les lymphocytes T CD4, reconnaissant leur antigéne sur les cellules dendritiques,
induisent le transport des antigénes exogénes des compartiments d'endocytose vers le cytosol,
permettant I'association avec les molécules de classe | naissantes. Ceci pourrait expliquer le
role des lymphocytes T CD4 dans I'établissement des réponses cytotoxiques.

Enfin, nous avons étudié chez la souris, les premiéres étapes conduisant a l'activation de
lymphocytes T in vivo, en fonction de la forme d'antigéne injecté dans les coussinets
plantaires. Les liposomes sont plus efficaces, que l'antigéne sous forme soluble ou en
présence de LPS ou de CFA, pour délivrer des antigenes aux cellules dendritiques. Celles-ci
se localisent alors dans les ganglions drainants avec un phénotype mature et présentent des
peptides dérives des antigénes aux lymphocytes T CD4 et aux lymphocytes T CD8. Tout
comme nous l'avons observeé in vitro, la présentation d'antigene exogéne est dépendante de
TAP, et les lymphocytes T CD4 endogénes, jouent un réle important dans l'induction de
I'activation des lymphocytes T CD8.

Il est important de tirer profit des mécanismes développés par les cellules dendritiques pour
reconnaitre des pathogenes. Ainsi pour les applications vaccinales il faut tenir compte des
récepteurs responsables du processus de présentation des cellules dendritiques, et de leur état
de maturation, afin d'induire une immunité protectrice, efficace, et mémoire.

Mots clés : Cellules dendritiques, Récepteur Fc, présentation antigénique in vitro et in vivo,
lymphocytes T CD4 et CD8, molécules de classe 11 et de classe | du CMH, liposomes.



Introduction : Pourquoi s'intéresser aux cellules dendritiques ?

Une attention toute particuliére est portée sur les cellules dendritiques (DC) parce qu'elles
jouent un réle prépondérant dans I'établissement de réponses immunes primaires (Banchereau
and Steinman, 1998; Hart, 1997; Steinman, 1991). Elles sont présentes dans tout I'organisme,
dotant le systéme immunitaire d'un outil de surveillance des plus efficaces, ce qui leur a valu,
dailleurs, la dénomination de "sentinelles”. Bien qu'il ait été démontré que les DC puissent
avoir diverses origines, et qu'il n'existe pas une unique population mais bel et bien une famille
de sous populations, toutes conservent ces propriétés extraordinaires de présentation
d'antigéne et de stimulation de lymphocytes T naifs.

Schématiquement, les progeéniteurs des DC sont issus de la moelle osseuse. Des précurseurs
entrent dans la circulation sanguine et colonisent les tissus périphériques ou ils se
différencient en DC dites "immatures"”. Elles sont caractérisées par des propriétés de capture
antigénique extrémement importantes. Leur r6le de sentinelle implique qu'elles doivent
détecter la présence de pathogénes dés leur entrée dans l'organisme. Pour cela les DC
expriment de nombreux recepteurs reconnaissant des structures communes aux micro-
organismes (Pearson, 1996), comme les récepteurs de la famille Toll (Kopp and Medzhitov,
1999) et les récepteurs au mannose (MMR, DEC-205) (Stahl and Ezekowitz, 1998). Elles
sont, ainsi, sensibles aux toxines produites par les pathogenes (Rescigno et al., 1999).

Les DC sont aussi considérées comme des cellules de I'immunité innée (Clark et al., 2000).
Non seulement elles capturent les pathogénes, mais elles agissent aussi directement sur les
cellules environnantes, en produisant de grandes quantités de cytokines, telles que 1L-12 et
interféron de type | et 1l. Les DC participent ainsi a l'initiation d'une réaction inflammatoire
sur le site d'infection. Il a ainsi été démontré qu'elles stimulent les NK et les lymphocytes
NKT a sécréter des cytokines et a tuer les pathogénes ou les cellules infectées.

De plus, les DC sont considérées comme un lien majeur entre I'immunité innée et I'immunité
acquise (Palucka and Banchereau, 1999a; Palucka and Banchereau, 1999b). En effet, elles
capturent des pathogenes et antigénes, sous diverses formes (solubles, complexes immuns,
corps apoptotiques, ...) et par différents moyens (récepteurs au mannose, au complément, aux
portions Fc des immunoglobulines, ...), afin de présenter aux lymphocytes T, des peptides
associés aux molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH) de classe Il ou de
classe I. En présence de pathogénes, ou d'un contexte inflammatoire, les DC s'engagent dans
un processus complexe de maturation et migrent vers les organes lymphoides secondaires
(sites de mise en place de la réponse). Ces DC, alors dites "matures”, ont subi de nombreux
changements qui ont conduit & I'acquisition de leur fonction de présentation d'antigenes.

Non seulement les DC ont la capacité, qu'elles ne partagent avec aucune autre cellule, de
pouvoir activer des lymphocytes T CD4 ou CD8 naifs, mais de plus, elles controlent la qualité
de la réponse T en régulant les diverses classes de lymphocytes T "helpers" (Thl, Th2)
(Moser and Murphy, 2000). Les DC sont également capables d'interagir avec des lymphocytes



B et de participer a leur activation, nécessaire pour la production d'anticorps (MacPherson et
al., 1999). Les lymphocytes T naifs recirculent principalement au sein des organes
lymphoides secondaires, mais une fois qu'ils ont été stimulés, ils quittent ces organes et
migrent jusqu'au site d'infection ou ils exercent leurs fonctions effectrices afin d'éliminer les
pathogénes. Un schéma descriptif des différentes étapes de mise en place d'une réponse
immune contre un pathogene est présenté dans la figure 1.

Cependant, induire I'immunité, ne pourrait &tre qu'une partie seulement des propriétés des DC.
Il est de plus en plus évident que ces cellules participent activement au maintien de la
tolérance périphérique (Sallusto and Lanzavecchia, 1999; Steinman et al., 2000). Elles
peuvent dans ce contexte, tolériser directement des lymphocytes T mais également générer
des lymphocytes T régulateurs capables de moduler I'activation d'autres lymphocytes T. Cette
propriéte est extrémement intéressante pour le contrdle de I'auto-immunité et pour la réjection
des transplantations (Thomson and Lu, 1999). Comment les DC peuvent-elles étre a I'origine
de tant de fonctions différentes et contradictoires, avec autant d'efficacité ? Cette diversité
fonctionnelle semble reposer sur I'hétérogénéité des populations existantes, et sur I'incroyable
plasticité de ces cellules.

Gréce a leur formidable potentiel a activer une réponse lymphocytaire T contre un antigéne
donné, les DC semblent étre des actrices prometteuses dans de nombreux cas de vaccination
et d'immuno-intervention pour induire, par exemple, une immunité anti-tumorale (Grabbe et
al., 1995; Nouri-Shirazi et al., 2000; Schuler and Steinman, 1997), ou encore pour induire une
tolérance dans les cas de maladies auto-immunes ou allergiques. A I'évidence, utiliser les DC,
qui sont actuellement pressenties comme un candidat "adjuvant™ optimal afin d'orienter ou
moduler la réponse immune, est une approche séduisante (Citterio et al., 1999; Moser et al.,
1995). De telles approches nécessitent cependant des étapes capitales de compréhension de la
physiologie des DC et des parameétres contrdlant I'acquisition et la présentation des antigénes.
C'est dans cet objectif que nous nous sommes intéressés aux propriétés des DC dans le
contexte de l'activation du systeme immunitaire et de l'induction d'une réponse contre un
antigéne donné. Nous avons développé un modéle, volontairement réductionniste mais autant
que possible physiologique, permettant in vitro et in vivo d'étudier les propriétés des DC a
capturer et présenter des antigenes exogenes afin de stimuler des lymphocytes T. Nous nous
sommes intéresses tout particulierement aux mécanismes de reconnaissance et de capture des
antigenes, en tentant de définir les caractéristiques requises de ces antigenes, qui permettent
d'obtenir une efficacité maximale de présentation par les DC. Nous tenterons, de comprendre
comment ces cellules acquiérent les propriétés de stimulation des lymphocytes T CD4 et quel
est le role de ces derniers dans I'activation des lymphocytes T CD8 pour la mise en place des
réponses cytotoxiques.
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Figure 1 : Physiologie des cellules dendritiques:

Des précurseurs circulent dans le sang et colonisent les tissus périphériques, ou ils se différencient en DC
immatures. Ces derniéres ont un role de sentinelles du systeme immunitaire, a I’aff(it de toute intrusion
par des agents infectieux. Lorsqu’elles recoivent un signal adéquat, ces DC immatures capturent des
antigénes et quittent les tissus en direction des organes lymphoides secondaires. Aprés un processus
complexe de maturation, elles présentent des peptides, dérivés des antigénes, en association avec les
molécules du CMH, aux rares lymphocytes T CD4 et CD8. Ces derniers sont alors activés et, en réponse,
induisent le stade terminal de maturation des DC qui supporte la prolifération et la différentiation de ces
lymphocytes. A la fin de ce processus les DC meurent par apoptose. Les lymphocytes T activés migrent
dans les tissus périphériques, au site d’infection, car ils sont sensibles aux cytokines et chimiokines de
Iinflammation. Les lymphocytes T helpers sécrétent des interleukines et les lymphocytes T cytotoxiques
éliminent les cellules infectées si nécessaire. Les lymphocytes B, quant a eux, se différencient en
plasmocytes dans les organes lymphoides, aprés contact avec les lymphocytes T activés par les DC, puis
ils migrent en des sites variés comme la moelle osseuse, ou ils produisent des anticorps, qui pourront
éventuellement neutraliser les pathogénes.

Adapté de Banchereau, J. et Steinman, R., Nature. 1998, 392: 245-252 Copyright © 2010 Dr Karine SERRE

Moelle osseuse

Mugueuse DC matures dans la zone T
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Objectifs et questions posées dans ce travail

L'étape initiale de mise en place d'une réponse immunitaire est la reconnaissance des
antigénes exogenes. Deux cellules présentatrices d'antigénes, qui expriment les molécules de
classe 11, ont des propriétés toutes particuliéres : les DC pour leur aptitude a capturer et a
présenter aux lymphocytes T naifs, diverses formes d'antigénes et, les lymphocytes B pour
leur capacité a exprimer un récepteur spécifique a un antigéne; le BCR. Afin d'étudier les
événements qui conduisent les DC a présenter des antigénes exogenes dans le contexte des
molécules du CMH aux lymphocytes T CD4, nous les avons tout d'abord comparé in vitro
avec les lymphocytes B. Nous avons voulu comprendre ce que sont les antigénes pour les DC,
en définissant leurs caractéristiques nécessaires pour étre efficacement présentés. Dans le but
de délivrer un antigéne a volonté dans un type cellulaire donné, nous avons comparé
différentes formes d'antigenes; solubles, et vésiculaires reconnus par un récepteur. Nous
utilisons un systeme de transport, les liposomes, capable de delivrer un antigéne de maniére
efficace et spécifiquement sur un récepteur. Les propriétés particulierement intéressantes des
liposomes sont leur taille (proche de celle d'un virus ou d'une bactérie) et la présence de
ligands a leur surface, qui permettent de les opsoniser et d'agréger les molécules cibles sur
lesquelles ils sont dirigés.

Les propriétés d'endocytose en phase fluide des DC ne paraissent pas suffisantes a la capture
antigénique, mis a part pour de trés fortes concentrations qui sont alors de relevance
physiologique discutable. 1l est donc logique de supposer I'existence de récepteurs ayant les
mémes propriétés que le BCR, permettant aux DC de détecter les antigenes. De bons
candidats semblent étre les récepteurs appartenant a la famille des récepteurs aux fragments
Fc des immunoglobulines (FcR). Nous avons étudié I'effet de I'engagement et de I'agrégation
du FcR, sur les propriétés de présentation antigénique et nous comparons ainsi étroitement les
deux récepteurs qui semblent avoir des fonctions analogues, le BCR des lymphocytes B et le
FcR des DC.

L'étape qui suit la reconnaissance d'un antigene est sa présentation et la conversion des
informations recues par les DC en signaux compréhensibles par les lymphocytes T. Les DC
ont la capacité de présenter des antigénes exogenes dans le contexte du CMH de classe 11 et |
et peuvent donc activer respectivement des lymphocytes T CD4 helpers (Sallusto and
Lanzavecchia, 1994) et des CD8 cytotoxiques (Inaba et al., 1987). La capture d'un antigene
exogene est généralement suivie de sa dégradation partielle ou totale par des processus
enzymatiques ou chimiques ayant lieu dans différents compartiments de la voie d'endocytose.
Brievement, les antigenes exogenes sont internalisés dans des vésicules de dégradation, ou les
peptides issus de la protéolyse sont associés aux molécules du CMH de classe IlI.
L'association des peptides avec les molécules classe | s'effectue, quant a elle, dans le
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réticulum endoplasmique, ce qui nécessite un devenir intracellulaire différent, et le passage de
I'antigene dans le cytoplasme. Nous avons étudié les interactions, spécifiques d'un antigene,
existant entre les DC et les lymphocytes T CD4 et CD8 qui conduisent a I’activation optimale
des lymphocytes et a I’acquisition des programmes effecteurs.

La forme de I'antigéne internalisé par les DC, impliquant tel ou tel récepteur ou molécule, a
d'importantes conséquences sur les bases moléculaires impliquées dans sa présentation et
également sur le devenir des lymphocytes T CD4. Nous avons analyseé I'influence de la forme
de l'antigene sur le potentiel de présentation des DC et évalué les conséquences sur
I'activation des lymphocytes T en termes de prolifération, de sécrétion de cytokines des
lymphocytes T CD4, et de cytotoxicité des lymphocytes T CD8.

Dans de nombreux cas, l'activation des lymphocytes T CD8 est complexe et requiert la
présence de lymphocytes T CD4 helpers activés (Pardoll and Topalian, 1998; Toes et al.,
1999). Ce phénomeéne est désigné sous le terme de "help”. Une premiére interaction entre DC
et lymphocyte T CD4 a pour conséquence I’activation du lymphocyte T CD4 qui en retour
stimule la DC (Lanzavecchia, 1998). Cette DC stimulée peut, a présent induire I’expansion et
la différenciation de lymphocytes T CD8 naifs. Le mécanisme par lequel les lymphocytes
CD4 apportent le "help™ n'est pas encore totalement élucidé. Nous avons tenté de comprendre
les mécanismes d’activation des lymphocytes T CD4 par les DC et le role prépondérant de
cette interaction CD4/DC dans la stimulation de lymphocytes T CD8, notamment afin
d'identifier les mécanismes et les bases moléculaires impliquées dans le "help" fournit par les
lymphocytes T CD4 aux DC.

Enfin, dans le cadre de la vaccination, qui a pour but de mettre en place une immunité rapide,
puissante et mémoire contre des pathogeénes, les problémes liés a la faible immunogénicité des
peptides ou des protéines solubles ont rendu nécessaire I'ajout d'adjuvant. Il nous est donc
apparu important de confronter les résultats obtenus in vitro avec une réalité physiologique
existant in vivo. Dans ce but, nous avons comparé diverses formes d'antigénes, en présence ou
non d'adjuvants, pour leur potentiel & permettre I'activation de lymphocytes T in vivo. En
définitive, nous avons essayé de comprendre comment un antigéne est appréhendé par le
systéme immunitaire et tenté de répondre aux questions suivantes :

Comment les DC "pergoivent-elles” les antigenes in vitro ?

Quelles sont les consequences de la forme de Il'antigene sur I'acquisition des fonctions
effectrices les lymphocytes T CD4 et CD8 ?

Comment les lymphocytes T CD4 conditionnent les DC pour stimuler des lymphocytes T
CD87?

Comment un antigéne est-il "percu™ par le systeme immunitaire in vivo ?

Quelle est la forme de I'antigéne la plus efficace pour induire I'activation des lymphocytes T
CD4 et des lymphocytes T CD8 in vivo ?
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Dans un premier temps, nous introduirons de facon descriptive l'originalité et la complexité
des DC, en suivant un plan basé sur la physiologie de ces cellules (Figure 2).

Ensuite, nous présenterons les résultats obtenus :

1) Présentation d'antigénes dans le contexte des molécules de classe Il in vitro

- comparaison des propriétés de présentation d'antigenes exogenes aux lymphocytes T CD4
par des lymphocytes B et des DC (Serre et al., 1998),

2) Présentation d'antigénes dans le contexte des molécules de classe | in vitro

- mise en évidence des processus de régulation des propriétés de présentation d'antigénes aux
lymphocytes T CD8 par les DC (Machy et al., 2000),

3) Réles des lymphocytes T CD4 dans l'acquisition des propriétés d'activation des
lymphocytes T CD8 par les cellules dendritiques

- contrble, par les lymphocytes T CD4, de la présentation dans le contexte des molécules de
classe | des DC (Machy et al., 2002),

4) Présentation d'antigénes dans le contexte des molécules de classe Il et de classe I in vivo

- identification des cellules responsables de la capture des liposomes in vivo et analyse de
leurs propriétés a activer des lymphocytes T CD4 et CD8 (Serre et al., 2002).

Enfin, nous discuterons les résultats obtenus pendant ce travail et les perspectives, a plus ou
moins long terme, qui peuvent étre envisagées.
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I)- Les cellules dendritiques

A partir de 1973 des études approfondies conduites par Ralph Steinman ont commencé a
caractériser une nouvelle population cellulaire et a révéler leur extraordinaire propriété a
induire des réactions mixtes lymphocytaires (Steinman and Cohn, 1973). Elles ont été
identifiées dans la rate de souris grace a leur morphologie typique, de longues extensions
cytoplasmiques, ou dendrites, qui leur valu le nom de cellules dendritiques (DC). Nous
tenterons de comprendre dans cette introduction pourquoi les DC sont si fascinantes par leur
role crucial dans l'initiation de la réponse immunitaire, mais aussi a cause de I'élégance avec
laquelle elles remplissent leurs multiples fonctions.

1)- Origine des cellules dendritiques

L'absence de marqueurs spécifiques des DC, et leur rareté in vivo ont rendu difficiles I'étude et
la caractérisation de ces cellules, notamment immatures, et plus encore de leurs précurseurs.
Les DC ont une définition bien plus fonctionnelle que phénotypique. Elles sont caractérisées
principalement par leur morphologie (présence de longues dendrites a I'état mature), par leurs
propriétes d'endocytose et de capture de I'antigene, par leur forte expression des molécules du
CMH de classe Il et de costimulation, et par leur capacité a stimuler des lymphocytes T. La
complexité de I'ontogénie des DC s'illustre par diverses constatations : 1) elles sont dérivées a
partir de différents précurseurs, 2) différentes DC peuvent étre générées a partir d'un méme
précurseur, 3) différentes populations de DC sont présentes dans des tissus aussi varies que la
peau, le sang, et les organes lymphoides. Il ne faut vraisemblablement pas considérer les DC
comme un type cellulaire unique, mais plutdt comme un systéme cellulaire.

Les DC n'étant que trés faiblement représentées au sein de I'organisme, tant dans les tissus que
dans les liquides biologiques, leur étude a été grandement facilitée des lors qu'il a été possible
de les générer in vitro grace a des cytokines recombinantes. Les DC "immatures" sont
générées continuellement a partir de cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse.
Ces derniéres se différencient en précurseurs myéloides ou en précurseurs lymphoides. Grace
a I'étude de I'expression de marqueurs phénotypiques a la fois chez I'nomme et chez la souris,
deux populations de DC, l'une dite "myeloide™ et l'autre dite "lymphoide" ont été mises en
évidence. L'ontogénie de ces cellules semblerait étre différente puisque les DC myéloides
partagent un précurseur commun avec les cellules de type myéloide (monocytes,
macrophages, neutrophiles, granulocytes, basophiles), alors que les DC lymphoides partagent
un précurseur commun avec les lymphocytes (lymphocytes T, lymphocytes B). La corrélation
entre le modéle murin et le modéle humain n'étant pas parfaite, et parfois méme
contradictoire, nous développerons les résultats séparément et essayerons de voir si ces
dénominations sont encore d'actualité.

17



CD34+
précurseur
myeloide

Cellule dendr'iﬁue interstitielle
CD2, CDY, CD68, Factor XIIIa+,

HLA-DR, CD86, Derme

Cellule de Langerhans
Granules de Birbeck, antigene Lag, E-
cadhérine, HLA-DR, CD86, £piderme

Neutrophile

G/CSF

> +IL-4
~<Cellule dendritique Sang et
Humain — dérivées des monocy‘res DC1 moelle osseuse

B | A
IL-7, TNF-a,

SOF ElL3 Cellule dendritique
Murin T, B, NK, DC P FitsL

. lymphoide
Thymus

c (m)-@-@-e -©

l IL-1B, IL-3, \

IL-7, TNF-a, _~

Murin SCF, Fit-3L =
NK

précurseur

D

Humain

Cellule 'dendritique
Lymphoide plasmacytoide DC2
CD4+

Figure 3 : Les différentes populations de cellules dendritiques générées in

vitro. ) .
Adapté de Bjorck, P., Clinical Immunology. 1999, 92: 119-127

Copyright © 2010 Dr Karine SERRE

18



1.1.)- Les précurseurs des cellules dendritiques myéloides

Dans le modéle murin, des DC ont été produites a partir de la moelle osseuse en présence de
GM-CSF (Inaba et al., 1992a). Un précurseur capable de proliférer a également été mis en
évidence dans le sang périphérique de souris (Inaba et al., 1992b). La différenciation en DC
est sous le controle de I'environnement et de cytokines (GM-CSF, IL-4, TNF-a, TGF- entre
autres). Si le rdle du GM-CSF semble incontestable in vitro, étonnamment cette cytokine ne
parait pas étre indispensable in vivo. Le nombre de DC dans le thymus, la rate et les ganglions
lymphatiques n'est que faiblement réduit dans les souris déficientes en GM-CSF ou en son
récepteur (Vremec et al., 1997). De méme, dans les souris transgéniques, exprimant du GM-
CSF (Metcalf et al., 1996), ou dans les souris normales ayant subi des injections de GM-CSF
ou de GM-CSF + IL-4, le nombre de DC ne varie pas de maniére significative dans les
organes lymphoides. D'autres facteurs de croissance se sont révélés participer au processus de
génération des DC in vivo. Le TGF- est un facteur essentiel. D'une part, les souris déficientes
en TGF-p sont dépourvues de cellules de Langerhans alors que toutes les autres populations
de DC se développent normalement (Borkowski et al., 1996). D'autre part, il participe a la
différenciation des cellules de Langerhans in vitro (Caux et al., 1999; Geissmann et al., 1998).
Il a été observé que parmi divers facteurs de croissance seul le FIt3-L permet d'augmenter de
dix fois le nombre de DC dans la rate et dans de multiples autres organes lymphoides ainsi
que le sang (Maraskovsky et al., 1996). Ces DC sont fonctionnelles, car elles sont tout aussi
efficaces que celles de souris non traitées, a activer des lymphocytes T dans des réactions
mixtes lymphocytaires.

Chez I'hnomme, deux types de précurseurs de DC myeéloides ont été identifiés : des
progéniteurs hématopoiétiques multipotents CD34+ du sang de cordon et, des monocytes
CD14+, du sang périphérique (Figure 3Aab). Les progéniteurs hématopoiétiques CD34+ du
sang de cordon, cultivés en présence de GM-CSF et de TNF-a, générent apres quelques jours
de culture deux types de précurseurs différents, identifiés par I'expression mutuellement
exclusive de CDla et CD14 (Caux et al., 1996). Ces deux populations maturent ensuite en
cellules typiquement dendritiques (Figure 3Aa). Les précurseurs CDla+, générent des
cellules exprimant les granules de Birbeck, I'antigéne Lag, et la E-cadhérine, autant de
marqueurs spécifiques des cellules de Langerhans résidant dans I'épiderme. Les précurseurs
CD14+ generent, en revanche, des cellules qui perdent I'expression de CD14, mais acquiérent
CDla, CD2, CD9, CD68, et le facteur Xllla, des marqueurs caractéristiques des DC résidant
dans le derme et dites interstitielles. De maniére assez intéressante, qui souligne bien la
complexité des relations existant entre tous ces types cellulaires, les précurseurs CD14+, et
non pas les CD1a+, sont encore bipotents car ils peuvent se différencier en macrophage sous
I'influence du M-CSF (Szabolcs et al., 1996).
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Des DC peuvent également se développer a partir de monocytes CD14+ du sang périphérique
en présence de GM-CSF et d'IL-4 (Sallusto and Lanzavecchia, 1994) (Figure 3Ab). Ces
cellules ont toutes les caractéristiques de DC immatures. Elles maturent sous I'influence de
divers stimuli tels que LPS, IL-1, TNF-a, ou l'engagement de CD40 (Bender et al., 1996;
Romani et al., 1996; Zhou and Tedder, 1996). Ces DC sont nommées DC1 par Yong-Jun Liu
pour leur capacité a polariser des lymphocytes T CD4 vers Thl (Rissoan et al., 1999). La
différenciation de monocytes en présence de cytokines nécessite sept jours de culture in vitro.
Dans un modeéle particuliérement intéressant, deux jours seulement suffisent en absence
compléte de cytokine. Des monocytes se différencient en DC lors de la transmigration au
travers d'une monocouche de cellules endothéliales, recouvertes d'une matrice de collagéne
(Randolph et al., 1998). Le contact entre les monocytes et les cellules endothéliales est le
facteur limitant, mais un stimulus mimant un pathogéne, comme la présence de billes de
zymosan ou de LPS dans la matrice de collagéne, permet de quadrupler le rendement de
différenciation en DC. Les monocytes qui restent au niveau de la matrice, quant a eux,
deviennent des macrophages. De méme, il est intéressant de remarquer que les DC immatures
dérivées des monocytes sont encore sensibles au M-CSF et peuvent générer des macrophages.
Cette capacité est ensuite perdue lors de la maturation. Inversement, méme des macrophages
totalement différenciés sont encore capables de générer des DC en présence de GM-CSF et
d'IL-4 (Palucka et al., 1999).

Enfin, il existe une autre voie de différenciation a partir de précurseurs immédiats aux
polynucléaires neutrophiles qui peuvent engendrer des cellules, aux caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles de DC, en présence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a (Oehler et
al., 1998) (Figure 3Ac).

1.2)- Les précurseurs des cellules dendritiques lymphoides

L'idée d'une origine "thymique" des DC a été initialement proposée car il existe des DC
résidantes dans le thymus (Crowley et al., 1989). Ces DC thymiques murines expriment les
marqueurs attendus sur les DC, tels que CD11c, CMH de classe I, DEC 205, mais aussi
CD45, CD44, HSA, LFA-1, et partagent avec les lymphocytes T de nombreux marqueurs
(CD2, CD8a, CD25, Thy-1) (Vremec et al., 1992). Les DC du thymus expriment toutes la
molécule CD8 sous forme d'’homodimere de la chaine o. Le laboratoire de Ken Shortman a
mis en évidence un précurseur, présent dans le thymus, commun aux lymphocytes T et a ces
DC et il a suggeré ainsi, une origine intrathymique de ces DC. En effet, I'injection
intrathymique, d'un précurseur thymocytaire exprimant faiblement CD4, dans des souris
déplétées en cellules souches hématopoiétiques par irradiation, donne naissance a des
lymphocytes T mais aussi a des cellules CD11c+ et CMH de classe 11+ dans le thymus
(Ardavin et al., 1993). Ce méme précurseur injecté dans le sang, génére dans la rate des DC
exprimant CD8a., ressemblant & celles présentes dans le thymus, suggérant une origine
lymphoide possible pour cette population de DC en périphérie.
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Ce marqueur CD8 a été ensuite longtemps utilisé afin de discriminer les DC d'origine
myéloide (CD8a-) et celles d'origine lymphoide (CD8a+). Différents précurseurs ont été
injectés dans le sang afin d'affiner I'identification des précurseurs T capables de générer des
DC dans la rate (Wu et al., 1996). Le précurseur thymique exprimant faiblement CD4
engendre des lymphocytes T, des lymphocytes B et des DC, mais pas de cellules myéloides.
Le précurseur pro-T (CD4-, CD8-, CD3-, CD44+, CD25+) génere des lymphocytes T et des
DC. Le précurseur pré-T (CD4-, CD8-, CD3-, CD44-, CD25+) ne donne plus naissance qu'a
des lymphocytes T. Des résultats tout a fait identiques ont été obtenus in vitro démontrant que
ces mémes précurseurs pouvaient se développer en DC en présence d'un cocktail de cytokines
IL-1B, IL-3, IL-7, TNF-o, SCF et FIt-3L (Lucas et al., 1998; Saunders et al., 1996) (Figure
3B). Toutes les cytokines de ce cocktail ne sont peut-étre pas nécessaires a la différenciation
des DC, a I'exception de I'lL-3 et I'lL-7, mais elles en augmentent le rendement. Ces DC sont
générées en absence compléte de GM-CSF ce qui les distingue encore des DC myéloides.
Etonnamment, ces DC lymphoides dérivées in vitro n'expriment pas CD8o..

Enfin, des cellules pro-B exprimant CD19 ont également pu étre dérivées en DC en présence
du cocktail de cytokines IL-1pB, IL-3, IL-7, TNF-a, SCF et FIt-3L, ce qui ajoute encore a la
complexité des cellules capables de donner des DC (Bjorck and Kincade, 1998; Izon et al.,
2001) (Figure 3C). Ces DC expriment les marqueurs CD11c, DEC-205, CD80, CD86 et les
molécules de classe 11.

Des DC thymiques chez I'nomme ont également été mises en évidence par le groupe de Ken
Shortman (Sotzik et al., 1994). Ces cellules ont un phénotype classique (CD11c+, CMH de
classe I+, CD45+, LFA-1+, ICAM-1+, CD2+). Elles sont pourtant différentes des DC
thymiques murines car elles n'expriment pas CD8 mais fortement CD4 (Winkel et al., 1994).
Une origine lymphoide de cette sous population a aussi été démontrée (Spits et al., 1998). Un
précurseur (CD34+, CD45RA+, CD10+, CD38+, Thy-1-, Lin-, c-kit-), présent dans la moelle
osseuse, qui ne se différencie pas en cellules myéloides ou en érythrocytes, peut se développer
en lymphocytes T, lymphocytes B, cellules NK et DC (Galy et al., 1998; Galy et al., 1995).
Des précurseurs dans le thymus feetal (CD34+, CD38+, CD45RA+, Thy-1-) (Res et al., 1996),
et dans le thymus postnatal (CD33faible, CD34+) (Marquez et al., 1998) capables de générer
des lymphocytes T, des cellules NK, et des cellules au phénotype de DC, ont ensuite été
identifiés.

Une source de DC lymphoides périphériques a été mise en évidence chez I'nomme. Il a été
proposé que les énigmatiques cellules plasmacytoides représentent un linéage capable de se
différencier en DC (Galibert et al., 2001). Ces cellules ont été identifiées dans les zones T des
tissus lymphoides sur la base de leur morphologie semblable aux plasmocytes. Bien que
I'origine myéloide ou lymphoide de ces cellules soit encore un sujet controversé, certaines
évidences tendent a suggérer qu'elles seraient plutdt dérivées d'un précurseur lymphoide. Elles
n'expriment pas les marqueurs myeéloides classiques et sont CD11b-, CD11c-, CD13-, CD33-.
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Elles ne se différencient pas en macrophages sous I'influence du M-CSF. Inversement, elles
sont positives pour des molécules présentent sur les lymphocytes telles que CD4, CD2, CD5,
CD7, et elles ont des ARNm spécifiques de pT-a qui est considéré comme un des marqueurs
les plus précoces de cellules engagées vers la différenciation en lymphocytes T (Res et al.,
1999). Un précurseur (CD4+, CD11c-) circule dans le sang (O'Doherty et al., 1994) et génére
des cellules plasmacytoides (CD4+, CD45RA+, CD11c-, CD3-) lors de son entrée dans les
organes lymphoides, via les veinules endothéliales (HEV : High Endothelial Venules)
(Grouard et al., 1997). Ces cellules sont caractérisées par une expression forte du récepteur a
I'IL-3 (CD123+) (Olweus et al., 1997). Il est possible de les générer in vitro, en présence d'IL-
3, a partir de précurseurs CD34+ du sang (Blom et al., 2000; Spits et al., 2000). Ces cellules
plasmacytoides se révelent étre des cellules importantes dans I'immunité innée car elles sont
capables de produire de grandes quantités d'IFN de type | (Siegal et al., 1999) aprés activation
par le virus de l'influenza ou CD40L (Cella et al., 1999a). En présence d'IL-3, un facteur de
survie, et de CD40L, un facteur de différenciation, ces cellules plasmacytoides se
différencient en DC (Grouard et al., 1997) (Figure 3D). Ces DC sont nommées DC2 par
Yong-Jun Liu pour leur capacité a polariser des lymphocytes T CD4 vers Th2 (Rissoan et al.,
1999).

Trées récemment, des cellules plasmacytoides ont aussi été mises en évidence dans la rate et
les ganglions de souris avec un phénotype CD11c+, B220+, GR-1+ (Nakano et al., 2001).

1.3)- CD8a : un marqueur de |'ontogénie des cellules
dendritiques ?
Cette dichotomie, entre les DC d'origine myéloide et les DC d'origine lymphoide,
s'accompagne d'une dichotomie fonctionnelle. En effet, I'une des hypotheses a été que les DC
myéloides capturent les antigenes en périphérie et migrent jusqu'aux zones T des organes
lymphoides secondaires afin d'initier la réponse immune. Les DC lymphoides, en revanche,
résident dans la médulla thymique (Ardavin, 1997) et dans les zones T des organes
lymphoides. Elles sont capables d'induire I'apoptose de lymphocytes T CD4 par un
mécanisme dépendant en partie de FasL (Suss and Shortman, 1996) et de réguler la réponse
de lymphocytes T CD8 (Kronin et al., 1996); elles auraient ainsi un rdle plutdt régulateur
(Steinman et al., 1997; Steinman et al., 2000). Cependant, ce modele ne donne pas pleinement
satisfaction puisque I'on retrouve les deux types de DC myéloides et lymphoides dans la rate
avec un trés fort potentiel a activer des lymphocytes T.
Non seulement les DC purifiées a partir de la rate sont capables de présenter efficacement des
antigénes, mais plus encore, elles sont des éléments régulateurs majeurs de la réponse immune
qui peuvent influencer la polarisation des lymphocytes T CD4. En effet, la polarisation vers
Thl et Th2 semble étre modulée par ces populations de DC myéloides et lymphoides. Le
concept suggére actuellement que les DC CD8a- induiraient préférentiellement des Th2, alors
que les DC CD8a+ promouvraient plutét Thl via leur forte production d'IL-12 (cf.
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paragraphe 8.2)). La limitation de ce concept est la contrainte qu'il impose, car 'origine d'une
population donnée de DC déterminerait ses fonctions futures et induirait une réponse T
donnée. Ceci va a l'encontre de I'adaptabilité du systeme immunitaire, & moins de supposer
que toutes les populations de DC puissent étre, a un moment donné, en contact avec l'antigéne
et donc que l'origine des DC ne conditionne peut-étre pas leur localisation tissulaire.

Différents travaux récents montrent que cette dichotomie entre les DC myéloides et les DC
lymphoides, basée sur I'expression de CD8a., n'aurait pas lieu d'étre. Par exemple, l'origine
des cellules de Langerhans est extrémement confuse. Ces cellules de Langerhans sont
associées a un linéage myéloide, puisque dérivées in vitro a partir de monocytes du sang en
présence de TGF-B (Geissmann et al., 1998; Zhang et al., 1999). De plus, les souris
déficientes en facteur de trancription lkaros (qui régule le développement du linéage
lymphoide incluant les DC thymiques) ont toujours des cellules de Langerhans
(Georgopoulos et al., 1994). Pourtant le laboratoire de Carlos Ardavin a démontré, dans des
expériences de reconstitution de souris irradiées, que le précurseur de thymocytes exprimant
faiblement CD4, pouvait générer des cellules de Langerhans, suggérant ainsi que ces
derniéres pourraient provenir d'un linéage lymphoide (Anjuere et al., 2000a). Les cellules de
Langerhans fraichement isolées a partir de la peau, pourraient exprimer CD8a+ apres
stimulation par CD40 (Anjuere et al., 2000b). Des expériences de sensibilisation de la peau
avec du FITC démontrent que les cellules de Langerhans, qui sont stimulées au niveau de la
peau, migrent au sein des zones T des ganglions lymphatiques et acquierent CD8a+ (Merad et
al., 2000).

Enfin, des études récentes ont indiqué que le phénotype des DC de la rate, basé sur CD8a,
n'était pas déterminé par leur ontogénie. Deux groupes différents ont rapporté que le
précurseur de thymocytes, exprimant faiblement CD4, générait dans la rate les deux
populations de DC CD8a- et CD8a+ (Manz et al., 2001; Martin et al., 2000). Inversement, il
a été montré qu'un précurseur myéloide, pouvait également engendrer des DC CD8a+ (Traver
et al., 2000). L'origine des DC, basée sur l'analyse phénotypique des cellules, est une
approche qui est a réévaluer. Il est donc difficile de dire a présent quelle est la voie,
majoritaire, myéloide versus lymphoide, & partir de laquelle les DC sont générées in vivo.
L'idée nouvelle émergeant actuellement, serait que I'expression de CD8a. ne serait donc pas le
témoin de l'origine ontogénique des DC mais plutét d'un état de stimulation / maturation ou
d'une prédisposition a induire un certain type de réponse T (Thl / Th2). L'expression de
CD8a, dont le role n'a pas encore été clarifié d'ailleurs, devrait donc étre déterminé par le
microenvironnement et I'histoire de la DC et rendre compte de I'acquisition de telle ou telle
fonction. Dans ce manuscrit, a présent, nous n'évoquerons plus les DC myéloides et
lymphoides mais les DC CD8a.- et les DC CD8a+.
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Il semble donc évident qu'il n'y a pas une, mais plusieurs voies de différenciation capables de
donner des DC. Il reste encore a démontrer que ces résultats obtenus in vitro reflétent bien une
réalité physiologique in vivo. Les progéniteurs de DC résidant au sein de la moelle osseuse,
libérent dans la circulation sanguine des précurseurs qui patrouillent au travers du sang, des
tissus périphériques, des organes lymphoides préts a recevoir les signaux adéquats de leur
différenciation en DC. La multiplicité des types cellulaires capables, en présence de diverses
cytokines, d'engendrer des DC pourrait rendre compte de leur répartition tissulaire, de leur
pouvoir a détecter et capturer les pathogénes a tout moment, en tout lieu et en toutes
circonstances et pourrait étre la base méme d'une stratégie qui a évolué pour la surveillance
immunologique. De multiples populations ont été récemment décrites au sein des tissus non
lymphoides et lymphoides et leur identification est trés importante afin de définir précisément
ces différentes populations, leurs phénotypes, leurs localisations, et leurs fonctions pour
comprendre au mieux leurs rbles au sein du systétme immunitaire in vivo. Nous nous
intéresserons plus particulierement aux phénotypes, aux mouvements et aux réles des DC en
réponse a des agents infectieux ou aux produits libérés par ces agents.

2)- Distribution tissulaire des cellules dendritiques /n vivo

Des DC ont été observées dans les tissus biologiques aussi variés que la peau, le cceur, les
poumons, le foie, le sang, la lymphe, la rate, les ganglions et les plaques de Peyer. Les DC
étant présentes a I'état de trace dans l'organisme, en absence de marqueurs spécifiques,
I'identification de ces cellules s'est avérée extrémement longue et difficile. Afin de
caractériser précisement les différentes populations des étapes d'enrichissement et de
purification sont nécessaires. Cependant, les méthodes utilisées pendant des années, ont été
trop drastiques et ont provoqué la perte de certaines populations qui sont restées trés
longtemps ignorées. Par exemple, I'adhésion sur plastique, I'enrichissement par élimination
des lymphocytes T (avec l'utilisation d'anticorps anti-CD4), ont été des étapes tres critiques
dans les protocoles qui ont retardé lI'avancée du phénotypage des DC in vivo. Ainsi, ce n'est
qu'en 1997, que le groupe de Maraskovsky utilisant une méthode plus simple, a mis en
évidence I'existence de DC exprimant CD4 chez la souris (Pulendran et al., 1997). De plus,
les techniques de séparation peuvent entrainer des changements significatifs sur I'expression
des marqueurs de surface et sur I'état d'activation des DC. Nous présenterons ici les résultats
les plus récents sur l'identification des DC.

De méme, que pour l'identification des DC dérivées in vitro, la caractérisation des DC in vivo
est basée principalement sur leur morphologie, I'expression de I'intégrine oo CD11c (bien que
chez I'homme certaines populations ne I'expriment pas), I'expression forte des molécules du
CMH de classe 1l et de costimulation, et leur capacité a capturer des antigenes et a stimuler
des lymphocytes T. L'expression de CD11c est presque exclusivement restreinte aux DC
(Metlay et al., 1990). CD11c est une intégrine o qui s'associe a l'intégrine p2 (CD18). Ce
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couple CD11¢/CD18 joue un rdle important dans I'adhésion des DC avec I'endothélium et
avec les lymphocytes T.

2.1)- Les cellules dendritiques de la peau
Au niveau de la peau ou des muqueuses, les DC sont représentées par les cellules de
Langerhans, qui sont situées dans I'épiderme et par les DC interstitielles situées plus
profondément dans le derme (Romani and Schuler, 1992). Les cellules de Langerhans sont
cing fois plus nombreuses que les DC interstitielles. Leurs caractéristiques phénotypiques
respectives sont décrites dans la table 1.

Cellules de Langerhans DC interstitielles
Murin
CMH de classe I+ CMH de classe I+
CMH de classe 11++ CMH de classe 11++
CD1llc+++ CD1lc+++
CD8a- CD8at
CD11lb+++ CD11lb+++
DEC-205+++ DEC-205+++
Granule de Birbeck+++ Granule de Birbeck-
Humain
HLA de classe I+ HLA de classe 1+
HLA de classe |1+ HLA de classe I1+
CD11c+ CD11c+
CDla+ CDla+/-
CD14- CD14+/-
CLA+ CLA+
DC-SIGN- DC-SIGN+
E-cadhérine+++ E-cadhérine-
Facteur Xllla de coagulation- Facteur Xllla de coagulation++
Granule de Birbeck+++ Granule de Birbeck-
Lag+++ Lag-

Table 1 : Comparaison phénotypique des deux types de DC présentes dans la peau chez
I'nomme et chez la souris.
HLA : human leucocyte antigen

2.1.1)- Les cellules de Langerhans
La premiére description de cellules particuliéres de la peau, par Langerhans, date de 1868. Les
études sur les cellules de Langerhans ont permis de proposer un modele pour la
différenciation et la maturation des DC. Originaires de la moelle osseuse, elles passent dans le
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sang puis s'établissent dans I'épiderme (ou elles représentent 2 a 4% des cellules
épidermiques), dans I'épithélium de la peau, la cavité orale, I'eesophage, les poumons, l'urétre
et le vagin. Elles sont en contact trés étroit avec les kératinocytes qui participent eux aussi aux
conflits immunitaires, car ils produisent de nombreuses cytokines telles que GM-CSF, IL-1,
IL-6, IL-8, TGF-B.

Les cellules de Langerhans sont principalement caractérisées par des inclusions
cytoplasmiques formées d'une double membrane et appelées : granules de Birbeck. La
fonction de ces granules n'a pas encore été définie. Les cellules de Langerhans humaines sont
caractérisées par I'expression de CD1a, de la E-cadhérine (Tang et al., 1993), de la langérine
(Valladeau et al., 2000) et par la présence intracytoplasmique de I'antigene Lag (Langerhans
Associated Granule) (Kashihara et al., 1986). La langérine et I'antigene Lag pourraient, en
fait, étre la méme molécule (Valladeau et al., 2000). Les cellules de Langerhans sont les
seules cellules, de I'épiderme sain, a exprimer les molécules de classe Il. Elles possédent a ce
stade immature d'importantes propriétés de captures antigéniques et de reconnaissances des
pathogenes (Reis e Sousa et al., 1993), notamment, grdce a I'expression d'un récepteur
homologue au récepteur au mannose (DEC-205) (Jiang et al., 1995). La compréhension de la
physiologie des cellules de Langerhans a été possible en grande partie grace aux études
conduites in vitro. Il a été observé que les fonctions de capture et de présentation des
antigénes sont des événements séquentiels. Ces cellules maturent spontanément aprées culture
et acquiérent les capacités de stimulation des lymphocytes T (Schuler and Steinman, 1985).

In vivo, apres une stimulation antigénique, elles quittent I'épiderme pour aller vers les
ganglions, via la lymphe afférente, ou elles se transforment en DC interdigitées (Hoefsmit et
al., 1982). La migration est une fonction tres importante de ces cellules de Langerhans. Elle a
été trés largement décrite, par des expériences de sensibilisation sur la peau par des haptenes
fluorescents, ou I'on voit les cellules de Langerhans se déplacer apres stimulus inflammatoire
vers les vaisseaux lymphatiques afférents puis les zones T des ganglions (Cumberbatch and
Kimber, 1990; Knight et al., 1985; Kripke et al., 1990; Macatonia et al., 1987; van Wilsem et
al., 1994). Des stimuli aussi variés que des haptenes sensibilisateurs sur la peau, ou des
pathogenes, ou des cytokines de l'inflammation, ont tous une caractéristique commune : ce
sont des témoins de “danger". L'administration de LPS, d'IL-1 ou de TNF-a provoque la
migration des cellules de Langerhans, et des DC du cceur et des reins, vers les organes
lymphoides (Cumberbatch et al., 1997a; Cumberbatch et al., 1997b; Roake et al., 1995). Une
fois dans les ganglions, les cellules de Langerhans se différencient en DC, dites matures, avec
un fort potentiel a activer les rares lymphocytes T, spécifiques de l'antigéne qu'elles
présentent.

2.1.2)- Les cellules dendritiques interstitielles

Les DC interstitielles (ou DC dermales), se situent au niveau du derme et des tissus
interstitiels de la plupart des organes (cceur, foie, poumons, rein, pancréas, thyroide...). Ces
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cellules sont différentes des cellules de Langerhans car elles n'expriment ni CDla, ni
I'antigene Lag. Elles semblent, de plus, étre issues d'un précurseur distinct de celui des
cellules de Langerhans, comme cela a été suggéré par I'étude in vitro réalisée par Christophe
Caux (Caux et al., 1996). Les DC interstitielles ont cependant des similitudes avec les cellules
de Langerhans : elles forment notamment un réseau de cellules sentinelles capables de
capturer des antigenes en périphérie. Ces cellules ont elles aussi des propriétés de capture
antigénique qui semblent plus intenses et plus durables que celles des cellules de Langerhans
(Caux et al., 1997). Elles peuvent ensuite, maturer in vitro et perdre leur capacité d'endocytose
au profit des propriétés de stimulation allogénique (Austyn et al., 1994).

Cependant, une différence importante est a noter, car les DC interstitielles matures, participent
a l'activation des lymphocytes B. Par la sécrétion de facteurs solubles, elles stimulent la
production d'anticorps et la prolifération des lymphocytes B préalablement activés via CD40
(Dubois et al., 1999; Dubois et al., 1997). Les DC dermales régulent aussi la commutation
isotypique puisqu'elles sont indispensables & I'expression de certains isotypes
d'immunoglobulines tels que les IgA (Fayette et al., 1997).

2.2)- Les cellules dendritiques circulantes

Non seulement il existe des précurseurs des DC, mais aussi des DC dans le sang et la lymphe
afférente. Afin de comprendre, comment elles colonisent les tissus lymphoides et non
lymphoides il est important de pouvoir caractériser les diverses populations de DC présentes
dans ces liquides biologiques. Il faudrait pouvoir estimer leur état de maturation, et savoir si
elles ont, ou non, rencontré un antigéne ou un signal qui a provoqué leur migration.
Cependant, ces études ne peuvent étre conduites aisément dans les modeéles les plus connus
que sont I'nomme et la souris, ce qui est un frein conséquent a la compréhension de la
physiologie de ces cellules. Les processus de circulation des DC dans I'organisme sont encore
mal connus actuellement.

2.2.1)- Les cellules dendritiques du sang périphérique
Il a été estimé que, dans le sang humain, les DC et leurs précurseurs représentent 0,1 a 1% des
leucocytes. Les différentes populations de DC présentes dans le sang sont caractérisées par
une morphologie particuliére leur donnant un aspect de cellules voilées et par I'expression des
molécules de classe I1. Des cellules se différenciant spontanément en DC apres simple culture
in vitro, en absence de cytokine, sont identifiées sur la base de leur phénotype CD33+,
CD14faible, CD13+ (Thomas et al., 1993). Elles pourraient correspondre a des DC, proches
des monocytes, en route vers les tissus périphériques. Le groupe de Ralph Steinman a mis en
évidence deux populations de DC. L'une, majoritaire et immature (CD1lc-, CD4+,
CD45RA+, CD45R0O-, CD5-) pourrait étre assimilée a celle décrite par Ridiger Sorg
(CD11lc-, CD4+, CD45RA+, CD123+) (Sorg et al., 1999) qui ressemble aux cellules
plasmacytoides (préDC2) capable de se différencier en DC. L'autre, plus mature, (CD11c+,
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CD4-, CD45RA+, CD45R0O+, CD5+) (O'Doherty et al., 1994; O'Doherty et al., 1993),
pourrait correspondre a la population de DC mature décrite par le groupe de Peter Lipsky
(CD11c+, CD33+++ et CD14faible, CD45RA+, CD45RO0+) (Thomas and Lipsky, 1994). I
est intéressant de remarquer que certaines populations de DC immatures sont capables de
devenir complétement matures en absence de cytokines suggérant qu'elles ont peut-étre déja
engagé leur programme de maturation (Thomas et al., 1993). D'autres populations de DC
immatures ont besoin d'un surnageant de culture de monocytes, suggérant qu'elles n'avaient
pas jusqu'alors regu les signaux nécessaires a leur maturation (O'Doherty et al., 1993).

En résumé, il semble exister au moins deux populations de DC dans le sang. Elles différent
par leur état de maturation mais aussi par leur phénotype et pourraient correspondre a des
populations d'origine distincte (Kohrgruber et al., 1999). Schématiquement, les DC circulant
dans le sang correspondraient : 1) a des DC immatures, quittant la moelle osseuse en direction
des tissus périphériques, comme les précurseurs des cellules de Langerhans (CD1lc+,
CD1a+) qui ont été identifiées dans le sang (Gothelf et al., 1986; Ito et al., 1999), 2) & des DC
tissulaires activées en route vers la rate ou les ganglions. Le réle de DC matures (ayant
rencontré un antigene ?), dans le sang reste encore a définir, ainsi que leur potentiel a activer
des lymphocytes T, si elles entrent dans les organes lymphoides par les HEV.

2.2.2)- Les cellules dendritiques de la lymphe afférente
La lymphe est un systeme de circulation qui draine les tissus interstitiels. Les vaisseaux
lymphatiques, au sein des tissus, sont constitués d'un endothélium tres fin. Gréce aux
jonctions intercellulaires, ce dernier permet le passage du liquide interstitiel contenant des
macromolécules (protéines), ainsi que des cellules. C'est également une voie d'entrée utilisée
par les cellules tumorales, les pathogenes, tels que bactéries et virus.

La majorité des études concernant les cellules circulant dans le systeme lymphatique ont été
faites chez les ruminants (Haig et al., 1999) et chez le rat (MacPherson, 1989). Les ganglions
sont en contact avec les tissus périphériques car ils sont drainés par la lymphe. En effet, ce qui
vient de la périphérie entre par les vaisseaux lymphatiques afférents (6 a 12) dans le sinus
souscapsulaire des ganglions. Il n'existe qu'une voie de sortie par les vaisseaux lymphatiques
efférents (1 a 2).

Les compositions cellulaires de la lymphe afférente, et de la lymphe efférente, sont tres
différentes (Young, 1999). La lymphe afférente ne rend compte que de 10% des cellules qui
atteignent le ganglion, (la voie majoritaire étant la voie sanguine via les HEV). Elle est
principalement composée de lymphocytes T (90%), lymphocytes B (10%). Les DC et les
macrophages représentent 10% des cellules circulant dans la lymphe afférente et elles ont,
tout comme celles du sang, une morphologie de cellules voilées (Howard and Hope, 2000). La
lymphe efférente ne contient que des lymphocytes T et B et pas de DC, ce qui suggere que ces
dernieres restent dans les ganglions et probablement y meurent.
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Les diverses études sur les DC de la lymphe afférente ont montré que les populations
circulantes ne sont pas homogenes, tant par leurs phénotypes que leur état de maturation ou
leurs fonctions. Deux populations différentes ont été mises en évidence dans la lymphe
afférente chez la vache (CD11a+/CD5+/CD21- et CD11a-/CD5-/CD21+/-) (Howard et al.,
1997) et chez le rat (CD4+ et CD4-) (Liu et al., 1998). Ces populations possédent des
propriétés de capture et de présentation d'antigenes, mais different sur le temps pendant lequel
elles les possédent in vitro ainsi que sur l'expression de récepteurs permettant la capture
d'antigene (FCR et le récepteur au mannose). Elles different également par leur capacité a
stimuler des lymphocytes T en réactions allogéniques. Cependant, ces deux populations
semblent étre bien distinctes et ne refletent pas deux états de maturation séquentiels.
L'existence de ces deux populations ne peut pas s'expliquer par le modele simple, ou elles ont
recu un stimulus de migration en périphérie, et sont en route vers les organes lymphoides. Il
est proposé que ces populations représentent des DC d'origine différentes, par exemple issues
de différents tissus ou de microenvironnement, ayant stimulé la migration. La différenciation
de monocytes en DC, lors de leur transmigration sur monocouche de cellules endothéliales
recouvertes d'une matrice de collagene, est un modéle permettant de mimer le mouvement de
monocytes de la périphérie vers la lymphe afférente (Randolph et al., 1998). Cette approche,
ainsi que I'identification des populations de DC, responsables de la capture des antigénes in
vivo, sont extrémement intéressantes afin de comprendre la physiologie et les processus de
migration de ces cellules.

2.3)- Les cellules dendritiques des organes lymphoides

Le réle majeur des organes lymphoides lors de l'initiation d'une réponse primaire, nécessite
une analyse précise des populations de DC qui les colonisent. Ces organes sont extrémement
structureés. lls contiennent des zones bien distinctes, comme les régions marginales entourant
les follicules B et les zones T, au travers desquelles recirculent continuellement les
lymphocytes B et les lymphocytes T respectivement. Différents noms sont attribués aux zones
T dans ces différents organes. Les plus communément utilisés sont les régions lymphoides
périartériolaires dans la rate, le paracortex dans les ganglions, les zones interfolliculaires dans
les plaques de Peyer. L'anatomie de la rate, et celle des ganglions lymphatiques, sont
schématisées dans les figures 4 et 5 respectivement.
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Figure 4 : Anatomie de la pulpe blanche de la rate.

La rate est un organe lymphoide secondaire composé de la pulpe rouge parsemée de petites zones
blanches : la pulpe blanche.

La pulpe rouge comprend les sinusoides ou circule le sang et, les cordons de Billroth qui contiennent
notamment des plasmocytes et des macrophages.

La pulpe blanche, encerclée par une zone marginale, est constituée des artérioles entourées d'une
région lymphoide périartériolaire, contenant en majorité des lymphocytes T et des follicules B
primaires ou secondaires (souvent excentrés par rapport a I'axe artériolaire).

PALS : Periarteriolar Lymphoid Sheaths Copyright © 2010 Dr Karine SERRE

30



Vaisseaux
lymphatiques
afférents Canal

. périveinulaire
Conduit

Sinus sous
capsulaire
Paracortex
Follicule Centre
primaire germinatif
Médulla
Vaisseaux / Hile
lymphatiques
efférents

Y Veine
‘ Lymphocytes T O Lymphocytes B

Lymphocytes B des
centres germinatifs

¢ Macrophages Cellules dendritiques Cellules dendritiques (IDC)
folliculaires CD8at+++/CD11b-

aﬁ Cellules dendritiques
CD8a-/ CD11b+++

Figure 5 : Anatomie des ganglions lymphatiques.

Ce sont des organes lymphoides secondaires, situés sur le trajet des vaisseaux lymphatiques. En
absence d'infection, ils sont de trés petite taille (de I'ordre du millimétre de diamétre chez la souris).
Les vaisseaux lymphatiques afférents se déversent dans la convexité qui longe toute la face interne de
la capsule (appelée sinus marginal ou sinus sous capsulaire).

La lymphe circule ensuite dans les sinus interfolliculaires jusque dans le hile ou elle est reprise par le
lymphatique efférent. Le hile est un point de dépression du ganglion, d'ou pénétrent les vaisseaux
sanguins qui l'irriguent.

Le parenchyme ganglionnaire comprend le cortex, constitué de follicules B primaires ou secondaires,
le paracortex ou territoire inter-folliculaire comprenant une majorité de lymphocytes T, et la médulla.
La médulla est faite principalement de cordons lymphoides séparés par des sinus lymphatiques,
entourés d'une capsule conjonctive et contenant notamment des plasmocytes.

Les ganglions sont groupés dans différentes régions (cervicale, axillaire, brachiale, mésentérique,
abdominale, inguinale et poplitéale).

IDC : cellules dendritiques interdigitées Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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Les organes lymphoides secondaires, comme la rate, les ganglions lymphatiques sous cutanés
ou meésentériques, ou encore les plaques des Peyer, ont des fonctions différentes dans
I'initiation des réponses immunes. En effet, ils recoivent des informations de tissus différents
et sont probablement confrontés a des pathogénes différents. Par exemple, la rate draine le
sang, les ganglions sous cutanés drainent essentiellement la peau grace a la lymphe, les
mésentériques drainent le sang et les muqueuses intestinales. Ainsi, chaque organe est
constitué de populations de DC différentes, et celles originaires des cellules de la peau ne sont
présentes que dans les ganglions lymphatiques sous cutanes.

A TI'heure actuelle, deux populations de DC ont été décrites dans le thymus (Salomon et al.,
1994; Vremec et al., 2000), trois dans la rate (Kamath et al., 2000; Maraskovsky et al., 1996;
Pulendran et al., 1997; Salomon et al., 1998; Vremec et al., 2000; Vremec and Shortman,
1997; Vremec et al., 1992), cinqg dans les ganglions lymphatiques sous cutanés (Anjuere et al.,
1999; Henri et al., 2001; Salomon et al., 1998), et deux dans les plaques de Peyer (Anjuere et
al., 1999; Iwasaki and Kelsall, 2000; Kelsall and Strober, 1996). Les caractéristiques
phénotypiques de ces diverses populations sont présentées dans la Table 2. Il est a présent
important de definir, le phénotype, la localisation et surtout les fonctions de capture
d'antigene, d'activation des lymphocytes T, de production de cytokines, et de mouvements en
réponse a des agents infectieux, de chacune de ces populations de DC.

L'étude de la localisation des DC, au sein des organes lymphoides secondaires, en absence de
processus inflammatoire, a révélé, notamment dans la rate (Agger et al., 1992), deux régions
privilégiées riches en DC (Witmer and Steinman, 1984). Tout d'abord, la zone marginale,
adjacente a la zone T, qui contient la majorité des DC (CD11lb+++, CD8a-, DEC-205-,
33D1+++). Ensuite, la zone T qui contient une population moins importante, mais présentant
une morphologie particuliére, qui leur valu le nom de DC interdigitées (CD11b-, CD8o+++,
DEC-205+++, 33D1-). Cette distribution des DC en deux localisations distinctes, a pu étre
largement confirmée dans la rate (Crowley et al., 1999; Leenen et al., 1998; Pulendran et al.,
1997) et dans les plaques de Peyer (lwasaki and Kelsall, 2000; Kelsall and Strober, 1996).
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Thymus

CD8a+ CD8a+++
CDA4+/- CD4+/-
CD11b+/- CD11b+/-
0,140,3% DEC-205+++ DEC-205+++
HSA+++ HSA+++
CD8p+ CD8p+
(Salomon et al., 1994; Vremec et al., 2000
Rate CD8a- CD8a- CD8o+++
CD4++ CD4- CD4-
CD11lb+++ CD11lb+++ CD11b+/-
DEC-205- DEC-205- DEC-205+++
0,5-1,2% HSA+/- HSA+/ HSA+++
o4 intégrine+++ o4 intégrine+++ o4 intégrine++
o6 intégrine++ o6 intégrine++ o6 intégrine+++

(Kamath et al., 2000; Maraskovsky et al., 1996; Pulendran et al., 1997; Salomon et al., 1998;
Vremec et al., 2000; Vremec and Shortman, 1997; Vremec et al., 1992)

(ARNmM) CCR6+

(ARNm) CCR7+

Ganglion CD8a- CD8a- CD8a- CD8o+ CD8a+++
lymphatiqug  CD4++ CD4- CD4- CD4- CD4-
CD11b+++ CD11b+++ CD11b+/- CD11b- CD11b-
DEC-205- DEC-205- DEC-205+ | DEC-205+++ | DEC-205+++
33D1+ 33D1+ 33D1- 33D1-
0,5-1% Lag+++
Cellules Cellules de
interstitielles | Langerhans
(Anjuere et al., 1999; Henri et al., 2001; Salomon et al., 1998)
Plaque de CD8ou+ CD8o+++
Peyer CD11b+++ CD11b-
DEC-205+ DEC-205+++
2A1+ 2A1+
0,1-0,5% M342- M342+

(ARNm) CCR6-
(ARNm) CCR7+

(Anjuere et al., 1999; Iwasaki and Kelsall, 2000; Kelsall and Strober, 1996)

Table 2 : Description des diverses populations de DC murines présentes dans les organes
lymphoides. Toutes ces cellules sont positives pour CD11c et pour les molécules du CMH de

classe 1. Les pourcentages exprimés dans la premiere colonne, représentent la proportion de
DC parmi la totalité des cellules, dans chaque type d'organe.
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Chez I'nomme, les études sont moins nombreuses que chez la souris, néanmoins plusieurs
populations ont été caractérisees. Deux laboratoires ont localisé différentes populations de DC
dans la rate (Mcllroy et al., 2001) et dans les amygdales (Summers et al., 2001) (Figure 6).
Des DC CD11c- sont présentes dans la rate et, bien que leur localisation ne soit pas encore
établie, elles pourraient étre assimilées aux cellules plasmacytoides présentes dans le sang
(Cella et al., 1999a; Siegal et al., 1999). Dans la rate, trois populations sont identifiées et
expriment CD11c+, HLA-DR+, CD33+. La majorité exprime CD4+ dont la moitié est CD32+
(FcyRII). L'expression de certains marqueurs, comme CD33, est parfois contradictoire d'une
étude a l'autre, probablement a cause des protocoles d'isolation des DC. Ces populations de
DC se localisent en trois zones distinctes au sein de la rate.

La premiere (CD11lc+, CD11b-, CD14-, CD83-, CD86-, CD32+, CD64+/-), majoritaire, se
situe dans zone marginale vers la pulpe blanche. Bien que chez la souris les DC de la zone
marginale soient proches des zones T, chez I'homme, les DC qui semblent équivalentes, sont
reparties a la fois autour des zones T et aussi des zones B. Ces cellules semblent étre
immatures car elles n'expriment pas ou peu CD86 et CD83, contrairement aux DC des zones
T.

En effet, une seconde population, est présente au sein des zones T. Ces cellules, les DC
interdigitées (IDC), ont un phénotype beaucoup plus mature. Elles expriment toutes CD86+ et
certaines sont aussi CD83+. Une question a présent peut étre posée : existe-il des profils
linéaires séquentiels d'activation ou la population CD86-/CD83- se différencierait en
CD86+/CD83- puis en CD86+/CD83+ durant le processus de maturation qui s'accompagne de
leur relocalisation au sein de la rate ? Dans les amygdales, I'expression du récepteur a I'lL-3, a
révélé deux populations CD11c-, qui se situent toutes deux autour des veinules endothéliales
et qui sont HLA-DR™, CD123-, CD4- et, HLA-DR™ CD123+, CD4+, cette derniére étant
la population majoritaire (60% de la totalité des DC). La localisation de ces cellules autour
des HEV suggeére qu'elles entrent dans les amygdales via le sang, probablement en absence de
stimulus inflammatoire. Deux autres populations se situent dans les zones T, et sont
caractérisées par l'expression des molécules de classe Il et de CD13. Ces deux populations
CD11c+ sont, HLA-DR™" la plus mature, et HLA-DR™ CD4+, CD13™", CD45RA-,
CD45R0O+ (Summers et al., 2001).

La derniere population de DC (CD11c+, CD4+, CD14-/+, CD11b+), distinctes des cellules
dendritiques folliculaires (FDC), est présente dans les centres germinatifs (GCDC). Les
auteurs émettent I'hypothése que ces DC pourraient étre différentes de celles des zones
marginales ou des zones T, et, du fait de I'expression de CD11b, les assimilent a des cellules
proches des monocytes. L'absence de CD86 et CD83 méme dans les donneurs ayant une forte
proportion de DC indique que ces DC nécessitent probablement des signaux d'activation
différents de celles des zones marginales ou des zones T. Ces résultats different de ceux du
groupe de Yong-Jun Liu qui avait déja mis en évidence de telles cellules. Elles se
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caractérisent par I'expression de CD11c+, CD4+, CD45RA+, CD45R0-, et se situent a la fois
dans les zones sombres et les zones claires des centres germinatifs des amygdales, de la rate et
des ganglions (Grouard et al., 1996). Ces cellules pourraient étre proches des DC du sang
CD11c+, CD4+, (O'Doherty et al., 1994) et pourraient générer les GCDC. Ces GCDC sont a
un état de maturation intermédiaire. D'une part, parce qu'elles ont de faibles propriétés de
capture d'antigéne soluble (dextran-FITC) en comparaison aux DC dérivées a partir de
monocytes. D'autre part, bien qu'elles expriment peu CD86 et CD83, elles activent
efficacement les lymphocytes T en réaction mixte allogénique, comparé aux lymphocytes B
issus des centres germinatifs, suggérant qu'elles acquiérent ces molécules de costimulation
rapidement lors de culture in vitro. Ces cellules sont donc extrémement intéressantes car elles
semblent participer a la formation et au maintien des centres germinatifs, non pas directement
en interagissant avec les lymphocytes B, mais par l'activation des lymphocytes T CD4
nécessaires a la prolifération et la différenciation des lymphocytes B.

Non seulement les organes lymphoides contiennent des DC & un stade vraisemblablement
immature, mais également des précurseurs, puisqu'il est possible de générer de grandes
quantités de DC a partir de cellules de la rate de souris en présence de GM-CSF (Lu et al.,
1995). Des cellules exprimant faiblement CD11c et fortement Gr-1 et CD11b, se localisent
dans la pulpe rouge au bord des zones marginales, et pourraient étre des précurseurs capables
de se différencier en présence d'une infection et des multiples signaux de l'inflammation
(Pulendran et al., 1997).

Toutes ces études sont trés descriptives et, finalement, les mécanismes par lesquels les DC
entrent dans les organes lymphoides pour initier la réponse, sont mal connus. Il est tres
intéressant de comparer les mouvements de DC entre les tissus, ainsi qu'au sein méme des
organes lymphoides. Lors d'une infection cutanée, par exemple, quelles sont les DC recrutées
au sein des ganglions ? Quelle est la participation des DC immatures déja présentes dans les
ganglions, par rapport a celles qui entrent via la lymphe afférente en provenance de la peau ?
Quelle est la proportion de DC recrutées au niveau sanguin dans ce méme organe et quel est
leur réle ? Comment ces populations de DC se relocalisent-elles en présence d'une infection ?
Autant de questions qui sont toujours en suspens et dont les réponses permettront de mieux
comprendre la physiologie des DC in vivo. Néanmoins, maintenant que nous avons décrit les
diverses origines des DC et les populations présentes in vivo, nous allons tenter de détailler
leur réle dans l'initiation de I'immunité et de comprendre pourquoi les DC sont si efficaces
pour détecter et présenter, aux lymphocytes T, des antigenes dérivés de pathogeénes.
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IDC : CD11c-, HLA-DRMed, GCDC : CD11c+, HLA-DRMod,
* CD123-, CD4-, CD13- CD4+, CD13- éé
(16%) Activation- 4) (5%) Activation- (5)

IDC : CD11c+, HLA-DR™od,
;\< CD4+, CD13+
(14%) Activation+/- (3)

=4

=

IDC : CD11c-, HLA-DR™d, __| | IDC: CD11lc+, HLA-DRr,
X CD123+, CD4+, CD13- CD4+, CD13-/+, CD123-/+

(60%) Activation- (D) (4%) Activation++ (2)

Figure 6 : Cinq populations de cellules dendritiques caractérisées et
localisées dans les amygdales humaines.

La localisation in situ a permis d’identifier quatre populations de DC interdigitées au niveau des
zones T :

1) les DC dérivées des cellules plasmacytoides (CD11c-, HLA-DR™d CD123+) et trois populations
de DC, 2) (CD1lc+, HLA-DR™), 3) (CD1lc+, HLA-DR™d, CD13+) et 4) (CD11c-, HLA-DR™Y,
CD123-).

Une derniére population a été définie au sein des centres germinatifs (CD11c+, HLA-DR™4, CD13-).
Les trois populations de DC exprimant CD11c+ sont supposées représenter des états d'activation
différents. Par contre, les populations CD11lc+ et CD11lc- semblent étre dérivées de précurseurs
différents, probablement myéloide et lymphoide respectivement.

Les pourcentages représentent la proportion de chaque population parmi la totalité des DC. Leur état
d'activation est schématiquement représenté par les signes -, +/-, ++.
IDC : cellules dendritiques interdigitées, GCDC : cellules dendritiques des centres germinatifs

Adapté de Summers, K. et al., American Journal of Pathology. 2001, 159: 285-295
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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3)- Les cellules dendritiques : un lien majeur entre lI'immunité innée et I'immunité
acquise

3.1)- Les cellules dendritiques et leurs fonctions dans |'immunité
innée
Le premier obstacle a I'entrée des pathogénes dans I'organisme est une barriere physique : la
peau ou les muqueuses. Si ces dernieres sont franchies, le systtme immunitaire inné met en
place un processus actif de protection, ou des cellules effectrices contrélent I'infection. Les
macrophages, DC, cellules NK, granulocytes, neutrophiles constituent cette premiere ligne de
défense. Ces cellules ont un réle de surveillance et doivent étre capables de discriminer les
cellules de I'h6te et les pathogénes. Leur fonction est de répondre immédiatement en limitant
I'invasion (Clark et al., 2000).
Lorsqu'un pathogéne pénétre dans la peau par exemple, le microenvironnement local (les
cellules de Langerhans, les cellules épithéliales et les kératinocytes) est modifié par le
pathogéne lui-méme et par les produits qu'il délivre (LPS, endotoxines, double brin d'ARN
viral, ADN bactérien...). Les cellules qui forment le derme et I'épiderme sont sensibles a ces
changements et sécrétent, entre autres, des cytokines (IL-1, IL-6, I1L-12, I1L-15, IFN, TNF,
TGF, GM-CSF). Les DC sont, non seulement sensibles, mais participent également a ces
modifications qui témoignent d'un "danger". En effet, elles ont une activité importante de
production de chimiokines (MIP-1a, IL-8, MCP-1, RANTES (Regulated Upon Activation,
normal T-cell Expressed and Secreted), MDC (Macrophage-derived chemokine)), qu'elles
déposent sur le site infectieux, afin d'attirer d'autres cellules (Foti et al., 1999; Rescigno et al.,
1999; Sallusto et al., 1999). Elles déclenchent ainsi sur le site une réaction inflammatoire.
Cette derniére se caractérise par le développement des capillaires sanguins, grace a la
sécretion de facteurs d'angiogenése, ce qui permet le recrutement massif de cellules de
I'immunité innée comme des monocytes. Ces derniers produisent alors des enzymes capables
de s'attaquer au pathogene (lipoprotéinelipase, lysozyme, élastase, radicaux oxygenés libres,
molécules du complément...).
Les DC ont développé des mécanismes de protection afin de contourner les mécanismes
d'échappement des pathogénes et permettre ainsi, la mise en place d'une réponse immune
adaptée. Par exemple, en présence du virus de l'influenza, les DC, dérivées des monocytes
humains, produisent de I'IFN-a et expriment une protéine qui leur permet de se protéger
contre la réplication virale : la MxA (Cella et al., 1999b). Elles expriment également des
molécules qui les protégent contre la destruction par le complément, comme CD46, CD55 et
CD59. Cette survie des DC en cas d'agression est importante a ce stade, car elles doivent
recueillir toutes les informations délivrées par le pathogene et par le microenvironnement, afin
de les transporter jusqu'aux lymphocytes T dans les organes lymphoides.
Si les macrophages sont des cellules extrémement actives dans la phagocytose et I'élimination
des corps étrangers, en revanche, elles ne sont pas capables d'activer des lymphocytes T naifs.
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Cette fonction est en majeure partie réalisée par les DC qui, non seulement, peuvent détecter
les pathogénes et les molécules qui sont libérées dans leur environnement, mais peuvent aussi
initier une réponse immune primaire spécifique. Elles transportent, aux lymphocytes T, des
informations concernant la structure antigénique du pathogéne (présentation de peptides
dérivés de protéines en association avec les molécules du CMH), et des informations sur la
capacité du pathogene et du microenvironnement a activer les DC (expression de molécules
de costimulation). Elles sont donc a l'interface entre I'immunité innée et I'immunité acquise
puisque, sans elles, les lymphocytes de I'immunité acquise ne pourraient étre activés (Palucka
and Banchereau, 1999a).

3.2)- Les cellules dendritiques et leurs fonctions dans |'immunité
acquise
Diverses expériences ont démontré le réle des DC dans I'initiation de réponses immunes. Tout
d'abord in vitro ce sont les seules cellules a posséder le potentiel a stimuler efficacement les
lymphocytes T dans des réactions mixtes lymphocytaires (Steinman and Witmer, 1978), mais
aussi a présenter des antigenes exogeénes aux lymphocytes T (De Bruijn et al., 1992; Sallusto
and Lanzavecchia, 1994). De plus, la réinjection de DC purifiées et chargées en antigéne
permet, non seulement, l'activation des lymphocytes T in vivo (Inaba et al., 1990) mais
également l'induction de réponses spécifiques de cet antigéne, humorales (Sornasse et al.,
1992) et cytotoxiques (Boog et al., 1985). Enfin, les DC jouent un rbéle important dans
I'initiation d'une grande variété de réponse des lymphocytes T, telles que les réactions de
sensibilité de contact (Aiba and Katz, 1990; Macatonia et al., 1987), et les rejets d'allogreffes
(Faustman et al., 1984; Larsen et al., 1990).
Ces DC sont tres efficaces car elles expriment des complexes constitués des molécules du
CMH et de peptides antigéniques, qui sont reconnus par le complexe récepteur T (TCR) des
lymphocytes T. C’est le "signal 1" dépendant des antigénes. L'activation par le TCR est
stabilisée par des molécules d'adhésion (LFA-1/ICAM-1,-2,-3, CD2/LFA-3, et ICAM-3/DC-
SIGN) et amplifiée par des signaux venant de molécules de costimulation, (CD80, CD86,
CDA40), ainsi que par des cytokines (IL-1, IL-6, IL-10, IL-12,). C’est le "signal 2" dit de
costimulation (Figure 7). L'activation d'un lymphocyte T ne se fait qu'au terme d'une balance
sensible entre ces deux types de signaux. Lorsque ces signaux sont adéquats, ils sont intégrés
par les lymphocytes T pour entrainer les évenements biochimiques puis génétiques permettant
leur activation, leur prolifération et leur différenciation.
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Figure 7 : Dialogue entre une cellule dendritique et un lymphocyte T CDA4.

Les lymphocytes T CD4 reconnaissent les peptides présentés en association avec les molécules du
CMH, par les DC. Cette interaction est renforcée par des molécules d’adhésion (LFA-1, CD2, ICAM-1,
DC-SIGN) et induit I’expression de CD40L sur les lymphocytes T. L’engagement de CD40 sur les DC
provoque la sécrétion de cytokines et I’augmentation de I’expression de molécules de costimulation,
(CD80/CD86), ce qui permet de soutenir I’activation et la prolifération des lymphocytes T.
L’expression de CD80/CD86 sur les DC engage CD28 et/ou CTLA-4 sur les lymphocytes T. Ces
derniers sécrétent alors des cytokines (IL-2 précocement, IFN-y (Thl) ou IL-4 (Th2) tardivement) qui
vont maintenir I’activation des DC, et agir également en boucle autocrine sur la prolifération des
lymphocytes T.

Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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La physiologie des DC pourrait se résumer en trois phénomenes, 1) capture et apprétement
des antigénes entrainant la formation et I'expression de complexes formés des molécules du
CMH en association avec des peptides, 2) expression de molécules membranaires (ICAM-1,
LFA-3, CD80, CD86, CD40) et sécrétion de cytokines (IL-12) participant a la stimulation, la
prolifération et la différenciation des lymphocytes T, 3) in vivo, leur localisation en périphérie
s'accompagne d'un processus de migration jusqu'aux zones T des organes lymphoides
secondaires.

Nous décrirons, a présent dans cette introduction, les propriétés fascinantes de ces cellules
telles que : exprimer des récepteurs reconnaissant les pathogenes, répondre aux changements
de leur microenvironnement, migrer jusqu'aux organes lymphoides secondaires, présenter les
antigenes captures, et interagir avec des lymphocytes et activer les rares qui sont spécifiques
de ces antigénes.

4)- Différents mécanismes de capture des pathogenes et
des antigénes
Le r6le initial des DC est de reconnaitre immédiatement un pathogéne entrant dans
I'organisme. Elles doivent donc réagir tres rapidement et ce, pour des doses d'antigenes ou un
nombre de pathogenes tres faibles. Pour cela, les DC immatures doivent capturer et
internaliser trés efficacement une grande variété d'antigénes. Pourtant elles n'expriment pas
des récepteurs spécifiques aux antigénes comme le TCR des lymphocytes T, et de facon trés
comparative le BCR des lymphocytes B. Les DC possedent d'autres mécanismes responsables
de la capture antigénique, 1) la macropinocytose, 2) la reconnaissance par des récepteurs
(PRR : Pattern Recognition Receptors, par exemple TLR : Toll Like Receptor, MMR, DEC-
205...), spécifiques de molécules invariables exprimées par les pathogenes et absentes des
cellules de vertébrés (PAMP : Pathogen-Associated Molecular Patterns), 3) la reconnaissance
par des récepteurs utilisant des produits de I'immunité acquise (CR, FcR...), 4) la phagocytose
des corps apoptotiques.

In vivo, les DC sont, vraisemblablement, confrontées a de tres faibles concentrations
d'antigénes ou & un petit nombre de pathogenes. Il faut donc supposer que ces cellules ont les
moyens d'étre extrémement efficaces. Divers récepteurs assurant l'internalisation d'antigénes
exogenes ont été décrits. La notion de récepteurs est importante car ils sont impliqués dans
deux fonctions essentielles : d'une part, la reconnaissance, la capture et l'internalisation des
antigenes et d'autre part, I'activation cellulaire. Il faut donc tenir compte de deux aspects
fondamentaux dans I'efficacité des récepteurs : I'un est quantitatif (une plus grande quantité
d'antigéne est internalisée), l'autre est qualitatif (lié a la fois au devenir intracellulaire de
I'antigéne et au potentiel de certains de ces récepteurs a activer les cellules). Différents
récepteurs reconnaissent les antigenes a de tres faibles concentrations (de l'ordre du
nanomolaire) et semblent influencer le processus de leur présentation en les concentrant dans
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certains compartiments cellulaires favorisant leur dégradation et/ou leur rencontre avec les
molécules du CMH de classe Il et/ou de classe I. Ainsi, la reconnaissance des antigénes par
différents récepteurs peut influencer : 1) la quantité d'antigéne internalisé, 2) le compartiment
intracellulaire dans lequel I'antigéne est dégradé, 3) le répertoire des peptides produits, 4)
I'efficacité de chargement des peptides dans les molécules du CMH de classe Il ou de classe I,
5) I'état d'activation de la DC. Ce sont tous ces parametres qui contrdlent I'amplitude de
I'activation des lymphocytes T et le type de réponse qui va étre initie. Nous tenterons de
décrire les récepteurs connus, et responsables de l'une ou des deux de ces propriétés
(quantitative ou qualitative), essentielles a l'efficacité des DC dans leur fonction de
présentation.

4.1)- Reconnaissance non spécifique

La macropinocytose, est un processus par lequel les DC internalisent de grandes quantités de
liquide extracellulaire en absence de récepteur. Ce processus peut étre efficace pour la
présentation de trés fortes concentrations d'antigenes solubles. Cette ingestion, indépendante
des vésicules recouvertes de clathrine, s'effectue par des invaginations de la membrane sous la
dépendance de l'actine. Les DC dérivées de monocytes criblent ainsi les molécules de leur
environnement au rythme du volume d'une cellule par heure (Sallusto et al., 1995). Elles
présentent les antigénes, acquis a de fortes concentrations, par macropinocytose aux
lymphocytes T.

Cependant, la réalité physiologique de ce mécanisme n'est pas déemontrée. En d'autres termes,
les DC sont-elles soumises a de fortes concentrations d'antigenes solubles, a la phase initiale,
dans I'environnement d'infections ou de tumeurs ? De plus, ce mécanisme se fait en absence
de reconnaissance spécifique des antigénes et semble étre basé plus sur le principe quantitatif
que qualitatif. Comment les DC, dans de telles conditions, recoivent-elles les signaux
nécessaires a leur activation ?

Les DC sont également capables de phagocytose méme si elles sont moins efficaces que les
macrophages (Matsuno et al., 1996). Ce phénomeéne nécessite la polymérisation de I'actine qui
initie la formation de pseudopodes, qui vont "engloutir" la particule dans des structures
vésiculaires appelées phagosomes. Les cellules de Langerhans immatures ont aussi des
propriétés de phagocytose comme cela a été montré pour des pathogénes (Saccharomyces
cerevisiae, Corynebacterium parvum, Staphylococcus aureus), pour le zymosan, ou pour des
billes de latex (Reis e Sousa et al., 1993). La phagocytose d'une particule est un processus
important dans I'activité des DC, qui leur permet d'internaliser des corps étrangers de grande
taille (de l'ordre du micrometre). C'est un processus a deux étapes, la premiére est
I'attachement sur un récepteur qui est suivi par I'ingestion. Ceci nécessite donc, au préalable,
I'engagement d'un récepteur (bien que les récepteurs permettant la phagocytose de pathogéenes
ne soient pas toujours identifiés).
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4.2)- Reconnaissance directe des pathogenes par des récepteurs
Nous avons défini précédemment deux types d'immunité, innée ou acquise. Si lI'immunité
innée peut lutter directement contre des infections, I'immunité acquise, quant a elle, doit étre
éduquée et les lymphocytes T et B capables de reconnaitre le pathogéne doivent étre activés.
Ces deux bras de I'immunité possédent des récepteurs dont les codes génétiques sont basés sur
des stratégies fondamentalement différentes. Les récepteurs exprimés par les cellules de
I'immunité innée (PRR) ont émergé tot dans I'évolution pour reconnaitre des motifs communs
exprimés uniquement sur les pathogeénes. Leur spécificité est identique quelque soit le type
cellulaire qui I'exprime. Ces récepteurs n'ont pas besoin d'étre sélectionnés par I'organisme,
puisqu'ils l'ont été tout au long de I'évolution pour ne reconnaitre que des motifs qui
n'appartiennent pas a I'hote.
Les premieres fonctions associées a ces récepteurs devraient se placer dans la lutte directe
contre les pathogénes comme la sécrétion de peptides anti-microbiens (criptidines), ou
I'initiation de réponses inflammatoires. Puis, de nouvelles fonctions ont du apparaitre, liées au
role du systéme immunitaire inné dans I'activation des cellules de I'immunité acquise. Comme
le suggére Charles Janeway, ces récepteurs régulent I'expression des molécules de
costimulation, (CD80 et CD86), qui sont nécessaires a l'activation des lymphocytes (Janeway,
2001).

Des récepteurs de plus en plus spécifiques sont ensuite apparus, tels que les récepteurs des
lymphocytes T et des lymphocytes B, les cellules de I'immunité acquise. Ces récepteurs, au
contraire, nécessitent un réarrangement des segments géniques responsables de leur spécificité
et de leur diversite. Chaque lymphocyte exprime un seul récepteur qui a une spécificité
donnée. Dans le thymus pour les lymphocytes T, ou la moelle osseuse pour les lymphocytes
B, dés qu'un lymphocyte exprime un récepteur fonctionnel, il est sélectionné. Leur
différenciation, au terme de laquelle ils rejoignent la périphérie, est extrémement régulée, et
ceux qui reconnaissent trop fortement des molécules de I'organisme sont éliminés. Une fois en
périphérie pour survivre, ces lymphocytes T naifs ont besoin d'engager faiblement leur TCR
sur des complexes CMH/peptide du soi. Cet engagement est faible puisqu'il n'entraine leur
activation optimale, mais maintient I'noméostasie des lymphocytes T.

Lorsqu'un pathogéne pénetre dans I'organisme et stimule les cellules de I'immunité innée, ces
derniéres présentent alors des peptides en association avec les molécules du CMH et
augmentent I'expression des molécules de costimulation. C'est a la fois la présentation de
complexes CMH/peptides étrangers qui sont reconnus par de rares lymphocytes T avec une
trés fortes affinité, et la présence de molécules de costimulation, qui permettent I'activation et
la prolifération de ces lymphocytes T.
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On peut imaginer deux modéles, qui ne sont probablement pas exclusifs, d'ailleurs. Le
premier, ou tout est basé sur le répertoire des lymphocytes T qui ne doivent reconnaitre, avec
une forte affinité, que des complexes CMH/peptides étrangers, et ou les molécules de
costimulation auraient un role important, mais pas décisionnel. Le second, ou les lymphocytes
T seraient tout a fait capables de reconnaitre des complexes CMH/peptides étrangers et des
complexes CMH/peptides du soi, mais qui ne seraient activées qu'en présence de molécules de
costimulation qui auraient dans ce cas un role régulateur primordial. Dans ce second cas
néanmoins, les cellules de I'immunité innée (et nous parlons la des DC) qui régulent
subtilement leurs molécules de costimulation, joueraient alors un role prépondérant dans le
contrdle des réponses immunes. Il faut alors supposer que les DC possédent des moyens tres
spécifiques pour étre activées préférentiellement en présence de pathogénes. Nous allons
détailler les récepteurs impliqués dans la reconnaissance et la capture des pathogénes qui sont
exprimés par ces cellules.

4.2.1)- Les récepteurs de la famille Toll

Lors d'infections par des bactéries Gram-négatives, du lipopolysaccharide (LPS, endotoxine)
est libéré dans le microenvironnement du foyer infectieux. Un des mécanismes, servant a
activer et recruter les monocytes et les macrophages, utilise une protéine circulante, la LBP
(lipopolysaccharide binding protein) qui lie le LPS. Ce complexe est ensuite reconnu par les
monocytes via CD14. Bien que les DC n'expriment pas CD14, elles peuvent d'une part, étre
dérivées des monocytes CD14+ et d'autre part elles sont extrémement sensibles & la présence
de LPS. En effet, ce dernier induit efficacement leur maturation in vitro et in vivo, la sécrétion
de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IFN-y), et l'augmentation des molécules de
classe Il et de costimulation (CD80, CD86, CD40). Un mécanisme a été propose afin
d'expliquer comment, en absence de CD14, les DC pouvaient étre activees par le LPS. CD14
est une glycoprotéine ancrée dans la membrane plasmique des cellules par un motif
glycophosphatidylinositol (GPI). Une forme soluble existe dans le sérum et pourrait rendre
compte de l'effet du LPS sur les DC (Verhasselt et al., 1997). La découverte chez les
vertébrés, de récepteurs homologues aux molécules de la famille Toll, les TLR (Toll-Like
Receptors) (Aderem and Ulevitch, 2000; Anderson, 2000) a permis de mieux comprendre les
mécanismes d'action du LPS. Ce dernier est retenu par la LBP et CD14 soluble, ce complexe
s'associe alors au TLR4 pour transmettre un signal intracellulaire (Yang et al., 1998).

Les molécules Toll ont été originellement découvertes chez la Drosophile. Ces molécules
extrémement intéressantes sont des médiateurs de I'embryogenese, mais surtout sont
impliquées dans le déclenchement d'une immunité innée que I'on pourrait considérer comme
"primitive", car elles contrélent la sécrétion de peptides a activité anti-microbienne (Lemaitre
et al., 1997; Meister et al., 1997). Le laboratoire de Charles Janeway, a le premier caractérisé
un homologue de ces molécules Toll chez 'hnomme (Medzhitov et al., 1997). Ces TLR, dont
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on compte pour l'instant une dizaine de membres, pourraient représenter un des plus anciens
systemes de défenses contre les pathogenes trouvés chez les vertébrés, les insectes et les
plantes. Ces récepteurs TLR conférent aux cellules qui les expriment deux propriétés
impliquées dans la mise en place d'une réponse immune.

La premiere, est de détecter une grande variété de pathogénes (des bactéries Gram-négatives
ou Gram-positives, des mycobactéries, des champignons...), car les ligands reconnus sont
ceux hautement conservés chez les pathogenes, les PAMP, par exemple le LPS, des
carbohydrates, des peptidoglycanes, les acides nucléiques bactériens (caractérisés par des
motifs non méthylés de CpG) et les acides nucléiques viraux (caractérisés par des doubles
brins d'ARN) (Figure 8A). Chaque TLR pouvant reconnaitre plusieurs ligands qui ne sont
pas forcément partagés par les autres récepteurs. Par exemple, TLR2 reconnait entre autres
des peptidoglycanes et des lipoprotéines, TLR4 est sensible au LPS et aux acides
lipoteichoique, TLR9 interagit avec les ADN CpG des bactéries.

La seconde, est leur capacité a transduire des signaux d'activation intracellulaire. Les TLR
sont des protéines transmembranaires de type I, contenant plusieurs domaines extracellulaires
riches en leucines, un domaine intracellulaire tres similaire & la portion cytoplasmique du
récepteur a I'lL-1. Ce domaine est responsable des signaux d'activation intracellulaire capable
de lier les molécules adaptatrices MyD88 ou TIRAP (Horng et al., 2001) qui permettent le
recrutement de kinases comme IRAK qui sont ensuite associées a des facteurs de
transcription, notamment de la famille de NF-kB (Medzhitov et al., 1997) et des MAP-kinases
(Muzio et al., 1998) (Figure 8B). Les ligands reconnus par ces TLR témoignent tous de la
présence de pathogenes dans l'environnement. Ce sont donc des récepteurs extrémement
importants qu'il est logique de trouver exprimés par les DC (Kaisho and Akira, 2001;
Pulendran et al., 2001b).

L'engagement des TLR induit la maturation des DC qui augmentent leur molécules de
costimulation et produisent des cytokines pro-inflammatoires (Hertz et al., 2001; Krug et al.,
2001; Re and Strominger, 2001; Thoma-Uszynski et al., 2000). L'analyse des profils
d'expression des ARNm des dix TLR, sur trois populations de DC humaines, ont montré de
grandes différences d'expression selon l'origine des DC (Kadowaki et al., 2001). Les DC
CD11c+ immatures du sang expriment les ARNm des TLR1, 2, 3 >>5, 6, 8 et 10. En réponse
aux peptidoglycanes des ligands de TLR2 ces DC produisent du TNF-a, de I'IL-6 et de I'lL-
12. Des DC immatures dérivées a partir de monocytes (les DC1) ont des ARNm spécifiques
de TLR1, 2, 4, 5, 8 >> 6. La stimulation de ces DC1 par des peptidoglycanes provoque la
sécrétion de TNF-a et d'IL-6. Enfin, les DC plasmacytoides (les DC2) expriment les ARNm
des TLR7,9>>1, 6 et 10. Les cytokines produites par ces DC2 sont I'lFN-a en présence CpG
et I'lL-12 en présence d'ARN double brin.

44



Mycoplasmes
A Mycobactéries

Spirochetes Bactéries
Lipoprotéines ~ Gram positives _
Lipopeptides L|poprote|ne Bactéries .
Peptidoglycans (PGN) Gram négatives ~ Bactéries
Acides lipotéichoiques (LTA éri
Levures p ques (LTA) LPS ADN bactérien (CpG)
Zymosan
Plantes
Taxol
TLR4 TLR9
Domaine TIR l
MyD88

B

Voie dépendante

Voie indépendante IRAK de MyD88

de MyD88
Ko TRAF6

O|KB b

NF-xB

MAP K
(p38, ERK, JNK)

"_dundl
Induction des molécules de
costimulation et des cytokines

Figure 8 : Ligand et signalisation intracellulaire des récepteurs de la
famille Toll.

A) Jusqu'a présent, certains ligands de trois TLR (TLR2, 4, 9) ont pu étre identifiés. L'origine de ces
ligands est spécifiée en italique. CD14 retient le ligand et facilite I'interaction avec les TLR.

B) La portion intracellulaire des récepteurs de la famille Toll (Domaine TIR) est homologue a la
région intracellulaire des récepteurs a I'lL-1. Ces trois récepteurs empruntent une voie de
signalisation intracellulaire dépendante de MyD88 qui active séquentiellement NF-xB et les MAPK
grace a IRAK et TRAF6. Seul le TLR4 possede aussi une voie d'activation, indépendante de MyD88,
qui conduit également a I'activation de NF-kB et des MAPK mais avec une cinétique ralentie.

MAPK : mitogen-activated protein kinase, IRAK : IL-1 receptor associated kinase, MyD88 : myeloid
differentiation factor 88, TRAF : tumor necrosis factor asociated factor, ERK : extracellular signal-
regulated kinase, JNK : Jun N-terminal kinase

Adapté de Kaisho, T. et Akira, S., Trends in Immunology. 2001, 22: 78-83
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE



Il'y a deux notions importantes a souligner dans ces résultats. La premiére, est que le profil
d'expression des TLR par une population de DC est directement corrélé a la capacité de
réponse a un certain type de stimulus microbien (LPS, ou peptidoglycanes, ou CpG, ou
d'ARN double brin). Un ligand néanmoins, provenant de I'organisme a été montré capable
d'activer des cellules de I'immunité innée via TLR2 et TLR4, la protéine HSP60 (Heat Shoc
Protein) (Ohashi et al., 2000; Vabulas et al., 2001). Les protéines HSP, qui contrélent la
conformation des protéines et préviennent leur agrégation, peuvent étre libérées par les
cellules endogénes lors d'un stress qui témoigne d'une situation de "danger".

La seconde, est que I'engagement d'un TLR est associé a un type de réponse particulier, c'est-
a-dire a la sécrétion de certaines cytokines (TNF-a, ou IFN-a, ou IL-6, ou IL-12). Ces deux
notions suggerent que I'efficacité des DC a induire un type de réponse pourrait dépendre des
informations recues du pathogéne et de I'environnement, mais aussi de leur profil d'expression
en TLR.

Ces récepteurs Toll sont extrémement intéressants car ils sont dédiés a la détection de la
présence de pathogenes en induisant I'activation des DC. Cependant, leurs fonctions ne
semblent pas directement associées a la présentation d'antigénes. Ce qui peut s'expliquer
(outre l'absence d'études concernant les propriétés de présentation antigénique par ces
récepteurs), par la nature des ligands reconnus qui sont essentiellement solubles et plut6t des
sucres, des glycoprotéines ou des lipides. Le récepteur TLR2 néanmoins, est efficace pour
présenter, dans le contexte des molécules de classe |, un antigene formé d'une protéine
(OmpA) composante de la membrane externe de bactéries Gram-négatives (Klebsiella
pneumoniae) couplée a de I'ovalbumine (OVA) (Jeannin et al., 2000).

L'activation cellulaire et I'internalisation des pathogenes afin de présenter des peptides aux
lymphocytes T, pourraient étre deux fonctions séparées, qui se sont associées au cours de
I'évolution. Les TLR correspondraient aux premiers récepteurs apparus dans I’évolution, et
destinés a induire une immunité. lls ne nécessitent pas la capture des pathogénes, mais étaient
responsables de I’activation des cellules. Ils induisent des fonctions effectrices, comme la
sécrétion de peptides bactéricides, qui a évolué vers la production de cytokines (entre autres).
L'évolution du systétme immunitaire a permis l'apparition de lymphocytes T ayant une
reconnaissance de plus en plus spécifique des agents pathogénes, via leur TCR. L'ingestion
est une fonction trés ancienne, impliquée dans la nutrition des cellules. La nécessité de
stimuler ces lymphocytes a généré de nouvelles fonctions, comme I’internalisation des
pathogenes, mais associée au processus de présentation de peptides en association avec les
molécules du CMH.
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4.2.2)- Les récepteurs au mannose

Le récepteur au mannose (MMR) est spécifique de glycoprotéines, ayant des résidus
mannose, fucose, N-acetyl-glucosamine ou glucose terminaux (Stahl and Ezekowitz, 1998).
Ces résidus sont rarement trouves a la surface des cellules de vertébrés mais ce sont des
composants de la surface de bactéries, de levures ou de parasites. C'est un récepteur
transmembranaire, de la famille des lectines de type I, contenant un domaine riche en cystéine
en NH2 terminal, un domaine fibronectine de type Il, huit domaines de reconnaissance aux
carbohydrates, un domaine transmembranaire et un petit domaine intracellulaire. Ce dernier
contient des motifs d'endocytose.

Ce récepteur au mannose est principalement exprimé par les macrophages et les cellules
endothéliales du foie. Peu de DC I'expriment, si ce n'est celles dérivées des monocytes a un
stade immature (Sallusto et al., 1995) ainsi qu'une population présente dans le sang (CD4+,
CD11b-), car elles présentent des antigenes mannosilés dans le contexte des molécules de
classe Il (Tan et al., 1997) mais aussi par les molécules de classe | non classiques CD1b
(Prigozy et al., 1997). 1l a méme été suggéré que le récepteur au mannose pourrait participer a
la capture de virus et & la production d'IFN-a par cette population de DC sanguine (Milone
and Fitzgerald-Bocarsly, 1998). Bien que les cellules de Langerhans internalisent le zymosan,
de maniére dépendante du mannane, ces cellules ne semblent pas exprimer le récepteur au
mannose. Ceci suggere qu'elles expriment un autre récepteur rendant compte de I'endocytose
de résidus mannosilés. Un bon candidat, DEC-205, est une protéine appartenant a la famille
du récepteur au mannose.

DEC-205 est une protéine trés proche du récepteur au mannose bien qu'elle contienne dix
domaines lectine de reconnaissance aux carbohydrates. DEC-205 a été cloné chez I'homme et
chez la souris et présentent 77% d’homologie sur la séquence d'acides aminés, suggérant une
forte conservation au cours de I'évolution (Kato et al., 1998). Cependant, il n'y a que 30%
d’homologie sur la séquence d'acides aminés entre DEC-205 et le récepteur au mannose,
laissant supposer que les fonctions précises de ces deux molécules sont peut-étre différentes.
Initialement mis en évidence chez la souris dans les tissus périphériques grace a un anticorps
monoclonal (NLDC-145 pour : Non Lymphoid Dendritic Cells) reconnaissant les cellules de
Langerhans (Kraal et al., 1986), la molécule a été trouvée plus tard et nommée DEC-205
(Swiggard et al., 1995). Puis il s'est avéré que les DC dérivées de la moelle osseuse, celles du
sang et de la lymphe étaient capables d'exprimer cette molécule, et méme au sein des organes
lymphoides (rate, ganglions, thymus) ou deux populations ont émergé sur la base de DEC-205
positive et DEC-205 négative (Inaba et al., 1995; Witmer-Pack et al., 1995). Dans les organes
lymphoides, I'expression de DEC-205, bien que ce ne soit pas systématique, est généralement
associee a l'expression de CD8a. Les cellules se localisent au niveau des zones T et sont dites
DC interdigitées.
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Méme si le ligand de DEC-205 n'est pas encore identifié, cette molécule semble intervenir
dans la capture et la présentation d'antigénes. En effet, des DC dérivées de la moelle osseuse
présentent des anticorps de lapin spécifiques de DEC-205 a des hybridomes T CD4,
reconnaissant des peptides issus de la dégradation des 1gG de lapin (Jiang et al., 1995). DEC-
205 est un récepteur d'endocytose qui recycle, et délivre les antigénes dans les endosomes
tardifs et lysosomes, riches en molécules de classe Il et en LAMP-1 (Lysosomal Associated
Membrane Proteins) (Mahnke et al., 2000). Il semblerait cependant, que le récepteur au
mannose ne délivre pas son ligand dans ces mémes compartiments.

In vivo, une protéine chimérique, faite de la partie spécifique de I'anticorps NLDC-145 et du
peptide issu du HEL (46-61) a été utilisée, pour délivrer le peptide sur le DEC-205 exprimé
par les DC. Une injection, par voie sous cutanée ou dans le sang, permet de diriger I'antigene
sur les DC des zones T des organes lymphoides. Elles induisent ensuite I'activation et la
prolifération de lymphocytes T CD4 spécifiques de ce peptide, préalablement transférés dans
ces souris (Hawiger et al., 2001). Cependant, méme si cette activation est plus efficace
qu'apres immunisation avec le peptide en présence de CFA, le nombre de lymphocytes T CD4
produits décroit rapidement et les cellules restantes ne répondent plus a une nouvelle
immunisation. Néanmoins, la coinjection de cette protéine chimérique avec l'anticorps
agoniste spécifique de CD40, permet de soutenir I'activation des lymphocytes T CD4 et de
prolonger I'immunité.

Ces résultats posent différentes questions. Le domaine intracellulaire de DEC-205 ne posséde
pas de motifs capables de transduire une cascade d'activation et il n'a jamais été démontré que
I'engagement de ce récepteur induisait la maturation des DC. Ceci est surprenant pour un
récepteur qui devrait étre impliqué dans la reconnaissance de pathogene et donc capable
d'activer les cellules. Est ce que la fonction de DEC-205 se limite a délivrer les antigenes dans
les bons compartiments de présentation, riches en molécules de classe 11 ? Lors de I'injection
de la protéine chimérique par voie sous cutanée cette derniére est-elle prise en charge au site
d'injection par des cellules de Langerhans par exemple, ou directement par les DC au sein des
zones T des ganglions ? Enfin dans ces organes lymphoides les DC semblent avoir différents
niveaux de maturation ou, celles qui sont dans la zone marginale de la rate sont plus
immatures que celles localisées dans les zones T. Les DC présentes dans les zones T semblent
avoir atteint un stade terminal de maturation qui s'accompagne genéralement (tout du moins
in vitro) d'une diminution des capacités de capture antigénique. Pourquoi, alors, ces DC
expriment-elles toujours DEC-205, et, quel est son réle ?

Enfin, d'autres molécules appartenant a la famille des lectines de type C ont été identifiées : la
langérine, DCIR (Bates et al., 1999), NKRP1A (Poggi et al., 1997). La langérine contient un
domaine de reconnaissance aux carbohydrates (Valladeau et al., 2000). Elle posséde, de plus,
dans sa région intracellulaire un domaine riche en proline qui pourrait participer a la
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transduction d'un signal, bien qu'il n‘ait pas été démontré qu'elle puisse induire la maturation
outre la formation des granules de Birbeck. La langérine est en effet, exprimée exclusivement
a la surface des cellules de Langerhans et semble participer a la reconnaissance d'antigenes
qui sont ensuite concentrés directement dans ces granules. Cependant, ces granules ne sont
pas des compartiments riches en molécules de classe Il. Ce qui suggére que le devenir de
I'antigéne, reconnu par la langérine serait différent du routage classique de la voie
d'endocytose dédiee a la présentation aux lymphocytes T CD4. Le ligand de la langérine n'a
pas été précisément identifié bien que cette molécule possede la séquence potentielle de
liaison au mannose et que la fixation de I'anticorps reconnaissant la langérine, soit inhibée en
présence de mannane. Le rdle de cette molécule reste donc encore a éclaircir.

4.2.3)- Les récepteurs aux cellules nécrotiques ou
apoptotiques
Les DC doivent induire une immunité. Elles sont trés sensibles a des signaux exogénes
produits par des pathogenes. Néanmoins, elles sont aussi capables de répondre a des signaux
endogenes, delivrés par des cellules soumises a un fort stress qui peut induire la mort par
nécrose (comme lors d'une blessure ou d'une infection). La mort par apoptose (mort cellulaire
programmée), en revanche, est un evenement “naturel” qui se produit tout au long de la vie
d'un organisme. Il existe actuellement une controverse afin de savoir lesquelles, des cellules
nécrotiques ou apoptotiques, sont les plus efficaces pour activer les DC. L'intérét de cette
question se situe dans le cadre du développement de nouvelles immunothérapies anti-
tumorales.
Les cellules nécrotiques libérent dans le milieu des produits témoignant d'un stress, comme
les protéines de choc thermique : les HSP (Palliser, 2001). Ces protéines ont deux propriétés,
elles jouent un réle dans l'activation du systéme immunitaire inné et dans l'induction de
réponses cytotoxiques. Tout d'abord, ces protéines provoquent la maturation des DC (Singh-
Jasuja et al., 2000) HSP60 par exemple, est reconnus par le TLR2 (Vabulas et al., 2001).
Ensuite, elles possédent des sites de liaisons a des peptides. Elles peuvent étre purifiées et
chargées en peptides synthétiques in vitro, et délivrer ces derniers tres efficacement dans les
compartiments appropriés a la présentation dans le contexte des molécules de classe |
(Castellino et al., 2000). Il a donc été intéressant de tirer profit de ces complexes, HSP
associees a des peptides immunogéniques endogenes, qui peuvent également étre relargués
par les cellules tumorales nécrotiques, dans le cadre de la lutte anti-tumorale (Wells and
Malkovsky, 2000).
La capture de cellules apoptotiques peut aussi étre importante, lors de la mise en place d'une
immunité contre des infections ou des tumeurs, qui dans certains cas peuvent induire
I'apoptose. 1l peut donc étre favorable au systeme immunitaire de présenter des antigénes
exprimés par ces cellules apoptotiques. Les DC sont capables de phagocyter des cellules
nécrotiques et apoptotiques ainsi que d'en présenter des antigenes (Albert et al., 1998b;
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Ferlazzo et al., 2000). Ces dernieres sont reconnues par des intégrines exprimées par les DC
comme avB3 (Rubartelli et al., 1997), avp5, mais aussi par des récepteurs comme CD36
(Albert et al., 1998a). CD14 et le récepteur au complément peuvent également intervenir dans
la capture des corps apoptotiques (Gregory, 2000). Néanmoins, des études comparatives ont
montré que les cellules nécrotiques libéraient plus de protéines HSP que les cellules
apoptotiques (Basu et al., 2000) et que des cellules tumorales nécrotiques étaient plus
immunogénes que les mémes cellules rendues apoptotiques (Melcher et al., 1998; Sauter et
al., 2000).

L'hypothese actuelle suggére que la mort par apoptose n'est pas un signal de danger,
contrairement a la nécrose, et que non seulement les cellules apoptotiques seules ne peuvent
activer efficacement le systéme immunitaire mais qu'en plus, elles induiraient plutdt un état de
non réponse (Gallucci et al., 1999; Steinman et al., 2000). En effet, il a été démontré, au
niveau de l'intestin, que les DC pouvaient transporter des corps apoptotiques jusqu'aux
ganglions mésentériques et qu'elles étaient peu efficaces a activer des lymphocytes T (Huang
et al., 2000a). Dans le cas d'infections virales, les DC pourraient capturer des cellules
infectées apoptotiques. Leur immunogénicité pourrait alors étre favorisée par la présentation
d'antigénes exogénes dérivés des protéines virales et, par des facteurs d'activation (IFN-o)
produits par microenvironnement local soumis a I'infection.

4.3)- Reconnaissance indirecte des pathogenes par des
récepteurs
Les cellules de l'immunité innée sont également capables de profiter des produits de
I'immunité acquise comme les anticorps, pour reconnaitre les pathogénes. Il existe différents
systéemes pouvant interagir avec les immunoglobulines et les trois majeurs sont : 1) les
récepteurs aux fragments cristalisables (Fc) des immunoglobulines (FcR), 2) le récepteur au
complément (CR), 3) les transporteurs d'immunoglobulines. Nous ne détaillerons ici que les
FcR et les CR (les transporteurs d'immunoglobulines étant impliqués dans le passage des
immunoglobulines au travers des muqueuses).

4.3.1)- Les récepteurs au complément
Le complément est un ensemble d'une trentaine de protéines a la fois sériques, et présentes a
la surface cellulaire. Il fait partie de l'immunité innée et a de nombreux réles dans
I'établissement de réponses effectrices comme I'éradication de pathogenes et le déclenchement
des reactions inflammatoires (Carroll, 1998; Carroll and Fischer, 1997). Les composants du
complément interagissent, par exemple, avec les IgM et les IgG de complexes immuns par la
fixation de C1q. Ceci déclenche la cascade d'activation classique du complément, générant les
unités C3 et les composants protéolytiques qui peuvent alors détruire la particule (pathogénes
ou cellules) sur laquelle ils sont fixés. Les récepteurs au complément participent également
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dans la mise en place d'une réponse contre un antigene. Il a été montré que du HEL, couplé au
composant C3d, était beaucoup plus immunogéne que du HEL libre, suggérant un réle de ce
récepteur dans la capture d'antigénes et la présentation de peptides antigéniques (Dempsey et
al., 1996).

Des populations de DC expriment un certain nombre de récepteurs au complément, bien que
les fonctions de ces récepteurs ne soient pas toujours identifiées sur ces cellules. Les DC du
sang expriment MAC-1 (CR3 : CD11b/CD18) (Thomas et al., 1993). Dans la rate et les
ganglions, certaines populations expriment également CD11b. Les DC interstitielles et les
cellules de Langerhans expriment le récepteur pour le composant C5a (CD88) et répondent a
cette stimulation en déclenchant les processus de migration (Yang et al., 2000).

4.3.2)- Les récepteurs aux fragments Fc des
immunoglobulines
Les FcR permettent la capture et l'internalisation des antigénes opsonisés. Ils combinent, en
plus a cette propriété, la capacité d'activation de la cellule qui les expriment et d'acquisition de
fonctions effectrices. Le potentiel extraordinaire de ces récepteurs est de conférer aux DC,
grace a une famille d'une dizaine de membres, la possibilité de reconnaitre plusieurs milliers
de formes antigéniques différentes.

Les récepteurs spécifiques des fragments Fc des immunoglobulines (Daeron, 1997; Ravetch,
1997) ont une distribution cellulaire variée (macrophages, DC, cellules NK, neutrophiles,
mastocytes, lymphocytes B...). lls sont responsables d'une grande diversité de fonctions
effectrices telles que la phagocytose par les macrophages, 'ADCC (Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity) par les cellules NK, l'activation des neutrophiles, la dégranulation des
mastocytes, la sécrétion de mediateurs de I'inflammation, I'inhibition des lymphocytes B, et la
capture et la présentation d'antigéne par les DC qui s'accompagne de leur activation. Il existe
des récepteurs FcuR, FcaR, FceR, FcyR, pour chaque classe d'immunoglobuline, IgM, IgA,
IgE, 1gG, respectivement. A I'exception du récepteur de faible affinité aux IgE, FceRII
(CD23) qui est une lectine, tous ont des motifs extracellulaires appartenant a la superfamille
des immunoglobulines. Les récepteurs les plus étudiés sont les FceR et FcyR. Nous
développerons plus précisément les FcyR (Ravetch and Bolland, 2001) et leur participation
dans la reconnaissance antigénique par les DC.

La famille des FcyR peut étre divisée en trois classes : les FcyRI (CD64) de forte affinite (Ka=
10°M™) qui peuvent lier des anticorps solubles, les FcyRIl (CD32) et FcyRIIl (CD16) de
faible affinité (Ka= 10'M™), ne fixant les anticorps que lorsqu'ils sont engagés en réseau avec
des antigenes (les complexes immuns) (Bonnerot and Daeron, 1994; Capel et al., 1994).
Chaque classe comprend plusieurs représentants (FcyRla, b, ¢, FcyRlla, b, ¢ FcyRIlla, b chez
I'hnomme). Chaque récepteur est compose d'une chaine a qui assure la spécificité de la classe
et de l'isotype des immunoglobulines reconnues. En effet, il semblerait que chez la souris les
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IgG1 et 1gG2b soient reconnues par les FcyRII et FcyRIII alors que les 1gG2a sont reconnues
par les trois types de récepteurs (Hazenbos et al., 1998; Meyer et al., 1998).

4.3.2.1)- Structure des FcyR et signalisation
intracellulaire
La transduction des sighaux sous ces récepteurs est assurée soit directement par la chaine o
(FcyRIla et FcyRIIc), soit indirectement grace a des sous unités accessoires. Trois chaines
accessoires ont été décrites (la chaine vy, la chaine 3 et la chaine &), qui peuvent étre partagées
par les récepteurs, FcyRla et FcyRIlla. Elles sont responsables de l'assemblage et de la
signalisation intracellulaire de ces récepteurs. Par exemple, les FcyRla, FcyRllla, et FceRl
sont couplés a la chaine y et les souris déficientes en chaine y n'expriment aucun de ces
récepteurs (Takai et al., 1994). La chaine [ est associée avec les FcyRllla et FceRI. La chaine
€, qui est associée avec FcyRIlla, est également présente dans le complexe multicaténaire du
TCR. La chaine y et la chaine { sont homodimériques (y-y et C-£), mais elles peuvent
s'associer pour donner un complexe hétérodimeérique (y-C). Enfin, la chaine 3 est une protéine
a quatre domaines transmembranaires qui ne se dimérise pas. Les structures des différents
FcyR humains sont représentées dans la figure 9.
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Figure 9 : Représentation schématique des récepteurs aux fragments Fc
des IgG chez | 'homme.

Chez I'nomme, chaque classe de FcyR est représentée par deux ou trois genes.

Les formes solubles connues pour chaque sous classe sont également représentées par sFcyRIb, par
exemple.

EC : Domaine extracellulaire comportant les motifs appartenant a la superfamille des
immunoglobulines, GPI : Glycosyl phosphatidyl inositol, 1gG3=1>>>2,4 : ordre de spécificité du
FcyR en fonction de la sous classe d’1gG, . ITAM, . ITIM

Adapté de Capel, P. et al., Immunomethods. 1994, 4: 25-34
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE



La voie de signalisation intracellulaire de beaucoup de FcyR est semblable a celle des
récepteurs a l'antigéne : le TCR des lymphocytes T, et le BCR des lymphocytes B. Ceci
s'explique par la présence de motifs ITAM (Immune Receptor Tyrosine Activation Motif),
communs aux FCR, BCR et TCR, dans les régions intracytoplasmiques (Cambier, 1995). Ces
motifs sont présents directement sur la chaine o ou sur les sous unités. Ce sont des séquences
consensus composées de six acides aminés conservés dans une séquence longue d'environ 26
acides aminés (D/EX;D/EX,YX,LX7YX,L). Les chaines y et B contiennent un motif ITAM
alors que la chaine C en contient trois. Lors de I'agrégation de ces récepteurs, ces motifs sont
tout d'abord phosphorylés ce qui provoque alors le recrutement et I'activation de tyrosines
kinases de la famille Src (lyn, Ick, hck, Fgr) puis de tyrosines kinases de la famille Syk (syk,
ZAP-70, btk, emt). Ces protéines phosphorylent et activent ensuite de nombreux substrats
intracellulaires tels que PI3K et les PLC-y ce qui résulte en l'augmentation du calcium
intracellulaire. Ces événements conduisent a l'activation des petites protéines G, comme ras,
qui phosphorylent les MEK kinases, qui peuvent ensuite activer les MAP kinases. Une fois
dans le noyau, ces MAP kinases activent les facteurs de transcription (NF-kB, c-fos, c-jun)
qui induisent les fonctions effectrices correspondant a la fois au type de FCR engagé et au type
cellulaire qui I'exprime. Cette description du processus d'activation intracellulaire, qui est
schématique et bréve, ne rend pas compte de la spécificité d'activation de telle ou telle
tyrosine kinase qui est tres dépendante du type cellulaire et des FcR étudiés.

Nous noterons également I'existence d'autres FCR qui ne contiennent pas de motifs
d'activation mais, des motifs d'inhibition : les ITIM (Immune Receptor Tyrosine Inhibitor
Motif). Ces motifs sont des séquences consensus composées de trois acides aminés conservés
dans une séquence longue d'environ six acides aminés (I/V/L/SXYX,L/V). Un seul géne est
présent chez I'homme et chez la souris; c'est le récepteur inhibiteur FcyRIlIb qui est une
glycoprotéine caractérisée par un domaine extracellulaire trés similaire aux récepteurs
activateurs, mais qui contient dans son domaine intracellulaire un motif ITIM. Il est
principalement exprimé sur les lymphocytes B, macrophages, neutrophiles et les mastocytes.

Enfin, il est important de souligner que, contrairement aux récepteurs a l'antigene comme le
TCR et le BCR, les FcR ne sont pas exprimés de maniére clonale et la plupart des cellules
expriment plus d'un type de FcR. Ainsi, dans les processus d'engagement des FcR,
I'agrégation de FcR identiques est un évenement qui doit étre rare. La coagrégation de
différents FCR ou méme avec d'autres type de récepteurs est plus probable. Par exemple, le
FcyRI1b coagrege avec le BCR des lymphocytes B, et inhibe la signalisation intracellulaire de
ce récepteur (Daeron et al., 1995).

4.3.2.2)- Expression des FcR par les cellules dendritiques

Les DC semblent exprimer différents récepteurs Fc (FcaR, FceRI, FcyRI, FcyRII, FcyRIN ?)
qui permettent la capture d'antigénes opsonisés par des anticorps. Néanmoins, a I'heure
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actuelle le descriptif complet des différents FCR exprimés par les différentes populations de
DC n'est pas précisement établi. Les anticorps qui jouent un réle dans I'immunité innée, lors
de la premiére rencontre avec un pathogéne, sont probablement de faible affinité et déja
présents dans le sérum.

Bien que les IgM soient les premiers anticorps produits et qu'ils jouent un réle important dans
les premieres étapes de la réponse immune, peu d'éléments sont connus concernant les
caractéristiques structurales et fonctionnelles d'un FcuR. L'existence d'un récepteur spécifique
aux IgM a pourtant été suggérée sur les lymphocytes T, les lymphocytes B et les cellules NK
(Mathur et al., 1988; Nakamura et al., 1993; Pricop et al., 1993). Récemment, un récepteur
(Fca/uR), capable de fixer des IgA et des IgM, a été cloné chez la souris et son homologue a
été trouve chez I'hnomme (Shibuya et al., 2000). Bien que, ces études n‘aient pas encore été
réalisées sur les DC on peut pourtant penser qu'elles devraient exprimer un tel récepteur. Un
mécanisme indirect existe néanmoins, pour reconnaitre les IgM via le récepteur au
complément.

Le récepteur, FcaR (CD89), aux IgAl et IgA2 est exprimé, in vivo, par les DC interstitielles
humaines (Geissmann et al., 2001).

Le récepteur de forte affinité aux IgE, FceRlI, est exprimé par les cellules de Langerhans
(Bieber et al., 1992) ainsi que par les DC du sang humain (Maurer et al., 1996).

Les récepteurs FcyRIIb, FcyRIl1a sont exprimés sur les cellules de Langerhans, chez la souris,
(Esposito-Farese et al., 1995). Les DC du sang humain exprimeraient plutdt les FcyRI et
FcyRIl (Fanger et al., 1996). Bien que les DC humaines ne semblent pas exprimer FcyRIII, il
a été démontré que la forme soluble de ce récepteur pouvait activer les DC, suggérant méme
qu'elles pourraient I'utiliser par un mécanisme dépendant de CR3 (MAC-1) et de CR4 (de la
Salle et al., 1997). L'expression de FcyRI sur ces cellules est, de plus, augmentée en présence
des cytokines IFN-y et IL-10 (Fanger et al., 1997). Les DC dérivées de la moelle osseuse de
souris, quant a elles, pourraient exprimer les trois classes FcyRI, FcyRII et FcyRII (Regnault
etal., 1999).

4.3.2.3)- Fonctions de présentation d'antigéne des FcR
Au dela de leur role dans l'activation cellulaire, les FcR jouent un rdle prépondérant dans
I'internalisation (Figure 10) (Amigorena and Bonnerot, 1999a; Amigorena and Bonnerot,
1999b). Les complexes immuns solubles sont internalisés par endocytose et les grosses
particules sont internalisées par phagocytose. Ces deux processus d'internalisation requiérent
les motifs ITAM (bien que leur réle soit peu clair). L'internalisation par ces FCR permet la
présentation des antigenes a des lymphocytes T CD4. Nous avons pu mettre en évidence que
lorsque l'antigéne et encapsulé dans des liposomes opsonisés, des concentrations 1000 a
10000 fois inférieures sont alors suffisantes, comparé au méme antigéne soluble. Nous
montrerons, dans les articles 1 et 2, que les FCR permettent de délivrer les antigenes
efficacement pour qu'ils soient présentés en association avec les molécules de classe 11 (Serre
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et al., 1998) mais aussi de classe | (Machy et al., 2000). La présentation dans le contexte
classe Il est acquise tres précocement lors de la différenciation en DC, alors que la
présentation dans le contexte classe | nécessite un stade développemental plus tardif.

L'efficacité de ces récepteurs s'explique de maniére quantitative. Pour internaliser la méme
quantité d'antigéne, la cellule nécessite 1000 fois plus d'antigene lorsque celui-ci est soluble et
capturé par macropinocytose, que lorsqu'il est endocyté grace a un récepteur. De plus, il y a
un aspect qualitatif. En effet, les épitopes produits dans ces deux cas, ne sont pas identiques.
L'endocytose par un récepteur favorise I'émergence de peptides dits cryptiques, c'est a dire
profondément enfouis dans les repliements de la protéine et dont I'apparition nécessite une
dégradation importante. 1l a été démontré que I'endocytose par des récepteurs permettait la
concentration des antigenes dans des compartiments profonds de la voie d'endocytose ou les
processus de dégradation protéique sont les plus drastiques (Forquet et al., 1999;
Zimmermann et al., 1999).

Des DC dérivées des monocytes du sang humains présentent a des lymphocytes T CD4, de
faibles concentrations d'un antigene opsonisé avec des IgG (Sallusto and Lanzavecchia,
1994). Ces FcyR jouent un réle prépondérant dans la présentation des antigénes dans le
contexte des molécules de classe Il. Il a également été montré qu'ils étaient capables de
délivrer les antigenes pour qu'ils soient présentés dans le contexte des molécules de classe |
(Guyre et al., 2001; Regnault et al., 1999). Le récepteur de forte affinité aux IgE, FceRl, est
responsable de la présentation d'antigene et ceci de maniére dépendante d'une protéase, la
cathepsine S (une protéase a cystéine) (Maurer et al., 1997; Maurer et al., 1998).
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Figure 10 : Signalisation intracellulaire et internalisation sous le récepteur

aux fragments Fc des Ig6 humaines.

Lors de l'agrégation de FcyR par des particules opsonisées, les kinases de la famille Src sont
responsables de la phosphorylation de la chaine y des FcyR, ce qui entraine le recrutement et
I'activation de kinases de la famille Syk qui induisent I'internalisation des particules. Les kinases de
la famille Src ont également une fonction dans l'induction de la polymérisation de I'actine,
événement essentiel pour la phagocytose de la particule.

Adapté de Fitzer-Attas, C. J. et al., J. Exp. Med. 2000, 191, 4: 669-82
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE

4.3.2.4)- Roles des FcR /n vivo

L'efficacité démontrée in vitro a suggéré que ces récepteurs pouvaient étre de bonnes cibles
pour délivrer des antigénes in vivo aux DC et pourraient permettre de réduire la quantité
requise d'antigéne pour induire une réponse immune (Guyre et al., 1997). L'injection
d'anticorps couplés a des peptides, permet d'augmenter la demi-vie de ces peptides, de les
cibler sur des cellules exprimant les FcR, de réduire de 100 a 1000 fois la quantité de peptides
nécessaires pour activer des lymphocytes T (Zanetti, 1992). In vivo, la participation de FcR a
été montrée sur des DC circulant dans la lymphe afférente. Pour cela, des moutons sont
immunisés avec de I'OVA afin d'induire la production d'anticorps anti-OVA endogénes. De
I'OVA fluorescente est ensuite injectée dans le derme, et la lymphe afférente de ces animaux
est recueillie par cannulation. Des 40 minutes, 50% des DC sont fluorescentes (indiquant
qu'elles ont capturé I'OVA) (Harkiss et al., 1990). L'immunisation de souris avec des
complexes immuns permet d'augmenter la réponse humorale contre I'antigene (Heijnen et al.,
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1996; Wernersson et al., 1999). L'influence des FcR a été plus précisément démontrée par
I'utilisation de souris deficientes en chaine y et donc n'exprimant ni les FcyRla, FcyRllla, ni
les FceRI. La génération de lymphocytes T CD4 spécifiques de I'OVA est moins importante
chez les souris déficientes en chaine y que chez les souris normales. Les réponses
d'hypersensibilité sont abolies, suggérant que les FcR sont importants pour la capture
d'antigénes par les DC, et par conséquent pour l'activation des lymphocytes T (Hamano et al.,
2000). Pour toutes ces raisons, les FCR sont des candidats potentiels pour délivrer des
antigénes dans les DC in vivo (Deo et al., 1997).

Lors d'une infection primaire, toutefois, deux scénarios pouvant expliquer le réle des
anticorps, sont probables. Des anticorps peuvent pré-exister et reconnaitre les agents
infectieux. Néanmoins, en absence d'anticorps, les FCR ne sont peut-étre pas les premiers
récepteurs qui interviennent lors d'une réponse primaire. lls pourraient étre impliqués plus
tardivement, dés que des anticorps spécifiques sont produits ou lors d'une réponse secondaire.

En conclusion, on peut maintenant mieux comprendre pourquoi les DC sont si peu
représentées dans I'organisme puisqu'elles ont déployé des moyens extraordinairement
efficaces pour reconnaitre et capturer les antigenes. Les DC emploient une grande diversité de
récepteurs pour détecter et/ou capturer les pathogenes (Figure 11). C'est une tout autre
stratégie que celle utilisée par les lymphocytes, ou la diversité repose sur la clonalité des
récepteurs exprimés. 1l est donc nécessaire de produire un grand nombre de lymphocytes pour
reconnaitre le maximum d'antigenes.

Les DC ont une grande plasticité pour reconnaitre des antigenes et les présenter en association
avec les molécules de classe Il. Nous avons montré, dans les articles 1 et 2, que les contraintes
imposées pour la présentation aux lymphocytes T CD4 sont beaucoup moins drastiques que
celles imposées pour la présentation aux lymphocytes T CD8 (Machy et al., 2000). En effet,
un antigene encapsulé dans des liposomes dirigés sur les molécules du CMH (non restreintes)
est aussi bien présenté aux lymphocytes T CD4 que lorsque que ces mémes liposomes sont
opsonisés. En revanche, seul le FCR permet la présentation des antigenes aux lymphocytes T
CD8.

L'expression de plusieurs combinaisons de récepteurs confére, aux diverses populations de
DC, des propriétés différentes de reconnaissance de certains types d'antigenes. Il est encore
important de déterminer, ex vivo, le potentiel des populations de DC a capturer des formes
variées d'antigénes, reconnus par divers récepteurs et en présence de divers stimuli
inflammatoires, et d'analyser leur capacité a présenter ces antigenes aux lymphocytes T et a
induire une réponse immune.
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Figure 11 : Molécules et récepteurs exprimés par les ¢

responsables de I'activation et/ou de la capture d'antigénes.
L'activation cellulaire et l'internalisation des pathogénes afin de présenter peptides aux
lymphocytes T, pourraient étre deux fonctions séparées qui se sont associées au cours de I'évolution.
Les premiers récepteurs apparus dans I'évolution (les TLR) ne nécessitent pas la capture des
pathogénes. Les fonctions qui sont couplées a ces récepteurs sont des fonctions effectrices comme la
sécrétion de peptides bactéricides par exemple, qui a évolué vers la production de cytokines (entre
autres). L'évolution du systtme immunitaire a permis l'apparition de lymphocytes ayant une
reconnaissance de plus en plus spécifique des agents infectieux. La nécessité de stimuler ces
lymphocytes a généré de nouvelles fonctions, comme l'internalisation des pathogénes dans le but d'en
présenter des peptides, en association avec les molécules du CMH. Dans ce schéma, les FCR sont
présentés comme des récepteurs qui seraient apparus plus tard dans I'évolution, capables de fixer et
d'internaliser les complexes immuns tout en activant les DC. Si les FcR ne fixent que les
immunoglobulines, on peut penser qu'ils sont apparus aprés ces derniéres. S'ils sont, en revanche,
capables de fixer la protéine C réactive, alors leur fonction pourrait étre plus ancienne. Néanmoins, il
existe actuellement une controverse sur le role des FCR dans la reconnaissance de cette protéine.
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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5)- La maturation des cellules dendritiques
L'efficacité des DC, lors de l'initiation des réponses immunes, peut s'expliquer par I'existence
de deux phases régulées de leur état d'activation : c'est la maturation. Elles perdent certaines
fonctions au profit de nouvelles, dans un ordre séquentiel et irréversible, qui leur permet
d'avoir deux états ségrégés, dans le temps et dans I'espace, ou leurs fonctions sont différentes.
Tout d'abord en périphérie, au stade immature, elles jouent leur r6le de sentinelle. Un signal
de "danger" (Matzinger, 1994; Matzinger, 1998) initie leur activation, qui se traduit par
I'attraction de précurseurs ou de DC immatures sur le site d'infection, par l'augmentation
transitoire des capacités de capture antigénique, par des changements d'expression des
récepteurs aux chimiokines orchestrant la migration vers les organes lymphoides.
Puis, dans les organes lymphoides secondaires, au stade mature, elles possédent la propriété
de présenter efficacement les antigenes aux lymphocytes T. Elles ont augmenté leurs
molécules du CMH et de costimulation. Durant cette seconde phase, elles dirigent les
interaction entre les lymphocytes T et les lymphocytes B, permettant I'établissement de la
réponse immune.
Ces changements fonctionnels se corrélent étroitement avec des modifications
morphologiques et phénotypiques (Figure 12).
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- expression forte des MHC 11 et des molécules de costimulation
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Figure 12 : Programme de maturation et de présentation antigénique

des cellules dendritiques.

Représentation schématique des fonctions perdues et acquises lors de la maturation des DC.
Les photos représentent la localisation des molécules de classe 11 révélées grace a des anticorps
spécifiques des molécules de classe 1l couplés au Texas Red.

CMH 11 : molécules de classe Il du CMH

Adapté de Watts, C. et Amigorena, S., Traffic. 2000, 1: 312-317
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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5.1)- Les changements morphologiques, phénotypiques et fonctionnels

Lorsqu'elles sont activées par un agent infectieux, les DC augmentent transitoirement la
capture d'antigenes. Elles diminuent aussi transitoirement, leurs B2-intégrines (ICAM-1, LFA-
1) afin de rester sur le site et de recruter d'autres cellules de I'immunité innée (Rescigno et al.,
1999). Elles produisent alors de grandes quantités de cytokines comme I'lL-12, IFN-y, IL-1,
TNF-a, IL-6, et des chimiokines IL-8 et MIP-1a. Puis, elles perdent leur activité d'endocytose
et de maniére conjointe I'expression de récepteurs responsables de la capture d'antigéne. Le
remodelage de I'expression, des intégrines et des récepteurs aux chimiokines, permet aux DC
de migrer des tissus périphériques jusqu'aux organes lymphoides secondaires a la rencontre
des rares lymphocytes T spécifiques des antigénes. Les DC changent ensuite de morphologie.
Elles réorganisent leur cytosquelette et développent de longues dendrites, ce qui augmente
leur surface membranaire et ainsi leur chance d'interagir avec les lymphocytes T. Ces
phénomenes aboutissent a la présentation avec des molécules de classe 11 qui sont alors, trés
fortement exprimées a la surface cellulaire. Elles ont également de profondes modifications de
leur phénotype, puisqu'elles augmentent dans ce méme temps I'expression des molécules
d'adhésion (ICAM-1, LFA-3) et de costimulation (CD80, CD86, CD40) nécessaires a
I'amplification de I'activation des lymphocytes T. Les modifications résultant de la maturation
des DC sont présentées dans la table 3.
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Immature Mature
+ Molécules présentatrice d'antigene : +++
CMH de classe | et de classe 11, CD1
+4+ Récepteurs a |'antigéne : +/-
Récepteur au mannose, DEC-205, FcyR
++ Activité endocytique +/-
+/- Mobilité ++
+ Molécules d'adhésion : +++
CD11a, b, ¢, CD50, CD54, CD58, DC-SIGN
+ Molécules de costimulation : +4++
CD80, CD86, CD40
- Sécrétions : +++
Interleukines : IL-1, IL-6, IL-12, TNF, IFN-q...
Chimiokines : TARC...
Récepteurs aux chimiokines :
CCR1 -> MIP1-a, RANTES, MCP-3, MIP-5
+4++ CCR2 -> MCPs -
CCR4 -> TARC, MDC
CCR5 -> MIP-1a, MIP-1B3, RANTES,
CCR6 -> MIP-3a
CXCR1 ->1L-8
CXCR2 ->
_ CXCR4 -> SDF-1 T+
CCR?7 -> ELC (MIP-3B), SLC (6Ckine)
+ Enzymes protéolytiques : -
Cystatine C (inhibiteur de la cathepsine S)
3 Immunoprotéasome +

Table 3 : Description des modifications apparaissant lors de la maturation des DC.
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5.2)- Induction de la maturation des cellules dendritiques par différents stimuli

L'essentiel de la physiologie des DC a pu étre appréhendé a partir du moment ou il a été
possible de générer ces cellules a un stade immature in vitro. Ceci a permis I'analyse précise
de l'influence de divers stimuli sur leur état de maturation. Les DC sont sensibles a leur
environnement, soit directement par la présence de pathogéne, soit par les informations
deélivrées par les cellules de I'néte, soit enfin par leur interaction avec des lymphocytes T
(Figure 13). 1l faut probablement considérer le programme de maturation des DC comme
une succession de stades séquentiels irréversibles ou I'état terminal est la mort par apoptose
(Winzler et al., 1997).
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Figure 13 : Les cellules dendritiques sont sensibles a de nombreux
stimuli.

Tout au long de leur vie, les DC vont rencontrer une multitude de stimuli qui vont contrdler leur
état de maturation.

En périphérie, elles sont sensibles a la présence d'agents infectieux, mais elles recueillent
également des informations délivrées dans le microenvironnement local par les cellules de
I'hdte. C'est ensuite, lors de leur interaction avec des lymphocytes T dans les organes
lymphoides, qu'elles recoivent les derniers signaux d'activation.

On peut penser que les DC compilent toutes ces informations afin de réguler la réponse qui se
met en place.

Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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Comme nous l'avons vu précédemment les DC expriment des TLR et sont typiquement
sensibles aux produits libéres par les pathogenes bactériens ou viraux (LPS, ARN double brin,
ADN CpG...) (Rescigno et al., 1999). D'autres récepteurs responsables de la capture
d'antigénes, sont capables d'induire I'activation des DC des qu'ils sont engagés (FCR).

Les produits bactériens ont un effet important in vivo, sur les DC présentes dans les organes
lymphoides secondaires. L'injection de LPS ou de STAg (fraction soluble de Toxoplasma
gondii) dans le sang chez la souris, provoque en 4h, la disparition des DC (CD8a-/CD11b+)
de la zone marginale au profit de l'augmentation de celles des zones T (CD8a+/CD11b-) de la
rate (De Smedt et al., 1996; Reis e Sousa and Germain, 1999; Reis e Sousa et al., 1997) et
aussi des plaques de Peyer (lwasaki and Kelsall, 2000). Ce mouvement des DC pourrait
suggérer que les DC CD8a-/CD11b+ se différencient en CD8a+/CD11b-. Les différentes
populations représenteraient les mémes cellules prises a différents stades d'activation
s'achevant par leur apoptose. Pourtant les relations entre les DC CD8a+ et CD8a- sont peu
définies. 1l semble que I'expression de CD8a soit extrémement stable dans le temps, et qu'elle
permette de distinguer deux populations différentes et, non pas, deux stades séquentiels de
maturation (De Smedt et al., 2001). Des phénomenes similaires ont également été mis en
évidence au sein de la rate chez I'nomme (Mcllroy et al., 2001). Ce mouvement trés transitoire
s'accompagne de leur maturation puisque les DC stimulées par le LPS perdent leurs propriétés
de capture et de présentation d'antigénes ex vivo, mais augmentent leur expression des
molécules du CMH et de costimulation, telles de CD80 et CD86, et sécrétent de I'lL-12 (De
Smedt et al., 1996). Il est difficile de discriminer un effet direct du LPS sur les DC in vivo, et
un effet indirect via les cytokines et les médiateurs de I'inflammation qui sont induits, comme
le TNF-a, I'IL-1, I'IL-6, I'IL-12 et le GM-CSF.

Les DC sont egalement tres sensibles au microenvironnement local et peuvent étre activées
par des cytokines. Par exemple, les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1
induisent in vitro leur maturation (Sallusto et al., 1995). Les interférons de type | peuvent
également promouvoir la maturation des DC (Luft et al., 1998). En revanche, des cytokines
anti-inflammatoires, comme I'lL-10, sont capables d'inhiber les fonctions des DC (Allavena et
al., 1998; Steinbrink et al., 1997). Nous avons précédemment décrit que des produits
endogenes pouvaient aussi étre a l'origine de la maturation des DC, comme les HSP. In vivo,
une injection systémique de TNF-o ou d'IL-1f induit une forte accumulation des DC dans les
organes lymphoides (Roake et al., 1995), et une injection par voie sous cutanée provoque la
migration des cellules de Langerhans vers les ganglions drainants (Cumberbatch et al.,
1997b).

Une fois dans les ganglions, les DC doivent interagir avec des lymphocytes et
vraisemblablement des molécules, appartenant & la famille des TNF/TNF-R, telles que
CD40/CD40L, Fas/FasL, TRANCE (TNF-Related Activation-Induced Cytokine)/RANK
(Receptor Activator of NF-xB), jouent un role trés important dans la physiologie des DC
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(pour revues voir (van Kooten and Banchereau, 1997; van Kooten and Banchereau, 2000;
Vogel and Noelle, 1998)). La molécule CD40 est exprimée faiblement de fagon constitutive
(elle peut étre fortement augmentée en présence de divers stimuli) sur les DC, les
lymphocytes B, les monocytes, les macrophages, les précurseurs hématopoiétiques, les
cellules épithéliales et endothéliales. CD40L, par contre, est majoritairement exprimé sur les
lymphocytes T CD4 activés, mais aussi sur les basophiles, éosinophiles, cellules NK et sur
une sous population de lymphocytes T CD8. In vitro, I'engagement de CD40 provoque
l'augmentation des molécules du CMH et de costimulation CD80, CD86, ICAM-1, LFA-3, 4-
1BBL, ainsi que des enzymes telles que des métalloprotéinases, mais aussi la sécrétion d'IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a et de MIP-1a (Caux et al., 1994), et augmente la survie
des DC (Ludewig et al., 1995). Les résultats obtenus in vivo suggerent également un role
important de CD40 pour la sécrétion d'lL-12 (Schulz et al., 2000), et aussi en termes de survie
(Miga et al., 2001), ce qui a pour conséquences de maintenir I'immunité.

L'injection systémique de LPS entraine, au bout de deux jours, la déplétion complete des DC
de la rate. Néanmoins, un signal de survie peut étre délivré par des lymphocytes T CD4
reconnaissant un peptide présenté par ces DC, retardant ainsi leur apoptose de quelques
heures (De Smedt et al., 1998). CD40 semble étre, en partie, responsable de ce signal car
I'injection d'un anticorps spécifique de CD40 peut remplacer l'interaction avec des
lymphocytes T CD4. Cependant, en présence de lymphocytes T CD4 l'injection d'un anticorps
reconnaissant cette fois ci CD40L, afin de bloquer CD40, n'inhibe pas la protection des DC.
D'autres molécules ont pu étre mises en évidence comme Fas/Fas-L (Rescigno et al., 2000),
TRANCE/RANK (Anderson et al., 1997; Josien et al., 2000; Josien et al., 1999) qui activent
efficacement les DC.

Enfin, LAG-3 (Lymphocyte Activated Gene-3), une protéine trés proche de la molécule CD4,
qui est exprimée par les lymphocytes T CD4 et CD8 activeés, se fixe sur les molécules de
classe Il et induit, en combinaison avec CD40, la production d'IL-12 et de TNF-a par des DC
dérivées des monocytes (Avice et al., 1999). Il a également été montré que I'engagement des
molécules de classe Il par des anticorps provoque la sécrétion d'IL-12 par des DC murines
issues de la rate (Koch et al., 1996). Il semblerait qu'outre leur role dans la présentation
antigénique, les molécules de classe Il pourraient aussi induire une cascade d'activation
intracellulaire, par I'intermédiaire des PKC (Mourad et al., 1993).

L'interaction entre une DC et un lymphocyte T CD4 est donc un dialogue bidirectionnel et
dynamique qui, via CD40 (entre autres) provoque l'activation des DC et leur survie, ce qui
maintien et prolonge leur potentiel a stimuler les lymphocytes T et a soutenir leur
différenciation en cellules effectrices.

Le couple CD40/CD40L aurait donc au moins deux fonctions : I'une qui est de protéger ces
DC de la mort par apoptose et l'autre qui est d'induire I'état terminal de maturation afin
qu'elles puissent accomplir leurs fonctions. En effet, I'engagement de CD40 a été montré
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important pour I'acquisition, par les DC, des propriétés de stimulation des lymphocytes T
CD8. Nous nous sommes intéresses aux propriétés de présentation dans le contexte des
molécules de classe Il et de classe |, et nous discuterons ce point dans le paragraphe 8.3).
Dans le cadre de la vaccination, il est important de caractériser les mécanismes par lesquels
les DC acquiérent pleinement leurs fonctions de stimulation des lymphocytes T.

6)- Les propriétés de migration des cellules dendritiques
Actuellement deux processus de migration des DC sont proposés : l'un constitutif qui
permettrait le maintien de la tolérance périphérique et de I'homéostasie des lymphocytes T, et
I'autre, induit (lors d'infection ?), qui permettrait la mise en place d'une réponse immune.

Pour exercer leur fonction de surveillance et de défense contre les agents pathogenes, les
cellules du systéeme immunitaire, et particuliérement les DC, doivent en permanence circuler
dans l'organisme. Ce trafic est trés finement contrdlé, car aux phénomenes migratoires
constitutifs chez le sujet sain, s'additionne le recrutement massif de cellules mobilisées en un
site donné pour faire face a une agression. La régulation de ces mouvements dépend en
grande partie de la production de chimiokines et de I'expression de différents récepteurs aux
chimiokines. Les migrations spontanées, qui ont lieu dans un sujet sain, permettent donc aux
cellules de résider dans leur propre zone au sein des organes lymphoides secondaires, ainsi les
participants majeurs de la réponse immune sont en place pour réagir a I'invasion d'un antigéne
étranger. Les lymphocytes T naifs recirculent principalement au sein des organes lymphoides
secondaires, mais une fois qu'ils ont été stimulés, ils quittent ces organes et migrent jusqu'au
site d'infection ou ils exercent leurs fonctions effectrices afin d'éliminer les pathogénes. Ainsi
les lymphocytes et les DC restent compartimentalisés jusqu'a ce qu'ils aient besoin de
coopérer pour initier une réponse immune. Chaque type cellulaire migrant au bon endroit et
au bon moment pour exercer les fonctions de surveillance et de combat qui lui sont
spécifiques. C'est la régulation conjointe de l'expression des chimiokines et de leurs
récepteurs qui guide les migrations des cellules dans les tissus.

Les chimiokines sont de petites molécules de moins de 100 acides aminés, qui favorisent le
déplacement de diverses cellules vers leur site de production, au niveau des sites
inflammatoires, ou au niveau des sites de I'établissement de la réponse immunitaire, dans les
organes lymphoides. On distingue quatre familles, selon le nombre et I'espacement de leurs
résidus cystéines dans leur région amino terminale, appelées C, CC (a 2 premiéres cystéines
contigués) type IL-8, CXC (ou un acide aminé est intercalé entre les 2 premiéres cystéines), et
CX3C. Les récepteurs aux chimiokines appartiennent a la famille des récepteurs ayant 7
domaines transmembranaires. Ces récepteurs sont couplés a des protéines G hétérotrimériques
(sensibles a la toxine de Bordetella pertussis). Les DC régulent finement I'expression des
récepteurs aux chimiokines lors de leur programme de maturation, car leur physiologie repose
en grande partie sur leur pouvoir de migration (Cyster, 1999; Dieu-Nosjean et al., 1999;
Sallusto et al., 1999).
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6.1)- Migration des cellules dendritiques de la périphérie vers
les organes lymphoides secondaires
Le recrutement des DC immatures et de leurs précurseurs, au sein des tissus enflammés,
s'effectue grace & l'expression d'une grande variété de récepteurs aux chimiokines de
I'inflammation, tels que CCR1, CCR2, CCR5, CCR6, CXCR2, et CXCR1. Les combinaisons
de divers récepteurs aux chimiokines, peuvent contribuer grandement au recrutement sélectif
de certaines populations de DC en certains sites particuliers. Par exemple, CCR6 (le récepteur
a MIP-3a) est exprimé a un fort niveau par les DC pulmonaires et par les DC dérivées in vitro
des précurseurs CD34+ du sang de cordon, et non pas, par les DC dérivées des monocytes.
Une hypothése serait que le recrutement de DC immatures dans le foie et les poumons, se
fasse grace a la chimiokine MIP-3a., qui est sécrétée constitutivement dans ces organes. Une
autre chimiokine, MCP1, pourrait contribuer activement au processus constitutif, de migration
des DC. En effet, MCP est sécrétée dans plusieurs tissus et, bien que son récepteur CCR2 ne
soit pas exprimé par les DC immatures, il I'est, en revanche, fortement par les monocytes, qui
peuvent se différencier en DC immatures lors de la diapédese au travers des vaisseaux
lymphatiques (Randolph et al., 1998).
Lorsqu'elles sont soumises a des stimuli inflammatoires ou a des endotoxines, les DC
engagent un processus de maturation permettant leur migration jusqu'aux organes lymphoides
secondaires les plus proches. Durant cette maturation, elles perdent I'expression des
récepteurs aux chimiokines de l'inflammation (CCR6) au profit des récepteurs aux
chimiokines lymphoides (CCR7). Ces changements d'expression permettent aux DC activées,
de trouver leur chemin jusqu'aux zones T des organes lymphoides secondaires (Dieu et al.,
1998). De plus, les DC diminuent I'expression des molécules d'adhésion telle que E-
cadherine. Les cellules de Langerhans qui augmentent I'expression de CCR7 deviennent ainsi
sensibles a SLC (Secondary Lymphoid organ Chemokine = 6Ckine) (Chan et al., 1999) et
ELC (EBV-induced molecule-1 ligand chemokine = MIP-3p) (Dieu et al., 1998). Le rdle de
SLC dans le processus de migration des DC et des lymphocytes T a été mis en évidence avec
les souris plt, qui portent une mutation spontanée dans SLC, entrainant un défaut d'expression
de la chimiokine (Gunn et al., 1999). Le nombre de DC dans les ganglions lymphatiques de
ces souris est trois fois moins important que dans les souris normales. SLC semble permettre
aux DC le passage dans les zones T des ganglions lymphatiques a partir des HEV et non pas
I'entrée dans la circulation lymphatique elle méme. Néanmoins, il n'est pas exclu que le défaut
d'entrée des DC puisse étre da, initialement, a I'absence de lymphocytes T dans les organes
lymphoides secondaires de ces souris. SLC est tout particulierement responsable de
I'adhérence des lymphocytes T au niveau des HEV. Bien que CCR7 puisse reconnaitre deux
chimiokines, ELC et SLC, il semble que, seule cette derniere, rende compte de I'entrée des
lymphocytes T et des DC dans les organes lymphoides secondaires.
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Les mécanismes permettant aux DC d'entrer dans la circulation lymphatique et de pénétrer au
sein des ganglions lymphatiques, via le sinus sous capsulaire, pour rejoindre les zones T sont
présentés dans la figure 14. Elles doivent alors interagir rapidement avec les lymphocytes
spécifiques de I'antigéne qu'elles présentent. Afin d'augmenter leur probabilité de rencontre
avec les lymphocytes T elles sécretent, elles aussi, des chimiokines capables de les attirer,
telles que ELC (Ngo et al., 1998), et DC-CK-1 (Dendritic Cell-derived chemokine 1) (Adema
et al., 1997). D'autres chimiokines, produites par les DC, sont capables d'attirer certaines sous
populations de lymphocytes T activés (mais pas naifs) comme, RANTES, IP-10 (Interferon-
inducible Protein-10) (Foti et al., 1999), TARC (Thymus and Activation-Regulated
Chemokine) (Lieberam and Forster, 1999), MDC (Tang and Cyster, 1999). Ces chimiokines
qui jouent probablement un réle dans la promotion des interactions entre DC et lymphocytes,
sont produites aprés de longues périodes de maturation des DC in vitro. Toutefois, le role de
ces chimiokines capables d'attirer des lymphocytes déja activés est encore obscur pour la
compréhension des mécanismes de mise en place de la réponse immune. Cependant, ceci
pourrait s'expliquer grace aux démonstrations récentes de la nécessité, tout au moins pour les
lymphocytes T CD4, de réengager plusieurs fois leur TCR, afin de se différencier en
effecteurs. De plus, ce mécanisme est aussi un moyen de ne laisser entrer en division que les
lymphocytes fortement spécifiques des antigenes présentés. Les DC, elles aussi activées par la
rencontre avec l'antigene et les premieres interactions avec lymphocytes T, en partie via
CD40L, sécretent MDC et TARC. Ces chimiokines pourraient maintenir l'interaction des DC
avec des lymphocytes T et soutenir ainsi leur activation mutuelle.
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Figure 14 : Migration des cellules de Langerhans jusqu'aux zones T des
ganglions.

De nombreux stimuli provoquent la diminution d'expression des récepteurs aux chimiokines de
I'inflammation (CCR1, CCR5, CCR6, CXC1) au profit de l'augmentation d'expression des
récepteurs aux chimiokines sécrétées par les ganglions (CCR7).

SLC, un ligand de CCRY7, est sécrété au niveau des HEV (par les cellules stromales dans le
ganglion), et par les cellules endothéliales des vaisseaux lymphatiques. ELC, un autre ligand de
CCRY, est produit par des DC de la zone T (et probablement aussi par des cellules stromales).
Ces chimiokines semblent responsables de la migration des cellules de Langerhans de la peau
jusgu'aux ganglions.

- La cellule foncée, migrant dans les vaisseaux lymphatiques afférents, représente une cellule de
Langerhans quittant I'épiderme, pour devenir une cellule voilée de la lymphe, puis une DC
interdigitée des zones T des ganglions.

- Les zones légerement grisées représentent les follicules B ou BLC est produit.

- De nombreuses cellules ne sont pas représentées sur ce schéma, telles que les DC dérivées des
monocytes.

- Outre les chimiokines citées, d'autres parameétres influencent I'interaction entre les DC et les
lymphocytes T, comme la matrice cellulaire, les fibres réticulaires ou les molécules d'adhésion.

SLC : Secondary Lymphoid organ Chemokine = 6Ckine, ELC : EBV-induced molecule-1
ligand chemokine = MIP-33, BLC : B Lymphocyte Chemoattractant

Adapté de Cyster. J., J. Exp. Med. 1999, 189: 447-450 Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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6.2)- Circulation moléculaire de la peau vers les ganglions cutanés via la
lymphe afférente
Il m'est apparu important de discuter les phénomeénes rendant comptes de la circulation de
molécules solubles (chimiokines, antigenes) dans les ganglions lymphatiques. Stephen Shaw a
réalisé beaucoup d'études sur l'architecture des ganglions et sur la circulation de la lymphe
(Gretz et al., 1997; Gretz et al., 1996; Gretz et al., 2000).
Les ganglions sont des structures trés compartimentées que les molécules solubles ne
traversent pas librement. Ceci signifie que les molécules solubles arrivant par les vaisseaux
lymphatiques afférents n'ont pas acces a la zone T ou aux HEV de maniére anarchique mais
que leur distribution est trés controlée. 1l existe un systéme de circulation qui est régulé par
I'infrastructure réticulaire a l'intérieur des ganglions. En effet, des fibres de collagéne, se
ramifient de facon trés serrée, a partir du sinus sous capsulaire, au travers des zones T,
jusqu'aux HEV. Ces fibres réticulaires sont formées de fibroblastes qui créent un conduit,
réalisant un espace extracellulaire imperméable, séparé des lymphocytes T du cortex. Cette
infrastructure réticulaire agit comme un conduit permettant aux molécules solubles de
traverser le ganglion mais, a aussi un réle de protection des lymphocytes vis-a-vis du milieu
extérieur. Ces conduits pourraient, par exemple, expliquer comment les cellules endothéliales
des HEV présentent des chimiokines a leur surface, permettant le recrutement des
lymphocytes T de la circulation sanguine dans le ganglion, alors qu'elles ne les produisent
pas. Les chimiokines ne sont pas nécessairement produites dans le ganglion, elles peuvent étre
synthétisées au site d'inflammation (comme MIP-1pB, IL-8), puis étre acheminées par la
lymphe afférente et se concentrer ensuite au niveau des HEV. Il semblerait donc que les HEV
représentent un moyen de communication entre le tissu périphérique et les lymphocytes T
circulants. Ainsi lorsque les vaisseaux lymphatiques afférents sont ligaturés ceci provoque
une régression des HEV, une perte d'expression de la L-sélectine et une forte diminution des
lymphocytes T colonisant le ganglion, soulignant I'importance du trafic moléculaire au sein
des ganglions.
Stephen Shaw a démontré que le devenir, au niveau du ganglion, de molécules fluorescentes
injectées par voie sous cutanée, était dépendant de leur poids moléculaire et de leur taille
(Gretz et al., 2000). Les molécules solubles, injectées dans les coussinets plantaires, entrent
dans les vaisseaux lymphatiques afférents et se déversent dans le sinus sous capsulaire. Les
grosses molécules (supérieures a 10 nm) rejoignent la lymphe efférente via le sinus sous
capsulaire et la medulla tandis que les petites molécules (inférieures a 10 nm) entrent dans les
fibres réticulaires pour étre délivrées dans les HEV (Figure 15). Néanmoins, cette
ségrégation, dépendante de la taille des molécules, se visualise essentiellement trente minutes
apres injection puisque apres 4h, méme les grosses molécules sont retrouvées dans les zones
T. L'hypothése est que les protéines de haut poids moléculaires (ou les liposomes)
s'accumulent dans le sinus sous capsulaire ou elles sont capturées par des macrophages ou des
DC, qui peuvent ensuite transporter I'information par leur redistribution au sein des zones T.
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De méme que, l'injection de LPS dans le sang, provoque la relocalisation des DC des zones
marginales vers les zones T, on peut imaginer que la capture d'un antigene par les DC, des
zones marginales de la rate (ou des sinus sous capsulaire des ganglions ?), peut induire
I'activation de ces DC et provoquer leur redistribution.

Sinus sous _
capsulaire Vaisseaux

lymphatiques
A \& « afférents
sy
P

Fibres
réticulaires
Médulla
Vaisseaux
lymphatiques y Artere v
efférents Veine
Circulation des molécules Circulation des molécules
supérieures a 10 nm inférieures a 10 nm

Figure 15 : Circulation des molécules dans le ganglion lymphatique en

fonction de leur poids moléculaire et de leur taille.

La circulation des molécules au sein des ganglions est un processus extrémement régulé. Les
molécules injectées par voie sous cutanée parviennent, grace a la lymphe, au sinus sous capsulaire en
quelques minutes. Leur devenir dépend, ensuite, de leur poids moléculaire et de leur taille.

A) Les grosses molécules circulent dans le sinus sous capsulaire, d'ou elles gagnent la médulla, pour
atteindre la lymphe efférente. Ainsi les grosses molécules ne traversent jamais le cortex sous forme
soluble. Il semblerait néanmoins, qu'aprés plusieurs heures, elles puissent atteindre la zone T. Elles
sont, dans ce cas, transportées par des cellules capables de capturer ces molécules et de migrer a la
rencontre des lymphocytes T. La migration a l'intérieur méme du ganglion se fait le long des fibres
réticulaires. Le devenir des liposomes, de 200 nm de diamétre, doit étre le méme que celui décrit ci-
dessus.

B) Les petites molécules, quant a elles, vont avoir deux possibilités. Soit, comme les grosses
molécules, suivre la voie externe dans le ganglion pour atteindre la médulla et la lymphe efférente.
Soit traverser le cortex des ganglions, grace aux fibres réticulaires constituées de fibroblastes formant
un manchon et un espace extraganglionaire imperméable, pour rejoindre les HEV.

Adapté de Gretz, E. et al., J. Exp. Med. 2000, 192: 1425-1439 Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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7)- Les propriétés de présentation antigénique dans le contexte des molécules du CMH par les
cellules dendritiques

Nous nous sommes essentiellement intéresses a la présentation d'antigénes protéiques. Nous
ne discuterons pas ici des capacités des DC a exprimer des molécules CD1, qui sont des
molécules proches des molécules de classe | qui lie la B2-microglobuline et qui jouent un role
dans la présentation d'antigénes non peptidiques.

7.1)- Présentation d'antigénes exogénes par les molécules de
classe IT du CMH
Nous détaillerons, tout d'abord, la structure et le trafic intracellulaire normal des molécules de
classe Il dans les DC immatures. Puis, seront décrits les processus de régulation mis en
évidence dans les DC lors de la maturation, afin de comprendre comment, les peptides dérivés
des antigénes exogenes s'associent avec ces molécules avant d'étre exportés en surface, afin de
stimuler des lymphocytes T CDA4.

7.1.1)- Structure et trafic intracellulaire des molécules
de classe IT
Les molécules de classe Il H-2-1E et H-2-1A chez la souris, HLA-DR, HLA-DQ... chez
I'hnomme, sont exprimées de facon constitutive sur les cellules présentatrices d'antigénes (DC,
lymphocytes B, macrophages). Elles peuvent étre induites par I'IFN-y et I'lL-4 sur de
nombreux types cellulaires tels que les cellules épithéliales, thyroidiennes ou sur les
lymphocytes T humains activeés.
Les molécules de classe Il appartiennent a la superfamille des immunoglobulines. Ce sont des
glycoprotéines membranaires constituées de deux chaines, s'associant de fagon non covalente,
pour former des dimeres : la chaine o de 33kDa et la chaine B de 28kDa (Figure 16).
Chacune est composée, de deux domaines extracellulaires (al et a2, B1 et f2), d'un domaine
transmembranaire, et d'une région intracytoplasmique tres courte d'une quinzaine d'acides
aminés. Des données cristallographiques ont démontré que les domaines extracellulaires a1 et
B1 s'associent pour former une niche, ouverte a ses extrémités, dans laquelle peut se fixer un
peptide de 10 a 20 acides aminés. Cette niche est formée de huit feuillets antiparalléles et de
deux hélices o, chaque domaine ol et B1 apportant quatre feuillets B et une hélice a. La
spécificité de fixation entre les peptides et les molécules de classe Il est dictée par des
interactions entre la niche et les résidus d'ancrage des peptides. Les résidus les plus
polymorphes sont localisés dans le sillon et sur les bords de la niche ordonnant ainsi, la
fixation d'une seule famille de peptides.

Les molécules de classe Il sont synthétisées dans le cytoplasme puis, assemblées dans le

réticulum endoplasmique, et ensuite exportées vers la surface cellulaire. Le trafic
intracellulaire des molécules de classe Il est directement corrélé a leur fonction. En effet, pour
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que des peptides, résultant de la dégradation protéolytique d'un antigene, puissent s'associer
aux molécules de classe I, il faut d'une part, que les voies de transport de ces molécules
croisent les compartiments d'endocytose et d'autre part que les molécules, H-2M et H-20,
interviennent pour permettre la régulation du chargement en peptides (Figure 17). Les
chaines o et B des molécules de classe Il en cours de synthese, sont adressées au réticulum
endoplasmique ou, grace a des protéines chaperonnes, la calnexine et BiP (Immunoglobuline
heavy chain Binding Protein), elles s'associent & la chaine invariante (li) formant des
complexes (ap)li. C'est ensuite la trimérisation de ces complexes qui permet I'adressage de
ces nonaméres (of)sliz vers les premiers compartiments de la voie d'endocytose, les
endosomes précoces.

La chaine invariante est une glycoprotéine membranaire de type Il qui assure le transport
intracellulaire des molécules de classe 1l. Elle s'associe de maniére non covalente aux dimeres
(ap) et assure trois fonctions importantes. Tout d'abord, c'est une protéine chaperonne pour
les molécules de classe Il. Ensuite, elle protége le sillon de toute association de peptides
endogenes au niveau du réticulum endoplasmique ou dans I'appareil de Golgi. Enfin, elle
porte des motifs d'adressage, dans sa partie intracellulaire, permettant de diriger les molécules
de classe Il, lors de leur exportation a la surface cellulaire, vers les compartiments
d'endocytose ou elle est progressivement dégradée, laissant libre le sillon pour le chargement
avec des peptides exogenes.
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Niche apeptide | Figyre 16 : Structure des molécules de classe IT.
) ‘J' - Les molécules de classe Il sont composées de deux chaines o et 3.
AT Chacune de ces chaines est constituée de quatre domaines :
- la niche a peptide formée des domaines a1l et 1,
- les domaines appartenant a la superfamille des immunoglobulines
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7.1.2)- La voie d'endocytose et le chargement en peptides des molécules
de classe Il
La voie d'endocytose est composée de plusieurs compartiments vésiculaires qui different par
leur acidité, leur densité, leur morphologie et leur contenu en protéines résidantes ou
internalisées. Schématiquement, I'antigéne internalisé est tout d'abord concentré dans les
endosomes précoces qui sont situés sous la membrane plasmique. La dégradation
protéolytique débute dans ces compartiments faiblement acides (pH de 6 & 6,5). Les
endosomes précoces semblent avoir un rble de dissociation et de tri des complexes
récepteur/ligand, ou les récepteurs sont recyclés vers la surface cellulaire et les ligands sont
transportés par bourgeonnements vésiculaires vers les endosomes tardifs. Ces derniers, plus
proches du noyau et plus acides (pH de 5,5 a 6), accumulent les structures internalisées qui
sont ensuite entrainées vers le dernier compartiment : les lysosomes. Situés autour du noyau,
ils sont caractérisés par un pH tres acide (pH de 4,5 a 5,5), une opacité en microscopie
électronique et par la présence de nombreuses enzymes protéolytiques.
Un transport vésiculaire, dirigé par les petites protéines G Rab, permet un échange abondant
de matériel entre ces différents compartiments. Durant leur transport, des compartiments
précoces vers les compartiments tardifs, les antigénes rencontrent un gradient croissant de
protéases, et un gradient décroissant de pH. Diverses endopeptidases sont impliquées dans la
dégradation séquentielle des antigénes, des cystéines-protéases telles que les cathepsines L, S,
B et des aspartates protéases telles que les cathepsines D et H. De plus, l'acidification
progressive de ces compartiments est nécessaire pour l'activation des enzymes protéolytiques
telles que les hydrolases acides et les cystéines-protéases. Les régions les plus accessibles
seront donc rapidement dégradées dans les endosomes précoces. Les régions plus internes
dans la structure de la protéine nécessiteront, en revanche, un processus de dégradation plus
intense.
C'est la dégradation simultanée des antigénes exogénes et de la chaine invariante dans ces
compartiments qui permet aux peptides antigéniques, produits grace a lI'action séquentielle de
diverses endopeptidases et exopeptidases, de s'associer aux molécules de classe Il s'ils
répondent aux contraintes structurales ordonnées par la niche a peptide. Il est a noter que les
molécules de classe Il sont tres résistantes a la protéolyse. La chaine invariante est dégradée
de fagon séquentielle par diverses protéases. La derniére étape de dégradation, sous l'action
des cathepsines S ou L, conduit a la formation d'un complexe (classell/CLIP), formé des
dimeres o de classe Il et d'un peptide issu de la degradation de la chaine invariante, CLIP
(pour : MHC class-11 associated invariant chain peptide). Les échanges, entre le peptide CLIP
et un peptide issu de la dégradation des antigénes exogeénes, sont régulés par H-2M et H-20
(HLA-DM et HLA-DO chez I'nomme) (Busch et al., 2000). H-2M est une molécule capable
de s'associer aux complexes classe I1/CLIP ou classe Il/peptide de faible affinité. Une fois ces
peptides libérés, H-2M stabilise les molécules de classe 1l vides, les protége d'une dégradation
éventuelle, et catalyse leur association avec un peptide de forte affinité. H-20 régulerait la
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fonction de H-2M. Pour que les molécules de classe Il puissent présenter un répertoire
peptidique, le plus large possible, dérivé de la dégradation superficielle mais aussi profonde, il
faut qu'elles aient accés aux divers compartiments d'endocytose, des plus précoces aux plus
tardifs.

Cependant, deux compartiments dédies a la présentation antigénique, riches en molécules de
classe Il et en H-2M, mais distincts des endosomes précoces et des lysosomes, ont été mis en
évidence : tout d'abord, des structures multivésiculaires semblant étre apparentées aux
endosomes tardifs, les MIIC (pour : MHC class Il enriched compartiments) ou la chaine
invariante est dégradée et les molécules de classe Il chargées en peptides; et, ensuite, un
compartiment plus apparenté aux endosomes précoces, les CIIV (pour : Class Il containing
Vesicles). L'équipe de Hans Geuze a proposé un modele, définissant les différents
compartiments impliqués dans le chargement en peptides comme étant des compartiments
classiques de la voie d'endocytose (Geuze, 1998) (Figure 18). D'aprés ce modele, les
molécules de classe 1l seraient adressées dans les MIIC ou la chaine invariante commencerait
a 'y étre dégradée. Les molécules de classe Il seraient ensuite transportées de plus en plus
profondément dans la voie d'endocytose, jusqu'a ce qu'elles s'associent avec un peptide de
forte affinité.

Le transport des complexes classe I1/peptide de ces compartiments a la surface cellulaire est
encore mal connu. Cependant, deux hypotheses sont proposées. La premiére, suggére que les
molécules de classe Il transiteraient dans les MIIC puis dans les CIIV en direction de la
surface. La seconde, propose une fusion directe des compartiments de chargement en peptides
avec la membrane plasmique. Cette fusion entrainerait par la méme occasion l'exocytose de
vésicules riches en molécules de classe Il dans le milieu extracellulaire. Ces veésicules,
appelées exosomes, ont été décrites initialement dans les cellules B (Raposo et al., 1996) puis
dans les DC (Thery et al., 1999) et pourraient jouer un réle dans la genération de la réponse
immune (Zitvogel et al., 1998). De plus, la fusion des compartiments de chargement en
peptides avec la membrane plasmique aurait une autre conséquence importante sur la fagon
dont les molécules de classe Il sont agencées a la surface cellulaire, provoquant probablement
leur concentration dans des microdomaines.
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Figure 18 : Transport des molécules de classe II dans les différents

compartiments de la voie d'endocytose.
Chaque compartiment est caractérisé par sa morphologie et par la présence (+++) ou l'absence
(-) de certains marqueurs.

TR : récepteur a la transférine, MPR : récepteur au mannose 6-phosphate, LAMP-1 : lysosomal
associated membrane protein, CD63 : marqueur du lysosome, CMH Il : molécules de classe Il
du CMH, CMH Il/peptide : complexe molécule de classe Il et peptide, 1i-COOH et li-NH2 :
sont les formes de dégradation de la chaine invariante ou 1i-NH2 représente le peptide CLIP

Adapté de Geuze, H., Immunology Today. 1998, 19: 282-287  Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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7.1.3)- Les voies de présentation de I'antigene par les molécules de
classe 11 dans les cellules dendritiques
Trois voies de présentation antigénique dans le contexte des molécules de classe Il ont été
décrites dans les DC (Davoust and Banchereau, 2000). La premiére, dite classique (Figure
19A), suit les différentes étapes décrites précédemment. Cette voie nécessite des molécules de
classe Il nouvellement synthétisées, et est dépendante de la chaine invariante et de H-2M. La
seconde voie de présentation dite alterne (Figure 19B) est indépendante de la chaine
invariante et de H-2M et ne nécessite pas les molécules de classe Il nouvellement
synthétisées. Elle requiert le recyclage des molécules de classe Il de la membrane plasmique
vers les compartiments de la voie d'endocytose précoces ou s'effectue un échange de peptide
avant réexpression en surface. Les peptides qui sont accessibles a ces molécules de classe Il
recyclées sont donc dérivés de domaines externes des antigenes qui sont libérés apres une
faible activité protéolytique. La troisieme voie de présentation est la possibilité de chargement
en peptide directement a la membrane plasmique (Figure 19C). En effet, les DC immatures
expriment a leur surface des molécules de classe Il vides et H-2M (Arndt et al., 2000). Des
protéases extracellulaires peuvent dégrader des antigénes externes, générant ainsi des peptides
pouvant étre chargés sur les molécules de classe Il vides directement a la surface cellulaire
des DC (Santambrogio et al., 1999). Néanmoins, il semblerait que la voie la plus efficace dans
le cadre de I'activation des lymphocytes T soit la voie classique.
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Figure 19 : Trois voies de chargement en peptides des molécules de
classe II dans les cellules dendritiques.

A, B, L'antigéne est capturé et internalisé par un récepteur, puis concentré dans un compartiment
riche en molécules de classe Il ou il est dégradé en peptides parmi lesquels, certains, seront
associés avec les molécules de classe Il pour étre présentés a la surface.

A, Les molécules de classe I, nouvellement synthétisées, sont transportées, de leur site de
synthese (le réticulum endoplasmique), au travers de I'appareil de Golgi vers les compartiments de
chargements en peptides.

B, Les molécules de classe Il peuvent étre recyclées, de la surface cellulaire, vers les
compartiments précoces de la voie d'endocytose ou s'effectue un échange de peptides puis
réexpression a la membrane plasmique.

C, Des protéases extracellulaires peuvent dégrader des antigenes externes, générant ainsi des
peptides pouvant étre chargés sur les molécules de classe 11, directement a la surface cellulaire des

DC.
Adapté de Davoust, J. et Banchereau, J., Nature cell biology. 2000, 2: 46-48

Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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7.1.4)- Régulation de la présentation antigénique lors de la maturation
des cellules dendritiques
L'induction de la maturation induit de profonds changements dans le transport des molécules
de classe Il ainsi qu'une réorganisation drastique des compartiments endocytiques, provoquant
I'augmentation des molécules de classe 1l & la surface (Mellman and Steinman, 2001; Thery
and Amigorena, 2001). Elles sont exprimées a un taux, de cing a vingt fois supérieur sur les
DC matures que sur les DC immatures. Cette augmentation est due & trois phénomeénes : 1) la
redistribution des molécules de classe Il accumulées dans les endosomes tardifs et les
lysosomes (MIIC) vers les compartiments de charge en peptides exogenes (CIIV) avant leur
réexpression en surface, 2) une augmentation transitoire du taux de synthese des molécules de
classe 11, 3) une diminution du taux de dégradation et de recyclage de ces molécules.

Chez la souris, au stade immature, les molécules de classe Il nouvellement synthétisées sont
retenues dans les compartiments apparentés aux endosomes tardifs et aux lysosomes, les
MIIC, et n'atteignent que trés peu la surface cellulaire. D'apres Ira Mellman et Philippe Pierre,
dans les DC immatures, la chaine invariante est faiblement dégradeée et le fragment liP10,
contenant des motifs de rétention aux lysosomes, reste associé aux dimeéres de classe Il
accumulant ces molécules dans les MIIC. La dégradation de la chaine invariante est en partie
sous le controle d'une cystéine protéase, la cathepsine S, qui permet la génération du peptide
CLIP a partir du fragment 1iP10. L'activité de la cathepsine S est régulée par un inhibiteur de
protéase, la cystatine C, dont la fonction est grandement réduite lors de la maturation des DC,
ce qui permet la formation de complexes CMH/CLIP qui sont alors transportés dans les
endosomes précoces, les CIIV, (Pierre and Mellman, 1998; Pierre et al., 1997). Une fois dans
les CIIV, le peptide CLIP est échangé par H-2M avec un peptide exogéne et les nouveaux
complexes CMH/peptides sont alors exportés a la surface cellulaire.

Le trafic intracellulaire des molécules de classe Il chez les DC humaines est différent, car les
molécules nouvellement synthétisées et encore associées a la chaine invariante, gagnent tout
d'abord la membrane plasmique, puis sont internalisées afin que la cathepsine S dégrade li et
permette le chargement en peptides exogenes (Cella et al., 1997). Les complexes
CMH/peptides sont alors exprimés a la membrane puis recyclés et éventuellement dégradés
dans les lysosomes. Lors de l'induction de la maturation des DC, le taux de synthese et de
formation des complexes, augmente transitoirement, et l'internalisation des molécules de
classe 11 diminue, ce qui stabilise les complexes CMH/peptides en surface.

La formation de ces complexes a pu étre plus finement étudiée grace a des anticorps
spécifiques des molécules 1AX associées au peptide dominant (46-61) issu de la dégradation
du HEL (Hen Egg Lysozyme). Ainsi, il a été montré que les DC pouvaient internaliser du
HEL soluble dans les endosomes tardifs et les lysosomes, jusqu'a ce qu'elles regoivent un
signal de maturation (LPS, TNF-a,, CD40) qui initie la formation des complexes CMH/46-61
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(Inaba et al., 2000). Des compartiments faiblement acides de rétention en antigenes ont été
mis en évidence (Lutz et al., 1997).

La demi-vie des molécules de classe 11, en surface dans les DC immatures, est environ de 10h,
alors que dans les DC matures elle est environ de 100h (Cella et al., 1997; Rescigno et al.,
1998). Enfin, les complexes CMH/peptides s'accumulent dans des vésicules spécialisées, avec
des molécules de costimulation comme CD86, avant d'étre exportés a la surface. Ces
vésicules semblent fusionner avec la membrane plasmique retenant de fagon juxtaposee les
complexes CMH/peptides avec les molécules de costimulation (Turley et al., 2000). Cette
réexpression, regroupant en microdomaines particuliers le signal 1 (présentation antigénique)
et le signal 2 (costimulation), pourrait expliquer l'efficacité des DC pour stimuler des
lymphocytes T CD4 naifs.

7.1.5)- Agencement des complexes CMH/peptides a la
surface des cellules dendritiques : la synapse immunologique
La membrane plasmique est de composition et de structure variées et elle contient des
microdomaines qui sont essentiels aux fonctions cellulaires. Ces microdomaines sont
composés de sphingolipides (sphingomyéline et glycosphingolipide) et de cholestérol,
formant une phase rigide ordonnée, dans la matrice désordonnée de la bicouche membranaire.
Leur taille est estimée a 50 nm de diameétre. Leur rdle est probablement dans le recrutement et
la concentration de molécules impliquées dans la transduction de signal. En effet, les
protéines présentes, et leur diffusion, sont extrémement contrdlées. La zone d'interaction entre
une cellule qui présente I'antigene et un lymphocyte T est appelée "synapse immunologique”
ou SMAC (supramolecular activation cluster), et constitue un des ces microdomaines
particulier (Figure 20).
Ces structures ont été principalement étudiées sur les lymphocytes T. L'activation optimale de
ces cellules a été corrélée au recrutement du TCR avec CD4 ou CD8, CD2, et des molécules
de costimulation (CD28), qui s'accompagne d'une concentration des composants
cytoplasmiques de la cascade de signalisation intracellulaire (comme Lck, Fyn, ZAP-70,
MEK?2), au centre des microdomaines. Autour de cette structure, se trouvent des molécules
d'adhésion comme LFA-1 et ICAM-1 puis, dans une zone plus périphérique encore, se trouve
une phosphatase (CD45) (Lanzavecchia and Sallusto, 2001a; Xavier et al., 1998).
La zone d'interaction entre une APC et un lymphocyte T semble donc extrémement
compartimentalisée. Neéanmoins, cette compartimentalisation des TCR, au sein de ces
microdomaines, ne semble pas exister de maniére constitutive. En effet, il a été montré sur des
thymocytes ou des lymphocytes T du sang périphérique humain, que le recrutement des TCR
dans les microdomaines, pouvait étre induit par des anticorps monoclonaux dirigés contre le
complexe TCR/CD3 (Montixi et al., 1998; Viola et al., 1999). De plus, des microdomaines
contenant des molécules de classe Il existent, sur les cellules qui présentent I'antigéne, et
participent & I'optimisation de la réponse des lymphocytes T (Anderson et al., 2000).
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On peut donc imaginer deux modeéles. Dans un premier cas, lors de l'interaction entre un
lymphocyte T et une APC, ou il y aurait recrutement dans des microdomaines, des TCR sur le
lymphocyte T d'une part, et des complexes CMH/peptides sur I'APC, d'autre part. Dans un
second cas, il y aurait une préformation des complexes CMH/peptides en microdomaines a la
surface des APC, qui induirait, lors de l'interaction, la concentration des TCR dans des
microdomaines & la surface du lymphocyte T. L'existence des complexes CMH/peptides dans
des microdomaines, avec les molécules de costimulation (CD86), a la surface des DC, aprés
activation, est un argument en faveur de ce second modele (Turley et al., 2000).
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Figure 20 : La synapse immunologique.

La synapse immunologique est la zone d'interaction entre une cellule qui présente l'antigene et
un lymphocyte T. C'est un microdomaine qui favorise la signalisation intracellulaire, ou
certaines molécules sont recrutées, concentrées, et organisées dans des structures membranaires
plus rigides.

I 'y a deux régions dans ces microdomaines au niveau des lymphocytes T :

- I'une centrale, contenant les complexes TCR/CD3, les molécules CD2 et CD28,

- l'autre plus périphérique, qui contient plutdt LFA-1 et la phosphatase CD45.

Les TCR (noir) sont continuellement internalisés et recyclés, jusqu'a ce qu'ils reconnaissent un
complexe CMH/peptide (rouge) et soient alors concentrés dans la synapse (vert). La
concentration des TCR permet le recrutement massif des molécules participant au signal
intracellulaire, telles que les kinases Lck, ce qui initie la cascade d’activation.

La synapse a donc deux fonctions qui peuvent étre représentées par deux modules :

- le "décodeur" qui est responsable du signal 1, de I'initiation du processus d‘activation et de la
maintenance de la signalisation,

- "l'amplificateur” qui est responsable du signal 2 et de I'amplitude du signal transmis.

Les mécanismes responsables de la formation de ces synapses sont encore mal connus. La
concentration des TCR dans des microdomaines a la surface des lymphocytes T est-elle induite
par I'agencement des complexes CMH/peptides des cellules présentatrices d'antigenes ? Ces
derniéres ont-elles les complexes CMH/peptides prélocalisés dans des microdomaines ?

Adapté de Lanzavecchia, A., et Sallusto, F., Nature Immunology. 2001, 2: 487-492
Copyright © 2010 Dr Karine SERRE
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7.2)- Présentation d'antigenes par les molécules de classe | du CMH
La stimulation de lymphocytes T CD8 requiert la reconnaissance par le TCR, de I'antigene
sous forme peptidique, en association avec les molécules du CMH de classe |. Cette
présentation, a longtemps été associée aux antigenes endogénes, tumoraux oOu Viraux,
exprimés par des cellules tumorales ou infectées. Néanmoins, il a ensuite été mis en évidence
que les lymphocytes T CD8 ne sont pas stimulés directement par ces cellules mais, qu'ils le
sont par des cellules spécialisées dans la présentation antigenique.
En effet, les cellules tumorales ne peuvent stimuler, elles mémes, les lymphocytes T CD8
naifs. Tout d'abord, méme si les cellules tumorales expriment des molécules de classe I, elles
ne possédent pas les molécules adéquates pour I'activation des lymphocytes T, comme les
molécules de classe Il ou les molécules de costimulation, CD80 et CD86. Ensuite, elles se
localisent souvent en périphérie, alors que les lymphocytes T CD8 naifs, eux, sont concentres
dans les organes lymphoides secondaires. Il en est exactement de méme en ce qui concerne
les pathogénes intracellulaires, localisés en périphérie et qui n'infectent pas les cellules
présentatrices d'antigénes. 1l faut donc imaginer, qu'une autre cellule, est capable de capturer
ces cellules (tumorales ou infectées) ou des produits de celles-ci, de migrer aux sites
d'initiation de la réponse immune pour en "re-présenter" les antigénes majeurs qui permettront
aux lymphocytes T CD8 de les reconnaitre et d'éliminer ces cellules (Heath and Carbone,
1999).
Les cellules tumorales ou infectées, sont prises en charge par des cellules de I'h6te qui "re-
présentent” les antigénes, anormaux ou viraux. Ces derniers deviennent alors, des antigénes
exogenes, présentés dans le contexte des molécules de classe 11 et de classe I, pour activer des
lymphocytes T CD4 et CD8 naifs. Ce phénomene, appelé présentation croisée ou "cross-
presentation”, est majoritairement réalisé par les DC (Heath and Carbone, 2001). La
compréhension des mécanismes qui permettent aux DC de présenter des antigénes exogenes
aux lymphocytes T CD8 est trés important dans le cadre du développement de vaccins contre
des pathogenes intracellulaires, ou d'immunothérapies efficaces contre le cancer.

Nous détaillerons la structure et le trafic intracellulaire normal des molécules de classe I. Puis,
nous décrirons les processus de régulation, mis en évidence dans les DC lors de la maturation
afin de comprendre, comment, les peptides dérivés des antigenes exogeénes, s'associent avec
ces molécules avant d'étre exportés en surface, afin de stimuler des lymphocytes T CD8.

7.2.1)- Structure et trafic intracellulaire des molécules
de classe I
Les molécules de classe | sont exprimées de maniere constitutive par la plupart des cellules de
I'organisme. Elles appartiennent & la superfamille des immunoglobulines. Ce sont des
glycoprotéines membranaires, constituées de deux chaines, s'associant de fagon non
covalente, pour former des diméres : la chaine o de 44kDa et la B2-microglobuline de
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11,5kDa (Figure 21). La chaine o, est une protéine glycosylée qui possede trois domaines,
un domaine extracellulaire formé de trois sous-domaines (al, a2 et a3), un domaine
transmembranaire et une région intracytoplasmique courte d'une trentaine d'acides aminés. La
B2-microglobuline est une protéine non-glycosylée, soluble, trés similaire au domaine a3,
associée a la chaine o.. Des données cristallographiques ont montré que les domaines ol et
a2, sont structurellement tres proches et symétriques. Les feuillets  des domaines al et a2
s’associent, par liaisons hydrogénes, pour former un unique feuillet § a huit brins, recouvert
par des domaines hélicoidaux. Cette dimérisation intra-moléculaire crée un sillon (longueur =
2,5 nm; largeur = 1 nm) entre les hélices o des domaines a1 et a2. Ce sillon, fermé a ses deux
extrémités, est la niche a peptide des molécules de classe I, qui ne favorise I'association que
de peptides courts de 8 a 10 acides aminés.

Les molécules de classe | sont synthétisées dans le cytoplasme puis assemblées dans le
réticulum endoplasmique et ensuite exportées vers la surface. Malgré ce cheminement, qui
semble identique a celui des molécules de classe Il, les mécanismes de chargement en
peptides des molécules de classe | sont tres différents. En effet, les peptides sont originaires
de protéines localisées, non pas dans la voie d'endocytose, mais dans le cytoplasme. Durant
leur trafic, les molécules de classe Il vont a la rencontre des protéines internalisées alors,
qu'inversement, ce sont les peptides qui rejoignent les molécules de classe | pour
I'assemblage. Les processus d'association des molécules de classe I, et leur chargement en
peptide, sont trés complexes. lls nécessitent un grand nombre de molécules chaperonnes, qui
participent a l'acquisition de la bonne conformation, et au chargement en peptide des
molécules de classe | dans le réticulum endoplasmique (Cresswell et al., 1999; Solheim,
1999). Le role précis de chacune, et l'ordre exact de leur interaction, ne sont pas encore
pleinement élucidés (Figure 22).

Brievement, la chaine a, nouvellement synthétisée, est adressée au réticulum endoplasmique.
Il semblerait que la premiére étape soit la formation de deux ponts disulfures (I'un dans le
domaine a2 et un autre dans le domaine a3), grace a une molécule chaperonne : ERp57. Cette
derniére permet ensuite l'association avec la p2-microglobuline. Le rble précis de la B2-
microglobuline est encore incertain, cependant, elle semblerait stabiliser la chaine a,
maintenir le sillon pour l'accessibilité aux peptides, et permettre le recrutement d'autres
molécules chaperonnes. Deux autres molécules chaperonnes viennent ensuite s'associer aux
complexes : la calréticuline et la calnexine. Cette derniere semble plus importante, que la
calréticuline, pour I'association entre ces complexes protéiques et le transporteur TAP
(transporter associated with antigen processing). TAP est un complexe hétérodimérique,
formé de TAP1 et TAP2, appartenant & la famille des transporteurs ABC (ATP-binding
cassette). Il est essentiel pour le transport de peptides du cytoplasme dans le réticulum
endoplasmique (Karttunen et al., 1999). Ce complexe TAP se lie aux molécules de classe |
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vides, et participe au chargement en peptides. Néanmoins, a ce stade, une glycoprotéine
transmembranaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines est nécessaire : la
tapasine. Elle semble jouer deux roles. Le premier, pour l'association entre les molécules de
classe | et TAP, le second, pour la fixation de peptides au sein du sillon. Le role de la tapasine
semble trés similaire a celui de H-2M pour les molécules de classe 1. L'association de TAP et
de la tapasine semble préexister afin de mobiliser les molécules de classe | pour I'édition de
différents peptides, jusqu'a trouver celui qui aura la plus forte affinité. La stabilisation des
molécules de classe | entraine leur dissociation du complexe multi-protéiques et leur
expression en surface.
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Niche & peptide | Figure 21: Structure des molécules de classe I.
! Les molécules de classe | sont des hétérodiméres composés d'une

-t chaines a et de la B2-microglobuline.

- la chaine o est composée de trois domaines al, a2 et a3,

- la niche a peptide est formée des domaines al et a2,

-seule la chaine o a une région transmembranaire et une queue

intracytoplasmique de quelques acides aminés.
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Figure 22 : Transport et chargement en peptides des molécules de classe I.
Les chaines lourdes et naissantes des molécules de classe | s'associent avec la f2-microglobuline, afin
de former des dimeres vides, dans le réticulum endoplasmique. Ces molécules de classe | vides se
complexent avec de nombreuses molécules chaperonnes (calréticuline, calnexine, Erp57) et
interagissent avec TAP grace a la tapasine. TAP délivre des peptides générés, dans le cytoplasme par
le protéasome, a ses molécules de classe | immatures. Des qu'un peptide se fixe dans le sillon, les
molécules de classe | acquiérent une conformation stable et peuvent se dissocier du complexe
multiprotéiques pour étre exportées en surface. Copyright © 2002 Dr Karine SERRE
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7.2.2)- Le protéasome génére des peptides destinés a la présentation
dans le contexte des molécules de classe |
La majorité des peptides associés aux molécules de classe | sont issus de protéines destinées a
la dégradation. Les protéines sont renouvelées en permanence, et il existe d'une part, des
processus de synthése, et d'autre part, des processus de dégradation. Les vitesses de
renouvellement sont tres différentes selon les protéines (demi-vie allant de quelques minutes a
quelques jours). La dégradation, des protéines endogénes intracellulaires, est assurée, pour
I'essentiel, par un énorme complexe multi-protéique de forme cylindrique (10 nm de diameétre
et 15 nm de long) : le protéasome. Sa localisation est cytoplasmique et nucléaire.
Ce protéasome, appelé 20S, est formé de quatre unités, une unité o a chaque extrémité et deux
unités B au centre, chacune étant composée de 7 sous unités. L'activité protéolytique du
protéasome 20S, est située a l'intérieur du cylindre dans lequel le substrat ubiquitiné entre,
puis est dégradé en peptides. La protéine 19S (qui s'associe avec le protéasome 20S pour
former le protéasome 26S), et la protéine 11S (PA28), régulent cette activité protéolytique.
Une protéine doit étre au préalable ubiquitinée pour étre dégradée par le protéasome 26S.
L'ubiquitine est une protéine de 76 acides aminés, présente dans toutes les cellules (d'ou son
nom). En présence d'ATP et sous I'effet d'enzymes appelées E1 (activatrice), E2 (conjugase)
et E3 (ligase), une chaine poly-ubiquitine est synthétisee sur un résidu lysine de la protéine a
dégrader. Cette derniere devient ainsi un substrat du protéasome 26S, qui la dégrade en
peptides de 3 & 25 acides aminés qui seront partiellement hydrolysés en acides aminés
(lesquels pourront étre réutilisés par la cellule). Les molécules d'ubiquitine libérées par de-
ubiquitination seront également réutilisées.
Le protéasome dégrade, ainsi, un grand nombre de protéines, récepteurs, transporteurs,
enzymes, facteurs transcriptionnels, cyclines. Il intervient également dans la dégradation
d'antigénes d'origine endogene en fragments peptidiques qui seront présentés a la surface de la
cellule en association avec les molécules de classe I. La spécificité du protéasome doit étre
caractérisée afin de définir les peptides qui vont permettre la génération de lymphocytes T
CD8 effecteurs. Il semblerait que, de maniére générale, le protéasome libere des peptides, de
5 a 11 acides aminés, capables d'étre transportés par TAP dans le réticulum endoplasmique,
puis de se fixer sur les molécules de classe | (Niedermann et al., 1999; Uebel and Tampe,
1999). Actuellement le processus par lequel les peptides, issus du protéasome, sont
transportés jusqu'au TAP est encore a élucider. Néanmoins, des HSP cytoplasmiques ont été
proposées pour servir de systeme de transport (Chen and Androlewicz, 2001).

Finalement, ce protéasome semble avoir deux fonctions. La premiére est le contrdle des
protéines intracellulaires, par I'élimination des protéines ayant une mauvaise conformation ou,
ayant été suffisamment recyclées. La seconde est la génération de peptides qui vont étre
présentés en association avec les molécules de classe I, a la surface cellulaire afin de stimuler
des lymphocytes T CD8 (Tanaka and Kasahara, 1998).
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L'activité protéolytique du protéasome est régulée dans les cellules. Un signal extracellulaire
soluble, comme [I'IFN-y, a un rdle majeur dans l'induction d'unités importantes pour la
réorganisation et l'augmentation de l'activité du protéasome. Ce dernier a une activité
constitutive, mais I'lFN-y permet la formation de "lI'immunoprotéasome”. Celui-ci se forme
par I'échange de trois unités au profit de trois nouvelles, de type p (LMP2, LMP7 et MECL1).
L'immunoprotéasome, qui en résulte, possede alors, de nouvelles activités protéolytiques, ce
qui permet la génération d'une plus grande variété de peptides. L'IFN-y permet aussi
l'augmentation d'expression d'unités régulatrices de I'immunoprotéasome, la protéine 11S (ou
PA28). PA28 est constitué de deux sous unités PA28a et PA28p, formant des complexes
PA28(af)3, qui stimulent des activités protéolytiques de I'immunoprotéasome. Ainsi, son role
a été confirmé chez des souris déficientes en PA28, qui développent des réponses
cytotoxiques moins efficaces que les souris normales (Preckel et al., 1999).

Le protéasome joue un réle important dans l'initiation d'une immunité cytotoxique. Il est donc
essentiel de comprendre comment ces unités et sous unités sont régulées par les DC. Des DC,
dérivées de monocytes du sang humain, dont la maturation est induite par du LPS, ou par des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1p + IL-6 + TNF-a), ou par lI'engagement de CD40,
augmentent I'expression des composants de I'immunoprotéasome (LMP2, LMP7 et MECL1)
et des sous unités régulatrices (PA28) (Macagno et al., 1999). Des résultats identiques ont été
proposes pour les cellules de Langerhans, dérivées des précurseurs CD34+, ou la maturation
induite par du LPS, provoque l'augmentation d'expression de nombreux composants
impliqués dans la présentation par les molécules de classe | (TAP, ERp57, tapasin, LMP2,
LMP7 et les molécules de classe | elles mémes) (MacAry et al., 2001).

7.2.3)- Présentation d'antigénes exogénes dans le
contexte des molécules de classe I par les cellules dendritiques
La présentation d'un antigéne exogene, dans le contexte des molécules de classe I, nécessite
un devenir intracellulaire de cet antigéne différent de celui de la présentation dans le contexte
classe 1l. En effet, I'antigéne doit passer, des compartiments de la voie d'endocytose vers le
cytosol, ou il est alors ubiquitiné, puis dégradé en peptides par le protéasome. Ces peptides
sont ensuite pris en charge par le transporteur TAP et accédent au réticulum endoplasmique
ou ils sont enfin associés aux molécules de classe | (Pamer and Cresswell, 1998). Cependant,
les mécanismes exacts de relocalisation de I'antigéne des compartiments de dégradation de la
voie d'endocytose, vers le cytoplasme, ou ils sont alors accessibles aux processus classiques
de chargements en peptides des molécules de classe I, sont mal connus.
Néanmoins, une étude a été réalisée, dans une lignée de DC (D1), sur le devenir intracellulaire
de complexes immuns (OVA/anti-OVA ou HRP/anti-HRP). Elle met en évidence un transport
sélectif de I'antigene, des endosomes vers le cytoplasme (Rodriguez et al., 1999). Ce
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phénomeéne n'est pas observé dans les macrophages. C'est une forme légérement dégradée de
I'OVA (30kDa au lieu de 45kDa) qui est transportée dans le cytoplasme et qui subit, ensuite,
une dégradation plus importante par le protéasome. Ce transport dépend de la température
(inhibé a 20°C), de I'acidité des compartiments d'endocytose (inhibé en présence de NH4CI),
de I'ATP, et de la taille de l'antigene (< & 500kDa). Les protéases, résidantes dans les
endosomes ou lysosomes, comme les cathepsines, sont toujours localisées dans ces
compartiments ce qui suggére un transport sélectif, et non pas une "dégranulation" non
specifique des compartiments endocytiques.

Des voies de présentation dans le contexte des molécules de classe I, dites alternes, existent
(Reimann and Schirmbeck, 1999), tout comme d'ailleurs, pour la présentation dans le contexte
des molécules de classe Il. Nous pouvons en décrire au moins trois. La premiére est le
recyclage des molécules de classe I, de la membrane plasmique vers les endosomes précoces.
Un échange de peptide, provenant d'antigénes exogenes internalises, s'effectue dans ces
compartiments, avant réexpression des molécules de classe | en surface. Ce systeme de
transport est utilisé par certaines toxines bactériennes (la toxine de Pseudomonas exotoxin
couplée a un épitope de la protéine de la matrice du virus de l'influenza) (Ulmer et al., 1994)
et certaines HSP (Castellino et al., 2000). La seconde suggere que les peptides, générés dans
la voie d'endocytose, peuvent étre directement dirigés dans le compartiment de chargement
des molécules de classe | naissantes, c'est-a-dire, dans le réticulum endoplasmique. La
troisieme est la possibilité que des antigénes exogenes soient dégradés par des protéases
extracellulaires, ou, que des peptides soient "régurgités" de sorte qu'ils aient accés aux
molécules de classe | directement & la surface. Néanmoins, il semblerait que la voie la plus
efficace dans le cadre de I'activation des lymphocytes T soit la voie classique.

7.2.4)- Les différentes formes d'antigénes permettant la
présentation croisée
Délivrer un antigéne, afin qu'il soit présenté dans le contexte des molécules de classe I, est
d'un intérét majeur pour induire une immunité cytotoxique.

7.2.4.1)- Présentation croisée /n vitro

Comme nous I’avons souligné précédemment, les mecanismes de présentation dans le
contexte des molécules de classe | sont peu connus. Les DC capturent des antigénes solubles
par macropinocytose. Ces antigénes sont ensuite, libérés dans le cytoplasme puis, pris en
charge par le protéasome et par TAP (Brossart and Bevan, 1997; Norbury et al., 1997). La
phagocytose permet aussi de délivrer des antigénes couplés a des billes dans un
phagolysosomes qui les délivrent, ensuite, dans le cytoplasme (Kovacsovics-Bankowski et al.,
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1993; Shen et al., 1997). Néanmoins, de trés fortes concentrations d'antigéne sont nécessaires,
pour ces processus.

Une approche efficace est de "forcer" les antigenes a rejoindre le cytoplasme des cellules. Il a
été intéressant de tirer profit des pathogenes intracellulaires, comme les virus et leurs
propriétés de libérer leur contenu génétique dans la cellule afin de pouvoir s'y répliquer.
Ainsi, les virosomes sont des enveloppes virales reconstituées, ou le matériel génétique a été
substitué par un antigéne. Les virosomes formés, a partir du virus de I'influenza par exemple,
conservent les propriétés du virus natif, grace a I'némagglutinine, une glycoprotéine présente
dans leur enveloppe. Ils se fixent puis entrent dans les cellules, et fusionnent avec les
membranes des vésicules de la voie d’endocytose a pH acide, pour délivrer leur contenu dans
le cytoplasme. lls sont tres efficaces pour délivrer un antigéne a des DC afin qu’elles le
présentent a des lymphocytes T CD8. La bactérie Listeria monocytogenes échappe a la
dégradation dans les lysosomes, en gagnant le cytoplasme grace a une protéine hémolytique :
la lystériolysine. Des liposomes, sensibles au pH et contenant cette listériolysine, sont
efficaces pour délivrer de 'OVA dans le cytoplasme de macrophages (Lee et al., 1996).

Des récepteurs ont été mis en évidence permettant une présentation efficace, a de faibles
concentrations d'antigenes. TLR2 reconnaissant OmpA, couplé de facon covalente a 'OVA,
permet la présentation de peptides, de fagon dépendante de TAP (Jeannin et al., 2000).
D'autres récepteurs sont également responsables de cette présentation puisque les DC peuvent
capturer des pathogénes viraux et en présenter des antigénes dans le contexte des molécules
de classe | (Bachmann et al., 1996; Brossart and Bevan, 1997). Elles sont aussi capables de
présenter des antigénes associés a des cellules apoptotiques (Albert et al., 1998b). Enfin, le
récepteur Fc est un candidat potentiel intéressant, et nous analyserons les résultats obtenus,
sur la présentation d'antigenes encapsulés dans des liposomes opsonises grace aux articles 2 et
3 (Machy et al., 2002; Machy et al., 2000).

7.2.4.1)- Présentation croisée /in vivo

Différentes formulations vaccinales se sont révelées efficaces pour stimuler des réponses
cytotoxiques in vivo contre des antigénes exogenes. Ainsi des formes d'OVA, agrégées par la
chaleur (Speidel et al., 1997), ou couplée a des billes afin de faciliter leur phagocytose
(Kovacsovics-Bankowski et al., 1993) peuvent genérer des lymphocytes T CD8 cytotoxiques.
Des systémes de transport de I'antigene ont été testés comme les HSP (Suzue et al., 1997), ou
des toxines bactériennes comme I'adénylate cyclase de Bordetella pertussis (Fayolle et al.,
2001). Mais aussi des formes plus particulaires, comme des liposomes (Reddy et al., 1992;
Zhou et al., 1992) ou des virosomes (Arkema et al., 2000), contenant des protéines ou des
peptides, qui générent des réponses cytotoxiques.
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8)- Les cellules dendritiques et leurs fonctions de régulation
de |'immunité acquise
Dans cette derniére partie, nous allons discuter le rdle des DC dans l'induction, mais aussi
dans la régulation de l'immunité acquise. Elles semblent étre responsables de la tolérance
centrale au sein du thymus, mais aussi du maintien de la tolérance périphérique. Elles peuvent
activer des lymphocytes T CD4 et CD8, naifs ou mémoires. Enfin, elles sont capables
d'orienter les réponses T, vers Thl ou Th2.
Comment les DC peuvent-elles étre a l'origine de tant de fonctions a priori contradictoires ?
Est ce que ces différentes fonctions doivent étre attribuées a des populations de DC
différentes ou a un type unique de DC qui pourrait étre instruit, par le microenvironnement,
pour réaliser telle ou telle fonction ? Comment sont contrélés les mécanismes responsables de
la présentation d'antigénes exogénes dans le contexte des molécules de classe | ? Voici autant
de questions que nous allons tenter d'aborder dans cette fin d'introduction.

8.1)- Les cellules dendritiques sont impliquées dans la tolérance
centrale et périphérique

8.1.1)- Les cellules dendritiques et la tolérance centrale

Les lymphocytes T sont produits dans le thymus. Durant leur développement, les thymocytes
subissent une sélection trés régulée, ou ceux qui sont auto-réactifs ou non fonctionnels sont
éliminés. En effet, lorsqu'un thymocyte reconnait fortement un complexe CMH avec un
peptide du soi (auto-réactif), le résultat est la mort par apoptose : c'est la sélection négative.
Cependant, ils doivent étre capables d'interagir avec les molécules du CMH de I'héte (avec
une moindre affinité); les molécules de classe Il pour les lymphocytes T CD4, et les
molécules de classe | pour les lymphocytes T CD8 : c'est la sélection positive. Dans le cas
contraire, ils sont éliminés car ils sont non-réactifs. L'engagement du TCR de ces thymocytes
immatures peut donc induire différents éveénements. Les cellules (DC, macrophages,
lymphocytes B, stromales, épithéliales) responsables de la sélection négative et de la sélection
positive, ne sont pas encore identifiées. Or, nous avons vu que le thymus contient deux
populations de DC (CD8a+ et CD8a+++). Une étude, trés élégante, a montré que ces DC
thymiques sont impliquées dans les processus de sélection négative, mais qu'elles ne sont
vraisemblablement pas responsables de la sélection positive (Brocker et al., 1997). Toutefois
cette étude ne discrimine pas les fonctions des deux populations de DC présentes dans le
thymus.

8.1.2)- Les cellules dendritiques et la tolérance
périphérique

94



Il existe également des mécanismes de tolérance périphérique qui incluent soit, I'induction de
la délétion en périphérie des clones autoréactifs, soit, le développement d'un éetat de non
réponse (anergie) des lymphocytes T. De plus, des lymphocytes T régulateurs (CD4+/CD25+,
ou produisant de I'lL-10), sont aussi impliqués dans le maintien de la tolérance périphérique.
Chez la souris, les DC CD8a.- sont plus efficaces pour activer la production d'lL-2 et la
prolifération de lymphocytes T allogéniques, que les DC CD8a+ (Kronin et al., 1996). La
faible efficacité des CD8a+ semble étre associée a I'induction d'apoptose sur les lymphocytes
T, qui pourrait étre due a I'expression de FasL par ces DC (Suss and Shortman, 1996). Ces
résultats ont suggéré, pendant longtemps, que ces DC CD8a.+ pouvaient étre impliquées dans
des mécanismes de retro contrdle négatif, capables de réguler une réponse immune se mettant
en place. Il a méme été postulé, que les DC CD8a- auraient un rdle plut6t stimulateur, alors
que les CD8a+ seraient plutdt impliquées dans la tolérance périphérique. Un argument en
cette faveur a été d'ailleurs I'observation que les DC CD8a+ présentes au sein des zones T
exprimaient fortement des complexes CMH/peptides du soi (Inaba et al., 1997). Des DC,
ayant capturé des corps apoptotiques, ont aussi été mises en évidence dans les ganglions
mésentériques (Huang et al., 2000a).

A I'heure actuelle, I'idée que les DC sont & la fois capables de stimuler, ou d'inhiber la réponse
immune, semble étre attribuée a leur état de maturation, plutét qu'a I'existence de deux
populations (Roncarolo et al., 2001) (Figure 23). Chez I'nomme, des DC matures, dérivées
des monocytes, induisent la sécrétion d'IFN-y, par des lymphocytes T allogéniques, alors que
des DC immatures induisent la production d'IL-10 (Jonuleit et al., 2000). De plus, I'injection
de DC immatures, chargées en peptides issus d'une protéine du virus de l'influenza, contre
lequel la plupart des individus ont une immunité pré-existante, provoque une diminution des
lymphocytes T producteurs d'IFN-y au profit de l'apparition de lymphocytes T producteurs
d'IL-10 (Dhodapkar et al., 2001). Il faut noter qu'il n'y a pas de diminution de la population
totale de lymphocytes T CD8 spécifiques du virus de I'influenza chez ces individus. Les DC
immatures ne sont pas moins efficaces pour stimuler des lymphocytes T, mais, elles induisent
ces derniers a produire de I'lL-10. Elles peuvent donc inverser une réponse immune, déja en
place. Ceci suggere qu'elles contrélent I'immunité tant sur le plan de la stimulation que de la
tolérance, en permettant I'expansion de lymphocytes T régulateurs produisant de I'IL-10. A
I'équilibre un routage continu de DC immatures, qui capturent et présentent des antigénes du
soi (cellules apoptotiques ?), en absence de signal d'inflammation, pourrait ainsi maintenir la
tolérance périphérique contre le soi (Steinman et al., 2000).
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Figure 23 : Contrdle de la tolérance périphér'ique par les cellules
dendritiques.

A 1'équilibre, des DC immatures capturent des protéines de I'n6te et migrent jusqu'aux organes
lymphoides, dans un processus normal de renouvellement cellulaire (1a). En absence de signaux
inflammatoires, ces DC restent immatures mais peuvent tout de méme coloniser les ganglions (2a).
Des lymphocytes T peuvent interagir avec ces DC immatures et devenir des lymphocytes T
régulateurs (3a). Cette étape pourrait nécessiter un transfert d'antigénes de ces DC nouvellement
arrivées a des DC, responsables de la tolérance périphérique, déja présentes dans le ganglion (en
bleu) (3a). Ces lymphocytes T régulateurs, activés, pourraient migrer jusqu'au site périphérique,
assurant ainsi un statut suppresseur sur le site, en sécrétant par exemple de I'lL-10 (4a).

En revanche, durant une inflammation, les DC immatures captureraient des antigenes de I'h6te en
présence de signaux inflammatoires (1b). Ces DC, alors matures, migreraient jusqu'aux ganglions
(2b) et activeraient des lymphocytes T et des lymphocytes B pour qu'ils deviennent effecteurs (3b).
Sur ce schéma sont représentées deux types de DC : celles en vert pourraient polariser les
lymphocytes T vers Thl, alors que les DC en jaune induiraient la différenciation les lymphocytes T
vers Th2. Les lymphocytes T CD4 (Thl) et CD8 effecteurs pourraient alors migrer au site
inflammatoire ou leur activité serait contrélée par les lymphocytes T régulateurs (4b),

Les lymphocytes T régulateurs spécifiques des antigénes de I'hdte, pourraient agir a différents
niveaux (périphérie ou ganglion), en produisant des cytokines immunosuppressives (IL-10 et TGF-
B). lls pourraient également inhiber la différenciation vers Thl des lymphocytes T activés par contact
cellulaire.

Actuellement, il est postulé que le contr6le de la tolérance périphérique par les DC repose sur leur
potentiel a induire I'activation de lymphocytes T régulateurs capables de produire de I'lL-10.

Adapté de Roncarolo, M. G. et al., J. Exp. Med. 2001, 193: 5-9
Copyright © 2002 Dr Karine SERRE
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8.1.3)- Modulation de lI'immunogénicité des cellules dendritiques par
les tumeurs
Le microenvironnement local peut influencer, indirectement, le potentiel immunogénique des
DC. En effet, contrairement aux situations d'infections virales ou bactériennes, I'émergence de
tumeurs ne déclenche pas de réaction inflammatoire capable d'activer les DC endogénes
locales. Le microenvironnement est contr6lé par les cellules cancéreuses, qui produisent ou
induisent d'autres cellules a sécréter certaines cytokines. Par exemple, la production d'IL-10
par les cellules de mélanome inhibe la différenciation en DC des précurseurs circulants
(Allavena et al., 1998; Buelens et al., 1997) et diminue ainsi leur accumulation au sein de la
tumeur (Qin et al.,, 1997). De plus, I'IlL-10 bloque la maturation des DC en inhibant
I'expression des molécules de costimulation (De Smedt et al., 1997; Ding et al., 1993). L'IL-
10 semble donc convertir les DC immuno-stimulatrices en cellules tolérogéniques (Enk et al.,
1994; Steinbrink et al., 1999; Steinbrink et al., 1997). C'est donc en partie de maniere
indirecte, par leur action sur les DC, que les tumeurs pourraient inhiber la mise en place d'une
réponse immune. Des lymphocytes T CD4 régulateurs, capables de produire de I'lL-10,
pourraient également jouer un réle inhibiteur important au niveau du site tumoral.

8.2)- Role des cellules dendritiques dans la polarisation des
lymphocytes T CD4 vers Thl et Th2

8.2.1)- Les lymphocytes T CD4 Thl et Th2
Le systéeme immunitaire a évolué afin d'adapter le type de réponse en fonction du type de
pathogéne & éliminer. Ainsi, deux catégories de réponses peuvent se mettre en place. Des
réponses dites a médiation cellulaire, qui participent d'une part, a I'éradication des pathogénes
intracellulaires tels que les virus, et certains types de bactéries et, d'autre part, a la lutte anti-
tumorale. Des réponses dites a médiation humorale, qui sont adaptées pour lutter contre les
pathogénes extracellulaires, tels que les parasites et d'autres types de bactéries. Ce choix de
réponse immunitaire semble étre régulé entierement par les lymphocytes T helpers CD4 et,
plus précisément, par le programme de fonctions effectrices qu'ils acquierent. Les clones T
murins CD4 peuvent étre classés en deux sous populations, nommées Thl et Th2, suivant le
profil de cytokines gu'ils produisent (Mosmann et al., 1986). Ainsi, les lymphocytes Thl
sécrétent de I'IL-2, de I'IFN-y et du TNF-B. lls semblent étre & I’origine des réponses
cellulaires et de la production préférentielle d'lgG2a. Les lymphocytes Th2 qui produisent les
cytokines IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, semblent étre & I’origine des réponses humorales et de la
production d'lgGl. Les cytokines produites sont cruciales tres tét dans l'orientation de la
réponse, ainsi I'lL-12 favoriserait préférentiellement Th1, alors que I'lL-4 développerait plut6t
une réponse Th2. Néanmoins, outre le rdle prépondérant joué par les cytokines, les
mécanismes, par lesquels un pathogéne donné induit une certaine catégorie de réponse, sont
encore trés peu connus. Il a ét¢ montré, néanmoins, que les différentes populations de DC
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semblent jouer un réle majeur dans la modulation des réponses immunes, en étant capables
d'influencer le développement des lymphocytes T préférentiellement vers Thl ou vers Th2
(Bottomly, 1999; Lanzavecchia and Sallusto, 2001b; Lanzavecchia and Sallusto, 2001c; Liu
et al., 2000; Liu et al., 2001; Moser and Murphy, 2000; Reid et al., 2000).

8.2.2)- Les propriétés de polarisation des populations de
cellules dendritiques CD8a.- et CD8a+
Deux études ont mis en évidence que les DC pouvaient, non seulement, activer in vivo des
lymphocytes T, mais qu'elles pouvaient, de plus, orienter leur développement vers Thl ou
Th2. Dans ces deux modéles, les auteurs ont utilisé des DC purifiées, issues de la rate,
chargées en antigénes ex vivo, puis injectées dans les coussinets plantaires de souris. Quatre a
cing jours aprés l'immunisation, les cellules des ganglions lymphatiques drainants sont
restimulées in vitro et testées pour la sécrétion de cytokines (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL10).
Les résultats demontrent que les DC CD8a+ induisent une réponse endogéne de type Thl
(IL-2, IFN-y), tandis que les DC CD8a.- induisent une réponse endogéne Th2 (IL-4, IL-5, IL-
10) (Maldonado-Lopez et al., 1999a; Maldonado-Lopez et al., 1999b). Dans la seconde étude,
les auteurs ont utilisé des DC triées sur la base de CD11b et chargées en peptide (OVA 323-
339) ex vivo. Ces cellules sont ensuite injectées dans des souris ayant recues, au préalable, un
transfert adoptif de lymphocytes T CD4 spécifiques de I'OVA issus de souris transgéniques
(DO11.10). Les DC CD11b-, representant majoritairement des CD8a+, induisent une réponse
des lymphocytes T transférés plutdét Thl (IFN-y, IL-2, IL-10), tandis que les DC, CD11b+,
représentant majoritairement des CD8a-, induisent une réponse de type Th2 (IL-4, IL-10)
(Pulendran et al., 1999). Ces observations suggerent qu'in vivo, la balance entre Th1/Th2
pourrait étre régulée par le type de DC présentant I'antigéne aux lymphocytes T naifs.

Il est & noter, que des DC, issues de la rate, et injectées dans les coussinets plantaires ne
refletent, ni la réaction inflammatoire générée au site infectieux, ni l'ensemble des DC
recrutées qu'un pathogéne est capable d'activer. De plus, comme nous l'avons souligné
précédemment, les DC localisées au sein de la rate sont moins diverses que celles situées dans
les ganglions lymphatiques sous cutanés. Il est difficile de dire si les DC injectées activent,
elles mémes, les lymphocytes T in vivo ou bien si elles sont prises en charge par des DC
endogenes (transfert d'antigene grace aux exosomes par exemple). Les propriétés de migration
de ces deux populations de DC semblent dépendantes du site d'injection. Lorsqu'elles sont
injectées dans le sang, toutes deux colonisent la rate, mais les DC CD8a- sont présentent en
plus grand nombre (Ruedl and Bachmann, 1999). En revanche, lorsqu'elles sont injectées par
voie sous cutanée seules les DC CD8a- migrent jusqu'au ganglion drainant (Ruedl and
Bachmann, 1999; Smith and de St Groth, 1999). Enfin, la voie d'administration des deux
populations de DC a aussi une influence importante sur le type de réponse qu'elles induisent.
En effet, lorsqu'elles sont injectées dans le sang, les différences de polarisation sont beaucoup
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moins drastiques, que lorsqu'elles sont injectées par voie sous cutanée (Schlecht et al., 2001).
Les deux populations, CD8a- et CD8a+, chargées en peptides, induisent alors des
lymphocytes T CD4 a produire de I'IL5.

Chez I'homme la situation est différente. Les études sont conduites sur les deux types de
précurseurs présents dans le sang humain. Les monocytes qui, en présence de GM-CSF + IL-
4, se différencient en DC1, et les cellules plasmacytoides qui, en présence d'IL-3, engendrent
des DC2 (Grouard et al., 1997). Les DC1 sont capables d'induire la polarisation vers Thl, de
maniere dépendante de I'lL-12, tandis que les DC2 engendrent une réponse plutét Th2
(Rissoan et al., 1999). Il est trés intéressant de noter que ces mémes DC2, stimulées par un
virus, sont capables de produire de I'lFN-a.. Ce dernier permet la différenciation vers Thl (en
absence d'lIL-12) chez I'homme, mais pas chez la souris (Cella et al., 2000; Kadowaki et al.,
2000).

Il faut étre prudent avec ce type de résultats, car, les cocktails de cytokines nécessaires a la
génération des DC humaines, GM-CSF + IL-4 pour DC1 et IL-3 pour DC2, pourraient étre
responsables de leur potentiel respectif a induire la polarisation vers Th1l et Th2. Il existe, en
effet, des boucles de régulation de la production d'lL-12 et notamment par I'lL-4 (bien que son
réle soit controversé (Koch et al., 1996)) qui induit la production d'lL-12 par les DC dérivées
des monocytes (Hochrein et al., 2000).

8.2.3)- La production de cytokines par les cellules
dendritiques CD8a.- et CD8a+
Comment expliquer que les DC CD8a+ aient une propension a induire une réponse vers Thl
tandis que les DC CD8a- favoriseraient préférentiellement le développement vers Th2 ? La
propriété de polarisation vers Thl des DC CD8a+ parait étre directement liée a leur capacité a
produire de I'lL-12. Des expériences, similaires a celles précédemment décrites, ont été
réalisées a partir de DC, CD8a+ ou CD8a-, issues de souris deficientes en IL-12 ou IL-4, ou
IL-10, ou IFN-y. Il a été montré les DC CD8a+, dérivées de souris déficientes en IL-12 ou en
IFN-y, chargées en antigéne puis injectées par voie sous cutanée, perdaient leurs propriétés de
polariser des lymphocytes T vers Thl. Inversement, des DC CD8a-, dérivées de souris
déficientes en IL-10, ne sont plus capables de favoriser la différenciation des lymphocytes T
vers Th2 (Maldonado-Lopez and Moser, 2001). Enfin, les DC CD8a-, dérivées de souris
déficientes en IL-4, ont le méme potentiel pour permettre la polarisation vers Th2 que des DC
CD8a.- de souris normales.
La différenciation vers Th2 est peu comprise a I'heure actuelle. 1l se pourrait que ce soit
I'absence de signaux extérieurs (IL-12, IFN-y favorisant d'ailleurs la production d'IL-12) qui
induise la polarisation vers Th2 suggérant méme qu'elle se ferait par "défaut”, bien que cette
hypothése soit trés controversée. L'IL-4, est cependant nécessaire au développement des Th2,
in vitro et in vivo. Pourtant cette cytokine n'est produite que par les cellules NK, les cellules
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NKT et les lymphocytes T CD4 activés, se différenciant vers Th2. Deux études, seulement,
suggerent que les DC pourraient produire de I'lL-4. Une lignée de DC (D1), en présence de la
forme hyphae de Candida albicans, produit des ARN messagers spécifiques de I'IL-4
(d'Ostiani et al., 2000). Des DC, dérivées de la moelle osseuse, peuvent produire de I'lL-4 en
présence d'un rétrovirus (Kelleher et al., 1999). Malgré ces résultats, les capacités de
polarisation vers Th2, de DC CD8a-, issues de souris déficientes en IL-4, ne sont pas altérées
(Maldonado-Lopez and Moser, 2001).

Il semblerait donc, que le seul événement qui controle la balance Th1/Th2, par les populations
CD8a+ et CD8a-, soit leur potentiel a produire de I'IL-12 (Figure 24). Ces résultats
suggerent que certaines populations de DC seraient "programmeées”, selon leur potentiel a
produire de I'lL-12, & induire un type donné de réponse T. Néanmoins, des DC dérivées in
vitro de la moelle osseuse en présence de diverses combinaisons de cytokines GM-CSF/IL-3
+ IL-12/IFN-y ou + IL-4 activent des lymphocytes T CD4 vers Thl ou Th2 respectivement
(Sato et al., 1999). La production locale de cytokines, durant la maturation des DC, pourraient
étre un événement critique pour l'orientation de la réponse. Ainsi, les DC CD8a.+ incubées en
présence d'IL-10, avant leur injection, promouvraient la polarisation vers Th2. Inversement,
les DC CD8a- en présence d'IFN-y, favoriseraient le développement vers Thl (Maldonado-
Lopez and Moser, 2001). La production d'IL-12, dans la rate, est restreinte aux DC CD8a.+.
Cependant, sous certaines conditions (présence d'IFN-y), les CD8a- peuvent sécréter de I'lL-
12 bien qu'en moins grande quantité (Hochrein et al., 2001; Maldonado-Lopez and Moser,
2001; Reis e Sousa et al., 1999). Enfin, les relations entre les DC CD8a+ et CD8a- sont peu
définies. 1l semble que I'expression de CD8a soit extrémement stable dans le temps, et qu'elle
permette de distinguer deux populations différentes et, non pas, deux stades séquentiels de
maturation (De Smedt et al., 2001).
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Figure 24 : Role des cellules dendritiques dans 1a poiarisation des
lymphocytes T CDA4.

Les décisions qui permettent de controler la polarisation vers Thl ou Th2, se font a différents
niveaux. Néanmoins, I'événement de restriction semble étre la capacité des DC a produire de I'IL-
12, cette derniere étant la cytokine prédominante, qui régulerait la polarisation vers Thl. Nous
pouvons imaginer les deux scénarios suivants :

A) En présence, par exemple, du LPS de Escherichia coli (qui induit préférentiellement la
différentiation vers Thl), les deux populations de la rate, CD8a- et CD8o+, sont activées
probablement via le méme récepteur (TLR4 ?). Cependant, seules les DC CD8a+ produisent de
I'IlL-12 qui provoque la polarisation des lymphocytes T vers Thl. De plus, la production d'IFN-y
par ces lymphocytes T activés pourrait, en méme temps, inhiber le potentiel des CD8a- a induire
la différenciation vers Th2.

B) En présence, par exemple, d'un adjuvant tel que I'Alum (qui induit préférentiellement la
différenciation vers Th2), les deux populations de DC pourraient étre activées. Cependant, cette
activation ne provoque pas la production d'IL-12, voire pourrait méme l'inhiber, ce qui entraine la
polarisation vers Th2. De plus, la production d'IL-10 par les lymphocytes T activés pourrait, en
méme temps, inhiber le potentiel des CD8ou+ a produire de I'lL-12, et donc a polariser vers Thl.

Adapté de Pulendran B et al., Trends In Immunology. 2001, 22: 41-47
Copyright © 2002 Dr Karine SERRE
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On peut donc imaginer deux modeéles. Le premier, ou certaines populations de DC sont
"programmeées™ pour engendrer une réponse T donnée. Il faut supposer dans ce cas que, lors
d'une infection, le pathogéne pourra étre en contact avec toutes les populations de DC. Celles
qui pourront étre activées auront la réponse adaptée a I'élimination de ce pathogene.
L'évolution a peut-&tre permis I'apparition de plusieurs populations de DC ayant chacune une
efficacité accrue pour une fonction donnée. Il a d'ailleurs été montré dans ce sens que les
populations de DC, dérivées in vitro, ont des réponses différentes en fonction du stimulus recu
(Pulendran et al., 2001a) et ce de facon dépendante de leur profil d'expression en TLR
(Kadowaki et al., 2001).

Dans le second modéle, les produits microbiens, les signaux environnementaux dont la
production locale de cytokines, mais aussi l'interaction avec des lymphocytes T CD4, durant
la maturation des DC, pourraient étre les événements critiques pour la génération des réponses
Thl ou Th2 (Kalinski et al., 1999). La sécrétion d'IL-12 semble pouvoir étre induite par
différents stimuli, comme des produits issus de pathogénes (LPS, STAg) mais aussi lors de
I'interaction avec des lymphocytes T CD4 par I'engagement des molécules de classe 11 ou de
CD40 (Koch et al., 1996). L'engagement "physiologique” des molécules de classe 11 pouvant
se faire via le TCR ou bien via LAG-3. Une forme soluble de ce dernier induit, en effet, la
production d'lIL-12 par les DC (Avice et al., 1999). Il est de plus en plus évident que les
molécules de classe Il sont capables de transduire un signal intracellulaire, responsables de
I'activation des cellules (Lang et al., 2001). On peut supposer qu'il y a deux niveaux de
contrble de la production d'IL-12. Tout d'abord en périphérie, initiée par le pathogéne et par
I'environnement, et ensuite dans les ganglions, soutenue par les lymphocytes T CD4, en partie
grace a l'interaction via les molécules de classe Il et de CD40.

Une approche in vivo permettra de mieux comprendre la physiologie des DC, qui est encore
obscure. En effet, maintenant qu'il est possible de discriminer au moins quatre populations de
DC, dans les ganglions sous cutanés, (CD8a-/DEC-205-, CD8a-/DEC-205+/-, CD8a.-/DEC-
205+, CD8a+/DEC-205+) (Henri et al., 2001), il sera trés intéressant d'essayer de répondre
aux questions suivantes : 1) quelle est leur localisation précise au sein des ganglions ? 2)
comment ces populations sont régulées et recrutées ? 3) quelle est leur capacité a produire de
I'IL-12 aprés activation ex vivo et in vivo ? 4) quel est leur potentiel a activer et polariser les
lymphocytes T CD4 vers Thl ou Th2 ? 5) quel est leur potentiel & activer des lymphocytes T
CD8 naifs ?

8.3)- Role des cellules dendritigues dans |'activation des
lymphocytes T CD8

8.3.1)- Les populations de cellules dendritiques, CD8a- et
CD8a+, responsables de la présentation croisée
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Les populations, CD8a- et CD8au+, ont été également testées pour leur aptitude a générer des
réponses cytotoxiques in vivo. Lorsqu'elles sont triées a partir de la rate, chargées en peptides
in vitro, puis injectées par voie sanguine, ces deux populations peuvent générer des réponses
cytotoxiques efficaces (Ruedl and Bachmann, 1999; Schlecht et al., 2001). Deux groupes ont
comparé, ex vivo, les trois populations de la rate (CD4-/CD8a.-, CD4+/CD8a-, CD4/CD8a+),
aprés immunisation, pour leur propriété de présentation croisée. Des cellules irradiées, issues
de la rate de souris déficientes en B2-microglobuline (donc incapables de présenter elles
mémes un antigene en association avec les molécules de classe 1), sont chargées en OVA in
vitro, puis injectées dans le sang d'animaux receveurs. Quatorze heures apres, seules les DC
CD8a+ activent des lymphocytes T CD8 spécifiques de I'OVA. Pourtant, les populations
CD8a- ont, elles aussi, capturé les cellules injectées (den Haan et al., 2000). Il est cependant,
difficile de conclure a partir de cette étude, car l'activation obtenue des lymphocytes T CD8,
est tres faible et le r6le des lymphocytes T CD4 n'a pas été testé.

Lorsqu'une trés forte concentration d'OVA soluble est injectée dans le sang d'animaux
receveurs, le résultat est identique. Seules les CD8a+ peuvent présenter 'OVA dans le
contexte des molécules de classe | (Pooley et al., 2001). Toutefois, les DC CD4-/CD8a.-
peuvent, elles aussi, acquerir cette propriéte, lorsqu'elles sont exposées a des produits
bactériens comme le LPS, bien que leur efficacité soit moindre. L'activation des lymphocytes
T CD8 semble donc étre dépendante de certaines conditions de stimulation des DC.

8.3.2)- Le dialogue a trois partenaires : les lymphocytes
T CD4, les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD8
Dans de nombreux cas, et en particulier, dans les réponses anti-tumorales, l'activation de
lymphocytes T CD8 est complexe et requiert la présence de lymphocytes T CD4 helpers
activés (Pardoll and Topalian, 1998; Toes et al., 1999). Ce phénomeéne est désigné sous le
terme de "help". Les lymphocytes T CD4 et CD8 doivent reconnaitre leur antigéne respectif
sur la méme DC (Guerder and Matzinger, 1992). La mise en place de réponses cytotoxiques
nécessite donc un triple partenariat, entre les DC et les lymphocytes T CD4 et CD8 (Clarke,
2000). Originellement, il était pensé que ces deux lymphocytes T, étaient simultanément en
contact avec la DC, créant une proximité suffisante, permettant aux lymphocytes T CD8 de
bénéficier de I'IL-2 sécrétée par les lymphocytes T CD4 (Figure 25A). Puis, une autre
théorie a émergé, suggérant plutdt des interactions séquentielles ou le "help” ne serait pas
dirigé vers les lymphocytes T CD8, mais vers les DC (Figure 25B). L'interaction, entre un
lymphocyte T CD4 et une DC, doit étre considérée comme un dialogue bidirectionnel et
dynamique qui provoque l'activation simultanée des deux partenaires. Cette interaction
convertit la DC en une cellule extrémement efficace pour stimuler des lymphocytes T CD8
(Lanzavecchia, 1998). Bien que le mécanisme par lequel les lymphocytes CD4 apportent le
"help" aux DC ne soit pas encore élucidé, il semble, en partie dépendant de I’interaction
CD40-CD40L (Clarke, 2000).
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Figure 25 : Role des lymphocytes T CD4 dans l'acquisition, par les cellules

dendritiques, des propriétés de stimulation des lymphocytes T CD8.

A) Modéle de I’interaction simultanée a trois partenaires.

Les lymphocytes T CD4 et CD8 interagissent en méme temps avec la méme DC. Le lymphocyte T
CD4 est activé et produit de I'lL-2, qui contribue a l'activation du lymphocyte T CD8. Bien que I'IL-2
puisse, dans certains cas, se substituer aux lymphocytes T CD4, I'élément limitant de ce concept est
sa faible plasticité. 1l nécessite un événement qui doit étre extrémement rare in vivo : la rencontre
simultanée entre les trois partenaires.

B) Modele séquentiel de I'activation des DC par le lymphocyte T CD4. Cette DC nouvellement
activée peut alors interagir directement et activer un lymphocyte T CD8. Les bases moléculaires
exactes de l'interaction entre la DC et le lymphocyte T CD4 ne sont pas encore totalement élucidées.
Néanmoins, l'engagement de CD40 sur la DC par le lymphocyte T CD4 semble participer a
I'activation des DC. Dilleurs, le réle de CD40 sur les DC réfute I'idée premiére, des cytokines
produites par les lymphocytes T CD4 pouvant agir sur le lymphocytes T CD8.

Adapté de Lanzavecchia, A., Nature. 1998, 393: 413-414 Copyright © 2002 Dr Karine SERRE
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Les trois premiéres études, proposant un réle direct des lymphocytes T CD4 sur les DC et non
pas sur les lymphocytes T CD8, ont en effet démontré I'implication de CD40-CD40L (Bennett
et al., 1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger et al., 1998). Tout d'abord in vitro dans le
modeéle H-Y. Afin de comprendre les mécanismes par lesquels les DC acquiérent le potentiel
d'activer des lymphocytes T CD8, des DC, issues de la rate de souris males, sont testées in
vitro, pour leur efficacité a re-stimuler I'activité cytotoxique de lymphocytes T CD8 générés
in vivo (Ridge et al., 1998). Dans ce systeme, ce sont donc les propriétés de re-stimulation de
lymphocytes T CD8 par des DC exprimant I'antigene de maniere endogéne et constitutive, qui
sont analysées. Les résultats montrent, qu'en absence de lymphocytes T CD4, les DC ne sont
pas capables d'activer les lymphocytes T CD8. De méme, des DC issues de souris déficientes
en molécules de classe Il, et donc incapables d'interagir avec des lymphocytes T CD4, ne
parviennent pas a stimuler les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8. Néanmoins,
que ce soit en absence de lymphocytes T CD4 ou bien avec les DC n'exprimant pas les
molécules de classe Il, leur potentiel & activer des lymphocytes T CD8 est restauré en
présence d'anticorps agonistes spécifiques de CD40, ou bien, en présence du virus de
I'influenza (Ridge et al., 1998). 1l a également été montré que ces DC doivent exprimer CD80
et CD86 afin de stimuler les lymphocytes T CD8. Ces résultats suggérent donc, que le réle
des lymphocytes T CD4, est de convertir les DC en induisant leur maturation, ce qui
provoque l'augmentation des molécules de costimulation ainsi que, probablement, la sécrétion
de cytokines.

Cette activation est dépendante d'un signal qui peut étre induit par CD40 mais aussi par le
virus de l'influenza. Néanmoins, un résultat contradictoire démontrant un réle des
lymphocytes T CD4, mais de facon indépendante de CD40, a été démontré in vitro (Lu et al.,
2000). Des DC, issues de la moelle osseuse, sont utilisées pour activer des lymphocytes T
CD4 et CD8, de souris transgéniques (spécifiques de I'némagglutinine du virus de l'influenza).
Quelle que soit la forme de I'antigéne (lysat de tumeur exprimant I'hémagglutinine, protéine
soluble, peptide reconnu par les lymphocytes T CD8), les lymphocytes T CD4 jouent un role
majeur, permettant aux DC d'activer les lymphocytes T CD8. Pourtant des DC issues de
souris déficientes en CD40 sont efficaces, bien que la présence de lymphocytes T CD4 soit
tout de méme nécessaire. Ces résultats suggerent que d'autres molécules que CD40 peuvent
étre impligquées lors de l'interaction avec les lymphocytes T CD4. Il serait intéressant, dans ce
contexte, d'analyser la cascade d'activation intracellulaire induite par I'engagement des
molécules de classe Il. D'autant qu'il a été montré que I'injection, de la forme soluble de LAG-
3, pouvait, non seulement, amplifier les réponses immunes humorales et cellulaires contre un
antigene soluble (EI Mir and Triebel, 2000), mais aussi, permettre la régression de tumeur
(Prigent et al., 1999).

Deux autres études se sont intéressées, a la génération de lymphocytes T CD8 cytotoxiques,
contre des antigenes associés a des cellules in vivo. Des cellules, chargées in vitro avec de
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I'OVA, sont injectées dans le sang et, une semaine apres, la réponse cytotoxique est mesurée
dans la rate. La réponse est abrogée dans les souris déficientes en CD40 ou en CD40L. Elle
est aussi totalement inhibée dans des souris déplétées en lymphocytes T CD4, mais restaurée
par l'injection d'anticorps agonistes spécifiques de CD40 (Bennett et al., 1998). Une réponse
cytotoxique est également induite lorsque des souris B6 (H-2°), sont immunisées dans le flanc
par voie sous cutanée, avec des cellules issues de la rate de souris BALB/c (H-2%) exprimant
une protéine E1B de I'adéno virus humain. Des lymphocytes T CD8, spécifiques d'un peptide
de E1B (192-200), en association avec les molécules H-2D®, sont ainsi générés. Cette réponse
est totalement inhibée dans les souris déplétées en lymphocytes T CD4, ou déficientes en
molécules de classe I, mais une fois encore restaurée par l'injection d'anticorps anti-CDA40.
Les auteurs démontrent que les lymphocytes B ne sont pas responsables de l'activation des
lymphocytes T CDS8, car la réponse est correcte dans des souris n'ayant pas de lymphocytes B
(déficientes en chaine lourde p des immunoglobulines) (Schoenberger et al., 1998).

Le role des lymphocytes T CD4 semble avoir deux conséquences, qui sont d'ailleurs
extrémement corrélées. La premiere, lors de linitiation des réponses cytotoxiques pour
permettre aux DC d'acquérir leurs fonctions de stimulation des lymphocytes T CD8. La
seconde, afin de maintenir une population de lymphocytes T CD8 actifs et mémoires,
permettant par exemple la persistance d'une immunité anti-virale ou anti-tumorale (Marzo et
al., 2000). Des souris déficientes en CD40L peuvent générer une réponse normale contre une
infection virale primaire par LCMV ou VSV (Vesicular Stomatitis Virus). Cependant, apres
deux mois, ces souris ont une activité cytotoxique trés réduite par rapport aux souris normales
(Borrow et al., 1996). Dans ce contexte, l'activation des DC par les virus est, peut-étre a elle
seule, suffisante pour induire leurs propriétés a stimuler des lymphocytes T CD8. Pourtant
elle n'est semble-t-il pas suffisante pour maintenir une immunité mémoire. Nous ne
discuterons pas la nécessité de la persistance de la présentation d'antigéne afin de maintenir
une population de lymphocytes T CD8 mémoires, car c'est une notion trés controversee.
Néanmoins, en supposant que l'antigene persiste et qu'il est présenté, on peut supposer que
lorsque I'inflammation produite par le virus diminue, les lymphocytes T CD4 pourraient alors
jouer un role crucial.

En résumé, il semblerait que le réle des lymphocytes T CD4 soit d'induire la maturation finale
des DC et ainsi d'augmenter les molécules de costimulation et peut-étre aussi la sécrétion de
cytokines (Figure 25B). Il existe peut-étre des molécules de costimulation, induites lors de
I'interaction avec les lymphocytes T CD4, qui ne sont pas encore identifiées, mais qui seraient
nécessaires a l'activation des lymphocytes T CD8.

Nous nous sommes tout particulierement intéressés a l'activation des DC, induite par les
lymphocytes T CD4, pour l'acquisition de leurs propriétés de stimulation des lymphocytes T
CD8. Nous présenterons dans l'article 3 des résultats suggérant que les lymphocytes T CD4
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influencent le processus de présentation dans le contexte des molécules de classe I, en
permettant le passage, des antigenes exogenes, des vésicules d'endocytose vers le cytoplasme,
devenant ainsi accessibles a la voie de présentation classique. L'article 4 décrit le role joué par
les lymphocytes T CD4 endogénes in vivo, dans I'induction de la prolifération de lymphocytes
T CD8, aprés immunisation par voie sous cutanée, d'antigénes encapsulés dans des liposomes.
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Systéme expérimental
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IT)- Le contexte et le systeme expérimental

1)- Le contexte

De nombreuses évidences montrent que le systéme immunitaire est capable de reconnaitre, et
dans certains cas, d'éliminer les cellules tumorales (Roth et al., 1994). Les lymphocytes T
CD4 et CD8 spécifiques des antigénes tumoraux, sont les acteurs majeurs de cette immunité
anti-tumorale. Néanmoins, malgré un catalogue croissant d'antigenes tumoraux (Cox et al.,
1994; Mandelboim et al., 1994), le développement de vaccins thérapeutiques anti-tumoraux
contre ces antigenes peu immunogéniques, est encore trés limité. Le potentiel des DC, pour
activer des lymphocytes T, en ont fait des candidats pour le développement
d’immunothérapies efficaces contre le cancer, (Girolomoni and Ricciardi-Castagnoli, 1997;
Mayordomo et al., 1997; Schuler and Steinman, 1997; Timmerman and Levy, 1999).

Divers modeles ont montré que, des DC chargées avec des antigénes tumoraux, puis injectées
in vivo, permettaient d'induire une réponse immune protectrice capable de bloquer le
développement de tumeurs (Mayordomo et al., 1995; Okada et al., 1998). Ces protocoles sont
dailleurs déja utilisés dans des essais cliniques chez I'homme et ont donné des résultats
prometteurs (Nestle et al., 1998). Cependant, les techniques de production de DC sont lourdes
et les dangers liés a I'induction de réponses auto-immunes ne sont pas pleinement exclus.

Les réponses anti-tumorales nécessitent l'activation des lymphocytes T CD4 helpers et CD8
cytotoxiques (Pardoll and Topalian, 1998; Toes et al., 1999), ce qui implique que les DC
réinjectées doivent étre capables de présenter les antigénes a ces deux populations. Il faut, par
conséquent, tenir compte de I'accessibilité des antigénes aux bons compartiments de
présentation, lors du chargement des DC ex vivo. L'idéal serait de pouvoir introduire des
antigeénes tumoraux directement in vivo dans des DC et de stimuler leurs propriétés
activatrices de lymphocytes T.

Dans ce contexte, nous nous sommes, intéressés a la fonction de présentation antigénique des
DC, aux lymphocytes T CD4 et CD8 in vitro et in vivo, afin de comprendre des mécanismes
qui permettent aux DC d'acquérir les propriétés d'activation des lymphocytes T CD8.

Comme nous I'avons vu dans I'introduction, les DC ont un potentiel énorme pour capturer des
antigenes et elles expriment un grand nombre de récepteurs. Il nous est apparu essentiel de
tirer profit de ce potentiel afin de confronter les DC a ce qui justifie en partie leur existence,
c'est-a-dire détecter des pathogenes. Nous avons dans ce but comparé différentes formes
d'antigénes et utilisé un systeme de transport permettant & l'antigéne d'étre reconnu par sa
taille, par sa structure, par la possibilité d'étre capturé par un récepteur précis. Ainsi, afin
d'améliorer la concentration d'antigéne capturé par les DC, la protection de cet antigéne vis-a-
vis des protéases extracellulaires, et la spécificité de reconnaissance cellulaire et moléculaire,
nous avons utilisé des liposomes.

2)- Le systéme expérimental
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L'idée de délivrer des antigénes, de maniere spécifique et efficace, afin d'induire une
présentation dans le contexte des molécules du CMH, est depuis longtemps investiguée. Une
grande variété de systémes de transport ayant pour objectif de concentrer, de protéger, de
délivrer spéecifiquement au niveau cellulaire et moléculaire ont été développés. Parmi eux, les
liposomes, que nous allons présenter plus en détail. Dans cette partie, nous nous intéresserons
aux propriétés des liposomes de pouvoir retenir encapsuler des antigenes, et de leur conférer
une spécificité de reconnaissance.

2.1)- Les liposomes
Le terme de liposome est apparu dans les années soixante lorsqu'Alec Bangham a démontre,
par études de microscopie électronique, qu'une suspension de lipides dans le milieu aqueux
formait des vésicules closes (Bangham and Horne, 1964; Bangham et al., 1965). Les
liposomes sont des microvésicules synthétiques, constituées de phospholipides organisés en
bicouches délimitant un espace central aqueux (Figure 26A). lls se forment spontanément
dans une solution aqueuse par l'arrangement des molécules de phospholipides amphiphiles.

2.1.1)- Structure et caractéristiques
Les liposomes peuvent étre constitués a partir d'une grande variété de lipides. Les plus usités
sont les phospholipides auxquels s'additionnent fréquemment des stérols (comme le
cholestérol) qui stabilisent la membrane. Les liposomes utilisés dans cette étude sont neutres
et composés majoritairement de dimyristoyl phosphatidylcholine (65%) et de
phosphatidyléthanolamine couplés a un hapténe (le dinitrophenyl) les DNP-caproyl-
phosphatidylethanolamine (DNP-cap PE) (0,5%) et enfin de cholestérol (34.5%) (Figure
26B). Les techniques de préparation des liposomes ont été trés largement détaillées dans
certaines revues et la technique la plus utilisée est présentée dans la figure 26C (Brandl,
2001; Gregoriadis et al., 1999).
Ces structures peuvent contenir au sein de leur bicouche des produits liposolubles et dans leur
espace aqueux des molécules hydrosolubles qui seront alors protégées du milieu extérieur.
Il existe différents types de liposomes et ils peuvent étre classés selon plusieurs criteres. Tout
d'abord, en fonction de leur taille et de leur caractere uni ou multilamellaire : 1) les vésicules
multilamellaires de grande taille (400 nm a 5000 nm de diameétre) (MLV), 2) les vésicules
unilamellaires de grande taille (100 nm a 2000 nm de diametre) (LUV), 3) les petites
vesicules unilamellaires (20 nm a 100 nm de diametre) (SUV). Ensuite, en fonction des
proprietés physico-chimiques des phospholipides et des autres constituants, il existe des
liposomes neutres (non chargés), des liposomes anioniques (chargés négativement), des
liposomes cationiques (chargés positivement), des liposomes "fluides" ou "solides" (suivant la
température de transition de phase des phospholipides utilisés), des liposomes sensibles au
pH, des liposomes fusiogénes (selon la composition lipidique) et enfin, pouvant étre couplés a
des ligands.
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Dans notre cas, les liposomes constituent des vésicules neutres de transport d'antigénes et il
est possible de les diriger sélectivement par un couplage avec des ligands, ce qui leur procure
une spécificité envers un type cellulaire ou un type moléculaire donné.
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La structure, la stabilité et la rigidité de la bicouche des liposomes reposent sur différents
paramétres physico-chimiques des phospholipides constitutifs, comme la température de
transition de phase, mais aussi sur la présence de cholestérol. Ces parametres sont
extrémement importants car ils rendent compte de I'imperméabilité des liposomes, ce qui est
primordial afin qu'ils ne fuient pas. De nombreux travaux ayant été réalisés sur le sujet
(Winterhalter and Lasic, 1993) nous n'aborderons que succinctement les caractéristiques des
liposomes que nous avons utilisés. Par exemple, la température de transition de phase, des
dimyristoyl phosphatidylcholines (constituant majoritaire) est de 45°C. Cette température
rend compte de I'état physique de la membrane lipidique. En effet, si la température du milieu
ambiant est inférieure a la température de transition de phase, les liposomes sont considérés
comme "rigides” tandis qu'inversement, si elle est supérieure ils sont considérés comme
"fluides”. La stabilité des liposomes est egalement améliorée par la présence de cholestérol
qui joue un réle fondamental, en rigidifiant la membrane. Ceci permet de réduire la
perméabilité des liposomes au environ de la température de transition de phase.

Enfin, la stabilité des liposomes, in vitro et in vivo, est essentielle pour une rétention correcte
des produits encapsulés. D’une maniére générale, il apparait que les liposomes neutres sont
les plus stables car ils interagissent moins avec les constituants du sérum qui favorisent leur
déstabilisation.

2.1.2)- Interactions avec les cellules et mécanismes d'entrée

Les liposomes peuvent interagir avec les cellules par plusieurs mécanismes. En général, ils se
fixent soit aspécifiquement, grace a des interactions électrostatiques, soit, spécifiquement sur
des déterminants cellulaires, grace au couplage covalent de ligand a leur surface. Les
mécanismes responsables du transfert du contenu des liposomes varient selon la charge, la
composition, la taille des liposomes, mais aussi, selon le type cellulaire. Néanmoins, comme
nous le verrons dans les articles, les liposomes utilisés dans cette étude interagissent trés peu,
de facon aspécifique, avec la membrane plasmique des cellules. lls sont généralement
internalisés par endocytose en fonction de la molécule sur laquelle ils sont ciblés. Pour
conférer une spécificité aux liposomes, il suffit de leur associer un ligand, capable d'interagir
avec une molécule membranaire déterminée. De nombreux ligands ont été employés par
exemple, des sucres, des lectines, des hormones peptidiques, des glycoprotéines, des
antigenes, des anticorps ou bien des hapténes.

La stratégie utilisée dans le laboratoire est de coupler de facon covalente le DNP sur un
groupement amine de la phosphatidyléthanolamine (DNP-cap-PE). Une chaine polycarbonée
(caproyl) permet d'une part, de ne pas altérer les propriétés de ce phospholipide et, d'autre
part, de laisser cet hapténe accessible en surface. Des liposomes de 200 nm de diamétre
contiennent 1000 a 2000 molécules d'antigénes (HEL ou OVA), et environ 400 DNP-cap-PE,
qui se repartissent de maniére aléatoire vers l'intérieur ou vers I'extérieur de la membrane.
Ainsi, 200 DNP-cap-PE doivent étre accessibles a la surface de chaque liposome.
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Les liposomes peuvent étre tres simplement opsonisés grace a la présence de DNP sur leur
face externe. En effet, le DNP est un haptene treés utilisé en immunologie et, il existe de
nombreux anticorps monoclonaux disponibles. Les liposomes, ainsi opsonisés, seront
reconnus et capturés par les cellules exprimant les FcR (Figure 27 A).

Une autre technique permet de diriger les liposomes sur n'importe quelle molécule de surface.
Ils peuvent étre opsonisés par des protéines chimériques formées, de la protéine A couplée de
facon covalente aux portions F(ab) des anticorps spécifiques du DNP. Ces mémes liposomes
peuvent ainsi se fixer sur un déterminant, grace a des anticorps, capables de lier la protéine A,
et spécifiques d'un déterminant cellulaire (Figure 27B).

Le devenir intracellulaire de ces liposomes dépend majoritairement de la molécule sur
laquelle ils sont diriges. Nous verrons dans la partie résultat que le choix de cette molécule est
d'un intérét primordial pour notre objectif, qui est de délivrer des antigenes dans les DC afin
de favoriser la présentation antigénique par les molécules de classe 11 et de classe 1.

Comme nous le verrons dans les articles nous nous sommes attachés a comprendre les
mécanismes qui permettent, a un antigene capturé de maniere spécifique par les DC, d’étre
présenté a des lymphocytes T CD4 et CD8 in vitro. Nous n’avons pas voulu "forcer" ces
cellules a présenter des antigenes dans le contexte classe 1 mais comprendre comment elles
pouvaient acquérir, & un moment donné, les propriétés de stimuler des lymphocytes T CD8 et
quel était le r6le des lymphocytes T CD4 dans ce processus. C'est pour cela que nous avons
utilisé des liposomes neutres et sans caractéristiques particuliéres, mais seulement capables
d'étre dirigés sur un récepteur, comme le FcR qui rend compte de la capture antigénique.
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Figure 27 : Systemes de ciblage des liposomes a la surface cellulaire.

A) Des anticorps spécifiques du DNP opsonisent les liposomes-DNP, permettant leur ciblage sur
les FcR exprimés par les DC.

B) Opsonisation des liposomes grace a un réactif bispécifique composé de la protéine A couplée
aux portions F(ab) des anticorps anti-DNP. Un anticorps reconnaissant un déterminant de la
surface cellulaire et capable de lier la protéine A permet alors de diriger les liposomes sur
n'importe quelle molécule de surface.
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2.1.3)- Devenir des liposomes injectés in vivo

Le devenir des liposomes in vivo dépend de plusieurs parametres comme leur taille, leur
charge, leur composition, la voie d'administration, et les interactions avec les composants du
sérum. Nous ne ferons pas ici la liste de tous les différents types de liposomes utilisés pour
comparer leur efficacité de rétention ou d'élimination, selon leur préparation. Il nous est
néanmoins, apparu utile de discuter brievement du devenir de liposomes neutres selon leur
voie d'administration puisque nous les avons utilisés afin de caractériser les cellules
responsables de la capture d'antigéne in vivo apres injection par voie sous cutanée.

2.1.3.1)- La circulation des liposomes injectés dans le
sang

D'une maniere générale, tous les liposomes injectés dans le sang, sont plus ou moins
rapidement (selon leur composition) captés par le systeme réticuloendothélial, c'est-a-dire le
foie et la rate. La majorité des liposomes (70 a 80%) s'accumulent dans les cellules de
Kuppfer du foie, et une autre proportion (5 a 8%) dans les macrophages de la rate ou bien
dans les monocytes circulants. L'élimination des liposomes est rapide et leur demi-vie est
extrémement courte (inférieure a deux heures).

Dans le sang, les liposomes sont tres rapidement recouverts par des protéines du sérum. Elles
influencent leur capture par des récepteurs, exprimeés sur les macrophages et les DC (Moghimi
and Hunter, 2001). Toutes les interactions qui permettent a des protéines de se lier aux
liposomes sont dues a des affinités pour les phospholipides ou bien a des protéines qui s'y sont
déja fixees. Brievement, nous pouvons citer quelques exemples d'opsonines (Patel, 1992;
Semple et al., 1998). Des anticorps IgM ou IgG naturels circulants, spécifiques du cholestérol
ou de certains phospholipides peuvent permettre I'élimination des liposomes par des cellules
phagocytaires exprimant des récepteurs Fc. La protéine C réactive (CRP) peut se fixer sur les
phosphatidylcholines qui est un des constituants des liposomes utilisés (Mi et al., 1997). C'est
une protéine produite lors des phases aigués de l'inflammation. Sa quantité peut étre
augmentee de plus de cent fois lors de blessure, d'infection ou d'inflammation. Elle appartient
a la famille des pentraxines et peut activer la cascade du complément via la voie classique.
Cette protéine C réactive, pourrait aussi étre un ligand pour les FcR (Bharadwaj et al., 1999)
bien que cette hypothése soit trés controversée (Saeland et al., 2001). Les protéines du
complément (C3b, iC3b) sont également impliquées dans I'élimination des liposomes.
D'autres protéines, comme l'albumine, la fibronectine, des apolipoprotéines, ainsi que la p2-
glycoprotéine I, peuvent aussi étre responsables de leur élimination.

2.1.3.2)- La circulation des liposomes injectés en sous
cutané

Lors d'une injection par voie sous cutanée les liposomes peuvent avoir trois devenirs.
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Tout d'abord, ils peuvent rejoindre la circulation sanguine : lors de l'injection la pression
exercée sur le site est forte, et les capillaires sanguins sont endommagés. La proportion qui
parvient a s'infiltrer dans la circulation sanguine semble étre faible et les liposomes sont
rapidement disséminés dans le foie et dans la rate. Ensuite, ils peuvent emprunter la
circulation lymphatique, car ils traversent les endothéliums des vaisseaux lymphatiques. Ils
gagnent ainsi les ganglions drainants ou ils sont majoritairement capturés par les cellules
phagocytaires. Enfin, ils peuvent rester sur le site d'injection ou ils sont progressivement
dégradés et éliminés par les DC et les macrophages.

Dix heures apres l'injection, la situation a atteint un équilibre. Le pourcentage de liposomes
(de 100 a 200 nm de diameétre) ayant rejoint le ganglion drainant est estimé a 4%, alors que
60% restent sur le site d'injection. Ceci signifie que malgré le passage de 40% des liposomes
dans les voies, lymphatique et sanguine, seulement 4% semblent s'accumuler dans le ganglion
drainant.

De nombreux paramétres influencent le devenir des liposomes injectés par voie sous cutanée
(Oussoren and Storm, 1997; Oussoren et al., 1998). Par exemple, la taille : plus ils sont petits
plus ils gagnent facilement la lymphe. Cependant, ils sont moins bien internalisés par les
cellules phagocytaires (Oussoren et al., 1997). La composition des liposomes est également
importante. La présence de phosphatidylsérine (PS) peut influencer leur captation dans les
ganglions, probablement par les mémes mécanismes de reconnaissance qui permettent aux
cellules phagocytaires, et aux DC, de capturer les cellules apoptotiques (qui surexpriment les
PS sur leur feuillet externe) (Fadok et al., 1992). L'insertion de F(ab")2 d'anticorps spécifiques
des molécules de classe 11, & la surface des liposomes, permet une accumulation trois fois plus
importante de ces liposomes dans les ganglions (Dufresne et al., 1999).

Néanmoins, malgré cette description des parameétres influencant la concentration des
liposomes dans les ganglions, peut-étre que le facteur le plus important est tout simplement la
pression qui s'exerce sur le site, lors de l'injection. Lorsque la pression dans les tissus
interstitiels surpasse celle des capillaires lymphatiques, les jonctions intercellulaires s'‘ouvrent
et le liquide interstitiel s'infiltre.

Ainsi il y a deux possibilités pour la capture des liposomes par des cellules phagocytaires. La
premiére, ils sont pris en charge sur le site d'injection. Des cellules de Langerhans, ou des DC
interstitielles, ou des monocytes, ou des macrophages peuvent les capturer et ensuite migrer
jusqu'aux ganglions. La seconde, ils entrent seuls dans la circulation lymphatique et sont pris
en charge lors de leur entrée dans le ganglion. Nous avons vu précédemment que des DC
possédant, encore, des capacités de capture d'antigenes, sont présentes dans les organes
lymphoides.

2.1.4)- Quelles sont les cellules qui capturent les liposomes et
qui initient la réponse immune ?
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Les liposomes sont utilisés dans de nombreuses applications médicales thérapeutiques et
préventives, aussi bien dans des modéles expérimentaux animaux que cliniques chez I'homme
(pour revues voir (Gregoriadis, 1995)). IlIs sont en effet utilisés dans des thérapies anti-
microbiennes ou anti-cancéreuses (afin de délivrer des drogues), pour des thérapies géniques
(comme vecteur d'ADN), enzymatiques ou hormonales (comme transporteur d'enzymes ou
d'hormones) mais également dans des vaccins pour n'en citer que quelques exemples. Nous ne
nous intéresserons qu'aux effets adjuvants des liposomes en tant que systeme de transport
d'antigenes (Gregoriadis, 1990).

Nous avons vu précédemment que les liposomes permettaient d'induire des réponses
cytotoxiques efficaces. De plus, ils peuvent également stimuler le compartiment des
lymphocytes B. Les liposomes, exprimant des hapténes ou des antigénes sur leur surface, ont
depuis trés longtemps été montrés tres efficaces pour induire la production d'anticorps
spécifiques de ces déterminants (Alving et al., 1995; Richards et al., 1998). Malgré le nombre
important d'études démontrant le potentiel des liposomes dans l'activation de réponses
humorales ou cytotoxiques, finalement peu définissent la nature exacte des cellules qui les
capturent et qui initient ces réponses.

Des liposomes neutres, contenant la toxine tétanique, générent une réponse cytotoxique
lorsqu'ils sont injectés dans les coussinets plantaires de souris (Ignatius et al., 2000). Une
analyse succincte suggére que trois jours apres immunisation, les cellules responsables de la
présentation aux lymphocytes T CD8, ex vivo, sont CD11c+. Des liposomes contenant un
peptide (GP-33) du virus LCMV, injectés par voie intradermale permettent I'induction d'une
tres forte réponse cytotoxique. Cette réponse est protectrice contre le virus injecté dans le sang
et contre le développement d'une tumeur, exprimant ce méme antigéne, implantée en sous
cutané (Ludewig et al., 2000). Il semblerait que les cellules responsables de I'activation de
lymphocytes T CD8 soient des DC sur la base de I'expression de certain marqueurs (CD11c,
CD54, et CD86) et sur leur potentiel ex vivo a activer des lymphocytes T CD8 naifs,
spécifiques du peptides GP-33.

La plupart des travaux, dont I'objectif est de suivre les processus de migration des DC
jusqu'aux ganglions, ont été réalisés en utilisant des protocoles de sensibilisation de contact
sur la peau avec des agents fluorescents. Les résultats ont démontré que des cellules présentes
dans la peau, les cellules de Langerhans, avaient le potentiel de migrer jusqu'aux ganglions.
Néanmoins, en absence d'antigene, les fonctions effectrices de ces cellules n'ont pu étre
précisément appréhendées dans ces protocoles. Nous avons essayé de caractériser les cellules
qui capturent les antigénes et qui interagissent avec les lymphocytes T dans le ganglion, au
tout début de la réponse. Ainsi nous avons voulu développer un systéme permettant de
caractériser et de suivre les cellules ayant capturé I'antigéne afin d'analyser leur phénotype,
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leur localisation et leurs fonctions en termes d'activation des lymphocytes T CD4 et CD8.
C'est pourquoi nous avons utilisé des liposomes ayant deux caractéristiques simultanées. Ils
sont fluorescents et contiennent un antigéne. Ainsi les cellules qui les capturent deviennent
fluorescentes a leur tour, et nous pouvons donc analyser leurs propriétés de présentation
antigénique.
2.2)- Approche expérimentale utilisée in vitro

Comprendre les mécanismes d’activation des lymphocytes T CD4 par les DC et le role
prépondérant de cette interaction CD4/DC dans la stimulation de lymphocytes T CD8 sont
des étapes importantes afin de définir les meilleures stratégies vaccinales capables d’induire
une immunité cytotoxique adéquate. Nous utilisons dans le laboratoire un systéme
expérimental nous permettant d’étudier, in vitro, les interactions qui existent entre les DC et
les lymphocytes T CD4 et CD8. Nous nous proposons d'étudier un systeme de transport
d'antigénes, les liposomes, qui sont capturés par les DC, grace aux FCR et permettent la
présentation efficace d'antigénes dans le contexte des molécules de classe 1l et de classe 1.

Nous avons tenté de comprendre quels étaient les mécanismes de capture, de présentation et
d'activation des lymphocytes T par les DC, afin de définir la meilleure forme d'antigene
capable d'activer les fonctions des DC.

2.2.1)- Les cellules présentatrices d'antigenes

Nous utilisons des cellules dérivées de la moelle osseuse, mises en culture en présence de
GM-CSF (Inaba et al., 1992a). Aprés une semaine de culture, la majorité des cellules
expriment CD11c et 33D1 et sont négatives pour DEC-205 et CD8a.. En ce qui concerne le
devenir des molécules du CMH de classe Il, elles sont concentrées dans les vésicules
intracellulaires a I'état immature et exprimées en surface a I'état mature. Les molécules
d'adhésion (ICAM-1) et de costimulation (CD80, CD86, CD40) sont également augmentées
lors de la maturation par le LPS, par exemple. Enfin, il faut noter que ces cellules expriment
les trois types de FcR : FcyRlI, FcyRII et FeyRIII.

Nous avons comparé les DC & dautres cellules présentatrices d'antigénes, comme les
lymphocytes B car ils expriment un récepteur spécifique a I'antigéne : le BCR. Pour cela nous
avons utilisé des lymphocytes B issus de souris CBA/J (H-2¥) transgéniques, dont tous les
lymphocytes B expriment un BCR spécifiqgue du lysozyme d'ceuf de poule (Hen Egg
Lysozyme : HEL) (Goodnow et al., 1988).

2.2.2)- Les antigenes
Dans le but de mesurer les propriétés de présentation d'antigenes exogenes de ces DC dans le
contexte des molécules de classe 1l et de classe I, nous avons utilisé deux antigénes : le HEL
une protéine de 15kDa, et I'ovalbumine (OVA) une protéine de 45kDa. Le choix s'est porté
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sur ces antigenes parce que des souris transgéniques dont les lymphocytes T CD4 et CD8 sont
spécifiques de ces antigenes sont disponibles, et qu'un grand nombre de réactifs ont été
réalisés.

Par exemple, les peptides dérivés du HEL sont trés bien définis (pour revues voir (Allen et al.,
1987; Latek and Unanue, 1999)), ainsi le peptide immunodominant présentés dans le contexte
des molécules de classe 11 1A* est le 46-61. 11y a également d'autres peptides (18-33, 34-45, et
115-129) pour lesquels des lymphocytes T CD4 spécifiques ont été mis en évidence. De plus,
il existe des anticorps monoclonaux (C4H3, Aw3.18) spécifiques du complexe 1A/46-61
(Dadaglio et al., 1997; Zhong et al., 1997).

De méme, I'OVA est bien caractérisée et présente l'avantage d'avoir des peptides connus et
présentés dans le contexte des molécules de classe Il I-A° (OVA323-339
ISQAVHAAHAEINEAGR) mais aussi de classe | H-2" (OVA257-264 : SIINFEKL). Un
anticorps monoclonal spécifique du complexe H-2K®/SIINFEKL (25D1.16) a également été
obtenu (Porgador et al., 1997).

2.2.3)- Les lymphocytes T
Afin d'identifier les événements qui conduisent les DC a présenter un antigene exogéne dans
le contexte des molécules de classe 11 et de classe | nous avons analyse leur potentiel a activer
des lymphocytes T spécifiques des antigenes utilisés. Les lymphocytes T naifs CD4 ou CD8
utilisés sont issus de souris transgéniques :
- des souris transgeniques, dont tous les lymphocytes T CD4 expriment un TCR, identique a
I'nybridome 3A9 (Allen et al., 1984), spécifique d'un peptide (46-61) issu de la dégradation du
HEL présenté en association avec les molécules de classe 11 H-2 A (Ho et al., 1994).
- des souris transgéniques (OT-II), dont tous les lymphocytes T CD4 expriment un TCR
spécifique d'un peptide (323-339) issu de la dégradation de I'OVA présenté en association
avec les molécules de classe 11 H-2 I-A° (Barnden et al., 1998).
- des souris transgéniques (OT-I), dont tous les lymphocytes T CD8 expriment un TCR
spécifique d'un peptide (257-264) issu de la dégradation de I'OVA présenté en association
avec les molécules de classe | H-2K® (Hogquist et al., 1994).

2.3)- Approche expérimentale utilisée /in vivo

Il est important de tenter de corréler des résultats obtenus in vitro a une réalité existante in
vivo. En effet, les éléments limitants des cultures in vitro sont qu'elles ne reproduisent pas : 1)
les interactions spatiales entre les lymphocytes T et les APC qui existent in vivo, 2) les effets
qu'une inflammation, sur un site d'infection, peuvent avoir sur le microenvironnement
produisant des facteurs solubles dans le ganglion, et donc sur le développement et la qualité
de l'activation des lymphocytes T d'une réponse immune.

Ainsi nous avons été désireux de visualiser d'une part, les cellules responsables de la capture
d'antigénes aprés immunisation et d'autre part, l'activation des lymphocytes T directement in
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vivo. Pour ce dernier cas, nous avons, choisi la technique du transfert adoptif de lymphocytes
T fluorescents de spécificité connue.

Le répertoire des lymphocytes T, qui n'‘ont jamais été stimulés par un antigéne, est de I'ordre
de 25 a 100 millions de clones différents dans un individu adulte. Cependant, le nombre de
lymphocytes T spécifiques d'un antigene donné est extrémement faible au sein de I'ensemble
de cette population : quelques centaines seulement, ce qui représente environ de 0,01% a
0,001%. Une alternative a la faible fréquence des lymphocytes spécifiques d'un antigene in
vivo est la méthode du transfert adoptif de lymphocytes T issus de souris transgéniques pour
leur TCR de spécificité connue (Jenkins et al., 2001). Cette technique permet d'obtenir une
population de lymphocytes T naifs, et de spécificité pour un complexe CMH/peptide choisi,
suffisante dans l'animal receveur, de l'ordre de 0.1-1% dans les organes lymphoides
secondaires. Ceci permet de visualiser, in vivo, leur activation en réponse & un antigéne. Nous
avons utilisé une méthode qui permet de suivre les lymphocytes T transférés, mais aussi le
nombre de divisions qu'ils ont effectué, apres leur activation, grace a un marqueur fluorescent,
I'ester succinimidyle diacétate carboxyfluorescéine (CFSE) (Fulcher et al., 1996; Hodgkin et
al., 1996; Lyons and Parish, 1994). Les lymphocytes transférés peuvent ainsi étre analysés en
réponse a différentes immunisations. Cette approche nous a permis de poser des questions sur
les parametres responsables de I'activation précoces des lymphocytes T in vivo.

Ces systemes expérimentaux nous ont permis de poser des questions sur le potentiel des DC a
présenter des antigenes exogenes par les molécules de classe Il et par les molécules de classe
l.

Nous avons montré que les DC sont tout aussi efficaces que les lymphocytes B pour présenter
a des lymphocytes T CD4 qui leurs sont spécifiques, des antigénes a de trés faibles
concentrations dés que ces derniers sont sous formes vésiculaires et capturés par des
récepteurs. L'agrégation de récepteurs est un événement important qui provoque l'activation
des cellules et augmente leur potentiel a présenter des antigenes et, par consequent favorise
I'activation des lymphocytes T CD4. En effet, lorsque I'antigéne est encapsulé dans des
liposomes dirigés sur le BCR de lymphocytes B, 100 fM sont suffisants pour permettre la
stimulation des lymphocytes T CD4. De méme, dés que l'antigéne est encapsulé dans des
liposomes dirigés sur le FcyR des DC, 10 fM sont alors suffisants pour leur permettre
d'activer efficacement les lymphocytes T CDA4.

En ce qui concerne la présentation dans le contexte des molécules de classe |, seules les DC
sont capables de présenter un antigene exogéne capturé par les FcyR aux lymphocytes T CD8
qui lui sont spécifiques. Cependant, elles doivent avoir atteint un stade développemental
particulier qui se traduit par 12 jours de culture in vitro. Des DC plus précoces (5 jours de
culture) en revanche, ne sont pas capables de présenter un antigene exogéne capturé par les
FcyR, en association avec les molécules de classe I. Neanmoins, des lymphocytes T CD4
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reconnaissant leur antigene, présenté par ces DC précoces, permettent a celles-ci d'activer des
lymphocytes T CD8 spécifiques de I'antigene internalisé par les FcyR.

Cette présentation aux lymphocytes T CDS8, induite par les lymphocytes T CD4, est
dépendante du protéasome et de TAP. Le rdle des lymphocytes T CD4 serait d'induire dans
les DC, le passage de I'antigene des vésicules d'endocytose vers le cytoplasme afin que des
peptides puissent s'associer aux molécules de classe | naissantes, dans le réticulum
endoplasmique.

Dans la continuité des expériences réalisées in vitro, nous nous sommes intéressés aux
propriétés de présentation des DC in vivo. Ainsi nous montrons que la prolifération de
lymphocytes T CD4 ou de lymphocytes T CD8 spécifiques d'un antigéne est tres dépendante
de la forme de I'antigene utilisé pour les immunisations. Les liposomes sont tres efficaces
pour délivrer un antigéne aux DC, afin qu'il soit présenté dans le contexte des molécules de
classe Il et des molécules de classe I. Ces résultats suggérent que les formes d'antigénes
vésiculaires, et reconnues par des récepteurs, sont particulierement adéquates pour étre prises
en charge par le systéme immunitaire et donc par les DC, pour que ces dernieres stimulent des
lymphocytes T.

Nous présenterons les résultats obtenus sous la forme de quatre articles.
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IIT)- Articles

1)- Présentation aux lymphocytes T CD4 par les cellules
dendritiques /n vitro
Comparaison des propriétés de présentation d'antigenes exogenes aux lymphocytes T CD4 par

des lymphocytes B et des DC.
Article 1 : Serre, K., Machy, P., Grivel, J. C., Jolly, G., Brun, N., Barbet, J., and Leserman,

L. Efficient presentation of multivalent antigens targeted to various cell surface molecules of
dendritic cells and surface Ig of antigen-specific B cells.
Journal of Immunology, 1998. 161(11): p. 6059-67.

2)- Présentation aux lymphocytes T CD8 par les cellules
dendritiques /n vitro
Mise en évidence des processus de régulation des propriétés de présentation d'antigénes aux

lymphocytes T CD8 par les DC.
Article 2 : Machy, P., Serre, K., and Leserman. L.

Class I-restricted presentation of exogenous antigen acquired by Fcgamma receptor-
mediated endocytosis is regulated in dendritic cells.
European Journal of Immunology, 2000. 30(3): p. 848-57.

3)- Roles des lymphocytes T CD4 dans |'acquisition des
propriétés d'activation des lymphocytes T CD8 par les cellules
dendritiques
Controle, par les lymphocytes T CD4, de la présentation dans le contexte des molécules de

classe | par les DC.
Article 3 : Machy, P., Serre, K., Baillet, M. and Leserman. L.

Induction of MHC class | presentation of exogenous antigen by dendritic cells is controlled by
CD4+ T cells engaging class Il molecules in cholesterol-rich domains.
Journal of Immunology, 2002. .168: 1172-1180

4)- Présentation aux lymphocytes T CD4 et CD8 /n vivo
Identification des cellules responsables de la capture des liposomes in vivo et analyse de leurs
propriétés a activer des lymphocytes T CD4 et CD8.

Article 4 : Serre, K., Giraudo, L., Leserman, L. and Machy, P.

Dendritic cells efficiently capture and present antigen encapsulated in liposomes, to CD4 and
CD8 T cells, in vivo.

Manuscrit en préparation, 2003.
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Article 1

Serre, K., Machy, P., Grivel, J. C., Jolly, G., Brun, N., Barbet, J., and Leserman, L.

Efficient presentation of multivalent antigens targeted to various cell surface molecules of
dendritic cells and surface Ig of antigen-specific B cells.

Journal of Immunology, 1998. 161(11): p. 6059-67.
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1)- Présentation aux lymphocytes T CD4 /n vitro
Préambule de |'article 1

Afin d'étudier les propriétés de présentation des DC, il nous est apparu important de
comprendre ce que représente un antigéne pour ces cellules. En d'autres termes, nous avons
essaye de definir comment les DC percoivent les antigénes exogenes et quels sont les
mécanismes qui rendent compte de leur efficacité a présenter de tres faibles quantités
d'antigénes a des lymphocytes T CD4. Nous avons vu dans l'introduction que les DC ont
développé de nombreux moyens qui permettent la capture des antigenes. L'acquisition par
macropinocytose est un processus non spécifique, qui peut-étre efficace pour des
concentrations relativement élevées d'antigenes. En revanche, le ciblage des antigénes sur des
récepteurs permet aux DC d'activer des lymphocytes T CD4, pour des concentrations trés
faibles. Dans ce contexte, nous avons compare l'efficacité de présentation des DC avec des
cellules qui sont aussi spécialisées dans la capture et la présentation d'antigenes aux
lymphocytes T CD4 : les lymphocytes B. Ces derniéres expriment un récepteur spécifique a
I'antigene : le BCR, qui leur permet de capturer de tres faibles quantités d'antigénes pour les
présenter a des lymphocytes T CDA4. Si les DC sont les cellules présentatrices d'antigénes les
plus performantes, elles doivent posséder des propriétés équivalentes voir supérieures de
capture et d'apprétement, pour induire I'activation des lymphocytes T CD4 naifs.

Afin, de pouvoir appréhender les capacités de présentation d'antigenes des lymphocytes B et
des DC, nous avons utilisé un systtme expérimental qui soit autant que possible
physiologique et surtout, qui nous permette de comparer ces deux types cellulaire pour des
formes d'antigénes équivalentes. Partant du principe que le systéme immunitaire a évolué afin
d'éliminer des agents infectieux, nous avons voulu tirer profit des mécanismes développés par
ces cellules pour reconnaitre et internaliser les pathogenes. L'engagement de récepteurs est un
événement primordial qui rend compte de la reconnaissance, de l'internalisation, de
I'apprétement des antigénes et de I'activation des cellules. Les BCR exprimés par les
lymphocytes B possédent ces propriétés et nous avons supposé que les récepteurs Fc (FcR),
exprimés par les DC pouvaient jouer ces mémes roles. Nous avons donc opté pour l'utilisation
d'un systeme de transport d'antigenes qui soit vésiculaire, et capable a la fois de protéger de
grandes quantités d'antigenes et d'agréger des récepteurs exprimés par ces cellules. Les
liposomes possedent ces propriétés, qu'ils partagent d'ailleurs avec les pathogénes (en tant que
particules), mais sont dépourvus de tous mécanismes d'échappement au systéme immunitaire,
ou de toxicité. Ces propriétés sont obtenues grace aux nombreux hapténes (dinitrophenyl :
DNP) que portent les liposomes a leur surface.

Une simple incubation avec des anticorps spécifiques du DNP, permet de les opsoniser et de
les diriger sur les FCR exprimés par les DC. De méme, I'utilisation de protéines chimériques,
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formées de la protéine A couplée de fagcon covalente aux portions F(ab) des anticorps
spécifiques du DNP permet, grace a des anticorps qui fixent la protéine A et qui reconnaissent
les BCR, de diriger ces liposomes sur les lymphocytes B. Les détails des systémes de ciblage
utilisés pour ces liposomes, sont schématisés dans la figure 27 de ce manuscrit et dans la
figure 1 de l'article qui suit.

De plus, gréace a l'utilisation de lymphocytes B issus de souris trangéniques pour leurs BCR
(spécifiques du HEL) nous avons pu comparer l'efficacité de ces lymphocytes B a présenter
un antigéne capturé sous forme monovalente (le HEL soluble, qui n'engage que quelques
BCR), ou multivalente (des liposomes, contenant le HEL, diriges sur les BCR, et qui agrégent
ces derniers).

Nous avons ainsi pu mettre en évidence que les DC sont tout aussi efficaces que les
lymphocytes B pour présenter des antigenes a de trés faibles concentrations dés lors que ces
antigenes sont sous formes vésiculaires et capturés par des récepteurs. L'agrégation de
récepteurs est un événement important qui provoque l'activation des cellules et augmente leur
potentiel a présenter des antigenes et, par conséquent favorise I'activation des lymphocytes T
CD4. Néanmoins, il faut noter que les DC sont beaucoup plus "malléables" et qu'elles peuvent
acquérir et presenter des antigenes qui se fixent sur des molécules ne participant pas, a priori,
au processus de capture et de présentation en tant que tel, comme les molécules du CMH (non
restreintes par les lymphocytes T CD4). Les stratégies de capture antigénique de ces deux
types de cellules semblent donc trés différentes mais en accord avec les roles de chacune dans
la mise en place de réponses immunes.
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Efficient Presentation of Multivalent Antigens Targeted to
Various Cell Surface Molecules of Dendritic Cells and Surface
Ig of Antigen-Specific B Cells

Karine Serre, Patrick Machy, Jean-Charles Grivel? Gilles Jolly, Nicole Brun, Jacques Barbet,
and Lee Lesermar?

To study the relation between the form of an Ag and the response to it, we compared presentation in vitro with hen egg lysozyme
(HEL)-specific T cells from TCR transgenic mice of free HEL and liposome-encapsulated HEL by different APC. HEL-specific
splenic B cells or bone marrow-derived dendritic cells were incubated with free HEL or HEL-containing liposomes targeted by
Ab to either surface lg, the Fc receptor, or MHC class | and Il molecules. Ag presentation by HEL-specific B cells was at least
100-fold more efficient for HEL in surface Ig-targeted liposomes than free HEL taken up by the same receptor or HEL in liposomes
targeted to class | or Il molecules. Ag presentation by dendritic cells from Fc receptor-targeted vesicles was augmented 1,000—
10,000-fold compared with free Ag or nontargeted liposomes, but presentation was also efficient when Ag was targeted to class |
or Il molecules. These results indicate that Ag-specific B cells and dendritic cells can be equally efficient in stimulating IL-2
production by Ag-specific T cells from unimmunized TCR transgenic mice when the Ag is multivalent and taken up by appropriate
receptors. In contrast to B cells, which require engagement of surface Ig for optimal presentation, dendritic cells may present Ag
by means of several different cell surface molecules.The Journal of Immunology,1998, 161: 6059—-6067.

Ag-specific surface Ig (1). When Ags bear repeating de-such are considered critical for the induction of immune responses

terminants expressed at high density they can also acti(7). Lacking true Ag-specific receptors, immature dendritic cells
vate specific B cells and may lead to differentiation and Ab pro-can acquire Ags by fluid phase endocytosis and present them to T
duction in a T-independent manner. Multivalent Ag determinantscells (8-10). This raises the question as to how an Ag is “per-
have_ peen shown to_be critical for stimulation of surfac_e_lg of ceived” by the dendritic cells in peripheral tissues, i.e., by what
specific B cells, both in response to haptens coupled to lipid VeSmechanisms Ag uptake induces the initiation of dendritic cell mi-
icles (liposomes) in the pioneering studies of Kinsky's group (2) gration to secondary lymphoid organs (11) and up-regulation of
and to membrane Ags of certain bacteria and viruses, in a T-iNgogimylatory molecules (12, 13), which are events implicated in

dependent manner (3). B ceII§ can also take up and p.resent. naturation of dendritic cells and necessary for their interaction
dependent Ags encapsulated in liposomes (4) or associated with.

) . . ) . ith T cells. Dendritic cells express “pattern recognition recep-
particles (5). Thus, surface Ig is responsible for both signaling anqv P P 9 P

A ; ors” (14), with affinity for repeating determinants, such as man-
Ag acquisition. Although it has been reported that soluble hen eg%os I( rc)>u S reser?t on mgn bgcteria (9, 15). These receptors
lysozyme (HELY binding to surface Ig up-regulates costimulatory y! groups, p y ' ) P

molecules on B cells (6), the potential role of Ag multivalence in clearly augment the efficiency of dendritic cells as APC for T cell

activation of Ag-specific B cells with respect to their efficiency as stlmula_tlon, but the relative roles of Ag acqwsmon_vs signals
APC for naive T cells has not been evaluated. transmitted py these receptgrs have _not been determined. Another
strategy available for dendritic cells is to use the products of ac-
_ ' ' ' quired immunity to recognize microorganisms expressing anti-
Centre d'lmmunologie de Marseille-Luminy, Marseille, France genic determinants identical to or cross-reactive with those for
Received for publication February 19, 1998. Accepted for publication August\yhich Ab exists. The role of Fc receptor (FCR) in increasing the

10, 1998. o ] - -
. - ) efficiency of presentation of opsonized Ag by dendritic cells has
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charges. This article must therefore be hereby masddckrtisemenin accordance ebeen reportEd (8- 16)~

with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact. Both surface Ig and R&III signal intracellularly use immuno-
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B cells acquire Ag for presentation to T cells primarily via  Dendritic cells are thought to be the most efficient APC and as
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6060 Ag PRESENTATION BY DENDRITIC AND B CELLS

Table I. Monoclonal Abs used in this study on Superdex 200 columns (Pharmacia). Monoclonal IgG1 and IgG2a anti-
DNP Abs were produced from hybridoma cells kindly provided by Zelig
Eshhar (Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel). All anti-DNP

Antibody Target Isotype Reference/Source Abs were purified on protein G-Sepharose (Pharmacia). Ab 7.6 is an anti-Id
265.5 DNP IgG1 Immunotech (20) specific for HH10, the anti-HEL Ab expressed by the transgenic B
U7.6.3 DNP 1gG1 Z. Eshhar, unpublished Ccells used in this study. Other Abs were provided by the groups that pub-
U7.27.7 DNP IgG2a Z. Eshhar, unpublished lished them or by the American Type Culture Collection (Manassas, VA).
7.6 (anti-ld) HEL-specific Ab (HH10) 1gG2a¢ 20 .

B1232 HLABandC 1gG2ax 50 Liposomes

H 100.5/28 H-2K a1 domain lgG2ak 51 Liposomes (80umol with respect to lipids) were made from 65% (mol/

H 39.352.4 H-2 IE lgG2a, « 52 mol) dimyristoyl phosphatidylcholine and 34.5% cholesterol (both from
10-2-16  H-2 1A 19G2a, k 52 Sigma) and 0.5% DNP-caproylphosphatidylethanolamine (Molecular
2.4G2 FoRIl, FeyRIIl Rat 1gG2b 53 Probes, Eugene, OR). Liposomes were formed by exposing lipids evapo-

rated from chloroform/methanol (9:1 v/v) to an aqueous solution contain-
In this study we used HEL-containing liposomes with repeatinging HEL (Sigma) (10 mg/ml; 70QwM) and 10 mM carboxyfluorescein

hapten determinants on their surfaces. Results presented in thi§F) (Molecular Probes) in PBS. For some experiments, liposomes of the
indicate that B cells t ic f ti-HEL f |came composition were made in CF/PBS or PBS alone. Following repeated
paper indicate tha cells transgenic for an anti- suriace gcycles of freezing and thawing, liposomes were formed by extrusion (Ex-

presented Ag much more efficiently when the protein was encapyuder; Lipex Biomembranes, Vancouver, British Columbia, Canaday) (26)
sulated in liposomes targeted to surface Ig than when HEL waghrough polycarbonate filters of 200-nm pore size (Corning Costar, One-
free in solution. HEL encapsulated in liposomes opsonized by Ig@nta, NY) at 45°C, followed by gel filtration over Sepharose 4B columns

. - harmacia) to eliminate unencapsulated solute. Lipid vesicles were ster-
Abs to the hapten is taken up and efficiently presented to T cells b ized by filtration through 0.4%um filters (Gelman, Ann Arbor, Ml). Dif-

dendritic C_ells V_ia lg FcR (FyRIl and/or FoyRIlI), while HEL 'n ferent HEL concentrations in lipid vesicles were obtained by dilution of
nonopsonized liposomes was taken up and presented inefficientlyhis stock solution. HEL levels were confirmed by fluorescence of dilutions
However, our results indicate that other cell surface molecules off free and liposome-entrapped CF with reference to the stock solution of

dendritic cells, namely class | and class I MHC molecules, alsdEL and CF used for liposome preparation. Usé®f-labeled HEL has
._confirmed that the fraction of encapsulated CF accurately reflects passive

permit efficient presentation Ong in targeted liposomes. This is NyEL entrapment (4). The internal volume of the liposomes used is about
contrast to the reduced capacity of these same molecules to serye x 108 liters, so at 70QuM Ag used, each liposome contains about

an Ag-presenting function when B cells are used as APC. Thes&750 HEL molecules.
results underline the different strategies of exclusive uptake by
cells of ligands corresponding to the specificity of their surface |
as compared with less fastidious uptake by dendritic cells of parA schematic of the liposomes, the PA-anti-DNP conjugate, and the protein

ticulate Ags with which they come into contact by means of a moreA-binding Ab that are used to target determinants other than the FcR is
presented in Fig. A. Direct opsonization of the same liposomes by anti-

gBI'ests of Ag presentation

varied group of cell surface molecules. DNP Abs, used to target the FcR, is presented in By Tenty thousand
(or as specified) B or dendritic cells were distributed in wells of 96-well

Materials and Methods flat-bottom microtiter plates (Costar, Cambridge, MA) in RPMI 1640 sup-

Mice plemented with 5% FCS, % 10 ®> M 2-ME, glutamine, and antibiotics.

Tenfold dilutions from the above stock solutions of free HEL or DNP
CBA/J mice transgenic for rearranged IgM and IgD Abs with variable liposomes containing HEL were added to the wells together with the PA-
regions derived from an Ab (HH10) with high affinity for HEL (19) were anti-DNP conjugate and/or Abs at a final concentration @gfml. In some
generated (20) using plasmids provided by A. Basten (Centenary Institutegxperiments, a washing step separated the exposure of cells to Ag and Abs
Newtown, New South Wales, Australia). Characteristics of other trans-or liposomes. Cells and Ags were incubated overnight at 37°C in a total
genic lines made with these plasmids have been reported in detail (21yolume of 100ul, after which 20,000 T cells from transgenic or normal
TCR transgenic mice (22), which express the same TCR as the 3A9 hymice were added and incubated for an additional 48 h in a total volume of
bridoma (23), specific for the immunodominant HEL peptide 46—61 in the110 ul. At this time, the concentration of IL-2 in supernatant fluids was
context of H-2 I-A, were kindly provided by M. Davis (Stanford Univer- determined by adding them to IL-2-dependent CTLL cells (10,000 cells/
sity, Palo Alto, CA). Transgenic mice were maintained as heterozygotesvell). Following a 16-h incubation, proliferation of CTLL was assessed by
backcrossed to CBA/J mice (IFFA-CREDO, L’Arbresle, France) and iden-measurement of radiolabeled thymidine incorporation into DNA at the end
tified, by an ELISA for serum IgM anti-HEL for Ig transgenic mice (20) or of an additional 8-h incubation in the presence of @G [*H]thymidine.
by FACS analysis of TCR transgenic mice, as those in which a majority ofFor studies of T cell proliferation, dendritic cells were irradiated (2000
peripheral blood CD4 cells express 8.2, the family of the gene used for rads) before Ag addition andHl]Jthymidine incorporation by T cells during
construction of the strain (22). Mice used were between 6 and 12 wk of agean 8-h period measured following 96-h exposure to APC. All points are the
Cell means of duplicate determinations.

ells

Dendritic cells were obtained from femur bone marrow of normal CBA/J
mice cultured in Iscove’s modified Dulbecco’s medium with 10% FCS, Dendritic cells or B cells were incubated on ice with unlabeled or fluores-

antibiotics, 2x 10~° M 2-ME, glutamine, and supernatants from NIH3T3 cein-modified Abs (5ug/ml), the PA-anti-DNP conjugate (mg/ml),

cells supplemented with 10—20 ng/ml murine granulocyte macrophageand/or fluorescent or nonfluorescent liposomes corresponding to an HEL
CSF (24). After 3 days of culture, cells were diluted 1:1 in the same me-concentration of 100 nM before fixation. Analyses were performed on a
dium, and, after an additional 4—6 days of culture, plastic nonadherenEFACScan using Lysis Il and CellQuest software (Becton Dickinson, Moun-

cells were used as APC. At this time, the majority of these had immaturdain View, CA).

dendritic cell morphology. B cells were purified by treatment of spleen

cells with Abs to Thy-1, CD4 and CD8, and rabbit complement. T cells Results

g:?cr?t;:dsg?)an were purified by passage over nylon wool columns, agy nresentation by B cells is maximal for multivalent ligands
' targeted to surface Ig
Antibodies

Flow cytofluorometry

Ag presentation to transgenic T cells was evaluated using B cells
Abs used are described in Table I. The protein A-anti-DNP (PA-anti-DNP)from anti-HEL transgenic or nontransgenic CBA/J mice as APC

conjugateras prepared b{) Z%valer(lt coupling r?f Fab fr.ﬁgmems Of) therig. 2). HEL was either free in solution or encapsulated in hapten-
mouse IgG1l anti-DNP mA 5.5 (Immunotech, Marseille, France) to . . . K
equimolar quantities of protein A (Pharmacia, Piscataway, NJ), modifiecpearmg liposomes. B cells from nontransgenic mice were unable to

with N-succinimidyl-6-maleimido caproate (Sigma, St. Louis, MO). The Present Ag in either free or lipid vesicle-encapsulated form at HEL
product was separated from multimeric conjugates and noncoupled specieoncentrations below 100 nM (1/g/ml; Fig. 2A). As expected,
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72 Proteln A binding Ab FIGURE 2. Advantage of multivalent Ag for presentation of HEL by
transgenic B cells to transgenic T cells. Twenty thousand purified B cells
“  anti-DNP Ab from normal mice A) or mice transgenic for anti-HEL IgB) were incu-

- bated overnight with various concentrations of HEL free in solution or
encapsulated in DNP-bearing liposomes in the presence of a PA-anti-DNP
—=——= FcyR Fab conjugate (p.g/ml), together with an anti-ld Ab specific for the trans-
other cell genic B cell receptor or an isotype-matched control Ab specific for HLA,
surface at 5 pg/ml. Twenty thousand T cells from mice transgenic for an HEL-
molecules specific TCR were then added. The results correspond to proliferation of
CTLL cells incubated in supernatants from duplicate wells obtained after
an additional 48-h incubation of APC and T cells. These are data from an
experiment representative of five performed.

HEL concentration (nM)

FIGURE 1. Schematic of the DNP-bearing liposome-Ab complexes
used in this studyA, Targeting determinants other than the FcR with a
PA-anti-DNP conjugate and protein A-binding Als. Targeting the FcR
by direct opsonization of the same liposomes with anti-DNP Abs.

cules due to the cross-linking of surface Ig, and/or an increased
quantity of HEL in liposomes associated with the cells. Two series
of experiments were performed to attempt to differentiate these
possibilities.

B cells from anti-HEL Ig transgenic mice efficiently presented sol- To determine the effects of cross-linking of surface Ig, we in-
uble HEL at concentrations as low as 10 pM (Fi@)2HEL en- cubated B cells in the cold with medium alone or with different
capsulated in liposomes was only slightly more efficiently pre-concentrations of free HEL and then washed the cells. We then
sented by these transgenic mice than by nontransgenic mice in thiecubated them with the 7.6 anti-Id alone; with the 7.6 anti-Id and
absence of a cell-targeting Ab. Since HEL-specific B cells pre-PA-anti-DNP complexes; or with the 7.6 anti-ld, PA-anti-DNP,
sented free HEL at 100-fold lower concentrations, this indicatesand a fixed concentration of empty DNP-bearing liposomes over-
that maximal leakage of HEL from lipid vesicles did not exceed night before the addition of transgenic T cells. The results are
1% of the encapsulated Ag. Anti-hapten Fab coupled to protein Apresented in Fig. 3. Responses to B cells incubated with HEL and
permitted targeting liposomes to surface IgM and IgD of Ig trans-then washed were comparable with responses without a washing
genic mice via the protein A binding anti-ld Ab 7.6 (20). In this step (data not shown). When cells were subsequently incubated
situation, HEL in liposomes was presented at concentrations thawvith the 7.6 anti-ld a marked response was noted at an Ag con-
never exceeded 1 pM HEL, a concentration 100-fold less than thatentration 100-fold lower than for cells incubated by Ag alone.
required for presentation of free HEL directly taken up by the This response was slightly increased by the addition of the PA-
HEL-specific surface Ig and 100,000-fold less than free HEL oranti-DNP complex and was not further increased when DNP-bear-
HEL in liposomes taken up by nonspecific B cells (Fig).2The ing empty liposomes were added. No increased response was seen
increased presentation of HEL in ligand-bearing liposomes, a$or liposomes in the presence of a control Ab, and no response at
compared with a monovalent HEL bound to the same receptorall seen for empty anti-ld targeted liposomes in the absence of free
could be related to increased delivery of the HEL into specializedHEL. Thus, a fixed Ag dose was presented more efficiently when
intracellular compartments, up-regulation of costimulatory mole-the surface Ig to which it bound was cross-linked. However, when
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molecule was not presented, since this Ab is present in excess
during the experiment and blocks recognition of theHAEL
peptide complex recognized by the TCR. Ag targeted to M-@K

I-EX was presented with the same efficiency whether transgenic or
nontransgenic B cells were used (data not shown). Thus, the ad-
vantage for Ag presentation for HEL in liposomes targeted to sur-
face Ilg may not be explained only by increased Ag binding.

Ag presentation by dendritic cells when multivalent Ags are
targeted to the IgG FcR

Dendritic cells are known to be excellent APC and are also known
to have active fluid phase endocytosis (10). This endocytic activity
is presumably related to the APC function, but few studies have
compared presentation of Ag taken up by fluid phase or receptor-
mediated processes. Dendritic cells were incubated with HEL or
DNP-bearing liposomes in the absence of cell-targeting Abs or in

[3H] Thymidine incorporation, cpm x10-3

=

HEL concentration (nM)

—&— Free HEL the presence of IgG1 or IgG2a monoclonal anti-DNP Abs, together

HEL-Liposomes with HEL-specific T cells. Results for IgG1 are presented in Fig.

—e— -+ anti-idiotype 5A. Neither free HEL nor lipid vesicle-encapsulated HEL incu-
+ PA-anti-DNP bated with an irrelevant Ab were presented at concentrations be-

Froe HEL - low 10 nM. This minimum concentration is similar to those of
published results for the presentation of free HEL by splenic den-

—+— + anti-idiotype dritic cells to HEL-specific T hybridomas (27). In the presence of
_y_ -+ antidiotype IgG1 or IgG2a ant?-DNP Ab, DNP-pearing liposome-encapsulated

+ PA-anti-DNP HEL was as efficient for T cell stimulation at 10 pM, at least

+ anti-idiotype 1000-fold less than free HEL or nontargeted lipid vesicles. The

—h—  +PA-anti-DNP anti-DNP Abs had no effect when HEL-containing liposomes were
+ empty Liposomes made without DNP on their membranes, or when DNP-bearing
o i NP liposomes were made without encapsulated HEL (data not shown).
+ empty Liposomes The 1gG FcR dependence of presentation mediated by the anti-

o ~ DNP Ab was shown by the absence of efficient presentation in the
FIGURE 3. Effects of cross-linking surface Ig on Ag presentation. Presence of Fab (or F(8, data not shown) fragments of the IgG1

Twenty thousand B cells were incubated in the cold in medium alone o L . . . )
with various concentrations of free HEL, washed, and then incubated over'—o‘b and by inhibition of presentation of liposomes incubated with

night with the 7.6 anti-Id alone (.g/ml), with the 7.6 anti-ld and PA- IgG1 (or IgG_2a, not shown) by prein(_:ubation with _the_ antifRc
anti-DNP Fab conjugate (Bg/ml), or with the 7.6 anti-Id, PA-anti-DNP AP 2.4G2 (Fig. B). In parallel experiments, HEL in liposomes

Fab conjugate and a concentration of empty DNP-bearing liposomes iderfPSonized by intact anti-DNP Abs was not presented by B cells
tical to the number of liposomes sufiicient to attain a concentration of 10(data not shown), consistent with the inability of the B cell isoform

nM HEL, if the liposomes had contained Ag. Twenty thousand HEL-spe-of the FCR to take up Ag (28).
cific T cells were then added. The results correspond to proliferation of The ability of the anti-DNP Abs to mediate liposome-encapsu-
CTLL cells incubated in supernatants from duplicate wells obtained afteated Ag presentation by dendritic cells correlated with liposome
an ad'ditional 48-h incub_ation of APC and T cells. These are data from O§inding to the cells. This depended on multivalent interaction with
experiment representative of three performed. the Abs (Fig. £). Binding of fluorescence-labeled anti-DNP Abs
was low in the absence of DNP-bearing liposomes. Their binding
increased markedly in the presence of nonfluorescent DNP lipo-
targeted liposomes contained Ag the response was at plateau levelsmes. The binding and presentation mediated by the 265.5 IgG1
for Ag concentrations 100 times lower. Since induction of co- Ab was similar to that of U7.6.3, an independently derived mono-
stimulation induced by cross-linking of surface Ig would be ex- clonal IgG1 anti-DNP Ab (data not shown). Similar patterns of
pected to be the same under conditions in which empty oibinding were seen when we used nonfluorescent anti-DNP Abs
HEL-containing liposomes were used, our results may be exand DNP-bearing fluorescent liposomes (data not shown). Inhibi-
plained by a surface Ig-signaling-dependent modification of HELtion by 2.4G2 of binding of liposomes to the cells mediated by
presentation. IgG1 and IgG2a Abs (Fig. 5) correlated with inhibition of Ag
To evaluate the effects of the quantity of cell-associated Ag angresentation via those isotypes (data not shown). Since Ab 2.4G2
the context in which it is perceived, we compared liposomes taris specific for FgR 1l/1ll (29), all of the FcR-mediated binding and
geted to surface Ig by an anti-Id with protein A-binding Abs spe- presentation are due to targeting to one or both of these receptors.
cific for other cell surface determinants. These were incubated witffhe homologue of the high affinity (CD64) Ig FcR reported to be
transgenic B cells in the presence of DNP-bearing liposomes angdresent on dendritic cells from human blood (30, 31) consequently
PA-anti-DNP. Incubation with HEL in liposomes targeted to either does not appear to participate in the uptake of Ag by mouse dendritic
the MHC class Il I-E molecule not involved in peptide presenta- cells derived from bone marrow under these culture conditions.
tion for this TCR or to the class | H-2Kmolecule also augmented . o ) o )
HEL presentation by 100-fold, i.e., to the same level as that Ob_Ag presentation by dendritic cells is also efr|C|e_nt for multivalent
served for free HEL taken up via surface Ig, but at least 100_f0|dllgands targeted to several cell surface determinants other than
less efficient than Ag in liposomes targeted to surface Ig (A, 4 the FcR
while differences in binding of liposomes to these different deter-The above results indicate that the FcR can play a role for dendritic
minants were minor (Fig.B). Ag targeted by an Ab to the 1A  cells analogous to that of surface Ig for B cells. In contrast to the
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FIGURE 4. Multivalent Ag targeting to surface Ig of transgenic B cells generates the most efficient stimulus for IL-2 production by A, ¢alisfied

B cells from mice transgenic for anti-HEL Ig were incubated overnight with various concentrations of HEL, free in solution or encapsulated irribiNP-bea
liposomes together with an anti-Id Ab specific for the transgenic B cell receptor, or isotype-matched Abs specific fol4B:2lkA¥, or control HLA

(5 ng/ml), in the presence of the PA-anti-DNP Fab conjugatg.gfml). Transgenic T cells were added and assayed as in Fig. 2. These data are from a
representative experiment of thrdés.FACS profiles of purified transgenic B cells from the above mice alone (open silhouettes) or with DNP-bearing CF
containing liposomes (Lipo-DNP CF) in the presence of a PA-anti-DNP Fab conjugate and the Abs specific for the molecules indicBtefiles for

3000 cells are presented. The figures within the FACS profiles refer to the percentage of cells positive for the fixation of the liposomes and the me;
fluorescence of that population.

situation for B cells, increased Ag presentation by dendritic cellswith a more efficient Ag presentation by each cell, thus reducing
was also seen when the PA-anti-DNP conjugate was used for tathe number of APC required. The number of dendritic cells nec-
geting together with anti-class | (H-#Kor Il (I-E*) Abs (Fig. @B); essary for the stimulation of IL-2 production by transgenic T cells
a separate experiment targeting44g presented in Fig.& As for was evaluated as a function of the mode of Ag acquisition. Vari-
the situation with B cells, Ag presentation was not seen when theable numbers of irradiated dendritic cells were incubated with 10
restricting 1-A molecule was targeted (FigBp The anti-FgR nM free or 1 nM liposome-encapsulated Ag targeted by intact or
Ab 2.4G2 did not inhibit presentation of Ag delivered in the pres- Fab fragments of an IgG1 anti-DNP Ab. As few as 1000 dendritic
ence of protein A-bearing Abs (data not shown). Thus, dendriticcells generated a plateau level of IL-2 production when the FcR
cells are not efficient APC for HEL present free in solution or in was targeted, whereas 10 times more dendritic cells were required
neutral liposomes at biologically relevant concentratiord 50 for plateau stimulation of T cells at a 10-fold higher concentration
ng/ml) but may present Ag to T cells about as efficiently as Ag-of free Ag. Dendritic cells incubated under conditions of optimal
specific B cells (15-150 pg/ml), provided that the Ag makes mul-Ag stimulation but in the absence of transgenic T cells failed to
tivalent contact with the cell. The same class | and Il moleculesproduce any factor capable of stimulatirifi]thymidine incorpo-
that were inefficient for Ag presentation when expressed on B cellsation by CTLL cells (Fig. A).
were more efficient when dendritic cells were targeted. The production of IL-2 and the subsequent proliferation of T
cells may be dissociated, if, for example, the amount of IL-2 pro-
) ) ] ) duced is insufficient to support proliferation, or if the T cell is
IL-2 production by transgenic T cells correlates with their incompletely activated and does not up-regulate IL-2 receptors.
proliferation However, our results demonstrate that the optimal conditions for
We asked whether the more efficient Ag presentation by dendritiénduction of IL-2 production by responding transgenic T cells
cells for FcR targeted as compared with nontargeted Ag correlatedorrelated with conditions for optimal stimulation of their directly



6064 Ag PRESENTATION BY DENDRITIC AND B CELLS

90 T

70 T

50 T

Y
=]
-
]
£
o
[
<
s c
ot
g
<3 Lipo DNP
3 Lipo DNP + anti-DNP-FITC
o anti-DNP-FITC - + anti-DNP-FITC +24G2 (anti-FcR)
c
.GE) 1gG1
E 8 8
E A 19.17% e 97.17% . 35.57%
2 o 276 . 1166.98 . 302.64
- gr | — | gu gc
2 = 2
o, . i -
| e tu“‘:w w0t S R':fw 100 10f T m'ﬂfm W
ofh— —4x: —_—t—
[=] -
3 S 8 IgG2a
hd 2
i 36.77% 99.03% >
HEL concentration (nM) % 577 % o9.0%% 0 i
uﬁ nz 8 .
—&— Free HEL §: g: i
—»— HEL-Liposomes : - -
w0 1! mi‘fm 105 10! o FLI-‘O":W 0 w0t R s n|-‘o»?:gm prEamn ]

HEL-Liposomes :

—e— +1gG1 anti-DNP
—— +19G2a anti-DNP
—0O— +1gG2a anti-HLA

—O— +IgG1 anti-DNP
+ 24G2 (anti-FcR)

—A— + Fab IgG1 anti-DNP

FIGURE 5. Efficiency of the IgG FcR for presentation of liposome-encapsulated Ag by dendritic £ell§,000 dendritic cells obtained after culture

of bone marrow for 7 days in the presence of granulocyte macrophage-CSF were incubated overnight with various concentrations of HEL, free in soluti
or encapsulated in DNP-bearing liposomes in the presence of anti-DNP Ab of the IgG1 isotype, or a control Ab specific for iHighdt B cells were

added and assays were performed as described in Fig. 2. These are data from a representative experiment of more than 10 for IgG1 ai] free HEL
Dendritic cells as above were incubated overnight with various concentrations of HEL encapsulated in DNP-bearing liposomes with anti-DNP Abs of th
1gG1 or IgG2a isotype, with anti-DNP Abs of the IgG1 isotype in the presence of the anti-FcR Ab 2.4G2 or in the presence of a Fab fragment of the IgG
anti-DNP Ab. Data are representative of three experim&htSACS profiles of dendritic cells alone, with FITC-labeled Abs to DNRuBmI) alone, with
DNP-bearing nonfluorescent liposomes (sufficient to contain 100 nM HEL) in the presence of FITC-labeled IgG1 or IgG2a DNP-specifigAh (5

to opsonize these liposomes, or with these liposomes and Abs together with the anti-FcR Ab 2.4@2r{R0Profiles for 3000 cells are presented. Data

are representative of three analyses. The open silhouettes represent celldedpoe ells and FITC-modified anti-Id, as controhiddle and right).
Percentage of positive cells and mean fluorescence are indicated as for Fig. 3.

measured JH]thymidine incorporation after a period of culture and which contain multiple copies of Ag behind the barrier of a

extended to 4 days (FigBjJ. membrane or capsule. In the present experiments, each liposome
expresses more than 1500 DNP molecules, permitting a high den-
Discussion sity of targeting ligands, based on DNP binding by intact anti-DNP

We compared the presentation of soluble and liposome-encaps@PS to dendritic cells or by PA-anti-DNP conjugates to other de-
lated Ag by dendritic and B cells. DNP-bearing liposomes weret€rminants on B cells or dendritic cells.

opsonized by anti-DNP Abs for studies of interaction with Fc re-  Differences in stimulation of Ag-specific T cells will depend on
ceptors (Fig. B). Alternatively, the use of these liposomes with the consequences of interaction between Ag, or the liposome in
PA-anti-DNP Fab conjugates permitted intact protein A_bindingwhich it is entrapped, and the particular APC surface molecule to
Abs to be oriented correctly toward other target molecules (Figwhich the Ag is targeted. These will be determined by 1) the den-
1A) while simultaneously blocking association with Fc receptorssity of the target molecules; 2) the signals generated by binding of
(32). Liposomes of the type used in this study are consequenthpg to the receptor; 3) the rate and extent of their endocytosis; 4)
models for infectious agents, which may interact with any of athe quantity of the Ag delivered; and 5) the intracellular fate of the
number of cell surface determinants via multivalent ligands (13),Ag, including degradation and access to class |l molecules. Intact
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FIGURE 6. Multivalent targeting to several different dendritic cell sur- flGure 7. IL-2 production by transgenic T cells correlates with their
face molecules results in efficient T cell production of IL&.Dendritic profiferation. A, Various numbers of dendritic cells were incubated as in
cells were incubated overnight with various concentrations of HEL, free i”Fig. 4, except that they were irradiated (2000 rads) before exposure to Ag.
soIl_Jtion or encapsglated in DNP—bearing Iipospmes together with an |9GJThey were incubated with HEL or HEL-containing, DNP-bearing lipo-
anti-DNP Ab, or with a PA-anti-DNP Fab conjugate and 19G2a Abs spe-gomes at various concentrations together with IgG1 anti-DNP Ab or a Fab
cific for H-2K*, I'Ek' I_'Ak' or control HLA. Transgenic T cells were added  agment of that Ab. T cells were not added to one series of dendritic cells
and assayed as in Fig. 2. Data from two representative experiments of foyge pated with liposomes and intact Ab. IL-2 production was evaluated by
performed are presenteB, As in A, except that the control consists of he incorporation of H]thymidine by CTLL cells starting at 48 h after
HEL liposomes and the PA-anti-DNP Fab conjugate incubated in the abagition of T cells B, For studies of proliferationH]thymidine incorpo-

sence of a targeting Ab. ration by T cells (or of dendritic cells incubated alone) was measured
directly after 96 h of exposure to APC.

monovalent Ag has been shown to be able to permit transgenic B

cells to stimulate transgenic T cells bearing the same TCR as those

used in the present study, at comparable Ag concentrations (6, 22ther experiments we have studied Ag presentation to T hybrid-
This monovalent form of Ag presentation by B cells is shown in omas specific for the 46—61 determinant, which requires extensive
the short term in vitro studies performed here to be much lesgrocessing for presentation and is associated primarily with newly
efficient for stimulation than the same quantity of Ag bound to synthesized class Il molecules, as well as T hybridomas specific
surface Ig that is subsequently cross-linked by Ab or empty lipo-for peripheral peptides included within the sequence of HEL,
somes. This difference for the same target molecule and APC iw/hich are presented by recycling class Il molecules. These results
consistent with modulation of signals that are transmitted by surindicate that HEL in liposomes behaves like free HEL when taken
face Ig as a consequence of cross-linking, as has already beemp by fluid phase endocytosis and shares the markedly enhanced
demonstrated in studies in which mutated Igr g8 molecules  presentation of HEL when targeted to surface Ig, whatever the
associated with surface Ig on B cells were transfected into mypeptide specificity of the hybridontaThere is thus no evidence
eloma or lymphoma cells (33, 34). However, cross-linking of sur-that a specialized processing compartment is required for release
face Ig in the presence of a fixed amount of bound free HELof liposome-entrapped Ag.

increased Ag presentation to a much lesser extent than when lipo- It has been estimated that fewer than 300 HEL peptidectin-
somes bound to surface Ig contained HEL (Fig. 3). HEL is pasplexes may activate class IlI- plus peptide-specific T cell hybrid-
sively entrapped within the aqueous spaces of these liposomes anthas (39), whereas about 1 HEL molecule in 750 taken up by fluid
presumably behaves like free HEL when released in cells. This iphase endocytosis by lymphoma cells generated-agsociated

in contrast to experiments in which Ags have been covalently happeptides recognized by a hybridoma with the same TCR as that
ten modified for binding to anti-hapten surface Ig (35, 36) or di- expressed by our TCR transgenic T cells (40). Although naive
rectly bound to anti-Ag Abs for targeting purposes. These may
alter Ag processing, or result in modification of their presentation,s F. Forquet, N. Barois, P. Machy, J. Trucy, V. S. Zimmermann, L. Leserman, and J.
depending on the site on the Ag to which the Ab binds (37, 38). InDavoust.Submitted for publication.
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transgenic T cells are reported to require a somewhat higher nunphenotype (44). The respective roles of different dendritic cell sur-
ber of class Il-peptide complexes for IL-2 production than primedface molecules in Ag presentation in vivo remain to be tested.
T cells or hybridomas (41), the efficiency of class Il association of B cells derived from mice in which the class ll-associated in-
Ag taken up by a receptor on APC may permit this level of peptidevariant chain has been deleted cannot present class ll-restricted
binding to be achieved at low external Ag concentrations, as sugAg, while dendritic cells from the same mice present these Ags
gested by the present studies. The efficiency of this process withormally (24). These results indicate that Ag-processing pathways
also depend on the form of the Ag. Each liposome used here coref dendritic and B cells differ. Recent studies indicate that cross-
tains hundreds of HEL molecules, so that surface Ig targeted blinking of surface Ig may alter intracellular transport of class |l
anti-Id will internalize much more Ag than the two HEL molecules molecules and increase its association with endosomal compart-
in free form taken up by the same receptor. Thus, the internalizaments to which Ag is transported by surface Ig (45, 46). The ex-
tion of Ag in monovalent form could be considered as an “ana-periments reported here suggest that Ags targeted to surface Ig on
logue” event, with the Ag dose internalized linearly with increas- B cells are efficiently presented as a consequence of alteration of
ing numbers of receptors engaged, whereas internalization dfansport induced by Ig cross-linking. The FcR serves a similar
multivalent Ag is a “quantal” event, in which one or only a few role on dendritic cells, but its participation appears less predomi-
liposomes may contain sufficient Ag to induce a response, if denant for dendritic cells than that of surface Ig for B cells. The
livered into a suitable compartment. This is an appropriate refunction of dendritic cells as “sentinels” exposes them to infection
sponse in nature, in which quanta of Ag will normally be containedby humerous microorganisms. This parasitism of APC is useful for
within infectious organisms. However, this sensitivity is manifest host defense, provided that the act of entering the dendritic cell
only in the context of cross-linking of surface Ig. Indeed, targetingresults in T cell activation. The capacity of dendritic cells to
of liposomes and the same PA-anti-DNP conjugates t§ bE  present Ags that cross-link molecules, including MHC class | and
H-2K¥, of which the density of expression on B cells is comparablell molecules that are not nominal cell surface Ag receptors, may
with that of surface Ig, resulted in Ag presentation to a level notcounter the potential use of these molecules as receptors by mi-
greater than that seen for the uptake of soluble HEL by anti-HELcroorganisms. While the presence of immunoreceptor tyrosine-as-
surface lg. This strongly suggests that binding of Ag to these molsociated motifs in molecules associated with both surface Ig on B
ecules does not result in signaling that permits up-regulation ofells and the FcR of dendritic cells suggests common downstream
costimulatory molecules and access of Ag to class Il-containingoathways potentially responsible for both efficient presentation and
compartments. The recent development of Abs specific for HELactivation (47), the mechanisms permitting Ag presentation or
peptide-IA conjugates (40, 42) will permit quantification of the activation via other molecules on dendritic cells remain to be
actual I-A< association of Ag presented in monovalent or multi- determined.
valent forms targeted to different cell surface molecules. The question as to whether B cells can initiate immune re-
Several studies have emphasized the endocytic capacities sponses, or are better or worse as APC for T cells than dendritic
dendritic cells (9, 10). The liposomes we use are small enough teells, has been long posed. Early studies indicating that B cells
be taken up by fluid phase endocytosis. Free HEL and nontargeteginnot initiate responses are based on experiments in which sur-
liposome-encapsulated HEL were presented by dendritic cell§ace Ig is not stimulated at all, as when exogenous or constitutive
equally well at equivalent Ag concentrations, ruling out any pro-peptides are presented (48, 49). Subsequent studies indicated that
tective effect of the liposome membranes with respect to Ag prothis presentation defect could be partially overcome by monova-
cessing. The presentation by dendritic cells of Ag associated withent Ag (22). In the present study the efficiency of Ag presentation
phagocytosis of micrometer-sized latex particles has been showpy B cells the surface Ig of which was targeted by multivalent Ag
to be orders of magnitude more efficient than uptake of the samwas further augmented by orders of magnitude. Furthermore, our
Ag in solution (43). Nonrecognition of the 200 nm DNP-bearing data indicate that contact with multivalent Ag may be as important
neutral liposomes used here in the absence of a targeting ligaf@r Ag presentation by dendritic cells as it is for Ag-specific B
permitted an unambiguous evaluation of the role of defined recepeells. Thus, these results suggest that when access to Ag is assured,
tors in the uptake process. These lipid vesicles could be used tg-specific B cells and dendritic cells may have equivalent capac-
bind intact anti-DNP Ab, resulting in Ag presentation by IgG FcR- ity for Ag presentation to Ag-specific CD4T cells. In fact, pre-
bearing dendritic cells. Stimulation of Ag-specific T cells by lipo- sentation of Ag from relevant pathogens may be a cooperative
some-encapsulated HEL targeted to the FcR of dendritic cells byprocess between B cells and dendritic cells under physiologic con-
anti-DNP Abs required 1000-fold less Ag than when the cells wereditions, since by secreting Ab into the circulation, B cells can
exposed to free HEL or nonopsonized liposomes containing HELpermit dendritic cells to identify Ag via their Fc receptors. The
Ag delivered by liposomes opsonized by PA-anti-DNP conjugategequirement that Ab pre-exist to promote processes that augment
in the presence of Abs specific for class | or nonrestricting class Iproduction of Abs of equivalent specificity does not necessarily
molecules on dendritic cells also resulted in presentation of Agpose a dilemma because of the neonatal availability of I9G Ab of
resulting in IL-2 production at low Ag concentrations. This con- maternal origin, as also suggested by others (31). Maternal Ab will
trasts with the reduced efficacy of Ag presentation from liposomegermit dendritic cells to present environmental Ags, increasing the
targeted via class | and Il molecules on B cells, as compared wittirequency of Ag-specific T cells and compensating for the rarity of
surface Ig-targeted liposomes. The fact that we targeted identic#g-specific B cells.
class | and Il molecules on B and dendritic cells rules out any
possible effects of the affinity of receptor-ligand interactions on
processing of the liposome-encapsulated Ag. On the other handAcknowledgments
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Discussion de |'article 1

La notion de récepteur est extrémement importante et sera une sorte de "leitmotiv" tout au
long de I'analyse et de I'interprétation de ces résultats. Les DC, tout comme les lymphocytes
B, peuvent présenter des antigénes a des concentrations de I'ordre du fentomolaire lorsque
celui-ci est contenu dans une vésicule et reconnu par des récepteurs appropriés. L'avantage
obtenu gréace aux liposomes contenant l'antigéne et capturé par les FCR exprimés par les DC
ou les BCR exprimés par les lymphocytes B, permet de diminuer de 10000 fois la quantité
d'antigéne, comparativement au méme antigene sous forme soluble.

Présentation par les lymphocytes B

Des lymphocytes B issus de souris sauvages (sans spécificité pour le HEL), sont trés peu
efficaces pour présenter un antigene capturé par macropinocytose, puisque de tres fortes
quantités sont nécessaires (1000 nM) pour induire l'activation de lymphocytes T CD4
spécifiques de cet antigéne. Néanmoins, des que I'antigene soluble est potentiellement capturé
par le BCR de lymphocytes B issus de souris transgéniques (dont leur BCR reconnait le
HEL), 1 nM est alors suffisant pour permettre a ces lymphocytes B d'activer ces mémes
lymphocytes T CDA4. Enfin, lorsque I'antigéne est encapsulé dans des liposomes dirigés sur le
BCR de ces lymphocytes B, 10 a 100 fM sont alors suffisants pour permettre la stimulation
des lymphocytes T CDA4.

Des expériences complémentaires réalisées en collaboration avec I'équipe de Jean Davoust au
CIML, nous ont permis de montrer que le BCR entraine son ligand antigénique dans un
compartiment de la voie d'endocytose, accessible aux molécules de classe Il nouvellement
synthétisées et dépendantes de la chaine invariante (Zimmermann et al., 1999)". De plus,
I'engagement du BCR induit une accumulation des molécules de classe Il nouvellement
synthétisées dans un compartiment contenant la molécule H-2M et le BCR internalisé. Ces
structures correspondraient & des compartiments de chargement en peptides des molécules de
classe 1. Le BCR joue donc un double réle, qui rend compte de I'efficacité de la présentation
des antigénes qu'il internalise d'une part, en concentrant les antigénes dans un compartiment
de chargement en peptides et d'autre part, en induisant, vraisemblablement par l'intermédiaire
d'une signalisation intracellulaire via les chaines Iga et 1gp, I'accumulation des molécules de
classe Il dans ce méme compartiment. 1l a été montré par d'autres équipes, que le complexe
BCR, associé aux chaines Igo et Igp, se recycle naturellement et constitutivement dans ces
compartiments de chargement en peptides. Cependant, son engagement provoque une

T Zimmermann, V. S. Rovere, P. Trucy, J. Serre, K. Machy, P. Forquet, F. Leserman, L. Davoust, J.
Engagement of B cell receptor regulates the invariant chain-dependent MHC class Il presentation
pathway. Journal of Immunology, 1999, 162, 2495-02
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internalisation et une concentration trés rapide de I'antigéne dans ces compartiments (Brown
et al., 1999; Cheng et al., 1999).

Non seulement, le BCR a un rdle primordial dans les phénomenes de concentration de
I'antigéne dans des compartiments dédiés a la présentation antigénique, mais il participe aussi
a l'activation des lymphocytes B, grace aux motifs ITAM présents sur les chaines, Iga et 1gp,
associées aux BCR (Teh and Neuberger, 1997). Nous avons Vérifié que le degré d'engagement
des BCR se correle directement au niveau d'activation des lymphocytes B, et par conséquent a
leur efficacité de stimulation des lymphocytes T CD4. Ainsi, le HEL sous forme soluble
n'induit pas d'influx calcique dans les lymphocytes B ni daugmentation des molécules de
costimulation comme CD86. En revanche, un anticorps qui agrége les BCR, de fagon plus
importante que le HEL, provoque un fort influx calcique et entraine l'augmentation
d'expression de CD86 (résultats non montrés).

L'efficacité de I'antigéne encapsulé dans des liposomes ciblés sur le BCR, comparé au méme
antigéne sous forme soluble, s'explique donc par des aspects quantitatifs a la fois car les
liposomes vont permettre l'internalisation d'une plus grande quantité d'antigenes, et aussi
parce qu'ils vont induire une activation des lymphocytes B plus importante. Nous allons voir
gue ces mémes conclusions peuvent s'appliquer aux DC, par I'engagement des FcR.

Présentation par les cellules dendritiques

En absence de reconnaissance spécifique, les DC sont Iégerement plus efficaces que les
lymphocytes B issus de souris sauvages pour présenter des antigénes sous forme soluble,
suggérant que leur activité de macropinocytose est plus importante. Toutefois, de fortes
quantités sont nécessaires (10 nM) pour induire l'activation des lymphocytes T CDA4.
Cependant, dés que l'antigéne est encapsulé dans des liposomes dirigés sur le FcR des DC, 1 &
10 fM sont alors suffisants pour permettre a ces DC d'activer efficacement les lymphocytes T
CD4.

Des expériences complémentaires (qui ne sont pas exposées dans ce manuscrit) nous ont
permis de mieux comprendre pourquoi les liposomes capturés par les FcR sont aussi efficaces
pour permettre la présentation des antigénes qu'ils contiennent aux lymphocytes T CD4. Tout
d'abord, le chlorure d'ammonium (NH4CI), qui augmente le pH intracellulaire des
compartiments de la voie d'endocytose, inhibe tres fortement la présentation de I'antigéne
contenu dans les liposomes ciblés sur les FcR. Ceci suggére que lorsque l'antigene est
internalisé grace aux FcR, il suit la voie d'endocytose ou il est dégradé a pH acide pour que
des peptides s'associent aux molécules de classe Il. Nous avons d'ailleurs vérifié par des
expériences de microscopie confocale, que des liposomes fluorescents opsonises, sont
concentrés dans des compartiments de chargement en peptides, riches en molécules de classe
Il et H-2M. Il est intéressant de noter qu'il peut aussi y avoir ségrégation des molécules
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impliquées dans la présentation antigénique (CMH classe Il et H-2M) et des ligands des FcR
(liposomes fluorescents opsonisés). Les DC possedent, en effet, des vésicules contenant les
ligands des FcR, mais dépourvues de molécules de classe Il et de H-2M, qui pourraient
correspondre a des compartiments de stockage ou l'antigéne est soumis a une faible
dégradation (Inaba et al., 2000; Lutz et al., 1997). Nous verrons dans les articles exposés
ultérieurement, que ces compartiments méritent certainement une analyse plus précise, car ils
pourraient jouer un rble important dans le processus de présentation dans le contexte des
molécules de classe I.

Tout comme l'engagement du BCR provoque l'activation des lymphocytes B, I'engagement
des FcR provoque l'activation des DC (Regnault et al., 1999; Shen et al., 2001). Les
liposomes opsonises agregent les FCR et provoquent I'augmentation par les DC des molécules
de classe |1, d'adhésion (ICAM-1), de costimulation (CD80, CD86). L'activation des DC lors
de l'agrégation des FcyR est induite par les motifs ITAM qui sont présents sur les chaines a
de ces récepteurs, ou bien sur les chaines associées, comme nous l'avons vu dans
I'introduction. Ceci explique pourquoi les DC sont aussi efficaces pour présenter des
concentrations d'antigenes de I'ordre du fentomolaire aux lymphocytes T CD4. En parallele,
nous avons egalement vérifié que l'activation des lymphocytes T CD4 était tres fortement
inhibée en présence d'anticorps bloquants, spécifiques des molécules de costimulation CD80
et CD86, tout comme avec ceux spécifiques des molécules CD4 et de classe |1 du CMH.

Gréce a une collaboration avec I'équipe de J. Sjef Verbeek, qui nous a fourni des souris
déficientes en FcyRIl et FcyRIII, nous avons étudié le potentiel de trois isotypes (IgG1,
1gG2a, 1gG2b) a étre reconnus par les FcyR exprimés par les DC. Ainsi, des liposomes
opsonisés par des anticorps spécifiques du DNP, IgG1l et 1gG2b, sont essentiellement
reconnus par les récepteurs FcyRII et FcyRIII, alors que les anticorps 1gG2a sont reconnus par
les trois types de récepteurs FcyRI, FcyRII et FcyRIN. Non seulement, ces différents isotypes
permettent la capture des antigenes contenus dans les liposomes, mais de plus, ils facilitent
leur présentation aux lymphocytes T CD4. Ne disposant pas encore des souris spécifiqguement
déficientes en chacune de ces trois classes de récepteurs, nous n‘avons pu poursuivre plus
avant la caracterisation des fonctions associées a chacun d'eux.

Enfin, désireux de vérifier que l'efficacité des liposomes n'était pas uniquement due a un
aspect quantitatif ou tout simplement des quantités plus importantes d'antigénes se fixent sur
les cellules indépendamment des molécules reconnues, nous avons dirigé les liposomes sur
les molécules du CMH de classe Il (non restreintes par les lymphocytes T CD4) et de classe I.
Ainsi, les lymphocytes B sont trés contraints et ne présentent trés efficacement que les
antigénes qu'ils capturent par leur BCR. Les antigénes, dirigés sur les molécules du CMH de
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classe Il ou de classe I, ne sont pas présentés plus efficacement que le méme antigéne sous
forme soluble, reconnu par le BCR.

Les DC, au contraire, présentent tout aussi efficacement des antigénes qu'elles capturent par le
FcR ou par les molécules du CMH. 1l est difficile de dire si ces résultats représentent, ou non,
une réalité physiologique. Pour cela il serait nécessaire : 1) de caractériser le devenir
intracellulaire des antigenes, en fonctions des molécules qui les ont capturés, 2) d'analyser
I'état d'activation des DC, 3) d'étudier le devenir des lymphocytes T CD4 activés.

Conclusions

Ces résultats suggerent que les DC ont évolué pour reconnaitre des pahogénes ou des
antigenes sous forme veésiculaires, et qu'elles ont développé des récepteurs capables d'assurer
cette fonction. Afin de tirer profit de ce potentiel, il semble important que les formulations
d'antigénes tiennent compte de deux parameétres. Le premier est que les formes solubles ne
sont pas présentées de maniere adéquate car peu d'antigéne est internalisé. Le second est qu'il
est important d'activer la DC pour favoriser son potentiel de présentation et de stimulation des
lymphocytes T. Néanmoins, il est favorable que ces deux parameétres soient combinés par la
formulation d'antigéne elle-méme. En effet, lorsque les DC sont incubées avec I'antigéne sous
forme soluble, en présence de LPS, leur efficacité n'est que faiblement augmentée.

Idéalement, les préparations doivent donc combiner ces deux aspects, c'est-a-dire délivrer une
grande quantité d'antigene (comme lors de l'internalisation de pathogénes), et agreger un
récepteur rendant compte a la fois de la présentation antigénique et de l'activation de la
cellule. L'identification de nouveaux récepteurs ayant, ces propriétés, peut s'avérer importante
pour le développement de nouvelles préparations vaccinales.
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2)- Présentation aux lymphocytes T CD8 in vitro
Préambule de |'article 2

La présentation aux lymphocytes T CD8, d'antigenes exogénes dans le contexte des molécules
de classe I, est un phénoméne nécessaire qui est responsable de la mise en place de réponses
immunes protectrices contre des agents infectieux intracellulaires ou contre le développement
de tumeurs. En revanche, elle peut étre néfaste lors de la rupture de la tolérance périphérique
qui conduit a I'émergence de maladies auto-immunes. Pour ces raisons, il est important d'une
part, d'identifier les cellules capables de présenter des antigenes exogénes dans le contexte des
molécules de classe I, et dautre part, de comprendre les mécanismes régulant cette
présentation.

Comme nous l'avons détaillé dans l'introduction, la présentation par les molécules de classe |
nécessite un devenir intracellulaire de l'antigéne totalement différent de celui qui permet la
présentation par les molécules de classe 1. Il est possible que les mécanismes responsables de
I'association de peptides dérivés d'antigenes exogenes avec les molécules de classe I, soient
extrémement régulés, compte tenu des dangers que pourraient représenter une activation plus
"aléatoire” des lymphocytes T CD8.

Tout comme nous nous sommes intéressés aux propriétés de présentation des DC dans le
contexte des molécules de classe Il, nous avons étudié leur habilité a présenter diverses
formes d'antigene dans le contexte des molécules de classe 1. De fagcon tout a fait paralléle aux
études exposées dans l'article 1, nous avons comparé les DC aux lymphocytes B pour leur
capacité a stimuler cette fois-ci des lymphocytes T CD8. Nous avons utilisé diverses formes
d'antigenes, c'est-a-dire solubles (protéiques ou peptidiques), ou vésiculaires quand I'antigéne
est encapsulé dans des liposomes ciblés sur des récepteurs ou des molécules exprimées par
ces cellules. Nous avons donc essayé de définir comment les DC percoivent les antigenes
exogenes et quels sont les mécanismes qui rendent compte de leur efficacité a présenter de
tres faibles quantités a des lymphocytes T CD8.
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Class l-restricted presentation of exogenous
antigen acquired by Fcy receptor-mediated
endocytosis is regulated in dendritic cells

Patrick Machy, Karine Serre and Lee Leserman

Centre d’Immunologie INSERM-CNRS de Marseille-Luminy, Marseille, France

We evaluated MHC class I- and ll-restricted presentation of exogenous antigen by mouse
bone marrow-derived dendritic cells (DC) and splenic B cells. DC presented to class I-
restricted transgenic T cells femtomolar concentrations of antigens from liposomes targeted
to the IgG Fc receptor. Targeting these liposomes to surface immunoglobulin did not permit
B cells to stimulate class I-restricted responses. Nevertheless, both DC and B cells pre-
sented antigen from liposomes targeted to these same receptors with equivalent efficiency
to class ll-restricted T cells. Acquisition of the capacity to present class ll-restricted antigens
required shorter periods of differentiation of DC than presentation of exogenous class |-
restricted antigens. The latent period for class I-restricted presentation of exogenous anti-
gen by DC could not be shortened by exposing them to lipopolysaccharide, double-
stranded RNA or antibody to CD40. Class | presentation depended on expression of the
TAP1 transporter. Our data are consistent with the existence of a regulated transport pro-
cess present in DC which can convey exogenous antigen from endocytic vesicles to the

Eur. J. Immunol. 2000. 30: 848-857

cytosol.
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1 Introduction

CD8* CTL play a major role in protection against intracel-
lular infection. Infected cells are killed by CTL specific for
peptides from the infectious agent. Presentation of pep-
tides requires both their production by the target cell and
their association with MHC class | molecules in the
endoplasmic reticulum in a manner dependent on pro-
teasomes and the transporter associated with Ag pre-
sentation (TAP) [1]. Induction of CTL usually requires
interaction with professional APC in lymphoid tissues.
These APC present Ag in the context of both MHC
class Il molecules, to stimulate CD4* T helper cells, and
class | to stimulate CD8* precursors of the CTL [2]. These
APC need not be infected, but may acquire exogenous
Ag in the form of dead cells, cellular debris or defective
infectious particles. Uptake of exogenous Ag is well
understood for class Il presentation but there are gaps in
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our knowledge of the mechanisms of recognition and
passage into the cytosol of exogenous Ag which
become class | restricted, a process called “cross-
priming” (reviewed in [3-5]). Ag acquired from non-
hematopoietic cells by cross-priming also associated
with class | molecules in a proteasome- and TAP-
dependent manner after uptake by APC [6]. Since it is
important for the immune system to be able to respond
as quickly as possible to an infectious threat, character-
istics expected for APC responsible for initiating both
class IlI- and class |-associated responses include an
efficient means for recognizing Ag to be taken up for pre-
sentation, and an efficient means for transferring this Ag
to the cytosol for proteolysis and TAP transport.

B cells efficiently take up and induced responses of
naive CD4* T cells to soluble [7] as well as particulate [8]
Ag expressing determinants for which their slg are spe-
cific. One report indicates that, in addition to augmenting
class Il presentation, binding of Ag to specific slg permit-
ted B cells to augment presentation of Ag in the context
of class | and to stimulate CD8" T hybridoma cells [9].
However, specific B cells must survive in order to prolif-
erate and synthesize Ab. Since efficient presentation by
B cells to CTL precursors is likely to result in their elimi-
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nation by the CTL they induce, their behavior as APC
would appear to be in conflict with the requirements of
their function as B cells. We therefore re-evaluate in this
study the capacity of B cells to cross-present exogenous
Ag taken up by their slg. Alternatively, B cells can act
indirectly in the process of Ag uptake, by virtue of their
capacity to secrete IgG after receiving T cell help. This
Ab becomes widely distributed in the body and can
combine with Ag to form immune complexes. Dendritic
cells (DC), another population of APC, can recognize
immune complexes by virtue of their receptors for the Fc
portion of IgG (FcyR). These immune complexes may be
efficiently taken up by the FcyR and initiate T cell
responses to both class ll-associated [8, 10-13] and
class l-associated Ag [13].

In this study we compare presentation of a model exoge-
nous Ag, liposome-entrapped ovalbumin (OVA), for its
ability to stimulate class |- and ll-restricted responses
following targeting to slg of B cells and the FcyR of bone
marrow-derived DC. We show that this Ag is efficiently
presented in the context of class Il, but not in the context
of class | by B cells. In contrast, it is presented both in
the context of class Il and class | by DC. Acquisition of
the capacity to present exogenous Ag in the context of
class | by DC required a longer period in culture than the
presentation of the same Ag in the context of class II.
This lag period for class | presentation appears due to
the time necessary for the development in these bone
marrow-derived DC of a system to transfer exogenous
Ag to the cytosol.

2 Results

2.1 Presentation of targeted liposome-
encapsulated Ag by class | and Il molecules

We have reported efficient class ll-restricted presenta-
tion of APC-associated, liposome-encapsulated hen egg
lysozyme (HEL) to HEL-specific transgenic CD4* T cells
from nonimmunized mice [8]. DNP-bearing liposomes
were targeted to the FcyR of bone marrow-derived DC
cultured for 12 days following opsonization with anti-
DNP Ab. The same liposomes were targeted to slg of B
cells by mixing them together with protein A-anti-DNP
Fab (PA-anti-DNP) conjugates in the presence of protein
A-binding anti-Ig [8]. In the present study we encapsu-
lated OVA in liposomes of identical composition, using
as readout IL-2 production by the I-A° plus OVA peptide-
restricted hybridoma ID5 [14]. Data from a representative
experiment are shown in Fig. 1 A and B. As for our results
for HEL, OVA was not presented by either B cells or DC
at concentrations lower than about 1 uM when free in
solution or 10 nM when encapsulated in non-targeted
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Fig. 1. DC and B cells efficiently present peptides derived
from targeted OVA to class Il-restricted T cells, but only DC
present peptides derived from targeted OVA to class I-
restricted T cells. B cells (B, D) or bone marrow-derived DC
cultured for 12 days (A, C) were incubated with either free
SIINFEKL peptide (), free OVA (H), or with OVA-containing
liposomes alone (O) (untargeted), or in the presence of anti-
DNP mAb (®) (FcR targeted), or rabbit anti-mouse Ig Ab and
a PA-anti-DNP conjugate (A) (slg targeted). After overnight
incubation, APC were washed and either OVA peptide plus
I-A°-restricted T hybridoma cells (1D5) (A, B), or SIINFEKL
plus KP-restricted transgenic T cells (OT-I) (C, D) were added.
IL-2 production after 48 h is shown. These are data from an
experiment representative of more than ten performed.

liposomes, but liposome-encapsulated OVA was pre-
sented at 100000-fold lower concentrations (100 fM)
when targeted to the DC FcyR (Fig. 1A) or slg of B cells
(Fig. 1B). B cells did not present FcyR-targeted lipo-
somes containing OVA (data not shown), since the FcyR
they express is not endocytosed [15].

To evaluate presentation of class I|-restricted determi-
nants from the same Ag, we used this system of
liposome-encapsulated OVA to study presentation by
the same APC of a peptide (SIINFEKL) derived from OVA
to K® plus SIINFEKL-specific T cells from OT-I mice [16]
(Fig. 1 C and D). As for class ll-restricted presentation,
targeting of liposomes to the DC FcyR permitted efficient
presentation of OVA to OT-l cells, while free OVA and
OVA in non-targeted liposomes were not presented at
concentrations below 100 nM (Fig. 1 C). However, in
contrast to the equivalent class ll-associated presenta-
tion, when liposomes were targeted to the slg of B cells
or the FcyR of DC, only the DC presented the class I-
associated Ag (Fig. 1 D). B cells were not intrinsically less
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efficient at stimulating these transgenic T cells than DC,
since both APC presented the SIINFEKL peptide free in
solution with equivalent efficiency.

We asked whether liposomes could deliver their con-
tents into the class | presentation pathway in a manner
independent of the cell surface determinant to which
they bound. Presentation to OT-I cells was inhibited by a
KP-specific mAb when DC from B6 or (CBA x B6) F1
mice were used as APC, but neither K*-nor I-A*-specific
Ab had any effect on K°-restricted presentation in the
case of F1 mice (data not shown). We were thus able to
use these latter Ab to target DNP-bearing liposomes to
DC from F1 mice in the presence of PA-anti-DNP conju-
gates. As shown in Fig. 2 A, targeting to either of these
determinants permitted presentation of OVA in the con-
text of class Il to 1D5 cells with practically the same effi-
ciency as targeting the FcyR, but only targeting to the
FcyR permitted stimulation of class I-restricted OT-1
cells by the same APC (Fig. 2 B).

2.2 Presentation of liposome-encapsulated OVA
is TAP1 dependent

We asked whether the liposome contents passed into
the cytosol prior to their association with class | mole-
cules. When we used DC derived from bone marrow
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Fig. 2. Targeting the FcyR but not other tested DC surface
determinants permits class I-restricted antigen presentation.
Bone marrow-derived DC (cultured for 12 days) from
(B6XCBA) F1 mice were incubated with free OVA (H), with
OVA containing liposomes alone (O) (untargeted), in the
presence of anti-DNP mAb (@) (FcR targeted), or with 5 ug/
ml PA-anti-DNP conjugate and anti-I-A* (¢) (class |l tar-
geted) or anti H2-K* (A) (class | targeted) mAb. After over-
night incubation, cells were washed and T cells 1D5 (A), or
OT-1 (B) were added. Results shown are representative of
three experiments.
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from TAP17~ mice [17] as APC, FcyR-targeted presenta-
tion to the class ll-restricted hybridoma was not impaired
relative to wild-type mice (Fig. 3A; compare to Fig. 1).
The ability of the same cells to present exogenous SIIN-
FEKL was enhanced relative to wild-type cells (Fig. 3 B;
compare to Fig. 1C), despite their low expression of
class | molecules observed by FACS® (data not shown).
This probably reflects the lack of competition from pep-
tides stably bound to the reduced number of class | mol-
ecules that are expressed by these cells. Despite this
sensitivity to SIINFEKL, presentation of FcyR-targeted
liposome-encapsulated OVA was poor (Fig. 3B). Thus,
as reported for most forms of class I-restricted presenta-
tion of exogenous Ag, liposomes or their contents prob-
ably must pass into the cytosol for proteolysis by the
proteasome before transport by TAP in order to asso-
ciate with class | molecules in the endoplasmic reticu-
lum.

2.3 SIINFEKL from FcyR-targeted liposomes is
not efficiently presented to OT-I cells

SIINFEKL efficiently associates with class | molecules at
the cell surface or in cellular compartments accessible
to fluid phase endocytosis. Thus, SIINFEKL would be
expected to be efficiently presented if introduced into the
cytosol by microinjection or if generated in the cytosol,
as has been demonstrated when SIINFEKL is expressed
from a minigene [18]. FcyR-targeted liposome-en-
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Fig. 3. Presentation of liposome-encapsulated OVA is TAP1
dependent. This experiment was performed using DC under
the same conditions as in Fig. 1 except that the cells were
from TAP17~ B6 mice. Cells were incubated with free SIIN-
FEKL (O), free OVA (M), with OVA-containing liposomes
alone (O) (untargeted), or the presence of anti-DNP mAb (@)
(FcR targeted). After overnight incubation, cells were
washed and 1D5 (A) or OT-I (B) T cells were added. Results
shown are representative of three experiments.
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capsulated OVA was efficiently presented by DC after
receptor-mediated uptake. However, no presentation
was seen when liposomes containing equimolar concen-
trations of SIINFEKL, rather than OVA, were used (Fig. 4).
This indicates that liposomes do not enter the cytosol as
such, nor do their membranes fuse with the membrane
of endocytic compartments, since these processes
would be equally efficient for cytoplasmic delivery of
OVA or SIINFEKL. Thus, liposome-encapsulated mole-
cules are released in some endocytic compartment prior
to their movement into the cytosol.

2.4 Class l-associated presentation depends on
DC differentiation

In our earlier studies on class ll-restricted response to
HEL we routinely used DC from CBA mice cultured for
7 days [8]. We evaluated the effect of the age of the B6
DC cultures on class I- and IlI- restricted presentation of
liposome-encapsulated OVA. In agreement with the
results for the presentation of HEL by CBA cells, presen-
tation to class ll-restricted T cells of peptides derived
from OVA in liposomes targeted to the FcyR was already
as efficient at 4 to 6 days (Fig. 5A) as at later times
(Fig. 5B and C). Surprisingly, we found little or no
presentation in the context of class | of liposome-
encapsulated OVA targeted to the FcyR for DC cultured
for the same period (Fig. 5D). The capacity to pre-
sent OVA in the context of class | developed over the
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Fig. 4. SIINFEKL contained in FcyR-targeted liposomes is
inefficient in inducing OT-I T cell stimulation. DC cultured for
12 days were incubated with free SIINFEKL (), with
SIINFEKL-containing liposomes alone (A) (untargeted), or in
the presence of anti-DNP mAb (A) (FcR targeted), or with
OVA-containing liposomes alone (O) (untargeted), or in the
presence of anti-DNP mAb (@) (FcR targeted). Results
shown are representative of three experiments.
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Fig. 5. Acquisition of the capacity to present Ag as a func-
tion of duration of culture of DC. After 4 (A, D), 6 (B, E) or 8
(C, F) days of culture, DC were incubated with free or
liposome-encapsulated OVA overnight and then with class
II- (A-C) or class I- (D-F) restricted T cells for 2 days. Sym-
bols: free SIINFEKL peptide (O), free OVA (H), OVA-
containing liposomes alone (O) (untargeted), or in the pres-
ence of anti-DNP mAb (@) (FcR targeted). Results shown are
representative of more than five experiments.

next 2 days and was fully established by day 10 (Fig. 5E
and F).

Despite the differences for the presentation of endocy-
tosed OVA associated with class |, FACS measurements
(Fig. 6 A), indicated that the levels of expression of class
I and Il molecules, FcyR (as measured by IgG anti-DNP-
opsonized liposome binding), co-stimulatory and mye-
loid cell markers examined on DC taken after 5 days are
similar to those expressed by DC cultured for 12 days. In
addition, presentation of a fixed concentration (1 nM) of
SIINFEKL peptide in solution to OT-I T cells varied to the
same extent as a function of the numbers DC cultured
for either 5 or 12 days used as APC (Fig. 7 A). We also
compared the number of DC required for presentation of
SIINFEKL as the free peptide with the number of DC nec-
essary to stimulate OT-1 T cells when the DC acquired the
Ag from targeted liposomes containing OVA. DC cultured
for 5 and 12 days were incubated in the presence of
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Fig. 6. (A) FACS profiles of DC 5 (continuous line) or 12 (dot-
ted line) days after initiation of bone marrow cultures in con-
ditioned medium containing GM-CSF. (B) FACS profiles of
DC following 5 days of culture in conditioned medium con-
taining GM-CSF and subsequent overnight incubation with-

out (fine line) or with 10 ug/ml LPS (bold line).

anti-DNP Ab and DNP-bearing liposomes at 10 pM OVA
concentration in culture. The results, presented in
Fig. 7B, show that the number of DC cultured for 12
days required for presentation of SIINFEKL derived from
processing of FcyR-targeted liposome-encapsulated
OVA corresponded well to the number of DC cultured for
either 5 or 12 days which presented SIINFEKL as the free
peptide (Fig. 7 A), while any number of cells cultured for
5 days failed to present the Ag from opsonized lipo-
somes. This suggests that the capacity of processing of
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Fig. 7. Acquisition of the capacity to present SIINFEKL or an
endogenous antigen as a function of duration of culture of
DC. After 5 (A) or 12 (A) days of culture various numbers of
DC from H-2b mice were incubated with 1 uM SIINFEKL (A)
or with 10 pM OVA in liposomes in the presence of anti-DNP
mADb (B), washed, and incubated with OT-I cells. In (C) cells
were incubated for 2 days without Ag in the presence of
class |-restricted alloreactive transgenic T cells (KB5C20)
specific for an KP-restricted peptide derived from an endog-
enous mouse protein. The control DC were bone marrow-
derived cells from CBA/J mice cultured for 12 days (H-2Kk)
(O). Results shown are representative of two experiments.

the exogenous OVA was a property, acquired over time,
of DC that were nevertheless already capable of present-
ing SIINFEKL as the free peptide after 5 days.

The lack of major phenotypic differences between DC
cultured for 5 and 12 days in Fig. 6 A did not rule out a
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developmental delay in some element required for class
I-peptide presentation by the DC cultured for 5 days,
which could occur at the level of the proteasome, TAP or
other molecules necessary for class | presentation [1]. To
evaluate this question, we analyzed the presentation of
an endogenous Ag as a function of the age of the DC. We
used B6 DC cultured for 5 and 12 days to stimulate
T cells from B10.BR mice transgenic for a CD8* TCR
(KB5C20), specific for K® associated with peptide
sequences derived from one or more endogenous
mouse proteins [19]. Presentation to KB5C20 of these
determinants is TAP dependent [20] but CD4 indepen-
dent [21]. As shown in Fig. 7C, DC cultured for 5 days
presented endogenous KP°-restricted determinants prac-
tically as well, on a per cell basis, as those cultured for 12
days ruling out an obvious defect in any pathway
required for class I-restricted presentation of endoge-
nous proteins by early DC. Taken together, these results
show that the failure to present exogenous OVA by DC
cultured for 5 days appears related to their inability to
transport FcyR-targeted OVA into the cytosol.

2.5 Lack of effect of induction of DC maturation
by various agents on acquisition of class |
presentation

DC have been reported to undergo maturation or acquire
the capacity to stimulate CD8" T cells as a consequence
of various stimuli derived from infectious agents, includ-
ing LPS or double-stranded RNA in the case of viral
infection [22]. DC will initially present Ag to CD4" T cells
expressing the CD40 ligand. Activation of DC via CD40
has been shown to render them capable of stimulating
CD8" T cells. We asked whether exposure to a ligand for
CD40, to LPS, or to poly (l) poly (C), a potent inducer of
type I IFN, would permit DC harvested at 5 days to pres-
ent exogenous Ag in the context of class | molecules.
FACS analysis showed that LPS stimulation resulted in
marked up-regulation of class I, intercellular adhesion
molecule (ICAM)-1, B7.1 and CD40, as well as smaller
increases in B7.2 and H-2K® by DC cultured for 5 days
(Fig. 6 B). Reflecting this up-regulation, data presented in
Fig. 8 show that cells cultured for 5 days and incubated
with Ab to CD40, LPS or double-stranded RNA [poly (I)
poly (C)] all presented either free (Fig. 8A) or FcyR-
targeted OVA (Fig. 8 B) with 10- to 100-fold greater effi-
ciency. However, cells treated with these agents still
required 10000-fold more FcyR-targeted liposome-
encapsulated Ag for class I-restricted presentation than
untreated DC obtained after 10 or more days of culture
(compare to Fig. 1C).
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Fig. 8. Agents inducing maturity of DC cultured for 5 days
have little influence on their capacity to present free (A) or
FcyR-targeted OVA (B) in association with class | molecules.
After 5 days of culture DC were incubated with 20 ug/ml
anti-CD40 mAb (O), 10 ug/ml LPS (O), or 10 ug/ml poly (1)
poly (C) (A). After overnight incubation, free OVA (M) or
liposome-encapsulated OVA in the presence of anti-DNP Ab
(®) were added overnight. The following day cells were
washed, OT-I cells added, and IL-2 measured 2 days later.
The results were the same when these agents were added to
the DC at the same time as the OVA (data not shown).
Results shown are representative of two experiments.

3 Discussion

Induction of cytotoxic T cell responses normally requires
professional APC expressing the class I-peptide com-
plexes for which the T cells are specific, as well as
appropriate co-stimulatory molecules. DC are widely
distributed in tissues and migrate to sites of inflamma-
tion. This increases their chance to contact infectious
agents, enabling presentation of antigenic peptides
derived from endogenous protein synthesis. These cells
are also able to take up and present exogenous Ag in the
form of debris from infected dead or dying cells in a TAP-
dependent process [6] involving heat shock proteins [23]
or particular membrane phospholipids for which they
have specific receptors (reviewed in [24]). In the absence
of such mechanisms, data presented here and other
published results [25-28] show a requirement for rela-
tively high (107 — 107°M) Ag concentrations for presenta-
tion of free Ag or Ag in non-targeted liposomes, for either
class |- or ll-restricted responses. However, when tar-
geted in liposomes to the FcyR of DC, both class |- and
ll-restricted presentation occurred at Ag concentrations
of 107¥M. This quantity of Ag could be provided by the
contents of a single 200-nm liposome, containing about
1600 molecules of OVA, per DC.
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Ag presentation was blocked by an Ab to FcyRII/III for
both class Il- [8] and | (data not shown)-restricted
responses. In addition, class I-restricted responses to
immune complexes did not occur when DC from mice, in
which the FcyRI- and RIll-associated y chain was
knocked out, were used [13]; thus, if immune complexes
and IgG-opsonized liposomes are taken up by the same
mechanism, the FcyRIll appears to be the relevant
receptor. B cells also express an FcyR (FcyRlIlb1) which
does not mediate Ag uptake [15]. In the study of
Regnault et al. [13] a chimeric FcR transfected in B lym-
phoma cells functioned for class Il presentation of OVA-
anti-OVA complexes by those cells but failed to confer
class I-restricted Ag on the lymphoma. Thus, the capac-
ity of an FcyR to permit translocation into the cytosol of
the Ag to which it binds is not an intrinsic property of the
receptor, but also depends on the cells expressing it.
However, translocation of Ag into the cytosol is not the
inevitable consequence of its internalization in general,
since targeting of liposomes to other cell surface mole-
cules than the FcyR on DC failed to result in CD8* T cell
stimulation, although these molecules were excellent tar-
gets for endocytosis of Ag for presentation by class Il for
CD4* T cell stimulation (Fig. 2).

Like FcyRIll on DG, slg is expressed at the cell surface of
B cells in heterocomplexes with molecules containing
immune receptor tyrosine-based activation motif (ITAM)
sequences, which play a role in the activation of these
APC [29]. Evidence for a role of slg of Ag-specific B cells
for priming naive CD4* T cells in vitro is well established
[7, 8]. Transfection of B lymphoma cells with slg specific
for TNP was also reported to permit those cells to
acquire and to present TNP-modified OVA in a class |-
restricted manner more efficiently than Ag taken up by
fluid-phase endocytosis [9]. Nevertheless, the concen-
trations of Ag used in the latter study were high (micro-
molar). Here we show that B cells which could use their
slg to present Ag for class Il presentation at femtomolar
concentrations failed to present these Ag in the class |
presentation pathway even at concentrations many
orders of magnitude higher (Fig. 1). Pulsing of B cells
with SIINFEKL permitted efficient stimulation of OT-I
cells from unimmunized mice, thus there are no elements
of co-stimulation or of other elements required for Ag
presentation lacking in B cells, provided that the class |-
peptide complex is expressed at the cell surface.

It has been suggested that peptides derived from exoge-
nous Ag taken up by DC may associate with class | mol-
ecules recycling through endocytic vesicles also rich in
class Il molecules [30, 31]. Co-localization of Ag internal-
ized in coated pits and class | molecule has been
recently demonstrated by electron microscopy [32].
However, the capacity of these complexes to be re-
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expressed at the cell surface or to stimulate T cells was
not tested. In the present study, class I-restricted pre-
sentation of OVA taken up in FcyR-targeted liposomes
was shown to be TAP1 dependent. In addition, SIINFEKL
encapsulated in FcyR-targeted liposomes was not pre-
sented, while liposomes of identical composition but
containing OVA released a sufficient fraction of their con-
tents in these vesicles to result in efficient class II-
restricted presentation. It is likely that the SIINFEKL pep-
tide in liposomes targeted to the FcyR is more rapidly
degraded when released in endocytic vesicles than the
same sequence expressed within the OVA protein. Nev-
ertheless, SIINFEKL peptide was capable of being pre-
sented in association with class | molecules on DC from
TAP17~ mice when present at concentrations of 107"M
or less in the medium (Fig. 3B). Thus either peptide
association with class | molecules in endocytic vesicles
is very inefficient, or molecules which bind peptides in
endocytic vesicles accessible via the FcyR are not re-
expressed at the cell surface. The lack of presentation of
SIINFEKL from targeted vesicles also argues against
fusion of liposomes with the membrane of endocytic
vesicles, which would be expected to have permitted
SIINFEKL to enter the cytosol to be efficiently trans-
ported by TAP [18]. Passage into the cytosol of perito-
neal macrophages or DC in vitro was originally reported
to be enhanced when “pH-sensitive” liposome formula-
tions, which release their contents or which may fuse
with endocytic vesicle membranes at acid pH, were used
[25, 26, 33]. However, this dependence on pH-sensitive
lipids was not observed for administration of liposomes
in vivo [27]. The phospholipids we used for liposome for-
mation are saturated and not known to be capable of
fusion with cell membranes. This leaves the mechanism
of the passage of OVA into the cytosol unexplained.

Electron microscopic studies of bone marrow-derived
DC have revealed development of a tubulo-vesicular
system, vesicles and multivesicular bodies over the
period from 6 to 12-14 days in culture [34]. It remains to
be determined whether these morphological changes
are relevant to our finding that class | presentation of Ag
targeted to the FcyR only becomes efficient for DC
derived from bone marrow cells cultured for 10-12 days.
Cells cultured for 5 or 12 days express nearly equivalent
levels of class | molecules and bind equivalent numbers
of opsonized liposomes (Fig. 6 A). DC cultured for 5 days
also present endogenous peptides (Fig. 7 C) and exoge-
nous SIINFEKL in the form of the free peptide (Figs.
5D-F and 7A) as efficiently as DC cultured for longer
periods. These data are consistent with the existence of
a regulated transport process present in DC which can
convey exogenous Ag from endocytic vesicles to the
cytosol. However, we cannot formally rule out other
explanations for our results (for example, “pre-pro-
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cessing” of OVA by an enzyme only active in endosomes
of cells cultured for 12 days [35]).

In their study on presentation of Ag from Ag-Ab com-
plexes, in addition to bone marrow-derived DC cultured
for 3 weeks or more, Regnault et al. [13] successfully
used the D1 long-term DC line for class | presentation of
Ag from immune complexes [36]. This line is reported to
have an “immature” phenotype [36, 37]. Interactions with
immune complexes [13] and opsonized liposomes (data
not shown) are themselves capable of increasing the
expression of MHC and co-stimulatory molecules. Nev-
ertheless, we did not observe presentation of OVA from
OVA-anti-OVA immune complexes using DC cultured for
5 days, though we confirmed the results of Regnault
et al. when 2-week-old cultures were used (data not
shown).

We also exposed DC cultured for 5 days to agents that
are known to up-regulate the expression of co-
stimulatory molecules, such as LPS, to increase the half-
life of class | molecules, such as double-stranded RNA in
the form of poly (I) poly (C) [22], or to induce DC to acti-
vate class |-associated presentation of Ag by a CD40-
dependent pathway [38, 39]. None of these treatments
conferred the capacity of efficient class I-restricted
presentation of exogenous Ag on these DC, which none-
theless became “mature” by the criteria of up-regula-
tion of MHC, co-stimulatory and ICAM-1 molecules
(Fig. 6 B).

The heterogeneity of DC pathways and their maturation
in vivo are just beginning to be elucidated. It remains to
be determined whether an in vivo population of DC of
hematopoietic origin shares the antigen presentation
characteristics with the in vitro derived cells used here.
The ability to facilitate the induction of cytotoxic T cells
by targeting DC via the FcR or other receptors is of evi-
dent interest for vaccine development.

4 Materials and methods

4.1 Animals, culture medium, cell lines and antibodies

OT-I mice are transgenic for a TCR af} specific for the
chicken OVA 257-264 peptide SIINFEKL in the context of
H-2K® [16]. These mice were a kind gift of Matthias Mer-
kenschlager (MRC, London). They were maintained on the
C57BL/6 (B6) background and identified by FACS analysis
as those mice in which a majority of peripheral blood CD8*
cells express Va2. B10.BR mice transgenic for a TCR recog-
nizing the K® molecule as an alloantigen (KB5C20) [19] were
provided by Anne-Marie Schmitt-Verhulst (CIML, Marseille,
France). T cells obtained from the spleens of transgenic
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mice 6-12 weeks of age were purified by passage over
nylon wool columns.

T hybridoma cells OT4H.1D5 (1D5) [14] (provided by Yong
Ke, Emory University, Atlanta, GA) are specific for an unde-
fined I-A°-restricted OVA peptide. These cells were cultured
in RPMI medium supplemented with 5 % FCS, 50 uM 2-ME,
2 mM glutamine and antibiotics (supplemented RPMI).

DC were derived from bone marrow of B6, CBA/J or
(CBAXB6)F1 mice (Iffa-Credo), or from TAP1~~ mice on a B6
background (JAX). Cells were cultured for 3 days in DMEM
supplemented with 10 % FCS, antibiotics, 2 mM glutamine,
50 uM 2-ME and 30 % conditioned medium from NIH3T3
cells containing GM-CSF (provided by Jean Davoust, CIML),
as described [36]. They were then diluted 1:1 in the same
medium and, after an additional period of 1-12 days of cul-
ture, plastic-nonadherent cells were washed, resuspended
in supplemented RPMI and used as APC. Splenic B cells
were obtained from B6 mice by elimination of T cells using
Ab to Thy-1, CD4 and CD8, and rabbit complement.

U7.27.7, a hybridoma producing an anti-DNP Ab, was pro-
vided by Zelig Eshbar (Weizmann Institute, Rehovot, Israel).
100.5.28 is specific for H-2K* [40]. 10.2.16 [41] is specific for
I-A%, 5F1 is specific for H-2KP [42]. The above mAb are
mouse IgG2a. The CD40-specific rat mAb FGK45 [39] was
provided by Rienk (Offringa, Leiden University, Leiden, The
Netherlands). Rabbit anti-mouse IgG (H plus L) was from
Jackson.

4.2 Liposomes and other reagents

Liposomes (80 umoles lipids) were made from 65 % (mol/
mol) dimyristoyl phosphatidylcholine, 34.5% cholesterol
(Sigma-Aldrich) and 0.5%  DNP-caproyl-phospha-
tidylethanolamine (DNP-cap PE) (Molecular Probes). Lipo-
somes were formed by exposing lipids evaporated from
chloroform/methanol (9:1 v/v) to an aqueous solution con-
taining 30 mg/ml (680 uM) OVA (Grade VII, Sigma) in PBS,
or 1 mg/ml (1 mM) SIINFEKL (CIML protein synthesis facil-
ity) in PBS containing 10 mM carboxyfluorescein (CF)
(Molecular Probes). Following repeated cycles of freezing
and thawing, liposomes were formed by extrusion (Extruder,
Lipex Biomembranes, Vancouver, Canada) [43] through
polycarbonate filters of 200 nm pore size at 40 °C, followed
by gel filtration over Sepharose 4B columns to eliminate
unencapsulated solute. Laser light scattering determinations
indicate that these preparations are homogeneous with
diameters closely corresponding to the pore size of the poly-
carbonate filters used (data not shown). Lipid vesicles
were sterilized by filtration through 0.45-um filters. '*I-
labeled OVA was used to determine % protein entrapment.
SIINFEKL concentrations were determined by fluorescence
of dilutions of free and liposome-entrapped SIINFEKL in
10 mM CF with reference to the stock solution of SIINFEKL
used for liposome preparation. At the concentration of Ag
used for encapsulation, 200-nm liposomes each contain
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about 1600 molecules of protein or peptide. The amount of
liposome-associated Ag used for presentation experiments
was obtained by serial tenfold dilutions of these liposomes.
We used anti-DNP mAb to target DNP-bearing liposomes to
the FcyR. The preparation of PA-anti-DNP conjugated and
their use to target DNP-bearing liposomes to various cell
surface determinants other than the FcyR, in the presence of
protein A-binding Ab specific for those determinants, has
been described [8]. LPS (Escherichia coli 055:B5) and poly
(I) poly (C) were from Sigma.

4.3 Antigen presentation assays

APC (20 000 B cells or DC) were incubated in 100 ul supple-
mented RPMI, in duplicate wells of 96-well flat-bottom tis-
sue culture plates. Free or liposome-encapsulated Ag at the
indicated concentrations were added overnight, in the pres-
ence or absence of targeting or control Ab (5 ug/ml). DC
were then washed before addition of 10000 T hybridoma or
20000 T cells from transgenic mice for 48 h in supple-
mented RPMI, at which time undiluted supernatant fluids
were harvested for determination of IL-2 secretion based on
a bioassay using the IL-2-dependent cell line CTLL. IL-2 val-
ues are derived from a standard curve using CTLL in the
presence of recombinant mouse IL-2 (Boehringer Mann-
heim).

4.4 FACS analysis

DC (3 x 10°) cultured for 5 or 12 days were washed and incu-
bated in PBS containing 1 % FCS, 1 mM EDTA and 0.1 %
NaNs. Incubation with FITC-conjugated Ab (anti-B7.1, -B7.2
and -ICAM-1 from Pharmingen; anti-I-A® from Caltag) was
performed at 4°C for 1 h. For indirect labeling of Mac-1
(Hybritech, San Diego, CA), 33D1 (ATCC, Manassas, VA) and
CD40 (FGK45), cells were incubated with 5 ug/ml rat mAb
for 30 min and washed. Anti-rat fluorescein dichlorotriazine
(DTAF) conjugates (Jackson, Bar Harbor, ME) were then
added for an additional 30 min. Cells were washed and fixed
in 2% formaldehyde and analyzed in a FACScan (Becton
Dickinson) cytofluorimeter. For FcyR-dependent binding of
liposomes, DNP-bearing liposomes containing CF and OVA
were used at a final OVA concentration of 50 nM. They were
incubated with cells in the presence or absence of 5 ug/mi
anti-DNP Ab for 1 h, washed and fixed as above.
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Discussion de |'article 2

Tout d'abord, seules les DC sont capables de présenter un antigene exogéne a des
lymphocytes T CD8 qui lui sont spécifiques. Les lymphocytes B quant a eux, méme s'ils
présentent efficacement aux lymphocytes T CD4 un antigéne, capturé par leur BCR, ils ne
sont pas capables d'activer des lymphocytes T CD8. Pourtant en présence du peptide libre, qui
se fixe sur les molécules de classe | et, pour lequel les lymphocytes T CD8 sont spécifiques,
I'efficacité de ces deux types cellulaires est identique.

Ensuite, I'efficacité des DC a présenter un antigene exogéne aux lymphocytes T CD8 est
restreinte a certaines conditions. Les DC doivent avoir atteint un stade développemental
particulier. Ceci se traduit, dans nos expériences, par la nécessité d'utiliser des DC dérivées de
la moelle osseuse, aprés 12 jours de culture in vitro en présence de GM-CSF. Il est difficile de
dire si ce phénomene que nous visualisons in vitro a une réalité physiologique in vivo. Des
résultats similaires ont été publiés par I'équipe de Sebastian Amigorena qui a étudié la
présentation de complexes immuns. Dans cette étude, les auteurs ont utilisé, soit une lignée de
DC (D1), soit des DC dérivées de la moelle osseuse aprés 3 semaines de culture in vitro en
présence de GM-CSF (Regnault et al., 1999). Nous avons tenté d'étudier le phénotype de DC
apres 5 ou 12 jours de culture, mais en ce qui concerne les molécules du CMH ou de
costimulation nous n'avons pas observeé de différences majeures. De méme, ces DC possedent
le méme potentiel a activer des lymphocytes T CD8 (OT-I) lorsqu'elles sont incubées en
présence du peptide (SIINFEKL). Ceci nous a conduit a supposer que I'absence de réponse
n'était pas due a un défaut d'expression de molécules de costimulation participant a
I'activation des lymphocytes T CD8. Il est possible que I'élément limitant soit la capacité de
ces DC, aprés 5 ou 12 jours de culture (selon leur état de maturation ?), a présenter des
peptides dérivés d'antigénes exogenes dans le contexte des molécules de classe I.

De plus, seul un antigéne internalisé grace aux FcyR est présenté dans le contexte des
molécules de classe I. En effet, lorsque l'internalisation de l'antigéne se fait grace aux
molécules du CMH (non restreintes) et méme s'il est présenté par les molécules de classe I, il
ne l'est pas par les molécules de classe I. Ceci suggére que le devenir intracellulaire de
I'antigéne est différent selon la molécule qui participe & son internalisation. Cela a déja été
montré, dans le cas du récepteur au mannose qui concentre I'antigéne dans des compartiments
différents de ceux impliqués dans l'internalisation par un récepteur homologue (DEC-205)
(Mahnke et al., 2000). Ceci pourrait avoir des conséquences sur l'accessibilité de lI'antigéne
aux molécules de classe I, par exemple. Une autre hypothese serait que les molécules
engagées (FCR, CMH de classe Il ou de classe I) activeraient les DC de fagon différencielle.
Enfin, la présentation dans le contexte des molécules de classe I d'un antigene internalisé par
les FCR est dépendante de TAP et du protéasome, suggérant que les peptides s'associent aux
molécules de classe | naissantes dans le réticulum endoplasmique. L'antigene semble donc
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devoir passer des vésicules de la voie d'endocytose vers le cytoplasme afin d'étre accessible a
la voie de présentation classique par les molécules de classe I.

Le mécanisme responsable du passage de I'antigéne internalisé dans le cytoplasme, n'est pas
encore caractérisé. Cependant, il semblerait que ce soit un transport sélectif dépendant de
I'ATP et de la taille des molécules transportées (Rodriguez et al., 1999). Des expériences
complémentaires seront nécessaires afin d'identifier les compartiments a partir desquels les
antigenes sont redistribués et les molécules responsables de ce transport sélectif. L'existence
de compartiments de stockage ou I'antigene est soumis a une faible dégradation pourrait étre
importante dans le processus de présentation dans le contexte des molécules de classe | (Inaba
et al., 2000; Lutz et al., 1997). Outre les mécanismes de transport de ces antigenes, il doit
également exister des mécanismes rendant compte de l'ubiquitination et de la prise en charge,
par le protéasome, des antigeénes nouvellement entrés dans le cytoplasme dans les DC selon
leur état de "maturation”.

Conclusions

Il faut vraisemblablement considérer la présentation dans le contexte classe | comme un
phénomeéne qui n'est pas "anodin”. En effet, l'activation de lymphocytes T CD8 auto-réactifs
peut potentiellement étre un événement dangereux, qui peut conduire au développement de
maladies auto-immunes. Des études ont montré que des souris, transgéniques a la fois pour
I'expression d'une protéine (GP) du virus LCMV au niveau du pancréas et, pour leurs TCR
exprimés par les lymphocytes T CD8, spécifiques de cette méme protéine, ne développent pas
de diabetes auto-immuns (Ohashi et al., 1991). Néanmoins, la tolérance contre des antigénes
exprimes par le pancréas peut étre rompue, au profit de I'induction d'une immunité, puisque
des que ces souris sont infectées par le virus LCMV, elles déclenchent un diabéte auto-
immun. Ces résultats démontrent que I'équilibre maintenant la tolérance périphérique est tres
fragile et qu'il peut étre rompu lors d'infections. La présentation d'antigene (si les antigénes du
pathogénes sont proches de ceux de I'h6te) dans le contexte des molécules de classe | doit
donc étre un événement tres controlé.

Les DC, dérivées de la moelle osseuse, acquiérent “spontanément™ ces propriétés de
présentation en fonction de leur stade développemental aprés 12 jours de culture in vitro en
présence de GM-CSF. Il est tres délicat de suggérer que cette propriété est acquise lors de la
"maturation” des DC. Lorsque ces cellules (prises au stade ou elles n'activent pas les
lymphocytes T CD8) sont activées par des agents connus pour induire leur maturation, (LPS,
I'IFN-y, I'ARN double brin, engagement de CD40), ces DC, alors matures, ne présentent
toujours pas efficacement, aux lymphocytes T CD8, un antigéne internalisé par les FcR. La
réalité physiologique d'un tel mécanisme, ou la présentation dans le contexte des molécules de
classe | est acquise "spontanément”, reste donc encore a démontrer, mais pourrait étre
impliqué dans le maintien de la tolérance périphérique.
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Induction of MHC class | presentation of exogenous antigen by dendritic cells is
controlled by CD4+ T cells engaging class Il molecules in cholesterol-rich
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Préambule de |'article 3

Dans la continuité du travail exposé dans l'article 2 nous avons cherché comment sont
régulées dans les DC, les propriétés de présentation dans le contexte des molécules de classe
I. Nous avons vu que dés 4 a 6 jours de différenciation, a partir des précurseurs de la moelle
osseuse, les DC sont capables de présenter, a des lymphocytes T CD4, un antigéne internalisé
grace aux FcR. En revanche, leur capacité a présenter ce méme antigene a des lymphocytes T
CD8 est acquise beaucoup plus tardivement, aprés 12 jours de culture in vitro. Nous nous
sommes donc intéressés dans ce contexte aux DC précoces, et nous avons recherché comment
leur capacité a présenter des antigénes aux lymphocytes T CD8 peuvent étre indiute. Les
agents connus pour induire la maturation de DC (LPS, ARN double brin, CD40, IFN-y), ne
leur permettent pas de présenter un antigéne internalisé par les FcR, par les molécules de
classe I.

Il est actuellement proposé que l'activation des lymphocytes T CD8 requiert la présence de
lymphocytes T CD4 reconnaissant leur antigene présenté en association avec les molécules du
CMH de classe Il par les DC (Lanzavecchia, 1998). Néanmoins, le rble exact des
lymphocytes T CD4, n'est pas encore pleinement élucidé, bien qu'il semble en partie
dépendant du couple CD40-CD40L. La possibilité, dans certains modeles, d'induire les DC a
activer des lymphocytes T CD8, grace a des anticorps agonistes spécifiques de CD40, suggere
que le role des lymphocytes T CD4 ne peut se résumer a la production de cytokines
nécessaires a la stimulation de lymphocytes T CD8. L'interaction, entre un lymphocyte T CD4
et une DC, doit donc étre considérée comme un dialogue bidirectionnel et dynamique qui
provoque l'activation simultanée des deux partenaires. Cette interaction convertit la DC en
une cellule extrémement efficace pour stimuler des lymphocytes T CD8.

Il semblerait que le role des lymphocytes T CD4 soit d'induire la maturation finale des DC et
ainsi, d'augmenter I'expression des molécules de costimulation et peut-étre aussi la sécrétion
de cytokines. Il existe peut-étre des molécules de costimulation, induites lors de I'interaction
avec les lymphocytes T CD4, qui ne sont pas encore identifiées, mais qui pourraient participer
a lactivation des lymphocytes T CD8. Dans ce contexte, nous nous sommes tout
particulierement intéressés aux réles que jouent les lymphocytes T CD4 dans l'induction des
propriétés de présentation par les molécules de classe | des DC, au stade ou elles ne présentent
pas spontanément un antigene aux lymphocytes T CD8 (5/7 jours de culture).

Dans la mesure, ou nous montrons qu'en présence de lymphocytes T CD4, ces DC deviennent
alors capables d'activer des lymphocytes T CD8 spécifiques de I'antigene internalisé par les
FcR, nous avons pu poser deux questions : 1) comment ces lymphocytes T CD4 transforment
les DC en cellules capables d'activer des lymphocytes T CD8 ? 2) quelle est I'influence de la
forme de I'antigéne capturé par ces DC sur leur potentiel a recevoir le "help" apporté par les
lymphocytes T CD4 ?
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Induction of MHC Class | Presentation of Exogenous Antigen
by Dendritic Cells Is Controlled by CD4" T Cells Engaging
Class I| Molecules in Cholesterol-Rich Domains®

Patrick Machy, Karine Serre, Marjorie Baillet, and L ee L eserman?

We investigated interactions between CD4* T cells and dendritic cells (DC) necessary for presentation of exogenous Ag by DC to
CD8* T cells. CD4™ T cells responding to their cognate Ag presented by MHC class Il molecules of DC were necessary for
induction of CD8* T cell responsesto MHC class | -associated Ag, but their ability to do so depended on the manner in which class
I1-peptide complexes were formed. DC derived from short-term mouse bone marrow culture efficiently took up Ag encapsulated
in 1gG FcR-targeted liposomes and stimulated CD4* T cell responses to Ag-derived peptides associated with class |1 molecules.
This CD4™ T cell-DC interaction resulted in expression by the DC of complexes of class | molecules and peptides from the Ag
delivered in liposomes and permitted expression of the activation marker CD69 and cytotoxic responses by naive CD8* T cells.
However, while free peptides in solution loaded onto DC class |1 molecules could stimulate IL-2 production by CD4™ T cells as
efficiently as peptides derived from endocytosed Ag, they could not stimulate induction of cytotoxic responses by CD8* T cellsto
Ag délivered in liposomesinto the same DC. Signalsrequiring class |1 moleculesloaded with endocytosed Ag, but not free peptide,
were inhibited by methyl-B-cyclodextrin, which depletes cell membrane cholesterol. CD4* T cell signals thus require class |1
molecules in cholesterol-rich domains of DC for induction of CD8* T cell responses to exogenous Ag by inducing DC to process
this Ag for class | presentation. The Journal of Immunology, 2002, 168: 1172-1180.

and CD8 T cells (1). Ag taken up by DC is processed the presentation of both class Il-restricted and class I-restricted Ag

in endosomes and expressed at the cell surface in thby the same DC (16). This has led to the idea that Th cells actively
form of peptides associated with MHC class Il molecules, whichmodify DC, converting them into effective stimulators for induc-
stimulate CD4 Th cells (2, 3). MHC class I-associated peptides, tion of CTL from CD8" cytotoxic precursors, and is part of a
necessary for induction of responses of CDBcells, were orig-  process called “conditioning” (17) or “licensing” (18) of DC. Th
inally thought to be derived largely from endogenously synthe-cells have been proposed to license DC for presentation of exog-
sized proteins, such as viral Ag (4). It is now established that Agenous or endogenous Ag to CD§ cells in a way that depends on
presented to CD8T cells by DC may be acquired by endocytosis ligation of the CD40 molecules on DC (17, 19, 20). CD40 ligand-
of exogenous Ag of several types. These Ag include those deriveghediated cross-linking of CD40 molecules on DC led to high lev-
from infectious agents, dying cells, proteins associated with inerels of expression of class Il and costimulatory molecules and cy-
particles (5, 6), heat shock proteins (7, 8), or immune complexesokine secretion by DC (21). However, CD40-independent
(9, 10). Class | presentation of exogenous Ag usually requires itpathways for induction of CTL by Th cells have also been docu-
entry into the cytosol (9, 11), and is also called cross-priming (12)mented (22, 23). Thus, we have an incomplete understanding of
or cross-presentation (13). CD8T cell activation by cross-prim-  the mechanism by which Th cells license DC and the conse-
ing appears to be facilitated by the participation of Th cells (14,quences of their licensing for CTL induction.

DC can present peptides capable of direct binding to class |

molecules to CD8 T cells, in the absence of Th cells (24). This
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to induction of maturation and expression of costimulatory mole-
cules, and delivery of the Ag into compartments rich in class I
molecules. Under such conditions, the Ag contained within lipo-
somes is efficiently presented in the context of class || molecules
and leads to stimulation of Ag-specific TCR-transgenic CD4" T
cells, even at very low levels of Ag (25). When DC were main-
tained in culture for periods longer than ~12 days, they “sponta-
neously” (that is, without T cell help) presented class |-associated
peptides from immune complexes (9), or FcR-targeted liposomes
(10), to CD8* T cells and induced CTL activity by these cells.
Nevertheless, while bone marrow-derived DC harvested as soon as
4 days after initiation of DC culture presented exogenous Ag in the
context of class Il molecules to CD4™ T cells and stimulated the
CD4" T cells to produce lymphokines (10, 25), these short-term
cultured DC very poorly stimulated CD8™ T cells specific for the
same Ag (10). Known potent stimulators of the phenotypic matu-
ration of DC, including LPS, agonist Abs to CD40, double-
stranded RNA and IFN-vy, were unable to transform these short-
term cultured DC into cells capable of inducing CTL activity in
naive CD8"* T cells (10). Class | presentation of exogenous Ag
thus appears not to be a constitutive, but rather an inducible, prop-
erty of DC.

We show in the present study that CD4" T cells recognizing
certain forms of cognate class |1-associated Ag presented by short-
term cultured DC are remarkably efficient in licensing DC for the
presentation to CD8™ T cells of exogenous class |-restricted lipo-
some-encapsulated Ag taken up by the FcR. The CD4 T cell signal
provided to the DC is particular in that it requires peptide/class |1
complexes formed as aresult of endocytosis. CD4 T cell signaling
subsequently induces proteasome- and TAP-dependent Ag presen-
tation in association with class | molecules, presumably following
movement of Ag from endocytic vesicles to the cytosol. Those
molecules that are necessary for signaling DC for class | presen-
tation to CD8™ T cellsresist extraction by dilute detergent and are
sensitive to cholesterol depletion from the surface of DC. Thisis
consistent with their concentration in cholesterol-rich lipid do-
mains. We show that an important role of Th in licensing DC
depends on engagement of these molecules and results in up-reg-
ulation of the expression of class I-associated peptides by DC for
stimulation of cognate CD8* T cells.

Materials and Methods
Mice, cells and Abs

OT-I mice (26) have CD8" T cells transgenic for a TCR specific for the
chicken OVA 5, o6, (SIINFEKL) peptide in the context of H-2KP. OT-II
mice (27) have CD4" T cells transgenic for a TCR specific for OVA 3,5 539
peptide in the context of H-2 IAP. These mice were provided courtesy of B.
Hesath (Walter and ElizaHall Institute, Parkville, Victoria, Australia). They
were maintained on the C57BL/6 (B6) background. KB5CO mice (Ref. 28;
B10.BR background) have CD8" T cells transgenic for a TCR specific for
peptides from ubiquitous mouse proteins in the context of H-2K® (29), and
were provided by A.-M. Schmitt-Verhulst (Centre d’ Immunologie de Mar-
seille-Luminy, Marseille, France). TCR-transgenic mice, which expressthe
same TCR as 3A9 hybridoma specific for the immunodominant hen egg
lysosome (HEL) 46—61 peptide in the context of 1A* (Ref. 30; “3A9
mice”), were kindly provided by M. Davis (Stanford University, Palo Alto,
CA). These were maintained on a CBA/J (CBA) background. Animals
were treated according to institutional guidelines. T cells obtained from the
spleens of transgenic mice 6—12 wk old were purified by passage over
nylon wool columns.

The IL-2-dependent line CTLL (31) and the H-2° RMA (32) lymphoma
cell line were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 5% FCS,
50 uM 2-ME, 2 mM glutamine, and antibiotics, and for CTLL, with 10
U/ml of rIL-2 (Boerhinger Mannheim, Indianapolis, IN).

DC derived from bone marrow of B6 (H-2°), CBA (H-2) or (CBA X
B6)F, mice (Iffa Credo, L’ Arbresle, France), or TAP1/~ mice on a B6
background (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME), were cultured for 3
daysin DMEM supplemented with 10% FCS, antibiotics, 2 mM glutamine,
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50 uM 2-ME, and 30% conditioned medium from NIH3T3 cells containing
GM-CSF, provided by J. Davoust (Institut Curie, Paris, France), as de-
scribed (33). They were then diluted 1/1 in the same medium and after an
additional period of 3-4 days of culture, plastic nonadherent cells were
washed, resuspended in supplemented RPMI, and used as APC. The phe-
notype of these cells has been reported previously (10).

U7.27.7, a hybridoma producing an anti-DNP Ab was provided by Z.
Eshhar (Weizmann Institute, Rehovot, Israel). Use of the mAbs 10.2.16,
specific for IA and 5F1, specific for H-2K® have been described (10). All
of these mAbs are mouse 1gG2a. MR-1 (34) (provided by R. Noelle, Dart-
mouth University, Lebanon, NH) is a hamster mAb specific for CD154
(CD40L). 25-D1.16 is amouse 1gG1 mAb specific for SIINFEKL peptide
associated with H-2KP (35). It was kindly provided by A. Porgador and R.
Germain (National Institute of Allergy and Infectious Disease, National
Ingtitutes of Health, Bethesda, MD). These mAbs were purified over pro-
tein G-Sepharose columns (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ). Fluorescent mAbs specific for CD4, CD8, and CD69 were purchased
from BD PharMingen (San Diego, CA).

Liposomes and other reagents

Liposomes were made from 65% (mol/mol) dimyristoyl phosphatidylcholine,
34.5% cholesterol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), and 0.5% DNP-caproyl-
phosphatidylethanolamine (Molecular Probes, Eugene, OR) and formed by
exposing lipids evaporated from organic solventsto 60 mg/ml (1.4 mM) OVA
(grade V11, Sigma Aldrich) or 60 mg/ml OVA and 2 mg/ml (1.4 mM) syn-
thetic HEL 46—61 peptide (HEL ,5_g,;) (Centre d Immunologie de Marseille-
Luminy Protein Synthesis Fecility) in PBS containing 10 mM CFSE (Molec-
ular Probes) (10). Following severa cycles of freezing and thawing, liposomes
were extruded (Extruder; Lipex Biomembranes, Vancouver, British Columbia,
Canada) 5-10 times through polycarbonate filters of 200 nm pore size at 40°C,
followed by gd filtration to eliminate unencapsulated solute. Lipid vesicles
were sterilized by filtration through 0.45-um filters. At the concentration of
OVA and HEL 45_¢; used, individua liposomes contain ~3000 molecules of
each encapsulated protein or peptide. The amount of liposome-associated Ag
used for presentation experiments was obtained by seria dilutions of a stock
preparation of these liposomes. All Ag stocks were tested for endotoxin with
a Limulus amebocyte assay (BioWhittaker, Walkersville, MD), and if neces-
sary, passed over Acticlean Etox columns (Sterogene Bioseparations, Carls-
bad, CA) for endotoxin depletion.

The cell-permeable proteasome inhibitor MG-132 (Z-Leu-leu-Leu-
CHO; Ref. 36) was purchased from Euromedex. Methyl-B-cyclodextrin
(MCD) and Triton X-100 were from Sigma Aldrich.

Ag presentation assays

A total of 2 X 10 (or as indicated) DC were incubated in 100 wl supple-
mented RPMI, in duplicate wells of 96-well flat-bottom tissue culture
plates. Free OVA peptide SIINFEKL, HEL ,5_s, Or HEL or OVA, or li-
posome-encapsulated Ag at the indicated concentrations were added over-
night, in the presence or absence of targeting anti-DNP mAb (5 ng/ml). DC
were then washed before the addition of 10* T cells from CD4" TCR-
transgenic mice in supplemented RPMI for 72 h, at which time supernatant
fluids were harvested for determination of IL-2 secretion based on a bio-
assay using the IL-2-dependent cell line CTLL. The IL-2 valuesin U/ml
were derived from a standard curve using CTLL in the presence of recom-
binant mouse IL-2. Washed CTLL were incubated with harvested super-
natants overnight and 0.25 u.Ci of [*H]thymidine (NEN, Boston, MA) were
then added during 6 h.

For T cell cytotoxicity, 10* T cells from CD4* TCR-transgenic and/or
2 X 10* T cellsfrom CD8* TCR-transgenic mice were incubated as above,
and their capacity to induce cytotoxicity was evaluated after 5 days for
OT-l, or 3 days in the case of KB5C20 T cells by the just another method
test (37). Cells were incubated for 4 h with 5,000 RMA cells which were
previously [*H]thymidine-labeled (0.25 uCi/ml) and OVA peptide
SIINFEKL-pulsed (1 M) overnight and washed. In each case, cells were
harvested and radioactivity in DNA was counted by scintillation. Under
these conditions, 5,000 RMA cells incorporated 7,000—14,000 cpm. Lysis
induced by OT-I cells in the presence of DC incubated without Ag was
indistinguishable from that of RMA cells incubated alone. This value was
taken as 100% viable cells. Maximum lysis using these cells was ~70% of
incorporated [*H]thymidine, obtained by incubation of cells in Triton
X-100 and DNase.

FACS analysis

For FACS determination of expression of all H-2 K molecules or the
subpopulation of K molecules associated with the SIINFEKL peptide, 2 X
10° B6 DC were incubated as indicated, alone or with free OVA, free
SIINFEKL, OVA encapsulated in DNP-bearing liposomes, or OVA in
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DNP-bearing liposomes in the presence of 5 ng/ml of anti-DNP. In some
experiments, after an overnight incubation at 37°C, cells were washed and
incubated in the presence or absence of 2 X 10° IAP/OVA peptide-specific
CD4" T cells from OT-II mice. After 24 h incubation, cells were washed
and incubated at 4°C with anti-K® mAb 5F1 or anti-K®/SIINFEKL com-
plex-specific mAb 25-D1.16. Cells were then washed and incubated with a
biotin-labeled goat-anti-mouse IgG Ab for 30 min, then after washing, with
FITC-labeled streptavidin. The IgG2a anti-DNP mAb used for FcR target-
ing of liposomes was not detected by this second Ab. Cells were then fixed
in 2% formaldehyde and analyzed by FACS. When incubated with CD4*
T cellsfrom OT-II mice, the fluorescence was gated on the DC population,
which separated easily from T cells on the basis of the forward angle and
side-scatter profiles.

For CD69 expression on CD4" and CD8" T cells, DC were incubated
with Ags as described for 24 h. Cells were then washed and incubated for
48 hwith CD4" and/or CD8" T cells. CD69 expression was determined by
double staining of T cells with either PE-CD8- and FITC-CD69-specific
mADb (in the case of CD8" T cells) or PE-CD4- and FITC-CD69-specific
mADb (in the case of CD4" T cells).

Results
Expression of the SIINFEKL/Kb complex by DC incubated with
CD4" T cells recognizing their cognate Ag

Weinvestigated therole of CD4" Th cellsin the expression by DC
of the OVA-derived SIINFEKL peptide in association with the KP
molecule. We first calibrated the system to demonstrate the ability
to discriminate binding of the SIINFEKL/Kb complex-specific
mAb, 25-D1.16 (35), relative to the total number of H-2K° mol-
ecules detected by a pan-specific anti-K® mAb, 5F1 after incubat-
ing DC from B6 mice with 10 uM free SIINFEKL. The results are
presented as a histogram showing all K® molecules and those
which express the SIINFEKL/Kb complex at the surface of DC at
24 h (Fig. 1A). As seen in Fig. 1B, DC incubated in the presence
of increasing doses of free SIINFEKL showed marked increasesin
binding of the SIINFEKL/Kb specific mAb 25-D1.16. In Fig. 1C,
DC were incubated as above for 24 h with the indicated concen-
trations of free SIINFEKL, free OVA, OVA in DNP-bearing li-
posomes without (Lipo OVA), or with 5 ug/ml anti-DNP (FcR
Lipo OVA). They were then incubated for an additional 24 h in the
presence or absence of Th cells from OT-I1 mice. The presence of
OT-Il T cells did not result in increased K association of free
SIINFEKL, but was required for expression of the SIINFEKL/Kb
complex by DC incubated with exogenous OVA. When OVA
was contained in liposomes targeted to the FcR of the DC the
SIINFEKL epitope was expressed by DC in association with a
larger number of K® molecules than when the DC were incubated
with free SIINFEKL at equivalent concentrations (Fig. 1C). This
increase occurred without significant change in the total number of
K" molecules expressed by the cells, as revealed by mAb 5F1-
binding (data not shown).

MHC class |-restricted presentation of FcR-targeted exogenous
Ag to CD8" T cellsby DC isinduced by CD4" T cells
recognizing their cognate Ag

We next evaluated the role of OT-II Th cells in the activation of
OT-I cells and induction of cytotoxicity. DC were incubated as
above with various forms of OVA in the presence or absence of
OT-II cells and in the presence of OT-I cells. CD69 expression by
OT-I cells was markedly induced to exogenous OVA only when
they were incubated together with OT-Il cells and was most effi-
cient when OV A was taken up in opsonized liposomes. The pres-
ence of OT-II cells did not increase activation of OT-| cells ex-
posed to DC incubated with free SIINFEKL (Fig. 2A). OT-I1 cells
were also required for the presentation by DC of exogenous OV A,
but not free SIINFEKL, for the induction of cytotoxicity by OT-I
cells for SIINFEKL-pulsed targets (Fig. 2B). Presentation in un-
opsonized liposomes or as free OVA required at least 10,000 times
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FIGURE 1. Expression of the SIINFEKL/Kb complex by DC incubated
with CD4" T cells recognizing their cognate Ag. A, B6 DC were incubated
with or without 10 uM free SIINFEKL. After an overnight incubation,
cells were incubated either with pan K® (5F1) or KP/SIINFEK L-specific
(25-D1.16) mAbs before washing and staining. B, Percent of binding of
25-D1.16 to DC incubated with different concentrations of free SIINFEKL,
relative to binding of 5F1 mAb. C, DC were incubated for 24 h, alone or
with the indicated concentrations of free OVA, free SIINFEKL, OVA in
DNP-bearing liposomes without (Lipo OVA), or with 5 png/ml anti-DNP
(FcR Lipo OVA). They were then incubated for an additional 24 h in the
presence or absence of Th cells from OT-Il mice. DC were then stained for
25-D1.16 and 5F1 mAb binding and results expressed as the percent of
KP/SIINFEK L complexes as compared with total K molecule expression.
Results are representative of two experiments. Error bars in this and sub-
sequent figures represent SD of the mean for the experiment presented.

more Ag for cytotoxicity by OT-I cells than FcR-targeted lipo-
somes (Fig. 2B). Neither 25-D1.16 mAb binding, CD69 expres-
sion, nor cytotoxicity were observed in the absence of OT-II T
cells for levels of OVA less than 10 nM, or when either of the
Ag-specific CD4" or CD8" T cells were replaced by T cells from
non-TCR-transgenic mice. Similarly, OT-1I cells incubated with
DC and OVA but without OT-I cells were not cytotoxic in this
assay (not shown). The results indicate that CD4 T cells respond-
ing to their cognate Ag taken up in DC by endocytosis after FCR
binding are required in responses of CD8" T cells to another pep-
tide determinant derived from the same Ag presented in the con-
text of MHC class I.

Ag presentation in the context of MHC class | molecules
depends on cytoplasmic delivery, processing of endocytosed Ags
by the proteasome and the presence of TAP1

We analyzed the role of Ag processing by DC in CTL induction.
Bone marrow-derived DC from normal B6 mice or from B6 mice
in which the TAP1 gene had been deleted (38) wereincubated with
the SIINFEKL peptide, or with OV A encapsulated in DNP-bearing
liposomes targeted to the FCR with the anti-DNP mAb. The pro-
teasome inhibitor, MG-132 (1 nM) was added to some wells. OT-I
and CD4* OVA-specific OT-11 T cells were then added, and lysis
by OT-I cells determined as in Fig. 2. Results for CTL responses
are presented in Fig. 3A. The proteasome inhibitor MG-132 re-
duced induction of CTL (Fig. 3A) by norma DC for targeted li-
posomes containing OV A to levels equivalent to the very low pre-
sentation observed for the TAPL ™/~ DC. Similar effects were seen
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FIGURE 2. MHC class I-restricted presentation of FcR-targeted exog-
enous Ag to CD8™ T cellsby DC isinduced by CD4™ T cells recognizing
their cognate Ag. A, DC were incubated with different forms of Ag as
described in Fig. 1C. The concentration of all Ag was 10 nM. After over-
night incubation, they were also incubated with 2 X 10* K°/SIINFEKL-
specific T cells from OT-I transgenic mice, in the presence or absence of
T cells from OT-Il mice. After 24 h incubation at 37°C, activation of the
OT-l T cells was reveded by CD69 expression of CD8" T cells. The
number expressed as a percentage refers to the fraction of CD8" T cells
that are CD69™". Histograms represent data from 50,000 cells. Results are
representative of three experiments. B, A total of 2 X 10* DC were incu-
bated with different forms of Ag at different concentrations. After an over-
night incubation at 37°C, cells were washed and incubated with 2 x 10%
OT-I alone (right panel), or in the presence of 10* OT-II (left panel). CTL
activity was determined after 5 days. Curves show the results of one ex-
periment, representative of results of five independent experiments.

when another proteasome inhibitor, lactacystin, was used (data not
shown). There was no effect of the proteasome inhibitor MG-132
on CTL induced by normal or TAP1~'~ DC pulsed with the OVA
peptide SIINFEKL (Fig. 3A). There was aso no effect of MG-132
on class |I-mediated presentation by normal (or TAP1/~DC, not
shown) to OT-II cells of Ag contained in FcR-targeted liposomes
(Fig. 3B). Thus, induction of class I-restricted CTL by FcR-tar-
geted Ag on DC requires passage of Ags contained in endocytic
vesiclesinto the cytosol to be processed in aclassical proteasome-
and TAP-dependent mechanism for generation of SIINFEKL from
OVA. Taken together, these results indicate that an important role
of Thcellsin CD8™ T cell activation isthrough their effects on the
level of exogenous Ag processing and presentation in association
with class | molecules of DC.

Most of the activity of CD4" Th cells can be explained by their
direct effect on presentation by DC of exogenous Ag in the
context of class |

The data in Figs. 1-3 indicate that Th cells act on the DC not
simply by up-regulating costimulatory molecules but in a manner
necessary for proteasome-dependent OVA processing or presen-
tation. Since the OV A peptide SIINFEKL was presented by DC to
CD8* OT-I T cells whether or not CD4" OT-Il T cells were
present (Fig. 2B), the requirement for costimulation by DC for
activation of CD8™ T cells may be modulated by a sufficient den-
sity of peptide ligand. The induction of cytotoxicity requiring Th
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FIGURE 3. Induction by CD4" T cells of MHC class I-mediated pre-
sentation of exogenous Ag by DC is proteasome- and TAP-dependent. A,
A total of 2 X 10* DC from B6 or B6 TAP1 ™/~ bone marrow were incu-
bated with 1 nM free SIINFEKL or 1 nM OVA encapsulated in DNP-
bearing liposomes targeted to the FcR by anti-DNP mAbs, aone or to-
gether with 1 nM of the proteasome inhibitor MG-132 for 1 h at 37°C. DC
were then washed and incubated with 10* T cells from OT-Il and 2 X 10*
T cells from OT-I mice. Cytotoxicity was evaluated as described in Fig. 2.
B, DC were incubated with serial dilutions of FCR-targeted liposomes con-
taining OVA with or without 1 nM proteasome inhibitor, or with untar-
geted liposomes, as described in A. Cells were thereafter incubated with
2 X 10* T cells from OT-Il mice. IL-2 secreted by Ag-specific CD4" T
cellswas measured after 48 h. Curves are representative of results obtained
in two experiments.

cells could, however, be related to other effects of Th cells on
CD8"* T cells, as by release of lymphokines (23), or by direct
effects on the DC, related to their “conditioning” (17). To discrim-
inate between these possibilities we incubated DC from CBA
mice, together with DC from B6 mice, with FcR-targeted lipo-
somes containing OVA. We added OT-l1 CD8" T cells, restricted
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by KP, and provided help with HEL-specific Th cells, which rec-
ognizethe HEL ,5_g, in the context of IA* (39). HEL was added as
the free protein (100 nM). In thisform it is taken up by fluid-phase
endocytosis and processed in endocytic vesicles, but because this
uptake isinefficient it requires higher Ag concentrations than when
the Ag is encapsulated in targeted liposomes. We compared the
induction of a cytotoxic response to that in cultures containing the
same T cells incubated with DC from (CBA X B6)F; mice.

As shown in Fig. 4A, (CBA X B6)F, DC were able to induce
cytotoxicity by OT-I cellsat OVA concentrations 1000-fold lower
than a mixture of CBA plus B6 DC, when HEL peptide/l-AX-
specific Th cells were provided in the presence of HEL. This con-
firms and extends to another Ag the results presented in Fig. 2
using OT-11 Th cells. The use of an independent Ag as a source of
class Il-associated peptides permits us to conclude that induction
of cytotoxicity requires expression of both class II- and class I-
restricted determinants on the same DC, as reported for cross-
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FIGURE 4. Most of the activity of CD4™ Th cells can be explained by
their direct effect on presentation of exogenous Ag by DC. A, A total of 2 X
10* DC from (CBA X B6)F, mice or 10* DC from CBA plus 10* DC from
B6 mice were incubated with different concentrations of OVA contained in
DNP-bearing liposomes in the presence of 5 pg/ml of anti-DNP mAbs and
100 nM free HEL. After an overnight incubation, cells were washed and
incubated with 10* HEL -specific CD4" T cellsfrom 3A9 miceand 2 X 10*
CD8" T cellsfrom OT-I mice. After 5 days of culture, CTL activity against
SIINFEKL-pulsed RMA target cells was read. B, A tota of 2 X 10* DC
from (CBA X B6)F, mice or 10* DC from CBA plus 10* DC from B6 mice
were incubated with various concentrations of free HEL. After an over-
night incubation, cells were washed and incubated with 10* HEL -specific
CD4™ T cells from 3A9 mice. IL-2 secreted by 3A9 T cells was measured
after 48 h. C and D, Different numbers of (H-2k X b)F, DC were incubated
alone or with 10 nM OVA in DNP-bearing liposomes with 5 pg/ml of
anti-DNP mAbs in the absence or the presence of 100 nM free HEL. After
overnight incubation, cells were washed and incubated with 10* HEL-
specific CD4* T cells from 3A9 mice, and 2 X 10* CD8" T cells from
QOT-I (C), or from KB5C20 (D) mice. In control experiments, 10 ug/ml
anti-KP (5F,) Ab was also added. Cytotoxicity was after 5 days of culture
for T cells from OT-I mice or 3 days for T cells from KB5C20 mice asin
A above. SIINFEKL-pulsing of RMA cells did not affect lysis by KB5C20
cells. Curves are from a single experiment representative of results ob-
tained in five experiments.

CD4" T CELLSINITIATE CLASS | PRESENTATION BY DCs

presentation in vivo (27). Because in the presence of HEL both the
CBA and F, DC fully stimulated IL-2 production by, and activated
the 3A9 CD4™ T cells (Fig. 4B); the activity of Th cells necessary
for induction of CTL appears to be directed to the DC, rather than
the CD8" T cells. Addition of LPS to the culture medium did not
change this result (not shown), ruling out any possible participa-
tion of even the very low level of endotoxin in the HEL prepara-
tion to explain the stimulatory activity of the HEL. These data are
in agreement with the report of Lu et a. (23), indicating that ILs
secreted by CD4™ T cells cannot replace those cells for licensing
of DC.

The activity of Th cellson DC resulted in increased efficiency of
class I-restricted presentation of Ag by DC to induce a cytotoxic
response. In Fig. 4C, we show that 1,500 DC were as effective at
stimulating cytotoxicity by OT-I T cells in the presence of HEL-
specific T cellsand HEL as 25,000 DC with the same Th cells, but
without HEL. The provision of cognate CD4" T cell help is thus
essentia for the induction of CD8" T cell cytotoxicity to OVA
through acquisition by DC of the capacity to process the CD8
epitope. However, the action of the Th cells on induction of cy-
totoxicity was not confined to the processing of epitopes of exog-
enous Ag. The same F, DC were incubated with HEL-specific
CD4" cells and CD8" T cells from KB5C20 transgenic mice,
specific for a peptide derived from an endogenous DC protein
presented in the context of K (28). We observed that a modest but
reproducible increase in responses (2- to 4-fold reduction in the
number of DC necessary to stimulate a response) was obtained
when they were incubated with FcR-targeted liposomes in the
presence of HEL, while the same liposomes had little effect in the
absence of HEL (Fig. 4D). The K” dependence of the responses of
both OT-I and KB5C20 cells was confirmed by blocking with the
anti-Kb mAb, 5F,; (Figs. 4, C and D). OT-I responses dependent on
3A9 Th cellswere also blocked by Abto CD154 and IAX, (datanot
shown), confirming the CD40 and class |l dependence of the re-
sponse. These data indicate that responses by CD8™ T cells spe-
cific for class I-associated peptides derived from endogenous Ag
may also be helped by CD4™ T cells, though this help does not
appear to be critical for the response asiit appears to be for peptides
derived from exogenous Ag.

Not all MHC class |I-peptide complexes are equally effective
at inducing CD4™" help for MHC class I-restricted Ag
presentation by DC

The mechanism of interaction between Th cells and DC was in-
vestigated. As shown above, cytotoxicity by OT-I cells, absent
without help, was efficiently induced to FcR-targeted OVA in the
presence of HEL -specific Th cellsand 100 nM free HEL (Fig. 5A).
Surprisingly, induction of a cytotoxic response to OVA in opso-
nized DNP-bearing liposomes was not obtained when 100 nM free
HEL ,5_e; Was used (Fig. 5A), instead of free HEL as a source of
Ag for CD4™" specific T cells. Despite the lack of activity of free
46—61 in helping cytotoxicity of OT-I cells, coencapsulation of
46-61 with OVA in opsonized liposomes permitted efficient help
for induction of cytotoxicity by OT-I cells, even at very low con-
centrations of both OVA and the HEL peptide (Fig. 5A). Strik-
ingly, the inducible cytotoxic response to 1 nM OV A coencapsu-
lated with equimolar HEL ,¢_g; in FcR-targeted liposomes was
inhibited by free 100 nM HEL ,5_g, (Fig. 5A), while this same
concentration of free HEL ,5_g; had no effect on presentation of
free SIINFEKL to OT-I (Fig. 5A, inset, right panel).

In contrast to their differential effectsin stimulating T cell help
for cytotoxicity, both HEL and free HEL 45_g, promoted similar
CD4™ T cell activation with respect to |L-2 secretion or expression
of CD69 (Fig. 5B), when present at concentrations of 10 nM or
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FIGURE 5. Induction of cytotoxicity depends on the manner in which
class |1-peptide complexes are formed. A, A total of 2 X 10* (H-2k X b)F,
DC were incubated with 1 nM OV A contained in FcR-targeted liposomes,
alone or with 100 nM free HEL, or with 100 nM free HEL ,5_g, as indi-
cated (left panel); with 1 nM OVA and 46—61, both contained in FcR-
targeted liposomes, without or with 100 nM free HEL ,5_¢, (right panel);
or with 1 nM SIINFEKL without or with 100 nM free HEL 45_g;,, (inset in
right panel). After an overnight incubation, cells were washed and incu-
bated with 2 X 10* OVA-specific (OT-I) and 10* HEL-specific (3A9) T
cells. After an additional 5 days of culture, cytotoxicity was determined as
inFig. 2. B, left panel, A total of 2 X 10* (H-2k X b)F, DC were incubated
with different amounts of free HEL or HEL 45_¢; and 2 X 10 3A9 T cells
were added for 48 h and |L-2 was measured as described in Fig. 4. B, right
panel, Percentage of 3A9 CD4™ T cells positive for CD69 after 24 h
incubation was evaluated with PE-labeled CD4- and FITC-labeled CD69-
specific Abs. The number expressed as percentage refers to the fraction of
CD4" T cells that are CD69*.

higher. This confirmsthat free HEL ,5_g, Stably bindsto accessible
IA¥ molecules, as previously shown for B lymphoma cells using
radiolabeled peptides (40). We conclude that class I molecules of
DC that were loaded with peptides derived from free HEL, or
liposome-encapsulated HEL ,;_g, or HEL in the interior of the
endocytic pathway, elicit different responses from Ag-specific
CD4™ T cellswith respect to DC activation for class | presentation
than class Il molecules loaded with free HEL ,5_g, @ the cell
surface.
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Stimulation of CD4" T cells by DC which endocytosed Ag is
inhibited by an agent that disrupts cholesterol-rich lipid
domains on DC

Naive T cells depend for their activation on contact with Ag pep-
tides on the surface of DC. TCR-clustering in cholesterol-rich lipid
domains has been reported to follow its cross-linking, and may be
necessary for T cell activation (41). TCR cross-linking in Ag-naive
CD4" T cellswould be expected to be affected by class |1-peptide
concentration and organization in DC (3). We consequently eval-
uated the role of cholesterol rich lipid domains of DC in the stim-
ulation of Th cells. Cholesterol-rich domains resist extraction by
cold Triton X-100 (reviewed in Ref. 42). DC which had either
been incubated overnight with FcR-targeted HEL ,5_¢, in lipo-
somes or HEL, or pulsed with HEL ,5_¢, peptide were treated with
low concentrations of Triton X-100 for 30 min, followed by wash-
ing and incubation with HEL -specific CD4" T cells. As shown in
Fig. 6A (left panel), IL-2 production by Th cellsin contact with DC
incubated with 10 nM free HEL ,5_g, Wasinhibited by treatment of
those DC to dilute Triton X-100. In the same experiment, Th in-
cubated with DC incubated with low concentrations (0.1 nM) of
HEL ,5_g; in targeted liposomes, or 10 nM HEL taken up by en-
docytosis were insensitive to the effects of Triton X-100 treatment
of those DC. Concentrations greater than 0.001% Triton X-100 (10
wl Triton X-100/L in the incubation solution) were toxic for DC.
We dso treated DC with MCD after Ag uptake. This agent che-
|lates membrane cholesterol and disperses membrane rafts (43, 44).
As shown in Fig. 6A (right panel), IL-2 production by Th cells
stimulated by HEL or FcR-targeted HEL ,5_4, Was abolished after
MCD treatment. Effective doses of the same drug had no effect on
activation of CD4™ T cells by DC treated after HEL ,5_,-pulsing.
Together, these data demonstrating different susceptibility to phar-
macological inhibition indicate that class I1-associated peptides ex-
ist in different environments, depending on whether the peptide
was loaded onto class I molecules in endocytic vesicles or at the
cell surface.

We next examined the effect of cholesterol depletion of DC on
induction of cytotoxic responses by CD8" T cells (Fig. 6B). CTL
activity induced in OT-I T cells by DC presentation of OVA and
HEL ,5_e; contained in FcR-targeted liposomes in the presence of
HEL -specific CD4"* T cells was abolished when the DC were in-
cubated with 5 mM MCD after Ag uptake (left panel). These re-
sults strongly suggest that intracellular transport and processing of
endocytosed Ag for class | presentation by DC highly depends on
CD4" T cell interaction with class 11-peptide complexes concen-
trated in cholesterol-rich domains. The presentation of SIINFEKL
was only dlightly affected when DC were treated with MCD after
SIINFEKL pulsing (right panel). Thisindicates that MCD acted on
DC, rather than on the T cells that were added to cultures after a
washing step. The data also suggest that class |-peptide complexes
of DC need not be concentrated in cholesterol-rich domains for
stimulation of CTL responses by CD8" T cells.

Discussion

In this paper, we investigate the process whereby CD4" T cells
“license” DC for stimulation of cytotoxic responses by CD8" T
cells to exogenous Ag. We had previously shown that binding of
OV A-containing liposomes to the FCR was necessary for the CD4
T cell-independent presentation of OV A in the context of class| by
long-term cultured DC (10), as it was for presentation of immune
complexes by long-term cultured DC and DC lines (9). Here we
show that CD4™" T cells recognizing their cognate Ag presented by
short term cultured DC increased expression by the DC of the
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FIGURE 6. CD4" T cell activation of DC that endocytosed Ag can be
inhibited by treating DC with MCD but not with dilute Triton X-100. A, A
total of 2 X 10* (H-2k X b)F, DC were incubated with the indicated
concentrations of free HEL or HEL ,5_g;, o0r OVA and HEL ,_¢, coencap-
sulated in FcR-targeted liposomes. After overnight incubation, they were
washed and treated with different concentrations of Triton X-100 for 30
min at 4°C, or with indicated concentrations of MCD in complete medium
for 1 h at 37°C, before re-washing and addition of 2 X 10* HEL -specific
CD4™" T cells. After 48 h incubation, supernatants were harvested for IL-2
determination, as described in Fig. 4. Data are representative of those ob-
tained in five different experiments. B, A total of 2 X 10* (H-2k X b)F, DC
were incubated overnight with 1 nM OVA and HEL 4_g; contained in
FcR-targeted liposomes (left panel), or with 1 nM free SIINFEKL (right
panel). Cells were then untreated or incubated with 5 mM MCD for 1 h
before addition of OT-I T cells with HEL-specific 3A9 Th cells. Repre-
sentative of five experiments.

fraction of class |-molecules associated with the SIINFEKL pep-
tide processed from OVA encapsulated in opsonized liposomes
(Fig. 1C), without markedly increasing the total expression of class
I molecules (not shown). Thisincrease of SIINFEKL presentation
was not mediated by induction of the immunoproteasome, because
it is constitutively expressed in DC, even if up-regulated during
maturation of DC (45). Furthermore, treatment of DC with IFN-y
did not eliminate the requirement for CD4" T cells interacting
with DC for class | presentation (Ref. 10 and data not shown).
These Th cells were aso necessary for up-regulation of CD69
expression and cytotoxicity by naive OT-I CD8* T cells (Fig. 2, A
and B) to OVA endocytosed by DC. This indicates that licensing

CD4" T CELLSINITIATE CLASS | PRESENTATION BY DCs

of DC by Th cells for the stimulation of CD8* T cells augments
the expression of class |-associated peptides by DC, by an effect of
Th cells on the transfer to the cytosol from endocytic vesicles,
processing or transport of exogenous Ag. This does not rule out
other roles for Th interacting with DC which contribute to the
process of licensing, but it seemsto be avery important component
of licensing for responses to exogenous Ag. Although we observed
that Th cells were not necessary for induction of OT-I cytotoxicity
to DC pulsed with SIINFEKL (Fig. 2B), or for presentation of an
endogenous self-peptide to aloreactive KB5C20 cells (Fig. 4D),
both of these responses occurred at 2- to 10-fold lower Ag con-
centrations when Th cells were stimulated by a cognate ligand
presented by DC. These effects on cytotoxity measured after sev-
eral days of culture may be related to Th cell effects on DC sur-
vival and persistence of Ag presentation, which appear to be dic-
tated in part by CD154-CD40 interactions (46).

DC bearing class Il molecules loaded with either endocytosed
HEL or exogenous free HEL ,5_g, peptide at levels of 10 nM or
higher stimulated cytokine release by 3A9 CD4™" T cells (Fig. 5B),
confirming the published observation that the HEL ,5_¢, peptide is
afull agonist of 3A9 Th cell stimulation for IL-2 production (47).
Nevertheless, binding of HEL ,5_g; as an exogenous peptide ap-
peared insufficient for transmission of signals from the Th cells
into the DC. These CD4" T cells failed to stimulate DC to present
peptides derived from exogenous OV A in association with class |
molecules. Indeed, exogenous HEL ,5_¢; inhibited the efficient
CD4" T cell-dependent CD8* T cell stimulation by HEL 4 ¢,
peptide encapsulated in liposomes delivered into endocytic vesi-
cles after FcR-binding (Fig. 5A). The fact that DC that have en-
docytosed peptides are differently susceptible to pharmacological
manipulation by MCD and Triton X-100 than cells that have been
pulsed with peptides strongly indicates that different pools of class
I1 molecules have been addressed. These data are consistent with
the hypothesis that some signals from Th cells necessary for li-
censing DC originate from the TCR of Th cells and pass through
Ag-loaded class 11 molecules concentrated in cholesterol rich domains
of DC. These signas may be transmitted through class Il molecules
alone or in conjunction with signas through other molecules known
to be concentrated in lipid domains, including CD40 (48).

Cross-linking of class Il molecules on human myelomonocytic
cells led to phosphorylation of associated Src-family kinases, in a
manner which required the presence of class II moleculesin lipid
rafts (43). It is interesting that class |1 molecules of B cells have
been reported to acquire the capacity to transduce signals leading
to phosphorylation of Src-kinases and Ca?* mobilization by virtue
of their association with immunoreceptor tyrosine-based activation
motif (ITAM)-motifs in Ig-associated Iga and 1gB (49). We are
investigating the possibility that a role analogous to ITAM of Iga
and 1gB may be played by FcR-associated ITAM sequences in
signaling via class || molecules after re-expression at the cell sur-
facein cholesterol-rich domains. The combined roles of the FcR as
an Ag receptor, as a molecule signaling for the maturation of DC
and as a transducer of signals from the TCR of Th cells may
collectively account for its remarkable efficacy as a target for Ag
delivery for both class I1- and |-restricted responses.

These experiments suggest a model for at least part of the role
of CD4" T cellsin licensing DC for cross-presentation of exog-
enous Ag to CD8" T cells. Ag binding to a suitable receptor on
DC is taken up by endocytosis into vesicles where, following re-
lease and partial proteolysis, peptides associate with relevant class
Il molecules. These peptide-loaded class Il molecules are ex-
pressed at the cell surface concentrated in cholesterol rich do-
mains, probably in association with other molecules necessary for
signaling. Contact with cognate Th cells results in cross-linking of
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the TCR and up-regulation of ligands including CD 154 in these
cells, inducing stimulation of DC through class |1, CD40, and ad-
ditional molecules. These signals open endocytic compartmentsin
DC, releasing remaining Ag into the cytosol where it follows the
classical proteasome and TAP-dependent class | pathway for pre-
sentation. DC pulsed with peptides that associate with class 11 mol-
ecules at the DC surface are not concentrated in lipid domains. At
sufficiently high concentrations these class |1-peptide complexes
activate cognate Th cells, but do not transmit signals from these
cells permitting presentation of class I-associated Ag by DC. In
line with these results it is interesting that administration in mice
of tumor Ag-derived class Il associated peptides, which can stim-
ulate T cell-dependent delayed hypersensitivity and Ab responses,
has recently been shown to enhance rather than inhibit tumor
growth (50). Taken together, these data suggest that the manner in
which class Il molecules of DC are loaded with Ag-derived pep-
tide may have important consequences for immune responses they
induce.
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Discussion de |'article 3

Nous montrons que les lymphocytes T CD4, reconnaissant leur antigéne présenté par les DC,
permettent a ces derniéres d'exprimer les complexes classe I/peptide pour lesquels les
lymphocytes T CD8 sont spécifiques. Tout comme nous l'avons précédemment décrit cette
présentation aux lymphocytes T CD8 est dépendante du protéasome et de TAP, suggérant que
I'antigéne internalisé par les FcR, doit étre transporté dans le cytoplasme afin que des peptides
puissent s'associer aux molécules de classe | naissantes, dans le réticulum endoplasmique. I
semblerait donc que I'événement limitant soit I'accessibilité de I'antigéne aux compartiments
de chargement en peptides des molécules de classe I, qui est induite lors de I'interaction entre
les DC et les lymphocytes T CDA4.

Ceci est en accord avec les modéles permettant d'observer soit in vitro I'activation de
lymphocytes T CD8, soit in vivo, l'induction de réponses T cytotoxiques de facon
indépendante des lymphocytes T CD4. En effet, I'immunisation de souris avec des peptides
qui se fixent directement sur les molécules de classe | (Fayolle et al., 1996a), ou avec des
protéines HSP couplée a I'antigéne (Huang et al., 2000b), ou avec des toxines bactériennes
(Bordetella pertussis) couplées a des peptides (Fayolle et al., 1996b), ou avec des
archaéosomes contenant I'antigene (Krishnan et al., 2000), génerent des réponses cytotoxiques
efficaces en absence de lymphocytes T CD4. L'élément commun de ces systémes de transport
d'antigenes est leur capacité a délivrer ces derniers directement dans le cytoplasme.

De la méme maniére, grace a des expériences complémentaires réalisées en collaboration avec
le groupe de Jan Wilschut (Groningen, Pays Bas), nous avons utilisé des virosomes qui sont
des enveloppes virales reconstituées, ou le matériel génétique est substitué par un antigéne.
Ces virosomes formés, a partir du virus de I'influenza, conservent les propriétés du virus natif,
grace a I'hémagglutinine, une glycoprotéine présente dans leur enveloppe. lls se fixent puis
entrent dans les cellules, et fusionnent avec les membranes des vesicules de la voie
d'endocytose a pH acide, pour deélivrer leur contenu (l'antigene) dans le cytoplasme. Des DC
prises a jour 5 de culture, présentent alors trés efficacement I'antigéne, a des lymphocytes T
CDS8, en absence de lymphocytes T CD4 (Bungener et al., 2002)". Ce systéme a été trés utile
dans notre modele afin de confirmer que I'événement limitant de la présentation par les DC
aux lymphocytes T CD8, pouvait étre I'accessibilité de I'antigene exogéne aux compartiments
classiques de la présentation dans le contexte des molécules de classe |.

“ Bungener, L., Serre, K., Bijl, L., Leserman, L., Wilschut, J., Deamen, T. and Machy, P. Virosome-
mediated delivery of protein antigens to dendritic cells : efficient MHC class | but not class Il
presentation of the antigen is dependent on the membrane fusion activity of the virosomes. Vaccine,
2002, In press
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Les conséquences de l'interaction entre lymphocytes T CD4 et
cellules dendritiques sont dépendantes de la forme de |'antigéne regu
par ces derniéres

Les lymphocytes T CD4 activeés, par la reconnaissance de leur antigéne, ne permettent pas
systématiquement aux DC d'acquérir la propriété de présentation dans le contexte des
molécules de classe I. En effet, le signal délivré par les lymphocytes T CD4, lors de leur
interaction avec les DC, est tres dépendant de la forme d'antigene recu par ces mémes DC.
Les liposomes contenant l'antigéne et capturés par les FCR permettent I'expression des
complexes classe Il/peptide dans des domaines riches en cholestérol, tout comme celle
obtenue avec de fortes concentrations d'antigénes solubles. Ces derniers sont nécessaires aux
lymphocytes T CD4 pour délivrer, en retour, un signal dans les DC. En revanche, lorsque les
DC sont incubées en présence du peptide (du méme antigéne) et pour lequel ces lymphocytes
T CD4 sont speécifiques, bien qu'ils soient actives (a fortes concentrations), ils ne permettent
pas le passage de l'antigeéne dans le cytoplasme des DC, et donc l'activation des lymphocytes
T CD8. Un peptide soluble, qui se fixe directement sur les molécules de classe 11, est exclu
des microdomaines et il ne permet pas, non plus, I'activation des DC.

Outre les aspects quantitatifs expliquant I'efficacité des FCR a capturer une forme vésiculaire
de I'antigéne et les aspects qualitatifs, sur I'agrégation de ces récepteurs induisant I'activation
des DC, il faut donc tenir compte d'un nouveau parametre qui est la maniere dans laquelle les
complexes classe I1/peptide sont exprimés a la surface cellulaire.

Dialogue entre les lymphocytes T CD4 et les cellules dendritiques
Nous n'avons pas encore identifié les molécules qui, lors de I'interaction entre les lymphocytes
T CD4 et les DC, délivrent le signal permettant a ces derniéres de redistribuer les antigénes
afin qu'ils soient présentés dans le contexte des molécules de classe I. Néanmoins, des
anticorps spécifiques des molécules de classe Il, avec des anticorps agonistes spécifiques de
CD40, en présence de thapsigargine (qui mobilise le calcium intracellulaire), peuvent
remplacer les lymphocytes T CD4 (résultats non montrés). En effet, la combinaison anti-
| A¥/anti-CD40/thapsigargine provoque, le passage des antigénes, encore concentrés dans les
vesicules endocytiques, dans le cytoplasme, ce qui permet aux DC de présenter des peptides
aux lymphocytes T CDS8.

Dans certaines études, les lymphocytes T CD4 peuvent étre effectivement remplacés par des
anticorps agonistes spécifiques de CD40 (Ridge et al., 1998). En revanche, dans un systeme
tres proche de celui que nous utilisons, d'autres auteurs ont montré que l'interaction entre les
lymphocytes T CD4 et les DC pouvait en partie étre indépendante de CD40 (Lu et al., 2000).
Ces résultats suggerent que d'autres molécules que CD40 peuvent étre localisées dans ces
domaines riches en cholestérol et impliquées dans le signal intracellulaire delivré dans les DC
lors de I'interaction avec les lymphocytes T CDA4.
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Il est possible que les molécules de classe |1, concentrées dans ces microdomaines puissent
elles mémes transduire un signal intracellulaire (Huby et al., 1999) responsable du passage de
I'antigene dans le cytoplasme. Les conditions, permettant le passage de I'antigene dans le
cytoplasme, sont vraisemblablement dépendantes des récepteurs responsables de la capture de
I'antigéne par les DC. Il a été montré que I'engagement du BCR des lymphocytes B,
permettait son internalisation dans les compartiments riches en molécules de classe Il
nouvellement synthétisees. Lors de leur expression a la surface cellulaire ces molécules de
classe 1l s'associeraient avec les chaines Iga et Igp du BCR, permettant un signal subséquent
grace aux motifs ITAM de ces chaines lors de I'interaction avec le TCR (Lang et al., 2001).
On peut imaginer que le FcyRIIl des DC, qui posséde des chaines o associées portant des
motifs ITAM, pourrait jouer le méme réle que le BCR des lymphocytes B. De plus, les
molécules de classe Il peuvent étre engagées, non seulement par le TCR, mais aussi par des
molécules exprimées par les lymphocytes T activés, comme LAG-3. Ce dernier permet
d'ailleurs d'activer les DC (Avice et al., 1999).

Conclusions

En résumé, il semblerait que I'élément de restriction, contrdlant I'activation des lymphocytes T
CD8 par les DC, ne soit pas seulement I'expression de certaines molécules de costimulation,
ou la sécrétion de certaines cytokines, mais l'apparition des complexes classe I/peptide sur la
membrane. La présentation par les molécules de classe | semble donc étre régulée par les
lymphocytes T CD4. Néanmoins, pour recevoir le signal adéquat, les DC doivent présenter
des antigénes capables de stimuler des lymphocytes T CD4, par des molécules de classe Il
concentrées dans des domaines riches en cholestérol. Ces derniers pourraient correspondre
aux synapses immunologiques que nous avons décrites dans l'introduction (Figure 20). Ce
sont des microdomaines particuliers, ou les molécules sont concentrées de fagon trés
organisée a la membrane plasmique, et qui favorisent la signalisation intracellulaire. On peut
supposer que ces microdomaines se forment lorsque les DC sont activées par la capture
d'antigenes grace aux FcR. Le contenu des liposomes est libéré dans les compartiments
intracellulaires riches en molécules de classe 11. Ces derniéres sont alors chargées en peptides
puis exportées a la surface cellulaire. Si I'expression sur la membrane plasmique se fait par
fusion de vésicules d'exocytose, les molécules de classe Il pourraient étre concentrées dans
ces microdomaines avec des molécules de costimulation, comme CD86 (CD40 ?) (Turley et
al., 2000), se qui favoriserait l'interaction avec les lymphocytes T CD4 (Anderson et al.,
2000). L'organisation des molécules de classe Il a la surface des DC, devrait réguler d'une part
I'activation des lymphocytes T CD4 et d'autre part, I'acquisition de certaines fonctions par les
DC, telles que la présentation dans le contexte des molecules de classe I.
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Karine Serre, Laurent Giraudo, Carole Siret, Lee Leserman, and Patrick Machy

CD4 T cell help is required for primary CD8 T cell responses to vesicular
antigen delivered to dendritic cells in vivo

European Journal of Immunology, 2006. 36: issue 6: p. 1386-1397.

NB : Au moment de la publication de ma thése cet article était seulement en préparation. Il a
depuis été publié et j’ai décidé de joindre la version publiée qui est la plus récente et donc la
plus appropriée, dans ce document.
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3)- Présentation aux lymphocytes T CD4 et CD8 /n vivo
Préambule de |'article 4

La forme de I'antigene reconnu et capturé par les DC a d'importantes conséquences sur les
propriétés de présentation de ces cellules. Pour qu'un antigene soit efficacement présenté par
des cellules présentatrices d'antigénes in vitro, il faut qu'il soit capturé par un récepteur.
L'engagement de ce dernier doit d'une part, permettre I'internalisation de l'antigéne dans des
compartiments dédiés a la présentation antigénique et d'autre part, induire I'activation de la
cellule qui I'exprime. De plus, les liposomes permettent de protéger et de concentrer les
antigenes dans les cellules. Comme nous l'avons vu grace aux expériences réalisées in vitro,
lorsqu'ils sont capturés par les FCcR exprimés par les DC, ils permettent I'expression des
complexes classe Il/peptide dans des microdomaines. Ces derniers sont nécessaires non
seulement, & la stimulation de lymphocytes T CD4, mais surtout & la DC pour le passage de
I'antigéne exogene dans le cytoplasme, ce qui permet l'apprétement de peptides avec les
molécules de classe I. Il est donc important de vérifier que ces résultats correspondent a une
réalité physiologique in vivo.

Pour cela, dans la continuité des expériences réalisées in vitro, nous nous sommes tout
particulierement intéressés aux étapes précoces de stimulation des lymphocytes T CD4 et
lymphocytes T CD8 in vivo. Ces lymphocytes T sont marqués avec une molécule fluorescente
(CFSE) dont l'intensité de fluorescence se partage de fagcon égale entre les cellules filles lors
de chaque division. Ceci permet de visualiser I'état d'activation des lymphocytes T grace aux
nombres de divisions qu'ils ont effectués. Ces lymphocytes T fluorescents sont transférés dans
des souris receveuses, qui sont ensuite immunisées dans les coussinets plantaires arriéres avec
différentes formes d'antigénes solubles (protéiques ou peptidiques), ou en présence de CFA
ou de LPS, ou bien encapsulés dans des liposomes. Nous avons ensuite mesuré la
prolifération des lymphocytes T fluorescents.
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Insight into the mechanisms by which dendritic cells (DC) present exogenous antigen to
T cells is of major importance in the design of vaccines. We examined the effectiveness of
free antigen as well as antigen with lipopolysaccharide, emulsified in complete Freund's
adjuvant, and antigen encapsulated in liposomes in activating adoptively transferred
antigen-specific CD4 and CD8 T cells. When contained in liposomes, 100- to 1000-fold
lower antigen amounts were as efficient in inducing proliferation and effector functions
of CD4 and CD8 T cells in draining lymph nodes as other antigen forms. CD11c*/
CD11b*/CD205™°¢/CD8u” DC that captured liposomes were activated and presented
this form of antigen in an MHC class I- and class II-restricted manner. CD4 T cells
differentiated into Th1 and Th2 effector cells. Primary expansion and cytotoxic activity
of CD8 T cells were CD4 T cell-dependent and required the transporter associated with
antigen processing (TAP). Finally, adoptively transferred CD4 and CD8 T cells were not
deleted after primary immunization and rapidly responded to a secondary immuniza-
tion with antigen-containing liposomes. In conclusion, encapsulation of antigen in
liposomes is an efficient way of delivering antigen to DC for priming of both CD4 and
CD8 T cell responses. Importantly, primary CD8 T cell responses were CD4 T cell-
dependent.
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Introduction

To develop better vaccines, it is important to understand
how dendritic cells (DC) recognize Ag and present Ag-
derived peptide/MHC complexes to CD4 [1] and CD8 [2,
3] T cells. In some instances targeting Ag to DC
augments the immune response to the Ag [4, 5], while
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in other circumstances tolerance is induced [4, 6, 7].
Productive responses to Ag depend on appropriate
activation of DC, since constitutive presentation of self
Ag by DC to T cells in the absence of activating signals is
thought to induce tolerance [8]. An important con-
sideration with regard to responses to exogenous Ag
includes the efficiency with which Ag is taken up and
presented to T cells by DC. Liposomes are useful agents
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for studying Ag acquisition and presentation by DC, as
they are inert and may be generated to contain a high
concentration of Ag that is protected from rapid
degradation and dispersion. Liposomal formulations
of protein or peptide vaccines are effective in inducing
anti-viral and anti-tumor immune responses [9-11].

CD4 T cells play a major role in CD8 T cell responses,
“licensing” DC to be effective CD8 T cell stimulators
[12-14]. Many models using cell-based Ag [15], viruses
[16] and peptides [17] have revealed that CD4 T cells are
necessary for the induction of primary effector CD8
T cell responses in vivo. Despite these studies, the role of
CD4 help in driving primary CTL immune responses has
been challenged recently. Reports have dissociated their
capacity to activate DC from CD4 help that provokes
CD8 T cells to differentiate into memory cells and CD4
help that maintains CD8 memory T cells [18-21]. Even
so, detailed information on the CD4 T cell dependence of
CTL responses to different forms of exogenous Ag and
how CD8 T cells proliferate and acquire cytotoxic activity
in vivo is still lacking.

Here we have compared in vivo immune responses to
exogenous free Ag, alone or associated with agents
known for their inflammatory activity (the endotoxin
LPS or CFA) or their carrier activity (liposomes). We
have investigated whether these formulations, when
injected subcutaneously (s.c.), induce DC in draining LN
to stimulate adoptively transferred Ag-specific CD4 and
CD8 T cells. At low doses of Ag, liposomes were much
more efficient than the other forms of Ag in activating
both CD4 and CD8 T cells. CD11c*/CD11b" DC
captured Ag-containing liposomes and were most likely
responsible for priming of CD4 T cells, leading to the
generation of Th1 and Th2 effector cells. Moreover, we
found that CD4 T cells that recognize their cognate Ag
play an early and major role in inducing proliferation of
and acquisition of cytotoxic functions by CD8 T cells.
Finally, capture of liposomes by DC did not lead to a
state of tolerance, as transferred CD4 and CD8 T cells
were able to respond to a second Ag injection. Our
results show that Ag-containing liposomes efficiently
deliver Ag to DC in vivo. These cells are then activated
and, as a consequence, drive expansion of CD4 and CD8
effector T cells in primary and secondary immune
responses. Importantly, primary expansion of CD8
T cells was CD4 T cell-dependent.

Results

Ag encapsulated in liposomes is very efficient in
activating specific CD4 T cells in vivo

To assess the efficiency of different forms of Ag in
activating T cells in vivo, CFSE-labeled HEL-specific

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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(8A9) or OVA-specific (OT-II) CD4 T cells were
adoptively transferred into mice. Different forms of
HEL or OVA were injected into the hind footpads of
recipient mice, and T cell proliferation was monitored
3 days later in the draining popliteal LN. The extent of
cell proliferation was directly related to the amount of
Ag administered (Fig. 1A), as revealed by the percentage
of specific T cells that were in division (Fig. 1B, C). Ag
contained in liposomes induced 3A9 and OT-1I T cell
proliferation at nanogram doses, which is 100- to 1000-
fold lower than the amount of Ag required to induce an
equivalent response when administered in other forms
(free or in the presence of LPS or CFA). Empty liposomes
or irrelevant Ag (BSA)-containing liposomes did not
drive 3A9 or OT-II cell proliferation (not shown). These
results show that vesicular Ag is very effective in
inducing CD4 T cell proliferation.

Fc receptors do not play a role in acquisition and
presentation of liposome-encapsulated Ag in vivo

Fc receptors have been implicated in the efficient uptake
and presentation of IgG-opsonized liposomes by DC in
vitro [22] and also target presentation of immune
complexes in vivo [23]. To investigate whether FcR are
involved in liposome uptake, we examined proliferation
of adoptively transferred OT-II T cells in IgM~~ mice or
WT mice immunized with OVA-containing liposomes.
IgM~~ mice are deficient for the p chain of the B cell
receptor and have no B cells and thus no circulating Ab
[24]. Liposome-encapsulated OVA induced OT-II cell
proliferation in IgM”~ animals as efficiently as in WT
animals (Fig. 1D). Therefore, IgG FcR play a negligible
role in the acquisition of s.c. injected liposomes for Ag
presentation to CD4 T cells in draining LN. In addition,
these results show that B cells are not responsible for the
induction of primary CD4 T cell proliferation after
immunization with Ag encapsulated in liposomes.

Liposomes are efficient at inducing a Thl- and
Th2-type mixed immune response

We next analyzed the effectiveness of liposomes in
generating effector CD4 T cells, defined as cells having
up-regulated mRNA specific for cytokines such as IFN-y
(Th1) and IL-4 (Th2). OT-II cells were transferred into
mice that were immunized with OVA-containing lipo-
somes. At day 6, popliteal LN cells were separated into
two cell fractions, CD45.17/CD4 T cells (host CD4
T cells) and CD45.1%/CD4 T cells (OT-II) (Fig. 2A), and
expression of cytokines was evaluated with cDNA
extracted from each of these cell fractions (Fig. 2B).
IFN-y and IL-4 mRNA were expressed in OT-II cells at
levels that were on average 6- and 3-fold higher,
respectively, than the levels in host CD4 T cells. IFN-y
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4 Figure 1. Proliferation of CD4 T cells in draining LN after

injection of different forms of the same Ag: in PBS (free Ag),
together with LPS or CFA, or encapsulated in liposomes (Lipo
Ag). CBA/J or B6 mice received 2 x 10° CFSE-labeled 3A9 or OT-II
cells, respectively. Various concentrations of different forms of
HEL or OVA were then injected into footpads. 3A9 or OT-II cell
proliferation was analyzed 3 days later. (A) Dot plots from LN
cell suspensions. The percentage of 3A9 among total cells is
indicated. (B) Histograms of CFSE dilution gated on 3A9 cells.
The percentage of 3A9 cells that have undergone at least one
division is indicated. (C) 3A9 or OT-II cell responses are plotted
as a function of the Ag dose and form. The percentages are
calculated as in (B). Results are representative of three
experiments. (D) OT-II proliferative responses, as a function
of the Ag dose administered in liposomes, in WTor IgM™~ mice.
Results are representative of two experiments.
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Figure 2. Liposomes induce a mixed Thl and Th2 immune
response. Mice received 2 x 10° CD45.1* OT-II cells and were
immunized (or not) with OVA-containing liposomes (equiva-
lent to 3 ug Ag). (A) Popliteal LN were harvested 6 days later,
and cells were stained against CD4 and CD45.1 and sorted (or
not, Total LN cells) into endogenous CD4 (CD45.17/CD4") and
OT-II (CD45.1*/CD4") cell populations. (B) Real-time PCR against
IFN-y (top panel) and IL-4 (bottom panel) was performed on
cDNA extracted from each of these total or FACS-sorted cell
fractions. Cytokine mRNA levels are represented relative to B-
actin. Each symbol represents total or sorted cells from two LN
derived from one mouse.
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4 Figure 3. DC are the major population that capture liposomes,

and they exhibit an activated phenotype. Fluorescent lipo-
somes (equivalent to 3 pg Ag) were injected into footpads of ten
mice. Popliteal LN were pooled for FACS analysis 24 h later. (A)
Total cells were analyzed for size, CF fluorescence and
expression of CD1llc. (B) Fluorescent CD11lc* cells were
enriched by negative selection and stained with various Ab
(indicated in each histogram). Open histograms indicate
background levels of control Ab or streptavidin. (C) Mice were
immunized with liposomes in the absence or presence of LPS,
and the phenotype of the CD11c*/CD11b" DC was compared to
total CD11c*/CD11b" resident DC from non-immunized mice
(dotted line, non-immunized; solid line, liposomes alone;
dashed line, liposomes + LPS). (D) Kinetics of the appearance
of fluorescent DC in the draining LN. Results are representative
of two to three experiments.

mRNA in the LN was almost exclusively associated with
the responding OT-II cells, but this was less apparent for
IL-4 mRNA. Importantly, OT-II cells have previously
been shown to selectively produce IL-4 mRNA, without
up-regulating IFN-y mRNA, in response to alum-
precipitated OVA, a well-characterized Th2 inducer
[25]. These results show that Ag-containing liposomes
promote the generation of both Thl and Th2 effector
CD4 T cells.

DC are the major cell population responsible for
the capture of liposomes in vivo

Carboxyfluorescein (CF)-containing liposomes were
injected into footpads, and fluorescent cells (that had
captured the liposomes) in the popliteal LN were
analyzed. At 24 h we observed two major fluorescent
cell populations that represented 4% of the total cells
(Fig. 3A). The first population was positive for DC
markers (CD11c, 33D1), with the majority of these cells
expressing high levels of CD11b and CD16/32, inter-
mediate levels of CD205 and very low levels of or no
CD8a (Fig. 3B). The second population of fluorescent
cells was most likely B cells, as they were CD1lc”
(Fig. 3A) but expressed B220 and MHC class II or
costimulatory molecules at low levels (not shown). In
order to determine the maturation stage of the DC, we
compared the phenotype of the CD11c*/CD11b* DC
after immunization with the liposomes, in the absence
or presence of LPS, with steady-state LN-resident
CD11c¢*/CD11b* DC (Fig. 3C). Total CD11c¢*/CD11b*
DC, containing the DC subset that captured the
liposomes, up-regulated MHC class II molecules as well
as CD80 and CD86 and were among the DC that
expressed the highest level of CD40 as compared with
CD11c*/CD11b* steady-state LN-resident DC. More-
over, the presence of LPS induced a further stage of
activation, as demonstrated by a reduction in the
frequency of DC that expressed low levels of MHC class
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II, CD86 and CD40 molecules. The number of DC that
had captured liposomes peaked at 24 h and decreased
thereafter (Fig. 3D). No fluorescent cells were detected
on day 5 or later. These results show that the cells in the
draining LN that capture liposomes after s.c. injection in

A Lipo Ag Free Ag
= Unseparated cells —_—

—— CD11¢* DC

=1 —i— CD11¢c cells

IL-2 (paiml)

0 0.15 0.75 3 12 50
Cell number (x107)

B CDB T cells CD8 with CD4 T cells
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oo O CD11c* DC ——
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0 015 0.75 3 12 50

Cell number (x10%)

Figure 4. DC capture Ag from liposomes and are responsible for
ex vivo MHC class II- and class I-restricted Ag presentation. Free
HEL Ag or (HEL + OVA + CF)-containing fluorescent liposomes
(equivalent to 10 pg of Ag) were injected into the footpads of ten
(CBA x B6) F1 mice. (A) One day later, various numbers of
unseparated cells or FACS-sorted CF* CD11c" DC or CD11c cells
(as in Fig. 3A) from the popliteal LN were used as APC to
stimulate 3A9 cells. Curves show IL-2 secretion. (B) Unsepa-
rated cells or FACS-sorted CD11c* DC were mixed with OT-I
cells, with or without 3A9 cells, and SIINFEKL-specific
cytotoxicity was evaluated.
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vivo are CD11c*/CD11b*/CD205™°¢/CD8a", a pheno-
type described for dermal DC [26]. Although the
mechanism involved in liposome uptake in vivo is still
unclear, these DC exhibit an activated phenotype as
compared to steady-state LN-resident DC, which can be
further increased in the presence of LPS.

DC are the major cell population in draining LN
initiating ex vivo CD4 and CD8 T cell responses

We next tested the capacity of CD11c*/CD11b™ DC that
had captured liposomes to stimulate CD4 and CDS8
T cells ex vivo. (CBA x B6) F1 mice were immunized
with fluorescent liposomes containing HEL and OVA. At
24 h popliteal LN were removed and fluorescent cells
FACS-sorted (based on the staining shown in Fig. 3A). In
order to investigate MHC class II-restricted presentation,
various numbers of either unseparated cells or cells
enriched for CD11ct (DC) or CD11lc™ (B cells) were
incubated with HEL-specific (3A9) CD4 T cells (Fig. 4A).
DC were the most efficient cells for MHC class II-
restricted presentation; as few as 750 enriched DC were
as efficient as 25 000 unseparated cells or 6000 CD11c¢c”
cells. Unseparated cells taken from mice injected with
free proteins were ineffective in stimulating T cells. This
Ag presentation was also observed for cells harvested at
48 h but not at day 4 after immunization (not shown).
In order to investigate MHC class I-restricted Ag
presentation, various numbers of unseparated cells or
enriched CD11c* cells (DC) were incubated with OVA-
specific (OT-I) CD8 T cells in the absence or presence of
3A9 cells (Fig. 4B). OT-I cell activation was measured by
the induction of specific cytolysis of target cells.
Enriched DC were more efficient (6000 cells) in OT-I
cell priming than unseparated LN cells (100 000 cells).
Addition of 3A9 CD4 T cells that recognized their
cognate Ag presented by DC enhanced CD8 T cell
activation; in this instance, only 1500 enriched DC were
required. There was no cytolysis of target cells in the
absence of OT-I cells (not shown). These results suggest
that CD4 T cells help MHC class I-restricted exogenous
Ag presentation or CD8-priming activities by CD11c*/
CD11b™ DC derived from the LN.

Ag-specific CD4 T cells play a role in primary Ag-
specific CD8 T cell activation in vivo when Ag is
delivered by liposomes

We investigated further the role of CD4 T cells in CD8 T
cell priming in vivo. We transferred OT-I cells, with or
without OT-II cells, into mice that were then immunized
with OVA-containing liposomes. OT-I proliferation in the
draining LN (detected with fluorescent H-2K"/SIINFEKL
tetramers) had increased 5 days later in an Ag dose-
dependent manner (Fig. 5A) in mice that had received
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both OT-I and OT-II cells (see below). OT-I cell
proliferation was closely related to the induction of
specific cytotoxicity in vivo (Fig. 5B).

Both the proliferation (Fig. 5C) and the induction of
cytotoxicity (Fig. 5D) of OT-I cells were profoundly
dependent upon adoptively transferred OT-II cells. The
small number of endogenous OVA-specific CD4 T cells
[27] was presumably not sufficient to provide help to
induce activation of transferred OT-I cells at low Ag
doses (0.3 or 3 pg). OVA-specific OT-II CD4 T cells are
thus required to induce optimal primary expansion and
cytotoxic activities of OT-I cells after immunization with
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4 Figure 5. Activation of CD8 T cells in vivo is CD4-dependent

after injection of Ag contained in liposomes. Mice received 10°
OT-I1 and 5 x 10° OT-II cells. Various concentrations of OVA-
containing liposomes were then injected. (A) Dot plots
represent OT-I cells from draining LN labeled with H-2K%/
SIINFEKL tetramers 5 days after immunization. The quantity of
OVA contained in the injected liposomes is shown above each
dot plot. The percentage of the OT-I cells among total CD8 T
cells is indicated. (B) In vivo cytotoxic activity of OT-I cells
1 week after immunization as determined by the lysis of
SIINFEKL-pulsed CFSE'®¥ target cells. The percentages within
the histograms refer to the specific cytolysis. (C) In a separate
series of experiments, tetramer binding was determined as in
(A). (D) Mice received 10° OT-I cells with different numbers of
OT-II cells, and CTL function was assessed 1 week after
immunization. The percent of cytolysis in vivo is plotted as a
function of the CD4 T cell number. (E) Normal mice (non-T cell
transferred) and mice that received 2 x 10° OT-II cells were
immunized with OVA-containing liposomes (30 pg), and in vivo
cytotoxicity was evaluated 1 week later. (F) Mice received 10°
OT-1I cells with 5 x 10° OT-II cells, and in vivo cytotoxicity was
evaluated 4 days after immunization as a function of the
concentration of different forms of OVA. Results are from three
different experiments.

Ag-containing liposomes. Moreover, OT-II cells were
also capable of delivering help to induce primary
endogenous CD8 T cell cytotoxic responses in vivo
(Fig. 5E). In this set of experiments, while no
cytotoxicity could be detected in normal mice, OT-II
cells were able to provide help to endogenous CD8 T cells
for low but reproducible responses. Importantly,
efficient endogenous CTL responses were induced in
normal mice immunized s.c. into footpads with much
higher doses of Ag-containing liposomes (not shown). In
conclusion, both endogenous OVA-specific CD8 T cells
and Tg OVA-specific OT-I cells generated CTL effectors in
primary immune responses after immunization with
OVA-containing liposome in a CD4 T cell-dependent
manner. These findings reveal that our model of
adoptively transferred CD4 and CD8 T cells provides
biological data that are relevant in vivo and offers a good
tool to investigate the requirements for the induction of
primary CTL responses.

Having defined optimal conditions (Fig. 5D), 10°
OT-I cells with 5 x 10> OT-II cells were adoptively
transferred into recipient mice, and different formula-
tions of Ag were compared for their capacity to induce
CD8 Tcell activation. Compared to free Ag or Ag injected
with LPS or emulsified in CFA, a 100- to 1000-fold lower
concentration Ag encapsulated in liposome was suffi-
cient (Fig. 5F). Thus, of the Ag formulations tested, Ag-
containing liposomes were the most efficient in inducing
CD8 T cell primary activation in a CD4-dependent
manner. This finding highlights the importance of Ag
delivery into DC, along with CD4 T cell help, in
triggering efficient primary CTL responses.
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Activation of specific CD8 T cells in vivo after
injection of Ag in liposomes is TAP1-dependent

TAP1”~ mice were used to gain insight into the
mechanisms by which OVA-containing liposomes elicit
OT-I cell proliferation. TAP1”~ or WT mice received
CFSE-labeled OT-I and OT-II cells. Both OT-II (CD4™)
and OT-I (CD4") cells were induced to divide in WT mice
immunized with Ag-containing liposomes (Fig. 6). In
contrast, OT-I cells transferred into TAP1™~ mice were
not activated by OVA-containing liposomes but prolif-
erated when mice received free SIINFEKL peptide,
which binds directly to MHC class I molecules at the cell
surface. OT-II cells responded similarly in TAP1”~ mice
and WT mice, indicating that TAP1”~ DC had
endocytosed OVA-containing liposomes. These results
confirm that Ag delivered by liposomes to DC requires
release into the cytosol to be loaded, via TAP1 molecules,
into the classical pathway for class I-restricted presenta-
tion.

Induction of a secondary response to liposome-
encapsulated Ag

Finally, it has been reported that in some circumstances
targeting Ag to DC induces an expansion phase that is
followed by drastic contraction of the pool of responding
T cells. This leads to peripheral T cell unresponsiveness
by the deletion of the T cells and the loss of effector
functions in recall challenges [6, 7]. Although liposomes
induce DC maturation (Fig. 3C), we next determined
whether DC that capture liposomes have tolerogenic
activities. The fate of Tg T cells responding to liposomal
Ag was therefore addressed in secondary responses.
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o

was evaluated in LN 3 days later.
OT-II cells are CD4*/CFSE*, while OT-I
cells are CD4/CFSE*.

1 1010t 1

Mice received CD45.1% OT-I and OT-II cells. If these
mice were not immunized, few of the transferred T cells
were recovered in the draining LN, and no in vivo
cytolysis was observed (Fig. 7A, Group 1). When the
mice were immunized once, both OT-II and OT-I cells
could be readily detected in draining LN 3 to 5 days
later, and cytotoxic responses were obtained (Fig. 7A,
Group 2). Without a second immunization, the number
of CD45.1% T cells observed in LN 1 month after
immunization was as for non-immunized animals, and
no cytotoxicity was observed (Fig. 7A, Group 4). When
these mice were immunized a second time, both OT-II
and OT-I cells were recovered, and cytotoxicity was
identical to the primary immune response (Fig. 7A,
Group 3). Finally, a kinetic analysis of OT-II cell
proliferation and OT-I cell cytotoxic responses after
two immunizations (Fig. 7B) showed that both CD4 and
CD8 T cell responses were faster and of a shorter
duration, as reported for CD8 T cell proliferation [28].
Thus, adoptively transferred T cells were not tolerized or
deleted and responded well when mice were immunized
a second time with liposome-encapsulated Ag, suggest-
ing that DC that capture Ag-containing liposomes are
immunogenic.

Discussion

Immunization of mice with Ag-containing liposomes
resulted in a mixed Th1l and Th2 response, along with
IgG Ab production (not shown) and the generation of
cytotoxic T cells. The majority of the cells taking up the
liposomes appear to be dermal DC (CD11c*/CD11b"/
CD205™°4/CD8a~) [26]. These results are consistent
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with reports indicating the importance of skin-derived be important for cross-presentation of Ag injected i.v., or

CD1lc*/CD11b™ DC in CD4 T cell activation after s.c.
immunization [29]. Although CD8a* DC are reported to
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following viral skin infection [30-32], in our system
CD11c*/CD11b"* DC that were mostly CD8a~ were able

Figure 7. Adoptively transferred CD4 and CD8 T cells
are responsive after a second Ag challenge in vivo.
(A) Mice received CD45.1* OT-I cells (10°) and OT-1I
cells (5 x 10°). Groups of mice were not immunized
(group 1) or were immunized with 3 pg OVA in
liposomes once (groups 2 and 4) or twice (30 days
after the first immunization) (group 3). OT-I and OT-
1I cell proliferation and CTL activity were monitored
3 days after T cells were transferred (group 1), 3-5
days after primary immunization (group 2), 2-4 days
after secondary immunization (group 3), or 30 days
after primary immunization (group 4). T cells from
popliteal LN were probed with CD45.1, CD4 and CD8
Ab. The percentages of OT-II or OT-I cells among
total CD4 or CD8 T cells, respectively, in the LN are
indicated. In the other half of the mice, in vivo
cytolysis was assessed 3 days after immunization.
The percentages above the histograms refer to the
specific cytotoxicity. Data are representative of
results obtained in three separate experiments. B)
Kinetics of presence of OT-II cells and cytotoxicity of
OT-I cells in LN of mice tested at various times after
immunization. Combined results of two experi-
ments are shown.
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to present Ag to both CD4 and CD8 T cells ex vivo.
However, we have not determined whether DC captured
liposomes at the site of s.c. injection or in the draining
LN [33]. We also do not know whether LN-resident DC
capture Ag from trafficking DC [34]. Nevertheless, Ag-
presenting DC expressed an activated phenotype, as
shown by the levels of MHC class II and costimulatory
molecules, and were immunogenic.

The requirement for CD4 T cell help in the priming of
cytotoxic CD8 T cell responses remains insufficiently
explained. "Licensing” of DC by CD4 T cells is required to
induce their ability to stimulate naive CD8 T cells
[12-14]. In addition, CD4 T cell help has been reported
to be involved in the development of functional CD8
T cell memory [18-20] and in the maintenance of these
cells [21]. However, much of these data have focused on
CTL responses induced by infections such as Listeria
monocytogenes, LCMV or vaccinia virus. Whether CD8
T cell responses (primary expansion, acquisition of
functional cytotoxicity, maintenance of memory)
against exogenous protein Ag are CD4-dependent is
still an open question. Studies using large numbers of
adoptively transferred CD8 T cells specific for exogenous
Ag, provided by injection of protein-pulsed DC, have
reported that CD8 T cell responses are CD4-independent
[35]. Here we adoptively transferred low numbers of
OT-I cells and demonstrated that after immunization
with low doses of Ag encapsulated in liposomes, CD4
T cells were required early during the primary CTL
response to induce the expansion of CD8 T cells
(Fig. 5C). This correlated with the generation of
cytotoxic effectors (Fig. 5D).

Our results confirm and extend data reported by
Smith et al. [36], who suggested that CD4 T cell help
may be especially important in the absence of pathogen-
derived signals, and may reconcile the recent contro-
versy as to whether CD4 T cells “license” DC for the
induction of primary CTL responses. After immuniza-
tion, Ag is usually highly concentrated in a limited
number of DC [37]. An even higher concentration of Ag
in a small cohort of DC is likely to be efficiently achieved
by the uptake of liposomes 200 nm in diameter, each
containing about 1000 molecules of Ag, as were used in
this study. Given the very low amount of liposome-
encapsulated Ag that was sufficient for presentation, it is
reasonable to believe that the same DC that acquired the
liposomes also presented Ag to both CD4 and CD8 T
cells.

Although our knowledge of how liposomes interact
with cells and the parameters that influence this in vivo
is limited, numerous serum proteins bind to the
liposomal surface [38]. We believe that cell-surface
receptors recognizing these opsonins might be involved
in liposome uptake and may be responsible for the DC
activation triggering efficient Ag processing and pre-
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sentation to CD4 T cells. However, contrary to in vitro
experiments [22] and although all CD11c*™ DC popula-
tions express FcR (Fig. 3B), presentation of Ag delivered
by liposomes in vivo did not require the participation of
circulating Ab, consistent with absence of an implication
for FcR involvement in the uptake process (Fig. 1D).
Nevertheless, in this context, as liposomes lack intrinsic
“danger” signals that might "license” DC directly, CD4 T
cell help is fundamental for the triggering of effective
primary CTL responses. Inflammatory signals cannot be
solely responsible for effective CD8 T cell priming, since
CFA or LPS were not as efficient as Ag-containing
liposomes, even in the presence of CD4 T cell help
(Fig. 5F). The manner by which Ag is delivered into DC
and the presence of CD4 T cell help are parameters to
consider in designing vaccines.

As yet, little is known as to how DC acquire CD8
Tcell-priming functions. DC require activation by stimuli
such as immune complexes [23], CD4 T cell help
mediated via CD40-CD40L [12], TLR ligands [39] or
other undefined signals [40]. We previously proposed
that CD4 T cells recognizing their cognate MHC class 11/
peptide complexes concentrated in cholesterol-rich
microdomains stimulate bone marrow-derived DC to
release exogenous Ag from endocytic vesicles into their
cytosol for class I presentation [41]. In support of this
hypothesis, the presentation of liposome-encapsulated
Ag in the context of MHC class I molecules is TAP-
dependent (Fig. 6) [42]. Moreover, we show that the
generation of endogenous CTL effectors during the
primary immune response after immunization with
OVA-containing liposome is CD4 T cell-dependent. Thus,
the CTL response is likely to be controlled by the
probability of interaction between Ag-presenting DC
and Ag-specific CD4 T cells. CD4 T cells may be
dispensable in vitro if DC are directly loaded with
peptides [42] or if exogenous Ag enters directly into the
cytosol [43]. In addition to the DC activation signals
mentioned above, CD4 T cells regulating the access of Ag
into the classical pathway for class I-restricted presenta-
tion might also augment the cross-presentation of
exogenous Ag in vivo.

Materials and methods
Mice

C57BL/6J (B6) (H-2P), CBA/J (H-25) or (CBA x B6) F1 mice
were from IFFA-CREDO (L'Arbresle, France). 3A9 mice have
TCR specific for the HEL 46-61 peptide/H-2 I-A¥ complex [44].
OT-II mice have TCR specific for the OVA 323-339 peptide/H-2
I-A® complex [35]. OT-I mice have TCR specific for the OVA
257-264 peptide SIINFEKL/H-2K" complex [35]. B6 TAP17~
mice and IgM~~ mice were from Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME). For some experiments, OT-I and OT-II mice were
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crossed to B6 mice congenic for CD45.1 (CDTA, Orléans,
France).

Ag, reagents and liposomes

HEL, OVA Grade VII, BSA Grade V, CFA and LPS (E. coli 055:B5)
were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). SIINFEKL was
synthesized at the CIML. Liposomes [80 umoles with respect to
lipids: 65% mol/mol dimyristoyl phosphatidylcholine, 35%
cholesterol (both from Sigma-Aldrich)] were formed by
exposing lipids evaporated from chloroform/methanol (9:1
v/v) to an aqueous solution containing HEL (20 mg/mL;
1.4 mM), OVA (60 mg/mL; 1.4 mM) or BSA (25 mg/mlL;
0.7 mM) in PBS containing (or not) 100 mM carboxyfluor-
escein (CF; Molecular Probes) or containing only CF (empty
liposomes). Liposomes were formed by extrusion (Extruder,
Northern Lipids, Vancouver, Canada) as described [22]. Ag
levels were determined by fluorescence of free and liposome-
entrapped CF with reference to the stock solution of Ag and CF.
The quantity of liposome-associated Ag used for immunization
was obtained by dilution of these liposomes.

Immunization protocols

Mice were immunized s.c. (in 50 pL) in both hind footpads
with Ag in free form dissolved in PBS, emulsified in CFA, with
1-5 ug LPS or encapsulated in liposomes. Control mice were
not injected or received PBS, empty liposomes or BSA-
containing liposomes. For secondary responses, mice were
immunized twice with Ag-containing liposomes at 1-month
intervals.

FACS analysis of DC that captured Ag-containing
liposomes from LN

Mice were injected with CF-containing liposomes in the
presence (or not) of 5 pug LPS. Draining popliteal LN were
harvested 24 h after immunization, and cell suspensions were
subjected to collagenase type I digestion (Sigma) at 37°C for
20 min. DC were also enriched by negative selection using
magnetic beads. Cells were incubated with rat mAb specific for
B220 (RA3-6B2), CD3 (KT-3) and Thyl (H155.124.3) in Ca®*-
and Mg*"-free HBSS medium (Sigma) at 4°C for 30 min. Cells
not of DC cell lineage were removed with anti-rat Ig-coupled
Dynabeads (Dynal, Oslo, Norway). Remaining cells were then
incubated with CD11c-PE, CD8a-PE (PharMingen) or rat mAb
(ATCC, Manassas, VA) against 33D1, CD11b (M1/70), CD80
(16-10A1), CD86 (GL-1), CD54 (BE29G1), CD16/32 (24G2),
MHC class IT (M5/114), CD205 (NLDC-145) or CD40 (FGK45),
followed by anti-rat PE (Jackson). Biotinylated mouse anti-
MHC class I (5F1) was used with streptavidin-PE (Jackson).
Cells were then fixed in 2% formaldehyde and analyzed in a
FACScan cytofluorimeter (Becton Dickinson, Mountain View,
CA). For ex vivo analysis of functions of DC that had captured
fluorescent liposomes, cell suspensions from LN were treated
as described above and sorted on the basis of forward scatter as
cells detected in the FACScan green fluorescent channel.

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Ex vivo Ag presentation and cytotoxicity assay

Popliteal LN from (CBA x B6) F1 mice were harvested 24 h
after immunization with fluorescent HEL- and OVA-containing
liposomes. Cell suspensions were subjected to collagenase
digestion at 37°C for 20 min. DC that had captured fluorescent
liposomes were FACS sorted as described above. Dilutions of
total or FACS-sorted cells were distributed in 96-well flat-
bottom plates in RPMI complete medium. For ex vivo Ag
presentation, 20 000 3A9 CD4 T cells were added for 48 h. IL-2
in supernatants was determined using the IL-2-dependent cell
line CTLL [22]. For ex vivo cytotoxic assays, 20 000 OT-I T cells
with or without 20 000 3A9 T cells were added for 5 days [41].
Target RMA cells were pulsed with the OVA peptide SIINFEKL
(1 uM) and [°H]-thymidine (0.25 uCi/mL) overnight and
washed. RMA target cells (5000) were added for 4 h.
Spontaneous cytolysis in the presence of cell suspensions of
LN from non-immunized mice was indistinguishable from that
of RMA cells incubated alone.

In vivo cytotoxicity assay

Target syngeneic spleen cells were divided into two popula-
tions. One population (CFSE'°™) was pulsed with 10 uM
SIINFEKL at 37°C for 2 h and then labeled with 0.5 uM CFSE
(Molecular Probes) at 37°C for 10 min. The other population
(CFSE™#M) was not peptide-pulsed and was labeled with 5 uM
CFSE. The two populations were mixed 1:1 and injected i.v.
into mice (20 x 10° cells/mouse). The next day, popliteal LN
were removed. Elimination of SIINFEKL-pulsed CFSE®" target
cells in the LN cell suspension was analyzed by flow cytometry
based on the ratio between the percentage of not pulsed versus
SIINFEKL-pulsed cells [(CFSEY / CFSE™&") x100].

Preparation of Ag-specific Tg T cells for adoptive
transfer

Pooled LN were harvested from Tg mice. Cells were incubated
with rat mAb against B220 (RA3-6B2), MHC class IT (M5/114),
CD11b (M1/70) and CD16/32 (2.4G2) plus CD8 (H59.101.02)
for purification of 3A9 and OT-II cells or plus CD4 (H129.19.6)
for purification of OT-I cells. Non-T cells were removed with
anti-rat Ig-coupled Dynabeads. T cells were then labeled with
10 uM CFSE at 37°C for 10 min. Different numbers of T cells
(as indicated) were injected i.v. in 200 pL PBS. Recipient mice
were immunized 3 days after adoptive T cell transfer. To follow
proliferation of CFSE-labeled T cells, popliteal LN were
collected 72 h after immunization and digested with collage-
nase. Cells were stained with CD4-PE, CD8-PE or PE-labeled H-
2KP/SIINFEKL tetramers (Immunotech, Marseille, France).

Primary and secondary responses were analyzed following
the co-transfer of CD45.1" OT-II and OT-I cells into CD45.2*
(B6)mice. T cells were probed with CD45.1-PE, CD4-
allophycocyanin (APC) and CD8-PerCPCy5.5 Ab (PharMin-
gen), and 500 000 events were collected on FACScalibur
cytofluorimeter (Becton Dickinson). Final analysis and
graphical output were performed using FlowJo software
(Treestar, Costa Mesa, CA).
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FACS sorting of OT-II cells, reverse transcription of
mRNA and relative quantification by PCR

Six days after immunization of OT-II cell adoptive transfer
recipient mice, popliteal LN cells were harvested, stained with
CD45.1-PE and CD4-PerCPCy5.5 and sorted by flow cytometry
(MoFlow, DakoCytomation) into endogenous cell (CD4"/
CD45.17) and OT-I cell (CD4*/CD45.1") fractions [25]. RNA
was extracted from each fraction using RNAzol B (Biogenesis,
Poole, UK), and cDNA was prepared as described [25, 45].
Relative quantification of specific cDNA species message was
carried out in a multiplex PCR on the ABI 7700 (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Sequences for B-actin, IL-4 and
IFN-y have been described [45]. Relative quantification of
signal per cell was achieved by setting thresholds within the
logarithmic phase of the PCR for B-actin and the test gene
to determine the cycle number at which the threshold
was reached (Cr). The Cr for the target gene was subtracted
from the Cp; for p-actin, and the relative amount was
calculated as 27T,
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Discussion de |'article 4

La prolifération, in vivo, de lymphocytes T CD4 ou de lymphocytes T CD8 spécifiques d'un
antigene est trés dépendante de la forme de I'antigene utilisé pour les immunisations.

Présentation dans le contexte des molécules de classe IT

Lorsque I'antigéne est encapsulé dans des liposomes des quantités trés faibles (0,3 a 3ng) sont
suffisantes pour induire la prolifération de lymphocytes TCD4, au sein des ganglions
drainants. Ces liposomes sont tres efficaces pour delivrer un antigéne aux DC, afin qu'il soit
présenté dans le contexte des molécules de classe |1 du CMH. Ces résultats se correlent a ceux
qui sont obtenus in vitro, puisque des quantités beaucoup plus importantes (3ug) d'antigene
soluble, sont nécessaires pour induire I'activation de ces mémes lymphocytes T. La présence
de LPS ou de CFA permet d'utiliser 10 a 100 fois moins d'antigene. Ils sont donc moins
efficaces que les liposomes qui de surcroit ne sont pas toxiques, contrairement aux adjuvants
classiques.

Présentation dans le contexte des molécules de classe I

Les lymphocytes T CD8 OT-I sont beaucoup plus sensibles que les lymphocytes T CD4 OT-
Il & la forme soluble de I'antigéne, injectée par voie sous cutanée. En revanche, la réponse en
terme de prolifération, de ces deux types de lymphocytes T, est équivalente lorsque I'antigene
est encapsulé dans des liposomes. Cette différence de sensibilité, entre les lymphocytes T
CD4 et les lymphocytes T CD8 issus de souris transgéniques et spécifiques du méme antigéne
(OVA), a éte rapportée par un autre groupe (Li et al., 2001). Les auteurs ont montré que
I'injection par voie sanguine de I'antigene soluble permet des stimulations équivalentes des
lymphocytes T OT-Il et OT-I, tandis que des cellules chargées in vitro en antigene sont plus
favorables pour l'activation des lymphocytes T OT-I que pour les lymphocytes T OT-I1. 1l est
difficile de dire si cette sensibilité est une propriété intrinseque, particuliére aux lymphocytes
TOT-I.

Néanmoins, il est important de noter qu'in vitro comme in vivo, les lymphocytes T CD8 OT-I
sont extrémement sensibles a la présentation d'antigene pour lequel ils sont spécifiques.
Lorsque des DC sont chargées in vitro, en peptides exogénes (SIINFEKL) qui se fixent
directement sur les molécules de classe I, elles stimulent tres efficacement les lymphocytes T
OT-I pour de faibles concentrations. Cette efficacité de stimulation n'est pas améliorée en
présence d'agents (LPS) capables d'induire la maturation des DC, ni méme lorsque ces DC
interagissent avec des lymphocytes T CD4 reconnaissant leur antigéne. Pourtant, dans un
autre modele, utilisant des DC, issues de la moelle osseuse, et des lymphocytes T CD4 et
CD8, de souris transgéniques (spécifiques de I'hémagglutinine du virus de I'influenza), quelle
que soit la forme de I'antigéne (lysat de tumeur exprimant I'hémagglutinine, antigene soluble,
peptide reconnu par les lymphocytes T CDS8), les lymphocytes T CD4 jouent un role
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important, permettant aux DC d'activer les lymphocytes T CD8 (Lu et al., 2000). La
sensibilité de ces deux types de lymphocytes T CD8, issus de souris transgéniques, est donc
tres différente.

Dans ce contexte, les liposomes permettent de diminuer seulement de 10 fois la quantité
d'antigéne nécessaire a la stimulation des lymphocytes T CD8, in vivo, par rapport a I'antigéne
sous forme soluble. On peut imaginer deux hypothéses : 1) soit qu'il manque des signaux
d'activation aux DC, pour activer les lymphocytes T CD8 a de plus faibles concentrations, 2)
soit que le systeme est, en lui-méme, suffisamment efficace, compte tenu que les lymphocytes
T CD4 endogénes pourraient fournir le "help™ aux DC.

En ce qui concerne le manque de signaux délivrés aux DC pour optimiser leur présentation
d'antigenes encapsulés dans les liposomes, dans le contexte des molécules de classe I, nous
avons co-transféré des lymphocytes T CD4 OT-II et des lymphocytes T CD8 OT-1l. Nous
n‘avons pas observé d'amélioration quant a l'activation des lymphocytes T CD8 OT-I en
présence de ces lymphocytes T CD4 OT-I11 (résultats non montrés). Ceci pourrait provenir du
fait que ces deux types de lymphocytes T ont des réponses équivalentes lorsque les souris sont
injectées avec des liposomes contenant l'antigene. La dose limite d'antigene permettant
d'induire l'activation des lymphocytes T aprés immunisation semble étre du méme ordre de
grandeur, quel que soit I'antigene ou les lymphocytes T utilisés.

Il serait donc plus probable que le systeme soit suffisamment efficace par lui-méme, et que les
lymphocytes T CD4 endogeénes jouent un role important dans le processus d'activation des
DC leur permettant de présenter I'antigéne par les molécules de classe I.

Afin de vérifier que I'antigéne doit étre redistribué dans le cytoplasme pour étre présenté par
les molécules de classe | naissantes dans le réticulum endoplasmique, nous avons immunisé
des souris deficientes en TAP. La prolifération des lymphocytes T CD8 OT-I n'est jamais
induite dans ces souris quelle que soit la forme et la quantité d'antigéne utilisé lors des
immunisations. Partant du principe que les DC doivent redistribuer leurs antigénes dans le
cytoplasme, nous avons étudié le role des lymphocytes T CD4 endogénes. Dans I'ensemble de
la population de lymphocytes T CD4, certains peuvent potentiellement étre spécifiques de
I'antigéne présenté dans le contexte des molécules de classe Il et délivrer le signal nécessaire
aux DC pour qu'elles acquierent la propriété d'activer les lymphocytes T CD8. Il faut noter
que le peptide SIINFEKL, encapsulé dans les liposomes, ne permet pas aux DC d'activer les
lymphocytes T CD8 (article 2 Fig. 4) in vitro et, il en est de méme in vivo (résultats non
montrés). De ce fait, nous avons systématiquement utilisé des liposomes contenant I'antigene
sous la forme de protéine totale (OVA), et il n'a pas été possible de limiter I'activation des
lymphocytes T CD4 endogénes en jouant avec I'utilisation des peptides.

Toutefois, lorsque des souris sont déplétées en lymphocytes T CD4, par injection d'anticorps
spécifiques de la molécule CD4, la prolifération des lymphocytes T CD8 est inhibée pour les
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faibles concentrations en antigene (OVA) encapsulé dans les liposomes. Ces résultats
suggerent que les lymphocytes T CD4 endogénes pourraient induire dans les DC, le passage
de l'antigene des vésicules d'internalisation vers le cytoplasme. A de fortes concentrations
d'antigénes, les lymphocytes T CD8 pourraient par eux-mémes activer les DC, et fournir leur
propre "help". Il a d'ailleurs été montré que des lymphocytes T CD8 induisent I'activation des
DC in vivo (Ruedl et al., 1999).

Pourquoi les liposomes sont-ils si efficaces in vivo ?

Apres injections par voie sous cutanée les liposomes, contenant des antigénes, sont capturés
par les DC qui présentent ensuite des peptides dérivés de ces antigénes aux lymphocytes T. In
vitro, comme in vivo, l'efficacité des liposomes peut s'expliquer par leur capacité a délivrer un
grand nombre de molécules d'antigene, dans des compartiments dédiés a la présentation
antigénique, dans les DC. In vitro, en absence de reconnaissance spécifique, les liposomes
sont peu efficaces pour délivrer un antigene, puisque des concentrations aussi fortes que pour
I'antigéne sous forme soluble sont nécessaires pour que les DC activent des lymphocytes T.
En revanche, lorsqu'ils sont capturés via le FCR, ces mémes liposomes activent les DC et leur
permettent de présenter l'antigene a de trés faibles concentrations. Au vue des résultats
obtenus in vivo, nous pouvons supposer que la capture des liposomes est dépendante de
certains récepteurs (FCR ?) bien que nous ne les ayons pas encore identifiés. Les liposomes
peuvent étre recouverts par des opsonines (immunoglobulines, molécules du complément,
protéine C réactive...), pouvant ensuite étre reconnus par des récepteurs et permettre
I'activation des DC qui les capturent.

Conclusions

Le ciblage d'antigenes sur un récepteur spécifiguement exprimés par les DC, grace a un
anticorps spécifique de DEC-205 couplé a un antigene, s'est révélé extrémement efficace pour
induire la prolifération des lymphocytes T CD4 ayant été au préalable transférés dans des
souris receveuses (Hawiger et al., 2001). Cependant, les auteurs ont également montré que
méme si cette activation est plus efficace qu'aprés immunisation avec le peptide en présence
de CFA, le nombre de lymphocytes T CD4 produits décroit rapidement et les cellules
restantes ne répondent plus a une nouvelle immunisation. Ces résultats suggerent que
I'expansion d'une population de lymphocytes T spécifiques d'un antigene n'est pas un
événement qui doit étre systématiquement corrélé a l'induction d'une immunité, mais qu'il
peut également aboutir & l'induction d'une tolérance. En effet, aprés prolifération, ces
lymphocytes T peuvent pour une grande partie étre éliminés, et les cellules restantes ne plus
répondre a I'antigene. Ainsi, une tolérance contre I'antigene est générée lorsque Il'antigene est
ciblé sur les DC sans induire leur activation. Actuellement, il est postulé que le contrdle de la
tolérance périphérique par les DC pourrait reposer sur leur potentiel a induire l'activation de
lymphocytes T régulateurs capables de produire de I'lL-10 (Tr). Néanmoins, la coinjection de
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cette protéine chimérique avec un anticorps agoniste spécifique de CD40, permet de soutenir
I'activation des lymphocytes T CD4 et d'induire une immunitée. Il est raisonnable de penser
que l'engagement de CD40 active les DC, ce qui permet de transformer ces cellules
"tolérogenes™ en cellules "immunogénes".

Des expériences complémentaires sont donc nécessaires dans notre systeme, afin de vérifier,
pour chaque formulation d'antigéne, que les lymphocytes T activés sont responsables d'une
immunité protectrice et mémoire. L'efficacité des liposomes dans l'induction de réponses
protectrices anti-virales ou anti-tumorales a cependant été reportée (Ludewig et al., 2000).
Nous envisageons deux approches.

La premiére est de suivre le devenir, apres transfert adoptif, des lymphocytes T en fonction de
la forme de I'antigéne utilisé pour les immunisations. Le marqueur fluorescent (CFSE) étant
perdu aprés 8 a 9 divisions au bout de quatre jours, nous utiliserons un marqueur génétique
afin de suivre plus longuement les lymphocytes T aprés activation. Les souris transgéniques
pour leurs TCR spécifiques de 'OVA (OT-II et OT-I) sur fond B6 exprimant l'allele CD45.2
(Ly5.2) sont en croisement avec des souris homozygotes pour l'allele CD45.1 (Ly5.1). Ainsi,
les lymphocytes T pourront étre analysés a plus long terme aprés transfert adoptif, sur la base
de I'expression de CD45.1, tandis que les cellules des souris receveuses exprimeront toutes
CD45.2. Nous pourrons contrler d'une part, si la forte prolifération induite aprés
immunisation conduit a un nombre conséquent de lymphocytes T apres quelques jours et
d'autre part, le profil de sécrétion de cytokines de ces lymphocytes T (IL-2, IFN-y, IL-4, IL-
10...). Ceci nous permettra de définir l'influence de la forme de I'antigéne sur le devenir
(survie ?) et sur la polarisation (Th1, Th2 ?) des lymphocytes T.

La seconde est de mesurer I'influence d'une population de lymphocytes T activés et mémoires
sur une population naive. Les souris seront transférées en lymphocytes T de spécificité
connue, puis immunisées. Nous analyserons ensuite I'influence des lymphocytes T mémoires
produits lors de cette premiére immunisation sur des lymphocytes T naifs nouvellement
transférés. Si la premiere immunisation a généré une immunité mémoire la seconde réponse
devrait étre identique ou supérieure, en revanche si une tolérance (émergence de lymphocytes
T régulateurs produisant de I'lL-10 ?) a été initialement induite la seconde réponse devrait étre
nettement inhibée.

La caracterisation des antigénes capables d'induire I'activation de lymphocytes T CD4 et CD8,
responsables de la mise en place d'une immunité contre des antigenes choisis, est d'un intérét
primordial dans le cadre de la vaccination ou dimmunothérapie contre le cancer.
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IV)- Discussion

Les cellules dendritiques

Elles sont extrémement efficaces pour présenter des antigénes exogénes dans le contexte des
molécules de classe Il. VVraisemblablement, lorsqu'un antigéne est capturé par les DC, il est
systématiquement présenté aux lymphocytes T CDA4. Il est important de noter, d'ores et déja,
qu'en revanche, la présentation aux lymphocytes T CD8 nécessite des signaux
supplémentaires. Méme si les DC présentent “facilement” des antigénes exogeénes dans le
contexte des molécules de classe Il, la forme de l'antigene qu'elle rencontre, a des
consequences trés importantes : 1) sur la facon dont les complexes classe Il/peptide sont
organiseés a la surface cellulaire, 2) sur leur état d'activation, 3) sur le signal qu'elles recoivent,
en retour, lors de leur interaction avec des lymphocytes T CD4, 4) sur le devenir des
lymphocytes T CD4. En effet, un antigéne soluble est présenté efficacement, mais nécessite
de trés fortes concentrations (tolérogéne ?). Au contraire, lorsque l'antigene est encapsulé dans
des liposomes qui sont capturés par un récepteur (FCR ?) exprimé par les DC, leur potentiel a
stimuler des lymphocytes T CD4 est grandement amélioré pour de trés faibles concentrations
(immunogeéne ?).

Différents paramétres contrdlent l'interaction existant entre des DC et des lymphocytes T
CDA4. Tout dabord, la quantité d'antigéne internalisé, va conditionner : le nombre de
complexes classe 11/peptide exprimés en surface, ensuite, la maniére dont ces complexes sont
organiseés a la membrane plasmique, (& savoir : concentrés dans des microdomaines riches en
cholestérol, ou bien dispersés a la surface cellulaire), et enfin, I'état d'activation des DC et
notamment leur niveau d'expression des molécules de costimulation régulant la stimulation
des lymphocytes T CD4. Un dialogue s'instaure entre les DC et les lymphocytes T CD4. Il a
d'importantes conséquences sur le devenir des DC et, par exemple, sur leur capacité a
présenter I'antigéne dans le contexte des molécules de classe I, ainsi que sur le devenir des
lymphocytes T CD4 activés.

Lorsque les DC capturent des antigénes grace au FcR, elles les présentent par leurs molécules
de classe Il, organisées en microdomaines riches en cholestérol. Pour de faibles
concentrations, I'activation des lymphocytes T CD4 est tres efficace. Ceux-ci renverraient un
signal aux DC qui permettrait aux antigénes, encore concentrés dans les vésicules
endocytiques, de passer dans le cytoplasme et d'étre ensuite dégradés par le systeme classique
faisant intervenir le protéasome (Figure 28). Les peptides ainsi générés seraient transportés
dans le réticulum endoplasmique gréace au transporteur TAP, et pourraient alors se fixer sur
les molécules de classe | naissantes. Les complexes classe I/peptide seraient alors exportés a
la surface membranaire, permettant ainsi aux DC de présenter aux lymphocytes T CDS8,
I'antigéne exogéne contenu dans les liposomes internalisés. 1l a été montré dans le laboratoire
qgue la combinaison d'anticorps, anti-classe Il/anti-CD40/thapsigargine (Ca2+), pouvait se
substituer aux lymphocytes T CD4, suggérant que ce signal de retour serait envoyé par les
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molécules de classe Il et par CD40. La nécessité de la thapsigargine laisse supposer que
d'autres molécules pourraient également intervenir dans cette signalisation, induisant un
influx calcique.

Le systéme nous a permis in vitro de dissocier, la forme des antigénes regus par les DC, pour
lesquels les lymphocytes T CD4, ou les lymphocytes T CD8 sont specifiques. Ainsi, lorsque
les DC présentent un peptide, qui se fixe "passivement™ sur les molécules de classe Il
dispersees a la membrane plasmique, l'activation des lymphocytes T CD4 se produit aussi
mais pour de fortes concentrations. Néanmoins, ceux-ci ne semblent pas renvoyer un signal de
retour aux DC qui ne présentent pas aux lymphocytes T CD8 un autre antigéne qu'elles
auraient acquis via les liposomes opsoniseés.
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De nombreuses interrogations subsistent cependant encore, tout au long de ce scénario, et
notamment sur les bases moléculaires précises des différentes étapes. Tout d'abord, sur
I'identification de récepteurs (outre le FcR) qui peuvent rendre compte de la capture de
grandes quantités d'antigénes et de leur concentration dans des compartiments de présentation
permettant I'expression des complexes classe 11/peptide dans des microdomaines, et surtout de
I'activation des DC. Ensuite, les mécanismes permettant I'exportation des molécules de classe
Il chargées en peptides dans les microdomaines riches en cholestérol ne sont pas identifiés.
De plus, la composition de ces structures moléculaires n'est pas caractérisée. En particulier, la
présence de molécules de costimulation et de transduction de signaux, qui pourraient étre
associées aux molécules de classe Il, et qui seraient impliquées dans ce signal, qui entrainerait
le passage de I'antigéne des veésicules endocytiques vers le cytosol. Méme s'il semble que les
molécules de classe Il et CD40 jouent un role important, la part respective des molécules
impliquées reste encore a déterminer. De méme, la caractérisation des compartiments qui
contiennent encore I'antigéne et le mécanisme précis de translocation dans le cytosol, sont a
élucider.

Enfin, les DC présentant un antigene par des molécules de classe IlI, qu'elles soient
concentrées dans des domaines riches en cholestérol ou dispersées a la surface, interagissent
toujours avec des lymphocytes T CD4. Il sera intéressant d'analyser plus en détail les
consequences, pour les DC, notamment sur leurs productions de cytokines (IL-12, IL-10, ...),
de cette interaction avec les lymphocytes T CD4, selon qu'elles expriment des molécules de
classe 1l dans des microdomaines ou dispersées a la surface. Les signaux qu'elles regoivent
des lymphocytes T CD4 restent a déterminer en ce qui concerne leur physiologie, la
présentation antigénique, le trafic vésiculaire, et leur survie.

Les lymphocytes T CD4

Il est possible que les informations qu'ils recoivent soient différentes selon qu'ils sont activés
par des DC exprimant des molécules de classe Il organisées dans des microdomaines ou
dispersees a la membrane plasmique. 1l a été proposé, que la densité des complexes classe
Il/peptide, a la surface de la cellule présentatrice, pourrait conduire a une polarisation
différencielle vers Thl (forte densité) ou Th2 (faible densité) (Murray, 1998, Constant and
Bottomly, 1997) et en particulier selon I'expression de CD40L (Ruedl et al., 2000). Nous
pouvons imaginer que, lorsque les molécules de classe Il sont concentrées dans des
microdomaines, la densité soit forte, tandis que lorsqu'elles sont dispersées a la surface, la
densité soit faible.

Il a été montré dans le laboratoire, que I'organisation des molécules de classe 1l a la surface
cellulaire avait une influence importante sur le programme de différenciation des lymphocytes
T CD4 (Figure 29).
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Lorsque les lymphocytes T CD4 sont activées par des DC, ayant leurs molécules de classe 11
concentrées dans des domaines riches en cholestérol, ils entreraient dans un programme de
différenciation de type Thl. Au contraire, lorsque les complexes classe Il/peptide sont
dispersés a la surface des DC (incubations avec des peptides, déplétion en cholestérol par la
methyl B cylodextrine, "dilution spatio-temporelle™) les lymphocytes T CD4 sont activés mais
s'engagent dans un programme de différenciation de type Th2. Ces résultats corrélent avec
d'autres études qui ont récemment montré que des lymphocytes T CD4 activés et polarisés
vers Thl, avaient leurs TCR organisés en "raft", alors que des lymphocytes T CD4 polarisés
vers Th2 avaient leurs TCR exclus des ces structures (Balamuth et al., 2001). Il est possible
que ce soit la maniére dont les molécules de classe Il sont organisées a la surface de la DC qui
puisse influencer le programme de différenciation dans lequel s'engage les lymphocytes T
CD4 lors de leur activation. De plus, des expériences de microscopie en fluorescence
suggerent que les molécules de classe Il, qui sont exportées de l'intérieur de la DC vers la
surface cellulaire, sont tout d'abord concentrées dans les microdomaines riches en cholestérol,
mais qu'ensuite elles se disperseraient le long de la membrane. Cette "dilution™ des molécules
de classe I, a la surface membranaire au cours du temps, a été corrélée, a la perte du potentiel
a polariser vers Thl au profit de I'acquisition du potentiel a polariser vers Th2. Une autre
étude a proposé cette possibilitt pour une méme DC, d'induire un programme de
différenciation des lymphocytes T CD4 vers Thl au début de I'activation puis vers Th2 au
cours du temps (Langenkamp et al., 2000). Les auteurs ont corrélé les capacités de
polarisation des lymphocytes T CD4 des DC, a leur capacité a produire de I'lL-12 apres
activation. Cette production s'achevant apres quelques heures, temps a partir duquel les DC
qui présentent toujours vont induire une réponse de type Th2.

Il serait intéressant de comprendre au niveau des lymphocytes T CD4 les bases moléculaires
responsables de la différenciation vers Thl ou Th2 selon le type de stimulation, c'est-a-dire
par des complexes classe Il/peptide concentrés dans les microdomaines, ou bien, répartis a la
surface des DC. Plusieurs aspects restent a caractériser : 1) les molécules impliquées en
surface et leur organisation dans la membrane et en particulier le role de la synapse
immunologique dans ces deux types de stimulation, 2) les signaux intracellulaires
(phosphorylations des ITAM du complexe TCR, cinétique et amplitude de I'influx calcique,
facteurs de transcription recrutés...) qui conduisent a I'expression différencielle de certains
genes et a la sécrétion de certains profil de cytokines.

La réponse immune

En périphérie & [I'état d'équilibre (Figure 30A), les DC immatures scrutent leur
environnement. En absence de signaux de I'inflammation, elles internalisent des antigenes de
I'nbte de maniére "passive" (macropinocytose, capture de corps apoptotiques, antigéne
soluble?...) c'est-a-dire sans que cela ne déclenche leur activation. Sous l'influence de stimuli,
qui ne sont pas encore identifiés, mais qui pourraient étre tout simplement le renouvellement
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classique des DC (demi-vie), ou bien de petits stress induits sans signaux de "danger"
(injection d'antigéne soluble?), elles migrent spontanément vers les organes lymphoides. La,
elles présentent dans le contexte des molécules de classe Il, aux lymphocytes T CD4, les
antigénes qu'elles ont internalisé en périphérie. Ce processus permet probablement de
maintenir & la fois, I'noméostasie des lymphocytes T, mais aussi la tolérance périphérique
contre les antigenes du soi. Les mécanismes responsables de la tolérance périphérique des
clones auto-réactifs, peuvent étre la délétion (Kurts et al., 1998), ou bien le développement
d'un état de non réponse (anergie) (Adelstein et al., 1991). De plus, des lymphocytes T
"régulateurs™, ayant un potentiel a inhiber des réponses se mettant en place ont été identifiés
(Shevach, 2000). A I'heure actuelle, le terme de lymphocytes T régulateurs est utilisé pour
décrire un certain nombre de populations capables de réguler des réponses in vitro et in vivo.
Parmi celles-ci, il existe une population de lymphocytes T CD4 dont les propriétés
d'inhibition des réponses immunes reposent sur leur capacité a produire de grande quantité
d'1L-10 et de TGF-B: ce sont les lymphocytes Trl (Groux et al., 1997). De plus en plus
d'évidences suggerent que les DC "immatures”, qui ont migré de fagon spontanée peuvent
interagir avec des lymphocytes T CD4 et induire leur différenciation en lymphocytes Trl
(Jonuleit et al., 2001). Ces DC pourraient étre considérées comme "tolérogénes” (Roncarolo et
al., 2001). Les lymphocytes Trl ainsi activés pourraient maintenir un état de tolérance et agir
a différents niveaux (périphérie ou ganglion) en produisant des cytokines
immunosuppressives (IL-10 et TGF-B) assurant ainsi un statut suppresseur. Cependant, les
meécanismes d'activation de ces lymphocytes Tr ne sont pas encore caractérisés.
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Lors d'une infection (ou lors d'une immunisation par voie sous cutanée), la forme de I'antigéne
va avoir d'importantes consequences sur la quantité d'antigéne capturé par les DC immatures
en périphérie, et sur leur état d'activation (Figure 30B). Elles internalisent tout d'abord de
grandes quantités d'antigénes de maniere "active" (FCR?, CR?...), c'est-a-dire qui déclenche
leur stimulation et le processus de maturation. A ce stade, pour induire une immunité, les
antigénes doivent étre reconnus et internalisés par des récepteurs ayant trois propriétés. Tout
d'abord, ils doivent permettre la concentration des antigénes dans des compartiments dédiés a
la présentation antigénique. Ensuite, ils doivent favoriser I'expression des complexes, de
molécules de classe Il associées a des peptides, dans des microdomaines riches en cholestérol
a la membrane plasmique des DC. Enfin, ils doivent étre agrégés et induire l'activation et la
migration des DC, de sorte a ce que celles-ci soient "immunogenes”. Les FCR rendent compte
de ces trois propriétés lorsqu'ils sont ciblés, in vitro, par des liposomes contenant l'antigéne.
Sous l'influence du pathogéne, et de la forme de l'antigene, et de I'environnement local
"stressé" par l'infection, les DC engagent un processus de maturation pour rejoindre le
ganglion lymphatique drainant. Elles transportent, ainsi aux lymphocytes T, des informations
concernant la structure antigénique invasive (présentation de peptides dérives de protéines en
association avec les molécules du CMH), et des informations sur la capacité de I'antigene et
du microenvironnement a activer les DC (expression de molécules de costimulation). La, les
DC qui sont alors matures, devraient étre capables d'induire I'activation des lymphocytes T
CD4. La forme de I'antigéne qu'elles ont rencontré en périphérie, va conditionner la maniére
dont leurs molécules de classe Il sont organisées a leur surface, ainsi que probablement leur
capacité a produire de I'lL-12. Lors de la mise en place de la réponse primaire, les premiéres
DC qui arrivent vont rencontrer des lymphocytes T CD4 naifs. Si elles ont capturé des
antigénes sous formes vésiculaires, via un récepteur adéquat (FCR?), les molécules de classe 11
sont alors concentrées a leur surface. Durant leur interaction avec les lymphocytes T CD4
ceux-ci délivreraient un signal dans les DC pour qu'elles présentent les antigénes dans le
contexte des molécules de classe | et devraient, de fagon concomitante, se différencier vers
Thl. Les DC, qui présenteraient alors I'antigéne par leurs molécules de classe I, pourraient
activer des lymphocytes T CD8. Il a été montré que les lymphocytes T CD4 Th1 permettaient
aux DC d'exprimer des molécules les protégeant de la mort par apoptose qui peut étre induite
par des lymphocytes T CD8 (Medema et al., 2001). Le role des lymphocytes T CD4 pourrait
donc étre plus important et ne pas se limiterait pas a I'induction de la capacité de présenter un
antigéne dans le contexte des molécules de classe I. Durant ce processus, si les DC sont
toujours vivantes, leurs molécules de classe Il se disperseraient a leur membrane. Si elles
interagissent a présent avec de nouveaux lymphocytes T CD4, elles devraient induire leur
activation et I'engagement de leur programme de différenciation vers Th2. Il reste encore a
définir dans ce scénario la possibilité que les DC activent des lymphocytes T régulateurs, et a
comprendre les mécanismes.
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Enfin, au-dela de l'intérét fondamental, ces études peuvent aussi permettre de mieux
comprendre et d'optimiser les approches vaccinales visant a générer une réponse immune. A
I'neure actuelle, elles peuvent étre basées sur I'utilisation de DC incubées ex vivo avec des
antigénes (peptide associé aux molécules de classe Il libre ou encapsulé dans des liposomes)
et ensuite réinjectées, ou sur l'injection directe des peptides ou des liposomes. Dans les deux
cas, on peut aisement concevoir que le type de réponse obtenu avec des peptides soit
qualitativement différent de celui obtenu avec des liposomes, le premier étant plutdt
tolérogene (lymphocytes T régulateurs ? Th2 ?) et le second plutét immunogeéne (Thl ?), avec
dans ce dernier cas seulement une activation efficace de la DC pour qu'elle puisse activer des
lymphocytes T CD8.
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