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Introduction

Le systéme immunitaire est un ensemble de cellules, tissus, et organes agissant de
facon coordonnée et permettant la défense de I'organisme. Il est constitué de

nombreux types cellulaires, dont les cellules dendritiques.

Parmi ces dernieres, on distingue notamment les cellules dendritiques
conventionnelles, présentant une morphologie particuliéere caractérisée par la
présence de dendrites et une capacité exceptionnelle a la présentation d’antigéne, et
les cellules dendritiques plasmacytoides, qui présentent une filiation proche et
souvent croisée avec les cellules dendritiques conventionnelles, mais une

morphologie et des capacités radicalement différentes.

Les cellules dendritiques plasmacytoides ont été découvertes trés récemment. Elles
ont été mises en évidence dans les années 1950, au sein d’organes lymphoides
comme le thymus et la rate, mais ce n’est qu’a partir de 1999 qu’on leur reconnait un
role de liaison entre immunité innée et immunité acquise. Leur fonction premiére est
de produire rapidement et en quantité importante des interférons de type | (IFN-I),
cytokines importantes dans I'immunité innée mais aussi dans I'immunité acquise.
Aujourd’hui, les cellules dendritiques plasmacytoides suscitent un intérét particulier
au sein de la communauté scientifique en raison de leur capacité a protéger un
organisme des infections virales et de leur réle dans I'immunité anti-tumorale. Elles
sont également étudiées en tant qu’actrices pathologiques dans de nombreuses
maladies, notamment auto-immunes, telles que le psoriasis, le lupus érythémateux
systémique, ou I'arthrite rhumatoide.

Cependant, ces cellules n’ont été décrites que dans un nombre restreint d’espéces et

en particulier ont été peu étudiées dans I'espéce canine.

L'étude menée ici a pour but de faire avancer Ila caractérisation
immunohistochimique de ces cellules chez le chien, notamment en termes de
localisation, dans |'espoir que I|'espéce canine puisse représenter un modele

spontané pour I'étude des cellules dendritiques plasmacytoides chez 'lhomme.
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Partie | - Caractéristiques des cellules dendritiques

plasmacytoides dans des espéces non canines

I- Sous-populations des cellules dendritiques
Les cellules dendritiques (DCs) sont responsables de I'organisation de la réponse
immunitaire grace a leur capacité a présenter des antigenes et a l'information
chimigue qu’elles peuvent donner. On en distingue plusieurs grands groupes,
pouvant étre divisés en de nombreuses populations. On remarque également la
proximité des DCs avec les monocytes et les macrophages, avec lesquels elles
forment le systéme des phagocytes mononucléés (Collin et al.,, 2013; Veglia,

Gabrilovich, 2017).

Les DCs peuvent étre divisées en six populations: les cellules dendritiques
conventionnelles ou myéloides ou classiques (cDCs), les cellules dendritiques
dérivées des monocytes (moDCs) aussi appelées DCs inflammatoires, les DCs CD14*,
les cellules de Langerhans (LC), les cellules de la microglie et enfin les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDCs) (Collin et al., 2013; Veglia, Gabrilovich, 2017;
van de Ven et al., 2011), auxquelles nous nous intéresserons dans la suite de cette

étude.

Cellules dendritiques conventionnelles
Les cDCs peuvent étre divisées en deux sous-populations majeures, les cDCs CD1c* et

les cDCs CD141* (Collin et al., 2013).

Les cDCs CD1c* constituent la population majeure des ¢cDCs humaines du sang, des
tissus, et des organes lymphoides. Elles représentent 1% des cellules mononucléés
sanguines et peuvent migrer dans les tissus, dans lesquels elles présentent un état
plus activé que dans le sang. Dans les nosuds lymphatiques (NL), elles forment avec
les LC les cellules interdigitées des zones T. La rate et les amygdales contiennent aussi
ces DCs. Elles expriment plusieurs lectines, plusieurs récepteurs Toll-Like (TLRs), et

d’autres détecteurs de pathogenes qui leur permettent un role dans la
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reconnaissance de bactéries, notamment les mycobactéries, des champignons, mais
aussi d’autres pathogenes, des allergenes, ainsi que dans la tolérance. Elles stimulent
efficacement les LT CD4* naifs et les LT CD8" par la production d’IL-12 et du TNF-B.
Elles sécrétent de nombreuses cytokines telles qu’IL-12, IL-8, TNFa, et IL-10. Toutes
ces fonctions induisent donc une stimulation de la voie Thl et de Th17, et dans une
moindre mesure Th2, selon I’'environnement cytokinique et activateur (Collin et al.,

2013; van de Ven et al., 2011).

Les ¢cDCs CD141* (CD141 = thrombomoduline) représentent 10% des cDCs humaines,
soit 0.1% des cellules mononucléés sanguines. Elles sont présentes dans les NL, les
tonsilles, la rate, et la moelle osseuse, ainsi que dans les tissus non lymphatiques, la
peau, les poumons et le foie. Elles ont une fonction de présentation croisée
d’antigenes cellulaires ou d’'immuns-complexes (Bachem et al., 2010). Elles absorbent
les cellules mortes ou nécrotiques a l'aide de CLEC9A, reconnaissent les acides
nucléiques viraux via TLR3 et TLR8, et effectuent une présentation croisée aux LT
CD8*, in vitro. Elles sécrétent TNFa, des interférons A, CXCL10, mais peu d’IL-12p70.
Elles sont capables d’induire une réponse Th1l ainsi qu’une réponse Th2 plus efficace

qgue les cDCs CD1c* (Collin et al., 2013).

Cellules dendritiques CD14*

Les DCs CD14* sont présentes en petite quantité dans de nombreux tissus non
lymphoides. Elles présentent un phénotype CD14*, CD11c*, HLA-DR*, mais n’ont pas
les marqueurs des cDCs CD1c* ou CD141* et sont moins matures que les DC CD1c".
Elles peuvent se différencier en LC ou en cellules matures semblables aux DC. Elles
ont des fonctions tolérogenes en état non stimulé mais ne stimulent pas les LT naifs.
Elles auraient un réle dans 'orientation des Lymphocytes T helper (LTh) folliculaires,

et d’assistance directe des LB (Matthews et al., 2012; Klechevsky et al., 2008).

Cellules de Langerhans et de la microglie
Les cellules de Langerhans (LC) et la microglie sont deux populations spécialisées de
DCs, qui s’auto-renouvellent. Elles sont retrouvées respectivement dans les

épithéliums squameux et le parenchyme cérébral. Les LC sont capables de se
26



différencier en DC migratoires tandis que les cellules microgliales sont considérées
comme un type de macrophage par de nombreux auteurs.

Les LC sont situées dans la couche supra basale de I'épiderme et dans d’autres
épithéliums squameux stratifiés (bronches, muqueuses orales et génitales) ou elles
forment un réseau. Elles expriment la langérine, CD1a, une molécule du CMH |
propre aux cellules présentatrices d’antigénes, ainsi que le CMH II. Elles présentent
des molécules de capture et de présentation d’antigénes dans un compartiment
endosomal spécialisé. Elles sont I'incarnation typique des DCs tissulaires migratoires
et ont constitué un modele d’étude inestimable (Collin et al., 2013). Elles sont
identifiées dans les NL drainant la peau, et notamment en cas de dermatoses
inflammatoires. En plus de la présentation d’antigénes (Ag), elles induisent des LT
régulateurs et la production d’IL-22, et ainsi la tolérance aux antigénes commensaux

(Collin et al., 2013).

Cellules dendritiques inflammatoires

Les DCs inflammatoires ou moDCs sont des DCs dérivées de monocytes CD14*
classiques. Les moDC ont un large spectre de fonctions comme la stimulation intense
de LT CD4*, la présentation croisée aux LT CD8*, la production d’IL-1, IL-6, TNFa, IL-12
et IL-23, et ainsi I'orientation dans les voies Thl et Th17. Elles sont générées lors de
différents contextes inflammatoires et présentent de multiples sous-populations aux
fonctions distinctes. De nombreuses questions les concernant restent en suspens,
notamment concernant leur origine précise et leur devenir post-inflammatoire (Collin

etal., 2013; Veglia, Gabrilovich, 2017).
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Cellules dendritiques SLAN*

Certains types de monocytes CD16* ont des caractéristiques les rapprochant des DCs,
ce qui a amené certains auteurs a les classer ainsi. En outre, une sous-population de
monocytes CD16* exprime I'antigene 6-sulpho LacNAc (SLAN), sécréte de grandes
guantités de TNFa, IL-1PB, et IL-12, et répond aux stimuli inflammatoires. Cependant,
il nexiste a I’heure actuelle pas de consensus sur leur classification en DCs (Collin et

al., 2013).

Les pDCs sont les DCs sanguines les plus nombreuses (Collin et al., 2013) et sont

I'objet de I’étude qui va suivre.

Il- Origine, lignage et filiation des cellules dendritiques plasmacytoides

A) Développement des cellules dendritiques plasmacytoides

L'ontogénie des pDCs est peu connue, controversée et en évolution continue. De
nombreuses études ont été publiées chez la souris, mais un consensus sur
I'interprétation des résultats n’a pas été établi (Villani et al., 2017; Bryant et al., 2016;
Onai et al., 2013; Naik et al., 2007; Schlitzer et al., 2011; 2012; Shigematsu et al.,
2004; Lin et al., 2018; Lee et al., 2017). En outre, les résultats sont souvent issus de
données expérimentales de cultures in vitro ou sur des animaux transgéniques ou
manipulés ; leur transposition a I'homme reste dans nombreux cas encore a
démontrer. En particulier, I'existence d’'un précurseur dendritique commun (CDP)
chez ’'homme est questionnée ; les données les plus récentes semblent indiquer un

déterminisme précoce du destin cellulaire des pDCs et cDCs (Lin et al., 2018).
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Nous détaillerons ici une version simplifiée de I'ontogénie des pDCs chez ’lhomme,
cohérente avec les principales données actuelles. Elle ne sera donc pas exhaustive et

est amenée a étre rendue obsoléete par les études en cours.

Tout d’abord les pDCs se développent dans la moelle osseuse a partir de cellules
souches hématopoiétiques (Hematopoietic Stem Cells, HSC) (Blom et al., 2000). Les
HSC se différencient, entre autres, en Précurseur Multipotent engagé dans la lignée
Lymphoide (Lymphocyte Primed Multipotent Progenitor, LPMP). Celui-ci engendre
alors notamment deux types cellulaires : le Précurseur Commun Myéloide (CMP) et
le Précurseur Commun Lymphoide (CLP) (D’Amico, Wu, 2003; Shigematsu et al.,
2004; Wang, Liu, 2004; Onai et al., 2013), ainsi que, directement, un précurseur aux

pDCs (pré-pDCs).

Les CMP engendrent une diversité de cellules de la lignée rouge et myéloide, mais
aussi les précurseurs dendritiques communs (CDP). Les CDP se différencient ensuite
en pre-DCs, qui donnent naissance aux cDC, de type 1 et 2, et aux pDCs (Lee et al.,

2017; Haniffa et al., 2013).

Les CLP sont a l'origine de la majorité des lymphocytes et peuvent également se

différencier en pDCs (Sathe et al., 2013).

A I'heure actuelle, la voie prédominante dans le développement des pDCs n’est pas
définitivement établie, bien que la voie liée aux CMP est plus étudiée et connue
depuis plus longtemps, et que le potentiel de pDCs par cellule est plus élevé chez les

CLP (Chen et al., 2015).
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Lymphocytes B, T, NK

Figure 1 : modéle de développement des pDCs murines. Les cellules sources hématopoiétiques

donnent naissance au précurseur multipotent engagé dans la lignée lymphoide, qui se différencie en

une lignée myéloide, une lignée lymphoide, et un précurseur direct des pDCs. L’ensemble de ces

voies peuvent aboutir a la formation de pDCs.

B) Molécules majeures du développement des pDC
Les facteurs les plus importants du controle du développement des DCs sont les
facteurs de transcription, les cytokines présentes dans le milieu et la présence de leur

récepteurs sur les cellules en développement (Swiecki, Colonna, 2015).

Nous allons dans cette partie décrire les principales molécules responsables du

développement des pDCs.
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E2-2

Le facteur de transcription central de la différenciation en pDC est E2-2 (Cisse et al.,
2008). Il s’agit d’une molécule de la famille des protéines E (Kee, 2009), qui peut
s’associer en homo ou en hétérodiméres avec d’autres protéines E telles que E12,
E47, ou HEB. E2-2 est exprimé abondamment dans les pDCs humaines et murines et

faiblement dans les cDCs et les lymphocytes B (LB).

Sous forme de dimeres, les protéines E s’associent aux genes spécifiques aux pDC via
des sites cibles désignés par le terme de « boites E » aux motifs CANNTG, notamment
bdca-2, ilt7, et irf7, permettant ainsi la différenciation, I’homéostasie et les capacités
fonctionnelles des pDCs. Les protéines dont I'expression est stimulée par E2-2
incluent le facteur de transcription SpiB, le facteur de transcription des lymphocytes
B et de la leucémie 11A (BCL11A), le facteur de régulation des interférons 8 (IRF8), le
facteur de transcription relié¢ a Runt 2 (RUNX2), le transactivateur du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe Il (CIITA), les marqueurs de surface BDCA-2
(antigéne sanguin associé aux cellules dendritiques 2), ILT7 (transcrit
immunoglobuline-like 7), ainsi que les récepteurs a acides nucléiques TLR7
(récepteur Toll-like 7), TLR9 et PACSIN1 (substrat de la protéine kinase C et de la
caséine kinase des neurones 1) (Ghosh et al., 2010; Cisse et al., 2008; Robbins et al.,
2008). De plus, E2-2 se lie aux promoteurs d’irf8 et spiB ce qui augmente leurs
niveaux d’expression (Nagasawa et al., 2008; Cisse et al., 2008). E2-2 est elle-méme
stimulée par SpiB mais aussi par le récepteur au facteur de stimulation des colonies
de macrophages (M-CSFR = CD115), associé a la thrombopoiétine (TPO) (Chen et al.,
2004). Le maintien de I'état de différenciation en pDC se fait ainsi par I'expression
importante d’E2-2, qui permet l|'expression d’un large programme génétique

définissant les pDCs.

Au contraire, en I'absence d’E2-2, on observe une perte des marqueurs spécifiques
aux pDC, une différenciation en cDC, une augmentation de I'expression du CMH de
type I, et I'acquisition de la capacité de recruter des lymphocytes T naifs (Ghosh et
al., 2010). Les individus ne disposant que d’un allele fonctionnel du géne codant pour
E2-2 souffrent d’'une haploinsuffisance (Cisse et al., 2008) qui donne lieu au

syndrome de Pitt-Hopkins chez ’'homme (Amiel et al., 2007; Zweier et al., 2007),
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caractérisé par des pDCs au phénotype de surface aberrant et une capacité de
sécrétion d’interférons altérée. Au contraire, une surexpression d’E2-2 dans les
précurseurs hématopoiétiques humains augmente la quantité de pDCs (Nagasawa et

al., 2008).

ID2

ID2 fait partie des protéines de la famille des inhibiteurs de différenciation (ID), qui
jouent un réle majeur dans l'inhibition des protéines E et notamment E2-2 (Spits et
al., 2000; Hacker et al., 2003). ID2 empéche la fixation des diméres de protéines E sur
I’ADN. Cet inhibiteur de différenciation est absent dans les pDCs mais est exprimé
dans les cDCs et permet leur développement et leur maintien en état de

différenciation (Hacker et al., 2003).

Un des stimulateurs d’'ID2, le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et
de macrophages (GM-CSF), utilise la voie de signalisation STAT5 (transducteur de
signal et activateur de la transcription 5) et inhibe I'expression des génes liés aux pDC
chez les cellules exprimant la tyrosine kinase Fms-like 3 (FLT3) et la production d’IRF-

8, inhibant ainsi la différenciation en pDC et orientant vers la différenciation en cDC.
Lors du développement des cellules dendritiques, I'équilibre entre les protéines ID et
E est ainsi contrélé par la balance entre STAT3 et STATS (Li et al., 2012) et définit ainsi

le devenir des précurseurs dendritiques.

ID2, lui, est inhibé principalement par un cofacteur de transcription de la famille et
facteur ETO, MTG16 (géne de translocation myéloide sur le chromosome 16) (Ghosh
et al., 2014, p. 2), ainsi que directement par ZEB2 (boite homéotique a doigt de zinc

se liant aux boites E 2) (Scott et al., 2016).

FLT3 et FLT3L

FLT3 est le récepteur au ligand FLT3L. La présence de ces deux molécules constitue
une condition sine qua non au développement des cDCs et des pDCs (Brawand et al.,
2002; Chen et al., 2015; 2013, p. 3). La fixation de FLT3L sur FLT3 active la voie de

signalisation STAT3, stimulant la synthése d’E2-2 (Li et al., 2012). FLT3 active
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également la phosphoinositide-3 kinase (PI3K), qui, en synergie avec STAT3, active la
cible mécanique de la rapamycine (mTOR) (Scheffler et al., 2014). La synthese de FLT3
est stimulée par les IFN-I, qui eux-mémes sont produits par les pDCs (Chen et al.,
2013, p. 3). Par ces mécanismes, FLT3 et FLT3L incarnent des acteurs majeurs de la

différenciation des cellules dendritiques.

Protéines STAT

STAT3, un effecteur transcriptionnel classique de plusieurs récepteurs a cytokines, a
été démontré comme activé par les voies de signalement FLT3 et comme médiateur
du développement des pDCs murines et humaines in vitro via FLT3L (Onai et al.,
2006; Laouar et al., 2003; Esashi, Liu, 2008). Un effet majeur sur les cDC a également
été noté, ce qui suggere que le signal STAT3 n’est pas spécifique aux pDCs, et pourrait
intervenir au stade du CDP. L’expression de STAT3 est régulée par le facteur de
transcription a doigts de zinc Gfi, qui a ainsi un effet inhibiteur de la génération de

pDCs (Rathinam et al., 2005).

Au contraire, STAT5 est activé par la cytokine myéloide GM-CSF et intervient dans ses
effets inhibiteurs sur le développement des pDCs faisant intervenir FLT3L, et

notamment par son action inhibitrice directe du promoteur Irf8 (Esashi, Liu, 2008).

L’équilibre entre I’activation des voies de signalisation liées a STAT3 et STATS
semble ainsi étre un élément déterminant du devenir des précurseurs aux cellules
dendritiques, STAT3 orientant ceux-ci vers les pDCs, et STATS vers les cDCs (Li et al.,
2012).

PI3K, PKB et mTOR

La Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) agit de concert avec la protéine kinase B
(PKB/Akt) et STAT3 pour permettre |'activation de la protéine mTOR (van de Laar et
al., 2012). Celle-ci stimule le développement des pDCs ainsi que leur capacité a
sécréter des IFN lors de stimulation de TLR7 ou de TLRS. De plus, elle régule
également des capacités de stimulation de certaines lignées de lymphocytes T (LT)

(Sathaliyawala et al., 2010; Boor et al., 2013).
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Autres facteurs

De nombreux facteurs supplémentaires ont été décrits comme agissant dans le
développement et I'acquisition de la fonction des pDCs et pourraient faire I'objet de
cibles thérapeutiques :

-L'interleukine 7 (IL-7) possede un réle majeur dans le développement des
pDCs via les précurseurs lymphoides communs (CLP) (Vogt et al., 2009),

-Le facteur 8 de régulation des interférons (IRF-8 / ICSBP) conditionne
I’expression par les pDCs des récepteurs Toll-like (TLR) et améliore leur
développement (Schiavoni et al., 2002; Tsujimura et al., 2003),

-SpiB constitue I'un des facteurs centraux du développement des pDCs ; il est
a la fois une cible de E2-2 et un inducteur de ce dernier(Nagasawa et al., 2008; Cisse
et al., 2008),

-Le facteur de transcription Bcllla est requis pour I'expression des génes
associés au récepteur a l'interleukine 7 (IL-7R) et de f/t3 dans les précurseurs
précoces des pDCs (Wu et al., 2013; Yu et al., 2012),

-Runx2 est un facteur de transcription requis pour la mobilisation des pDCs
hors de la moelle osseuse via les récepteurs aux chimiokines CCR2 et CCR5 (Sawai et
al., 2013),

-La diminution de la quantité d’lkaros, une famille de facteurs de transcription
en doigt de zinc, a des effets majeurs sur le phénotype et la localisation des pDCs,
tandis qu’elle n’a aucun effet sur les cDCs (Allman et al., 2006; Wu et al., 1997; Galy
et al., 2000),

-La sphingosine-1-phosphate associé a la protéine G 4 (S1PR4) est un
sphingolipide qui améliore le potentiel des précurseurs aux pDCs, et notamment le
CDP, ainsi que celui des cellules souches hématopoiétiques CD34* (Dillmann et al.,

2015).

Conclusion

Le développement des pDCs fait donc intervenir de nombreux acteurs, dont les
principaux activateurs sont E2-2, STAT3, SpiB, FLT3, FLT3L, et IRF8. Les principaux
inhibiteurs du développement des pDCs, qui permettent alors une orientation vers

les cDCs, sont ID2, STAT5, et GM-CSF.
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Figure 2 : Schéma simplifié des acteurs moléculaires du développement des pDCs. Les fleches vertes

indiguent un effet positif (stimulation, activation, migration) tandis que les fleches rouges indiquent

un effet inhibiteur. E2-2 et STAT3 constituent des carrefours des activateurs des pDCs, tandis qu’ID2

et STAT5 agissent comme inhibiteurs des pDCs et orientent la différenciation vers les cDCs.

Il- Caractérisation immunohistochimique

A) Identification phénotypique des pDCs humaines

Les pDCs chez I'homme ont été amplement caractérisées par la technique de
cytométrie de flux (CD2v2"able CD3- CD4* CD7* CD11b  CD11c CD13° CD14 CD16° CD19
CD33  CD45RA* CD56 CD68* CD85* CD123* CD303* CD304* HLA-DR* TCR™ BST2™ Ly6C')
(Cao, 2009; Arce et al., 2001; Gehrie et al., 2011; Alcantara-Herndndez et al., 2017).
Cependant, un nombre restreint d’anticorps utilisables en immunohistochimie est

spécifique de cette population. Nous allons ici détailler ces marqueurs.
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CD123

Le marqueur CD123 correspond a la chaine a du récepteur a I'interleukine 3 (IL-3R).

IL-3R est un hétérodimere composé de chaines a et Bc. CD123 représente la chaine a
associée a I'lL-3. CD123 est une glycoprotéine de 360 acides aminés. Elle est
composée d’un domaine extracellulaire de 287 acides aminés présentant un domaine
Ig-like et deux domaines Fibronectine de type lll, un domaine transmembranaire de
30 acides aminés et un domaine intracellulaire de 53 acides aminés (Woodcock et al.,
1996; Barry et al., 1997; Carr et al., 2001; Woodcock et al., 1997). La chaine Bc est
utilisée comme récepteur a IL-3, IL-5, et GM-CSF, lorsqu’elle est associée a la chaine

a spécifique de chacun de ces cytokines (Guthridge et al., 1998).

CD123 est exprimé sur la surface des pDCs, et est présent sur I'ensemble des pDCs
tissulaires. I est en outre exprimé dans la majorité des précurseurs
hématopoiétiques CD34*, et son expression diminue au fur et a mesure de la
différenciation, a I’exception des polynucléaires basophiles (Sullivan, Locksley, 2009;
Han et al., 2008; Testa et al., 2014; Taussig et al., 2005). Il est ainsi exprimé par
certains types de cellules tumorales, notamment dans le cadre de leucémies (revue

par (Testa et al., 2014)).

IL-3R permet l'action de I'lL-3, qui promeut la prolifération, la survie, et la

différenciation des lignées cellulaires ciblées (Testa et al., 2014).

CD303
La protéine CD303, Antigene Sanguin des Cellules Dendritiques 2 (BDCA-2) est une
lectine calcium dépendante (de type C), transmembranaire de type Il, et composée

de 213 acides aminés chez ’lhomme (Dzionek et al., 2001).

BDCA-2 présente un réle dans la capture d’antigéne (Dzionek et al., 2001) en formant
un complexe avec la chaine y du récepteur inhibiteur au fragment constant des
immunoglobulines E (FceRly) (Cao et al., 2007). L’activation de ce complexe entraine
une cascade BCR-like aboutissant a l'inhibition de la production d’IFN-I et de

I’expression des génes liés aux interférons (IRG) (Réck et al., 2007).
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Son expression est quasi-exclusive des pDCs chez 'homme et la souris ; cependant,
des traces d’ARN messager de BDCA-2 sont présents dans les cDCs immatures (Arce
etal., 2001; Dzionek et al., 2002).

Il est ainsi hautement spécifique des pDCs, ce qui justifie son utilisation fréquente.

Cependant, en raison de son role dans linhibition de la sécrétion d’IFN, son

expression membranaire est inhibée lors de stimulation des TLR7 et TLR9 et

notamment dans un contexte d’infection virale (Wu et al., 2008).

ILT7/ CD85qg/ LILRA4

Les transcrits immunoglobulines-like (ILTs) sont une famille de récepteurs de surface
des cellules immunitaires. Ces molécules sont divisées en deux catégories
fonctionnelles selon leurs domaines cytoplasmiques et transmembranaires. Les ILTs
inhibiteurs présentent un domaine cytoplasmique contenant un immunorécepteur a
motif d’inhibition basé sur la tyrosine (ITIMs), tandis que les ILTs activateurs ne
présentent pas de motifs de signaux intrinseques, et reposent sur une association
avec des protéines transmembranaires adaptatrices présentant des
immunorécepteurs a motif d’activation basé sur la tyrosine (ITAM). ILT7 est une
protéine de 447 acides aminés (Cao, Bover, 2010) qui présente 4 domaines
extracellulaires Ig ainsi qu'un résidu chargé positivement dans la région
transmembranaire, qui lui permet potentiellement de s’associer a des protéines

adaptatrices membranaires.

ILT7 agit en formant un complexe avec FceRly. Son activation via des ITAMs entraine
une cascade TCR-like aboutissant a I'inhibition de la production d’IFN-I passant par
les TLR (Cao et al. 2006). L'activation de ce complexe peut étre initiée par I'antigene

des cellules du stroma de la moelle osseuse 2 (BST2/CD317) (Cao et al., 2009).
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Les ILT7 sont spécifiqguement exprimées par les pDCs humaines (Cao et al., 2007;
Rissoan et al., 2002; Cho et al., 2008), dans I'ensemble des populations tissulaires

(Cao, Bover, 2010).

A l'instar de BDCA-2, I'expression d’ILT7 est diminuée lors d’une stimulation TLR (Cao

et al., 2007; Cao, Bover, 2010).

BDCA-4

BDCA-4, également appelé neuropiline 1 (NRP1, Npnl), est une protéine
transmembranaire de type | d’environ 130kDa. Elle présente un domaine
extracellulaire composé d’'un domaine N-terminal liant le complément CUB, un

domaine associé au facteur de coagulation V/VIII, et un domaine méprine ou MAM.

BDCA-4 agit comme co-récepteur a de nombreuses molécules, y compris des
sémaphorines de classe lll et IV, et de multiples facteurs de croissance. Ses fonctions
varient ainsi selon le ligand et sont nombreuses; on retiendra un role dans
I'angiogénese, la fonction des LT et LT régulateurs (LTreg), et la stimulation des

cellules tumorales. Pour les pDCs, BDCA-4 favoriserait le contact avec les LT.

BDCA-4 est fortement exprimé par les pDCs du sang périphérique (Dzionek et al.,
2000; Romeo et al., 2002; Tordjman et al., 2002), du sang du cordon ombilical (De Wit
et al., 2004), et de la moelle osseuse (Dzionek et al., 2002). Dans le sang
périphérique, les pDCs sont les seules cellules a exprimer BDCA-4 dans des conditions
homéostatiques (Chaudhary et al., 2014). Cependant, BDCA-4 a été mis en évidence
dans des LT activés et des LTreg isolés d’environnements inflammatoires (Battaglia et

al., 2008; 2009; Milpied et al., 2009) chez I’humain.

Autres marqueurs

D’autres marqueurs peuvent étre utilisés. Les pDCs expriment de nombreux
récepteurs différents, comme les TLR7 et TLR9 et quelques ILT. Cependant, ces

marqueurs semblent moins spécifiques des pDCs que les marqueurs sus-cités.
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B) Comparaison phénotypique aux espéces non-primates.

La caractérisation phénotypique des espéces autres que murines et humaines est
lacunaire. Nous décrirons ici les connaissances actuelles en termes de phénotype des

pDCs en espéces vétérinaires.

Chez le chien

Les pDCs ont été mises en évidence chez le chien dans un contexte de carcinome
mammaire. Les pDCs étaient marquées CD123*, présentaient un marquage
cytoplasmique, et étaient retrouvées dans les nodules cancéreux étudiés (Rosolem et

al., 2015).

Chez le porc
Chez le porc, les pDCs sont identifiées comme Flt3* CD172a* CD4M CD14  CD123M

CD1la CD16'°% CD163  wCD11R1 CD3" CD5 CD6 CD21° CD1'° CD2™¢¢ CD32* (Guzylack-
Piriou et al., 2010; Summerfield, McCullough, 2009; Calzada-Nova et al., 2010). Un
sous-ensemble Flt3*, au phénotype similaire aux pDCs, mais CMHII" et CD4" a
également été mis en évidence (Summerfield et al., 2015).

Les pDCs chez le porc ont également été identifiées dans les plaques de Peyer et les
NL mésentériques lors de gastro-entérite virale porcine.

De plus, en pathologie porcine, le circovirus porcin 2 (PCV2) possede une capacité
d’inhibition des pDCs et d’accumulation dans le cytoplasme de celles-ci. Cette
inhibition semble déterminée par le rapport entre ADNsb sous forme libre et ADNdb
enveloppé, et aboutit a une diminution de la sécrétion d’IFN-a (Baumann et al.,

2013).
Chez le cheval

Les pDCs chez le cheval sont marquées Flt3* CD4'°% CD13- CD14" CD172a CADM-1-
CMHII'¥ (Ziegler et al., 2016; Summerfield et al., 2015).
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Chez les bovins

Les pDCs chez les bovins sont marquées CD4* CD11b* CD45RB* CD172a'°% CMH]|variable
(Reid et al., 2011).

Chez les ovins
Les pDCs ovines sont marquées CD47'°% CD11c” CD14- CD45RB* CMHII®Y CD86™ CD205
(Pascale et al., 2008). Celles-ci ont la particularité d’étre capables de circuler via la

lymphe (Pascale et al., 2008).

Chez la souris

Les pDCs murines sont marquées CD11c'°" CD8a* CD4* CD45RA* BST2* Ly6C* SIGLEC-
H* CCR9* Ly49Q* SCA1* CD172a* CADM-1" CMHII? CD206° CD209 CD123* FIt3* BST2*
BDCA-2*" B220*.

Le marqueur BDCA-2 a été mis en évidence chez la souris dans les plaques de Peyer

par Rochereau et al. en 2011.

40



Tableau | : comparaison phénotypique des pDCs des espéces humaine et vétérinaires.
nd = pas de données disponibles

Antigene | Hommes | Souris Bovins Ovins | Porcins Chevaux | Chiens
CD1a nd nd nd nd - nd nd
CD2 variable nd nd nd med nd nd
CD3 - nd nd nd - nd nd
CD4 + variable + Low/- + (high) Low nd
CD5 nd nd nd nd - nd nd
CD6 nd nd nd nd - nd nd
CD13 nd nd nd nd nd - nd
CD14 - nd - - - - nd
CD16 - nd nd nd low nd nd
CD21 nd nd nd nd - nd nd
CD32 nd nd nd nd + nd nd
CD172a + + Low + + - nd
CADM-1 - - nd - - - nd
CMH-II + +7? Variable | Low + (selon Low nd
sous
ensembles
?)
CD11b nd nd + nd nd nd
CD11c - low nd - nd nd nd
CD45RB nd nd + - nd nd nd
CD45RA + High nd nd nd nd nd
CD86 nd nd nd - nd nd nd
CD205 nd nd nd - nd nd nd
CD206 - - - - - nd nd
(MMR)
CD209 - - nd nd - nd nd
(DC-Sign)
CD123 + + nd nd + (hi) nd +
CD135= + + nd nd + + nd
FIt3
CD163 nd nd nd nd - nd nd
wCD11R1 nd nd nd nd - nd nd
DC-LAMP nd nd nd nd nd nd nd
BDCA-2 + + nd nd nd nd nd
= CLEC4C
ILT1 - nd nd nd nd nd nd
ILT3 + nd nd nd nd nd nd
ILT7 + nd nd nd nd nd nd
B220 nd + nd nd nd nd nd
BST2 nd + nd nd nd nd nd
SIGLEC-H nd + nd nd nd nd nd
Ly6C nd + nd nd nd nd nd
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Bien gu’il n’existe pas de marqueur démontré comme exprimé par I'ensemble des
pDCs de toutes especes, on peut établir plusieurs marqueurs conservés entre
plusieurs espéces. Les marqueurs CD123, FIt3, BDCA-2, CD45RA, et CD172a peuvent
ainsi étre utilisés pour tenter de mettre en évidence des pDCs dans les mammiféeres.
Ces données soulignent également I'intense variabilité inter-espéces en ce qui

concerne le phénotype des pDCs, et laissent supposer une variabilité fonctionnelle.

lll- Morphologie et distribution des pDCs

A) Morphologie des pDCs

Les pDCs présentent une morphologie semblable a celle d’'un plasmocyte au
microscope optique en coloration Giemsa ou hémalun-éosine. Elles sont légérement
plus petites que des monocytes CD14* mais plus grosses que des lymphocytes inactifs
(Tang et al., 2010).

Le noyau des pDCs est en forme de rein, rond, ovale ou indenté (Colonna et al.,
2004), et excentré. Leur cytoplasme est bleuté en coloration Giemsa et contient un

archoplasme pale (Tang et al., 2010).

Au microscope électronique a transmission (MET), les pDCs présentent un noyau a
hétérochromatine marginale et un cytoplasme contenant un réticulum
endoplasmique rugueux (RER) bien développé a citernes non dilatées, paralléles a la
membrane plasmique (Tang et al., 2010; Facchetti et al., 2003), un petit appareil de

Golgi, et de nombreuses mitochondries (Tang et al., 2010).

Au microscope électronique a balayage (MEB), les pDCs ont une morphologie
semblable aux plasmocytes, ronde, lisse, et mesurent 8 a 10um de diameétre. Elles ne

présentent pas de dendrites au repos (Tang et al, 2010).

Une étude récente indique que lors de stimulation, les pDCs peuvent acquérir des
morphologies différentes. Les pDCs se différencient ainsi en trois populations dont la
morphologie varie de celle d’une pDC classique (population P1) a celle d’'une cellule

42



polarisée, dendritique, au RER moins développé qu’une pDC au repos (P3), en
passant par une cellule au morphotype intermédiaire (population P2) (Alculumbre et

al., 2018).

B) Distribution des pDCs dans I’organisme

Les pDCs ont été décrites a I'état homéostatique dans I'ensemble des nceuds
lymphatiques humains (Segura et al., 2012), dans la moelle osseuse (Dzionek et al.,
2002; Waller et al., 2001), dans le thymus (Bendriss-Vermare et al., 2001), dans la
rate (Facchetti, de Wolf-Peeters, 1991), les amygdales (Lindstedt et al., 2005),
I'interstitium péri-tubulaire rénal (Woltman et al., 2007), et en faible quantité dans
I'intestin gréle. Elles sont également tres rarement observées dans la peau (Sun et al.,
2011) en conditions physiologiques et pourraient pénétrer dans n’importe quel
organe a tres faible fréquence lors de conditions homéostatiques (Randolph et al.,
2008).

Chez le feetus, elles ont été rencontrées dans les nceuds lymphatiques (Olweus et al.,
1997), dans le foie, la moelle osseuse (Blom et al., 2000) et dans le sang du cordon

ombilical (Sorg et al., 1999).

Nous allons détailler la distribution des pDCs dans les différents organes lymphoides

et hématopoiétiques de 'homme.

C) Localisation des pDCs dans les nceuds lymphatiques et les tonsilles

Dans les nceuds lymphatiques, les pDCs sont préférentiellement localisées dans les
zones qui entourent les follicules B dans le cortex et dans les zones T du paracortex
(van den Oord et al., 1986). Dans ces zones, les pDCs sont étroitement associées aux
veinules a endothélium épais (HEV) (Sozzani et al., 2010; Colonna et al., 2004;
Facchetti et al., 2003) ce qui surligne leurs capacités migratoires par voie

hématogene.
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Les pDCs peuvent étre regroupées en grappes ou dispersées (Sozzani, 2005; Facchetti
et al., 2003). Lorsqu’elles sont regroupées, elles sont régulierement agrégées autour
de corps apoptotiques ou de macrophages a corps tangibles (Facchetti et al., 2003).
Les pDCs sont parfois nombreuses dans les tonsilles palatines et pharyngiennes ainsi

que dans les NL réactifs superficiels (Facchetti et al., 1988).

D) Localisation des pDCs dans la rate

Les pDCs dans la rate sont rares et principalement localisées dans les manchons
lymphoides périartériolaires, a la bordure de la zone marginale, et dans la pulpe
rouge (Facchetti et al., 1988; Colonna et al., 2004). Leur localisation est distincte de
celle des cDCs (Colonna et al., 2004), qui sont situées dans le compartiment
subcapsulaire, les zones riches en LT, ainsi qu’autour et a l'intérieur des follicules B

jusque dans la zone centrale (Veldsquez-Lopera et al., 2008).

E) Localisation des pDCs dans le thymus

Dans le thymus, les pDCs sont principalement dispersées dans la médulla,

étroitement associées aux cellules dendritiques interdigitées matures (Bendriss-

Vermare et al., 2001), et autour des corps de Hassal (Facchetti et al., 2003).

F) Fréquence des pDCs dans la moelle osseuse et le sang

Les pDCs constituent 0.15% (0.04—0.29%) des cellules totales de la moelle osseuse

chez I'homme (Derolf et al., 2014).

Les pDCs ont été mises en évidence dans le sang (Dzionek et al., 2000). Il s’agit de leur

voie de migration unique étant donné leur incapacité a utiliser les voies

lymphatiques.
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Les pDCs humaines représentent 0.1%-0.8% des cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMCs) (Tang et al., 2010; Gehrie et al., 2011) ce qui en fait des

cellules rares dans le sang et donc difficiles a étudier.

G) Modifications de la distribution des pDCs lors d’inflammation

En cas d’inflammation, de multiples signaux chimiokiniques permettent la migration
des pDCs vers de nombreux organes, ce qui se traduit par une augmentation des
quantités de pDCs retrouvées dans les organes inflammés (Vermi et al., 2005; Farkas
et al., 2001; Jahnsen et al., 2004; Wendland et al., 2007), mais aussi dans les organes
lymphoides tributaires des organes inflammés, (Colonna et al., 2004; Blasius et al.,

2004).

IV- Migration et chimiotaxie

A) Voies de migration principales

Durant la vie adulte, les pDCs sont produites de fagon continue dans la moelle
osseuse. Elles en sont initialement mobilisées par le facteur stimulant les colonies de
granulocytes G-CSF (Pulendran et al., 2000; Arpinati et al., 2000). Apres avoir quitté la
moelle osseuse, les pDCs migrent via les zones riches en LT des organes lymphoides
secondaires au travers des HEV dans les noeuds lymphatiques (Cella et al., 1999) et
les tissus lymphoides associés aux muqueuses, ainsi que par les zones marginales de
la rate en conditions homéostatiques (Penna et al., 2002; Yoneyama et al., 2004).
Ceci les distingue des cDCs, en ce qu’elles n’utilisent pas les vaisseaux lymphatiques

afférents.

B) Chimiokines et molécules effectrices de la migration des pDCs en conditions

homéostatiques

En conditions homéostatiques, les pDCs sont confinées aux organes lymphoides
primaires et secondaires, notamment grace a l'expression des récepteurs aux
chimiokines CXCR4 (récepteur a CXCL12, une chimiokine homéostatique exprimée

par les HEV) et ChemR23 (Sozzani et al., 2010).
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En particulier, CXCR4 et CCR7 sont responsables de la migration des pDCs dans la
pulpe blanche de la rate (Umemoto et al., 2012), alors que la L-sélectine, la
glycoprotéine ligand de la P-sélectine 1 (PSGL1) et les contre-ligands des sélectines P
et E entrainent un tropisme pour les NL (Kohrgruber et al., 2004; Nakano et al.,

2001).

C) Molécules intervenant lors du chimiotactisme inflammatoire

Les pDCs migrent aussi dans les tissus présentant une inflammation. Ceci est possible
grace a l'action de nombreuses molécules, dont nous détaillerons ici les plus

importantes.

De fagon non tissu-spécifique, I’adénosine et F2L, deux agonistes relargués par les
tissus endommagés aux sites d’inflammation, ont la capacité d’induire la migration
des pDCs par I'engagement du récepteur a I'adénosine Al et le récepteur au peptide
formyl FPR3/FPRL2 respectivement (Devosse et al., 2009; Schnurr et al., 2004). De
plus, tout comme les cDCs, les pDCs expriment des récepteurs fonctionnels aux
anaphylatoxines C3a et C5a (Gutzmer et al., 2006). Enfin, I'interleukine 18 (IL-18)
induit la migration des pDCs et promeut la différenciation des lymphocytes Thl

(Kaser et al., 2004).

La sélectine E et les récepteurs aux chimiokines CCR5 et CXCR3 sont impliqués dans

la migration vers les NL (Diacovo et al., 2005; Yoneyama et al., 2004; 2005).

Lors d’inflammation, CXCR3 et CCR5 conduisent également les pDCs jusqu’aux tissus
inflammés (Krug et al., 2002; Diacovo et al., 2005). CCR6 et CCR10 sont exprimés par
un sous-ensemble des pDCs dans les amygdales humaines, et facilitent la migration

dans les épitheliums inflammés en réponse a CLL20 et CCL27 (Sisirak et al., 2014).
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Les pDCs expriment également le récepteur aux chimiokines CCR9 et migrent vers
I'intestin gréle en réponse au ligand de CCR9, CCL25. La migration au thymus
empreinte la méme voie de chimiotaxis (Hadeiba et al., 2012; Wendland et al., 2007,
Wurbel et al., 2011). Cependant, la migration vers le colon est CCR9-indépendante.
MAdCAM-1 (mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1) et I'intégrine B7
promeuvent la migration des pDCs dans les compartiments intra-épithéliaux

intestinaux (Clahsen et al., 2015).

ChemR23 apparait comme une chimiokine majeure du tropisme des pDCs en

conditions pathologiques et dans I'inflammation (Sozzani et al., 2010).

En conclusion, les signaux associés a l'inflammation et aux dommages tissulaires

peuvent contribuer au recrutement des pDCs.

D) Protéines intracellulaires

Plusieurs études ont identifié des protéines intracellulaires qui impactent le trafic des
pDCs dans les conditions physiologiques et pathologiques. Les deux molécules
principales impliquées sont la protéine associée a CD2 (CD2AP) et DOCK2 (Dedicator
of cytokinesis 2). CD2AP (Marafioti et al., 2008) est une protéine intracellulaire
exprimée par les pDCs régulant les mouvements d’actine et promouvant la migration
des pDCs aux NL dans un contexte inflammatoire (Srivatsan et al., 2013). DOCK2 est
nécessaire pour la migration des pDCs aux NL et dans les manchons lymphoides
périartériolaires de la rate ainsi que dans la mobilité et la polarité du chimiotactisme
des pDCs. DOCK2 présente également un rdle dans le contrdle de la sécrétion des

IFN-1 (Gotoh et al., 2008; 2010).
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V- Réles physiologiques

A) Généralités
Les pDCs présentent de nombreux roles fonctionnels qui aboutissent a la liaison des
réponses immunitaires innées et acquises :
-leur production importante d’IFN-I permet I'induction d’un état antiviral,
-leur capacité a la présentation d’antigenes leur permet 'activation des
lymphocytes,
-leur production de nombreuses cytokines et chimiokines permet une

communication intercellulaire précise (Swiecki, Colonna, 2015).

B) Fonctions des pDCs liées a la production d’interférons

Quand les pDCs sont stimulées par des virus via leurs récepteurs TLR, elles allouent
environ 60% de leur activité transcriptionnelle a la production des IFN-I (/to et al.,
2006), et elles sont ainsi responsables de la production de 95% des IFN-I sériques

(Siegal et al., 1999).

Les interférons
Les IFN-I regroupent une grande quantité de molécules différentes. Chez les

mammiferes, on retrouve les IFN-a, IFN-B, IFN-k, IFN-8, IFN-g, IFN-t, IFN-w, and IFN-
(Delhaye et al., 2006). Les IFN-a regroupent eux-mémes 12 sous-types différents
(Lavoie et al., 2011), et les IFN- w regroupent une multitude de sous-types (Yang et
al., 2007). Cependant, ces sous-types partagent le méme récepteur. L’activation de
ce dernier entraine l'expression de plusieurs centaines de geénes associés aux
interférons (IRG), qui promeuvent un état antiviral, antitumoral, et inflammatoire

(Delhaye et al., 2006).

Les interférons de type Il, également appelés IFN-y, sont produits par les LNK, les LT,
et les CPA. Les pDCs ne produisent pas d’IFN-II, mais ils activent les LNK, qui sont une
source de ceux-ci. Leur effet principal est d’activer les macrophages (/noue et al.,

2013).
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Les interférons de type lll, également appelés interférons de la famille IFN-A, se lient
eux a un récepteur utilisé par la famille de cytokines IL-10 (Uzé, Monneron, 2007). lls
induisent également une réponse antivirale mais ciblent principalement des

épitheliums (Ank et al., 2006; 2008; Onoguchi et al., 2007).

Production d’IFN-I par les pDCs

Les pDCs produisent un large spectre d’IFN qui inclut notamment IFN-a, IFN-B, IFN-k,
IFN-w, IL-28a,b, IL-29 (IFN A2,3/ A1). La classe prédominante des IFN produits par les
pDCs est celle des IFN-a (/to et al., 2006).

Une des voies principales de stimulation a la sécrétion d’INF de type | par les pDCs est

la stimulation des TLR 7 et 9 (Gilliet et al., 2008).

TLR7 a été identifié comme un récepteur des pDCs reconnaissant les ARN monobrins
(viraux ou endogénes) et les oligoribonucléotides (ORN) synthétiques, permettant
ainsi la détection d’infection aux virus a ARNsb (Hemmi et al., 2002; Stary et al., 2007,

Fitzgerald-Bocarsly et al., 2008).

Le récepteur TLR9 reconnait ’ADN contenant des séquences riches en CpG non-
méthylées, qui sont principalement retrouvées dans les ADN viraux et bactériens et
sont rares dans I’ADN des vertébrés. TLR9 reconnait également ’ADN endogéne et
les oligodésoxyribonucléotides (ODN) CpG synthétiques (Fitzgerald-Bocarsly et al.,
2008; Hochrein et al., 2004; Gilliet et al., 2008).

Les TLR7 et TLR9 étant situés dans des compartiments endosomaux, la
reconnaissance d’acides nucléiques nécessite leur internalisation. Or, les pDCs étant
naturellement résistantes aux infections virales, celle-ci peut avoir lieu via de
multiples mécanismes indépendants de linfection virale, notamment par la
formation d’immun-complexes, ou I'association a une vésicule d’endocytose (Gilliet

et al., 2008).
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La voie de signalement de TLR7 et TLR9 implique un complexe de transduction de
signal multi-protéine, incluant le gene de réponse principale de la différenciation
myéloide 88 (MyD88) (Hemmi et al., 2002), le récepteur associé au facteur nécrosant
les tumeurs 6 (TRAF6) (Saitoh et al.,, 2011), la kinase associée au récepteur a
I'interleukine 1 (IRAK1/IRAK4) (Ku et al., 2007), et la tyrosine kinase de Bruton (BTK)
(Wang et al., 2014).

Les TLRs se lient a MyD88 par des interactions de domaine de mort, recrutant et
s’associant a TRAF6, BTK, et IRAK1/IRAK4 dans le cytoplasme, menant a I'activation
du facteur régulateur d’interféron 7 (IRF7), le facteur nucléaire-kB (NF-kB), et les
protéines kinases activées par les mitogénes (MAPKs). Ces trois molécules seront
transloquées au noyau ou elles stimuleront I'expression de génes spécifiques

(Swiecki, Colonna, 2015).

IRF-7 stimule de fagon intense la production d’IFN-l et constitue un élément
nécessaire a la réponse antivirale des pDCs (Honda et al., 2005). Elles expriment
constitutivement un niveau élevé d’IRF7, contribuant partiellement a la production
intense d’IFN-I en réponse aux virus (lzaguirre et al., 2003). D’autres IRFs ont
également été rapportés comme étant exprimés par les pDCs et participeraient a la
production d’IFN de type |, tels qu’IRF4, IRF5, et IRF8 (Tamura et al., 2005; Izaguirre
etal., 2003).

Les MPAKs activent la transcription des genes associés aux molécules co-
stimulatrices, notamment CD80 et CD86 (Janovec et al., 2018, p. 1; Bao, Liu, 2013).
Enfin, le facteur NF-kB stimule |la production de cytokines pro-inflammatoires, telles

que le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a) et IL-6 (Bao, Liu, 2013).

De nombreux récepteurs membranaires régulent les voies de signalisation TLR7/9
dépendantes. Ceux-ci présentent souvent des domaines ITIM, ou utilisent des
adaptateurs associés comme DAP12 ou FcRy (Blasius et al., 2006; Swiecki, Colonna,

2015).
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Les récepteurs régulant la synthése d’IFN par TLR7 et TLR9 dans les pDCs humaines
incluent BDCA2 (Dzionek et al., 2001), ILT7 (Cao et al., 2006), NKp44 (Fuchs et al.,
2005), CD300A/C (Ju et al., 2008), DCIR/CLEC4A (Meyer-Wentrup et al., 2008), CD32
(Bave et al., 2003; Barrat et al., 2005; Means et al., 2005), BST2 (Cao et al., 2009,
p. 9) et le récepteur immunoglobuline-like associé aux leucocytes (LAIR1) (Bonaccorsi

etal., 2010).

En outre, ces régulateurs sont eux-mémes régulés, notamment par CD2AP, qui
stimule les voies de signalisation BDCA2/FcRy, par association avec SHIP1, ce qui

inhibe CBL (Bao et al., 2012).

De plus, les voies de signalisation dépendantes de TLR7/9 sont régulées par des
hormones et des microARNs, comme mir-146a (Karrich et al., 2013), mirl55 et
mirl55* (Zhou et al., 2010), mir-126 (Agudo et al., 2014), et les cestrogeénes (Seillet et
al., 2012), ce qui pourrait expliquer la production plus importante d’IFN-I par les

femmes lors d’infection au VIH (Meier et al., 2009).

Réles et mécanismes d’action des interférons

Les IFN-1 ont nombreux effets sur les cellules saines et infectées, mais aussi sur les

cellules de I'immunité.

1. Etat cellulaire antiviral. Les IFN-I induisent un état dit antiviral des cellules
infectées par des pathogenes, bactériens et viraux, et des cellules saines
alentours. Cet état est causé par le lien des IFN-I au récepteur membranaire
hétérodimérique IFNAR (récepteur aux IFN-a/ B), qui engage alors une
cascade de protéines kinases et active les voies STAT1 et STAT2 (Levy, Darnell,
2002; Stark, Darnell, 2012). Les protéines STAT1 et STAT2 activées s’associent
et sont acheminées au noyau, ou elles s’associent au facteur de régulation des
interférons 9 (IRF-9). Ces complexes se lient alors a des séquences spécifiques
sur I’ADN, associées aux Genes Stimulés par les Interférons (ISGs) ce qui
stimule leur transcription. Les séquences activées sont au nombre de

plusieurs centaines, dont une partie importante active un état cellulaire
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antiviral (MacMicking, 2012; Schoggins et al., 2011; Rusinova et al., 2013).
Cet état antiviral est atteint par I'expression de protéines agissant via de
multiples mécanismes, comme linhibition de la transcription, de Ia
réplication, et de la mobilité virale, la dégradation des acides nucléiques
viraux, et I'altération du métabolisme lipidique (MacMicking, 2012; Schoggins
etal., 2011; Rusinova et al., 2013; Saka, Valdivia, 2012). Cet état antiviral rend
I'infection virale difficile, empéche la propagation de I'infection, et permet
ainsi la contention précoce de l'infection le temps de la mise en place de
I'immunité cellulaire ou humorale (Bowie, Unterholzner, 2008). Enfin, les pDCs
sont naturellement résistantes aux infections virales grace a leur expression
constante d’IRF7 a haut niveau, et des IFN-I. Elles n’y sont ainsi vulnérables

qgue lorsque la signalisation d’IFN-| est altérée (Kumagai et al., 2009).

Stimulation de I'immunité innée. Les IFN-a agissent sur les DCs notamment
en modifiant les proportions des sous-populations de DCs au profit des cDCs
CD11c, ainsi qu’en activant la différenciation de certaines sous-populations,
comme des DCs sécrétrices d’IL-10 (/to et al., 2001; Mohty et al., 2003). Les
IFN-I jouent aussi un role sur les LNK, en stimulant leur activité cytotoxique
ainsi que la production d’IFN-y, qui potentialisent notamment la réponse aux
IFN-I (Megjugorac et al., 2004; Gerosa et al., 2002). De plus, les IFN-I
améliorent la résistance des cellules de I'immunité aux infections virales,
permettant I'action de ces derniéres de fagon plus durable (Dalod et al.,

2003).

Stimulation de I'immunité acquise. Les IFN-I ont un réle dans I'immunité
acquise, notamment via leur action conjointe avec I'lL-6. lls induisent ainsi la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’IgG, et ce sans

intervention de LT (Jego et al., 2003; Poeck et al., 2004).
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Autres roles : Les IFN ont également des effets sur le déclenchement de I'apoptose,
sur I'autophagie, sur la différenciation et la migration cellulaire, et sur I'angiogenese,
qui peuvent aider a combattre l'infection virale (Bekisz et al., 2010; Mattei et al.,
2010) Les IFN-I ont par ailleurs de nombreux role dans le chimiotropisme par la
production notamment des chimiokines CCL2, CCL7, CXCL1, CXCL2 et CXCL10
(Trinchieri, 2010).

Les IFN sont également produits lors d’infections bactériennes, mais leurs effets y
sont complexes et ne sont pas obligatoirement bénéfiques pour I'organisme. lls
peuvent avoir un effet sur les cycles de réplications bactériens (Ishihara et al., 2005;
Plumlee et al., 2009) ou sur la stimulation de I'immunité (Decker et al., 2005), mais
ont souvent un effet délétere sur la réponse innée (Carrero et al., 2004; Auerbuch et

al., 2004).

L’action des IFN est étroitement régulée par de nombreuses modifications post-
transcriptionnelles, ce qui permet un ajustement précis et flexible de la stabilité et de

I'efficacité de chaque sous-type d’IFN selon l'infection virale (Khabar, Young, 2007).

C) Fonctions liées a la présentation antigénique par les pDCs

Les pDCs peuvent présenter les antigenes via le MHCI ou le MCHII.

Les pDCs peuvent, par activation croisée, présenter des antigénes extracellulaires aux
LT CD8* cytotoxiques via le CMH-I (Hoeffel et al., 2007). La présentation croisée
correspond a la capacité de certaines cellules dendritiques non infectées de capter un
antigene, de le transformer par une voie cytosolique ou une voie endosomale, puis
de le charger sur des molécules du CMH | pour ainsi activer un LT CD8* qui acquiert
alors une cytotoxicité spécifique de I'antigene (Joffre et al., 2012). Notamment, les
pDCs humaines ont des endosomes de recyclage dans lesquels des peptides sont
chargés sur le CMH-I ce qui permet la présentation efficace d’antigénes viraux aux LT
CD8* (Hoeffel et al., 2007; Di Pucchio et al., 2008; Mouries et al., 2008). Les pDCs

pourraient ainsi contribuer a la réponse immunitaire cellulaire lors d’infection virale.
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Les pDCs sont moins efficaces en tant que cellules présentatrices d’antigenes que les
cDC, mais elles expriment les molécules co-stimulatrices CD40, CD80, CD86, et le
CMH de classe Il, donc peuvent présenter des antigénes aux LT CD4* (Villadangos,
Young, 2008). Cette présentation d’antigénes méne a I'activation des LT CD4* ou a
I'induction de la tolérance, selon le contexte (Villadangos, Young, 2008; Reis e Sousa,
2006; Steinman et al., 2003; Morelli, Thomson, 2007) :

-quand les pDCs sont activées via les TLR, elles sont immunogénes. Elles
permettent alors I’activation via un antigene chargé sur les molécules du CMH 1l et
les molécules costimulatrices des LT Ccb4* antigene-spécifiques,

-quand les pDCs sont non-stimulées ou activées dans des conditions
tolérogenes, elles expriment I'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), ICOSL, OX40L, le
ligand de mort programmée 1 (PD-L1), et/ou le Granzyme B (GrB) : elles expriment
ainsi un phénotype promouvant la tolérance. Elles migrent alors via CCR9 dans le

thymus et induisent la délétion des thymocytes antigene-spécifiques.

D) Autres cytokines produites par les pDCs

Les pDCs ont la capacité de produire de nombreuses cytokines différentes selon leur
environnement et leur état d’activation, ce qui permet la modulation de la réponse
immunitaire. Ces cytokines agissent parfois de concert avec les IFN-I (Swiecki,

Colonna, 2015).

Les pDCs peuvent produire plusieurs interleukines, telles que I'lL-18 et I'IL-12, qui
participent a I'activation des LNK et des réponses Thl et LT CD8*. L'IL-6 qu’elles
produisent peut a la fois participer aux réponses LTreg et Th17 en conjonction avec
IDO, ICOSL, et le TGFB, et a la réponse humorale via les plasmocytes lorsqu’associées
a BAFF, APRIL, et les IFN-I (/to et al., 2006; Sharma et al., 2007; Manches et al., 2008;
Joo etal., 2012).

Certaines molécules comme OX40L et PD-L1 sont responsables d’'une communication
des pDCs avec les LTNKi et promeuvent ainsi la tolérance immunitaire (Aspord et al.,

2013; Faget et al., 2012; 2013).
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Les capacités cytotoxiques directes des pDCs, via TRAIL et le granzyme B, promeuvent
I'induction de la tolérance immunitaire par I'apoptose de LT autoréactifs (Tel et al.,

2014; Stary et al., 2007; Tel et al., 2013; Bratke et al., 2010).

Enfin, les nombreuses chimiokines produites par les pDCs attirent les cellules
immunitaires. On pourra citer CCL3, CCL4, CXCL8, et CXCL10, toutes produites par les
pDCs (Megjugorac et al., 2004; Penna et al., 2002; Arimura et al., 2017; Finotti et al.,
2016).

E) Différenciation terminale des pDCs

L'étude récente réalisée par Alculumbre et al. (Alculumbre et al., 2018) a mis en

évidence les modalités de différenciation terminale des pDCs.

Contrairement au consensus en place pour I'ensemble des cellules du systéme
immunitaire, qui est celui qu’un type de stimulus, microbien ou cytokinique, oriente
la différenciation terminale vers un phénotype donné, les pDCs se différencient en
trois phénotypes différents pour un seul et méme stimulus. Chaque phénotype
présente un transcriptome distinct. La classification de ces trois phénotypes est
facilitée par I'expression de deux protéines de surface : la molécule co-stimulatrice

CD80, et la molécule co-inhibitrice PD-L1.

La premiere population, nommée P1, est PD-L1* mais CD80 et présente une
morphologie de pDC classique. La population P1 produit une quantité d’IFN-I élevée
en réponse a une stimulation TLR7 ou TLR9, et représente un tiers des pDCs totales
lors d’incubation avec le virus de la grippe, mais 80% des pDCs productrices
d’interférons. Elle induit I'expression intense d’IL-10 par les LT, et oriente les
lymphocytes vers un phénotype Th I. Elle est la population majoritaire retrouvée dans

les organes atteints de maladie auto-immune.

Une autre population, nommée P3, est CD80* et PD-L1", présente une morphologie
proche des cDCs matures : dendrites, forme ovale, et RER moins développé que les

autres populations de pDCs. Cette population est minoritaire dans le cadre d’'une
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stimulation au virus de la grippe (10% des pDCs totales) et apparait de facon tardive.
Elle se caractérise par des capacités d’activation des LT CD4+ et une orientation vers
la voie Th2 (via IL-4, IL-5, et IL-13), ainsi que de plus grandes capacités de migration

que les autres populations de pDCs.

La derniere population, nommeée P2, exprime a la fois CD80 et PD-L1. Elle représente
une population intermédiaire entre P1 et P3, en termes de morphologie et de profil
d’expression génétique. Cette population est capable d’orienter une réponse
immunitaire Th2 ainsi que de produire des IFN-I, ces deux capacités étant d’intensité

inférieures aux populations P1 et P3, dans leur spécialité respective.

Ces trois phénotypes sont stables (les transitions entre populations et leur apoptose
sont rares) et la différenciation des pDCs en ces phénotypes activés n‘implique pas de
division cellulaire. Ces phénotypes sont exprimés dans des proportions variables en
fonction du stimulus ; par exemple, la culture de pDCs avec un virus de la grippe
donne une majorité de P1 et P2 et une minorité de P3, tandis qu’une culture avec de
’ADN du soi associé au peptide LL37 entraine une écrasante majorité de P1. Le
mécanisme de la différenciation de ces populations n’est pas établi, mais la
différenciation en P3 implique la sécrétion auto ou paracrine de TNF, tandis que P1

est indépendant a TNF. Les IFN-I seuls n’influencent pas cette différenciation.

On peut donc ainsi parler de différenciation terminale des pDCs en trois phénotypes

différents, chacun ayant une fonction distincte.

VI- Réle pro-pathologique des pDCs
Comme nous venons de le voir, les pDCs jouent un role important dans la protection
de l'organisme et le maintien de I’homéostasie. Cependant, par une stimulation
aberrante de I'immunité, elles peuvent étre co-responsables du développement de
multiples maladies, comme les maladies auto-immunes, les tumeurs, et les infections

(Swiecki, Colonna, 2015; Veglia, Gabrilovich, 2017).
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A) Maladies auto-immunes, inflammatoires et allergiques

Les maladies auto-immunes sont des désordres immunitaires dans lesquels le
systeme immunitaire présente une réaction aberrante envers les antigénes du soi.
De multiples mécanismes préviennent I'autoréactivité des pDCs, notamment par la
compartimentation cellulaire des TLR7 et TLR9, la nécessité d’une concentration des
acides nucléiques exogenes dans des vésicules, et les modifications post-
transcriptionnelles des acides nucléiques endogénes. Cependant, ces mécanismes ne

sont pas sans faille et I'autoréactivité des pDCs intervient dans de multiples maladies.

Le réle des pDCs a ainsi été démontré dans de nombreuses maladies auto-immunes,
et notamment le lupus érythémateux systémique (LES), I'asthme, et le psoriasis (Tang
et al., 2010). Ainsi, lors de ce type de maladies, les quantités de pDCs périphériques
diminuent, et leurs quantités aux sites d’inflammation sont augmentées (Saadeh et
al., 2016). Les pDCs, par leurs capacités immunostimulatrices, peuvent entrainer ces

désordres par plusieurs mécanismes.

Nous allons détailler le role des pDCs dans ces 3 maladies auto-immunes.

Lupus Erythémateux Systémigue

Le lupus érythémateux (LE) est une maladie auto-immune complexe au large spectre
de manifestations cliniques, de la Iésion cutanée localisée (Lupus Erythémateux
Cutané - LEC) a l'implication multi-organique systémique (néphrite, péricardite,
pleurite, arthrite) (Lupus Erythémateux Systémique - LES) (Tunnicliffe et al., 2015;
Kuhn, Landmann, 2014).

Les IFN-I ont un role majeur dans la pathogénése du LES (Rénnblom et al., 2003;
Jargensen et al., 2010; Kim et al., 2015) et leur production y est aberrante (Kim et al.,
2015). On observe une corrélation entre les concentrations sériques en IFN-q,

I'activité des anticorps anti-acide-nucléiques (Rénnblom et al., 2009).
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L’activation de la sécrétion d’IFN-I par les pDCs dans le LES peut avoir lieu via des
produits de cellules Iésées et inflammatoires, comme HMGB1 (« High Mobility Group
Box 1 ») (Tian et al., 2007) ou des immuns complexes formés a partir d’ADN relargué
par les cellules lésées. La cause de lésion initiale peut étre diverse, comme un
traumatisme, une infection, les ultraviolets, ou un traitement médicamenteux (Kuhn

et al., 2014; Lévgren et al., 2004; Zahn et al., 2014).

Les IFN-I produits par les pDCs, en conjonction avec IL-6, stimulent la différenciation
des LB autoréactifs en plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps, et I'expression de
facteurs de survie des LB tels que BAFF (B cell activating factor of the TNF family).
Cela méne a une boucle d’autostimulation dans laquelle les anticorps produits par les
LB autoréactifs activent les IFN-a des pDCs ce qui promeut survie, activation, et

différenciation des LB (Panda et al., 2017).

Dans des conditions normales, la production d’IFN-a entraine un rétrocontrole
négatif via I'induction de LBreg. Cependant, dans le LES, I'interaction entre LBreg et
pDCs est altérée, ce qui contribue a la production aberrante d’IFN-l1 et a la
pathogénése du LES (Menon et al., 2016). En outre, les INF-I peuvent stimuler la
sécrétion d’auto-antigenes impliqués dans le lupus, comme Ro52 et la laminine 1b,

qui peuvent influencer la progression du LES (Bennett et al., 2003; Ching et al., 2012).

De plus, les chimiokines induites par les IFN stimulent la migration de cellules
immunitaires aux lésions, et notamment d’autres pDCs et des lymphocytes
cytotoxiques CXCR3* renforcant la réponse auto-immune (Wenzel et al., 2005;

Asselin-Paturel et al., 2005; Guillot et al., 2005; Smit et al., 2003).

La production d’IFN-I par les pDCs est inhibée par I'utilisation d’antimalariens tels que
la chloroquine (Wozniacka, McCauliffe, 2005). De méme, les anti-interférons tel que
le sifalimumab, un anticorps monoclonal 1gG1 dirigé contre les IFN-a, montrent des

résultats intéressants (Merrill et al., 2011; Petri et al., 2013).

58



Psoriasis
Le psoriasis est une maladie inflammatoire systémique chronique a médiation

immunitaire commune impliquant les LT.

Les pDCs sont un acteur majeur voire nécessaire de la cascade immunitaire qui est le
moteur de I'inflammation psoriasique (Nestle et al., 2005; Albanesi et al., 2009).

Les pDCs n’apparaissent pas dans la peau lésée, cependant, elles sont impliquées
dans les phases précoces de la pathogénése du psoriasis (Nestle et al., 2005; Albanesi
etal., 2009).

Les pDCs sont recrutées dans la peau psoriasique via I'axe chémérine/ChemR23,

activé temporairement lors des phases précoces du psoriasis (Albanesi et al., 2009).

Dans le psoriasis, les pDCs sont activées par des fragments d’ADN du soi,
extracellulaire, couplés a des peptides endogenes antimicrobiens, cationiques, tels
que LL-37, la B-défensine 2 (hBD2), hBD3, et le lysozyme (Lande et al., 2007; 2015),
qui sont alors internalisés et reconnus par le TLR9, déclenchant la sécrétion d’IFN-I.

Ce mécanisme est également a l'origine, dans le psoriasis, du phénomene de
Koebner, qui consiste en I'apparition de lésions psoriasiques localisées autour de

traumatismes cutanés chez les patients psoriasiques (Lande et al., 2007).

Asthme humain

L’asthme humain est souvent associé a des infections virales de I'appareil respiratoire
inférieur. Une théorie émergente en suppose l'origine, qui serait un défaut de
I'immunité antivirale des patients. Ces infections entraineraient ainsi des dommages

tissulaires dans les poumons, causant I’activation aberrante du systeme immunitaire.

En accord avec cette théorie, les quantités de pDCs circulantes des individus
asthmatiques adultes sont augmentées (Spears et al., 2011), tandis que celles des
enfants asthmatiques sont diminuées (Hagendorens et al., 2003). Par ailleurs, la
guantité de pDCs sanguines est inversement proportionnelle au nombre d’infections
de I'appareil respiratoire inférieur et au nombre de diagnostic d’asthme a 5 ans
(Upham et al., 2009). De plus, la quantités d’IFN sécrétés en réponse a une infection

virale est inférieure aux témoins chez les individus asthmatiques, adultes comme
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enfants (Bufe et al., 2002; Gehlhar et al., 2006). Ce défaut provient des pDCs (Lynch
et al., 2014) et potentiellement d’'un polymorphisme simple-base sur TLR7 (Mgller-
Larsen et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Ainsi, un défaut de quantité ou de fonction des pDCs semble étre une cause

déterminante de la pathogénese de I'asthme.

B) Tumeurs

Les pDCs dans les tumeurs

Les pDCs ont été détectées dans nombreuses tumeurs, comme les cancers du sein,
les tumeurs ovariennes, mélanomes, tumeurs cervicales et de la téte (Salio et al.,
2003; Hartmann et al., 2003; Zou et al., 2001; Treilleux et al., 2004; Palamara et al.,
2004; Vermi et al., 2003; Lombardi et al., 2015).

Leur réle semble étre double, a cheval entre la promotion et la destruction des
tumeurs.

Leur activité anti-tumorale s’explique via leur production d’IFN et de cytokines pro-
inflammatoires, et leur capacité de présentation d’antigenes. Elles possédent aussi
une activité cytotoxique directe via les actions pro-apoptotiques du granzyme B
(GRZB) et du ligand induisant I'apoptose lié au facteur de nécrose des tumeurs
(TRAIL). En outre, la présence de pDCs dont I'expression de CD56 est induite est
corrélée a une augmentation d’expression du ligand de mort programmée 1 (PD-L1),
qui facilite I'apoptose des cellules porteuses. Ces capacités de cytotoxicité exprimées
par les pDCs sont indépendantes de toute cellule de 'immunité acquise (Lombardi et

al., 2015).

Cependant, l'infiltration des tumeurs par les pDCs est généralement corrélée a la
persistance tumorale ainsi qu’a leur progression (Faget et al., 2012; Le Mercier et al.,
2013). Ainsi, l'infiltration des pDCs dans les tumeurs est souvent corrélée a un

mauvais pronostic (Labidi-Galy et al., 2012; Faget et al., 2013).
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Les pDCs retrouvées dans les microenvironnements tumoraux présentent
généralement des capacités de production d’IFN-I diminuées, ainsi qu’une plus faible
expression des molécules co-stimulatrices. Elles sont souvent bloquées dans un état
immature (Vermi et al., 2003; Perrot et al., 2007; Beckebaum et al., 2004) ainsi
gu’incapables de produire les quantités d’IFN-I habituelles (Vermi et al., 2003; Saulep-
Easton et al., 2014). Le mécanisme de cette incompétence pourrait se trouver dans la
diminution d’expression de FIt3, TLR9, ou IRF7 (Saulep-Easton et al., 2014; Jensen et
al., 2012; O’Donnell et al., 2007; Sisirak et al., 2013) et notamment par I'expression

par les cellules cancéreuse de ligands associés a ILT7 (Tsukamoto et al., 2009).

En outre, les pDCs immatures expriment régulierement un phénotype inhibiteur et
promeuvent la tolérance et I'activation de LTregs via ICOS-L (Faget et al., 2012), ou
leur propre capacité d’inhibition des LT (Lombardi 2015). Ces capacités tolérogenes

sont ainsi utilisées par les cellules tumorales, ce qui limite leur destruction.
Les pDCs associées aux cancers sont tolérogenes (Hartmann et al.,, 2003), et

notamment par 'activation de LTreg via le ICOS-L et IDO (Sharma et al., 2007; Ito et
al., 2007; Munn et al., 2004; Munn, Mellor, 2007)

Tumeurs dérivées de pDCs

Les tumeurs dérivées de pDCs peuvent prendre 2 formes.

La premiere forme est représentée par des agrégats nodulaires d’une prolifération
clonale de pDCs matures CD567'°%, situées dans les NL, la peau, et la moelle osseuse
(Mature pDCs proliferation associated with myeloid neoplasms). Cette forme est rare,
bien que son incidence soit probablement sous-estimée, et touche principalement les
hommes males. Elle est presque toujours associée a une tumeur myéloide telle que la
leucémie myélomonocytique chronique ou d’autres proliférations a différenciation
monocytique. Cette tumeur myéloide associée domine bien souvent le tableau
clinique et oriente le traitement. Le pronostic est alors tres sombre, mais reflete
I’évolution de la leucémie associée plutét que du nodule plasmacytoide (Facchetti et

al., 2016).
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La seconde forme de tumeur impliquant les pDCs est une leucémie a pDCs
blastiques. Cette tumeur présente un tropisme cutané et pour la moelle osseuse. Elle
est constituée de cellules prolifératives provenant des précurseurs CD4* CD56* aux
pDCs. Son diagnostic est aisé par immunohistochimie, via les marqueurs associés aux
pDCs. Cette tumeur présente une dissémination hématogéne rapide entrainant une
progression systémique. L'analyse génomique de cette tumeur a mis en évidence
plusieurs mutations somatiques récurrentes qui peuvent ouvrir la voie vers des
perspectives thérapeutique dans cette leucémie rare mais hautement agressive

(Facchetti et al., 2016).

C) Processus infectieux

Nous avons exposé le role des pDCs dans la défense de I'organisme contre les
infections virales aiglies. Cependant, leur role dans certaines infections chroniques

comme celle par le VIH est plus complexe et parfois pro-viral.

Virus de I'immunodéficience Humaine (VIH)

Bien que les pDCs soient importantes dans la défense contre les infections virales,
lors d’infection chronique au VIH, elles agissent a la fois comme cellules
inflammatoires et immunosuppressives plutét qu’antivirales. Elles contribuent ainsi

plus a la progression de la maladie qu’a son combat.

L'infection cellulaire du VIH se fait rarement dans les pDCs (Fong et al., 2002).
L'entrée du VIH dans les pDCs et leur activation requiert la glycoprotéine de
I’enveloppe du VIH gp120 (Beignon et al., 2005), et serait facilitée par le récepteur
CD4 (Haupt et al., 2008; Schmidt et al., 2005).
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Les pDCs sont fortement activées par le VIH vivant ou inactivé (Beignon et al., 2005;
Fonteneau et al., 2004). L’activation des pDCs par le VIH se traduit par une forte
production d’IFN-a ainsi qu’une production plus faible de TNFa, et plus faiblement
encore, de molécules co-stimulatrices. L’activation n’a pas lieu en cas de fusion avec
le VIH, mais en cas d’endocytose (Beignon et al., 2005). Le mécanisme de I'activation

implique TLR7 et ’ARNsb du VIH, via sa région non transcrite 5’ (Heil et al., 2004).

Lors de la contamination initiale de I'organisme, les pDCs font partie des premieres
cellules recrutées. Elles sécretent alors des chimiokines qui aboutissent au
recrutement de LT CD4*, cibles préférentielles du VIH (O’Brien et al., 2013). Lors
d’infection chronique au VIH, les pDCs sécrétent de grandes quantités d’IFN-a. Bien
gu’ayant des effets antiviraux, les IFN-a induisent également TRAIL et son récepteur
de mort DR5 sur les LT CD4*, ce qui contribue a I'apoptose des LT CD4* non infectés
(Herbeuval et al., 2005). Les IFN-I augmentent |'expression de p53, qui participe a
I'apoptose des cellules infectées (Takaoka et al., 2003). Les IFN-a stimulent
également les LT CD8* lors d’infection chronique au VIH (Manion et al., 2012). La
stimulation aberrante du systéme immunitaire par les IFN-I pourrait conduire a
I'épuisement du systéme immunitaire (Sedaghat et al.,, 2008). Une preuve
supplémentaire du rble délétere des IFN-I dans l'infection au VIH est que le

traitement aux anti-IFN-I ralentit la progression de la maladie (Piconi et al., 2011).

Lors de I'infection chronique au VIH, les pDCs, cDCs, et LT CD4"* disparaissent du sang,
et la charge virale sanguine augmente (Barron et al., 2003; Donaghy et al., 2001). En
outre, les pDCs semblent subir une altération de leur capacité a stimuler les LT lors
d’infection chronique au HIV (Sabado et al., 2010). L'infection précoce semble
également avoir un impact sur la fonction des pDCs, mais celui-ci reste flou (O’Brien
et al., 2013). L'infection chronique au VIH entraine une déplétion sanguine en pDCs,
mais une accumulation de pDCs dans les NL, corrélée a la charge virale (Lehmann et
al., 2010). En outre, ces pDCs semblent immatures, mais davantage capables de
sécréter spontanément des IFN-a. Par ailleurs, les pDCs infectées présentent de
meilleures capacités migratoires vers les NL. La déplétion sanguine en pDCs est donc
accentuée par une migration des pDCs aux NL, ou elles sont détruites par le VIH

(O’Brien et al., 2013).
63



Enfin, les pDCs ont plusieurs réles immunosuppresseurs qui contribuent également a
leur réle pro-viral dans l'infection au VIH. Les IFN-I limitent le développement des
lymphocytes immunostimulateurs Th17 (Guo et al., 2008). Les pDCs activées par le
VIH expriment IDO, et par celui-ci, induisent la génération de LTreg
immunosuppresseurs a partir de LT CD4+ naifs (Manches et al., 2008; Moseman et
al., 2004). En outre, IDO inhibe la conversion de LTreg en LTh17 (Baban et al., 2009;
Sharma et al., 2009). L'ensemble de ces mécanismes aboutit a une diminution du

ratio LTh17/LTreg, et ainsi, une diminution de la réponse immunitaire.

Conclusion

Nous avons donc exposé de nombreuses caractéristiques des pDCs. Il s’agit de
cellules rares, marquées CD303* CD123* CD304* ILT7* chez I'humain, présentant une
filiation proche des cDCs, a la morphologie proche des plasmocytes, retrouvées dans
plusieurs espéces dans le sang, les organes lymphoides, tels que les NL, la rate, le
thymus, et en petite quantité dans les organes inflammés. Il s’agit de cellules dont le
role est primordial lors d’infection virale, ou elles peuvent produire une
exceptionnelle quantité d’interférons de type I. Elles présentent également de
nombreux roles secondaires, comme la production de multiples autres cytokines, la
présentation antigénique, le réle anti-tumoral, et le réle immuno-modulateur.
Cependant, elles présentent un rble néfaste pour I'h6te dans de nombreuses

maladies, tumeurs, et quelques infections chroniques.
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VIl / Principes et limites de 'immunohistochimie

A) Principes généraux

L'immunohistochimie est une technique puissante permettant la détection d’une
protéine a I’échelle histologique, de facon localisée et semi-quantitative. Elle réunit
des principes immunologiques, histologiques, et chimiques. En effet, elle repose sur
la fixation sur une molécule donnée, présente dans des tissus fixés, de complexes
impliquant des anticorps ainsi que des molécules chromogenes. Elle présente
d’excellentes sensibilité et spécificité et constitue le gold standard de certains

diagnostics (Ramos-Vara, Miller, 2014).
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Figure 3 : réaction immunohistochimique avec la technique du complexe avidine-biotine. L’antigéne

cible, présent a la surface d’une cellule fixée, est reconnu par I’anticorps primaire. Un anticorps

secondaire biotinylé se fixe sur le fragment constant de I’anticorps primaire, et permet la fixation

d’avidine. L’avidine permet la fixation de trois autres molécules de biotine, marquées et pouvant

permettre une réaction visible.

L'immunohistochimie est utilisée dans le diagnostic, le pronostic, la décision

thérapeutique, et I’établissement des pathogénéses (Ramos-Vara, Miller, 2014).

Elle peut étre divisée en trois grandes phases, dont nous allons ici décrire les

principes et limites.

B) Phase 1 : Phase pré-analytique

La phase pré-analytique est constituée de 3 a 5 étapes selon que les échantillons sont
congelés ou paraffinés. Pour les échantillons qui seront paraffinés, ces étapes sont

constituées de la récupération des échantillons, la fixation, la décalcification
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éventuelle, le paraffinage, et la coupe des tissus. Pour les échantillons qui seront
congelés, ces étapes sont la récupération des échantillons, la décalcification

éventuelle, la congélation et la coupe des tissus (Ramos-Vara, Miller, 2014).

Récupération des échantillons

La premiere étape de I'immunohistochimie est la récupération des échantillons.
Ceux-ci doivent étre le plus frais possible afin de limiter toute autolyse et dégradation
de la conformation des antigénes cibles. En effet, de nombreux procédés ont lieu lors
de la séparation d’un tissu de son organisme, ou lors de la mort d’'un organisme. On
observe en effet une déplétion tissulaire en adénosine tri-phosphate (ATP), une
homogénéisation des gradients de sodium, potassium, et calcium, un ocedéme
tissulaire secondaire a I'hypoxie, la formation de radicaux libres, et I'activation et
activité de nombreuses enzymes. L'ensemble de ces mécanismes améne a une
altération de la structure des protéines et donc des antigenes cibles et ces effets sont
ainsi plus importants dans les organes a activités enzymatiques intenses (pancréas,
intestins). La phase de récupération doit ainsi étre la plus courte possible et étre

promptement suivie de la fixation des tissus (Ramos-Vara, Miller, 2014).

Fixation

La fixation consiste a figer les tissus dans un état statique et stable, compatible avec
la conservation au long terme. L’objectif en immunohistochimie est de conserver la
structure tissulaire, limiter I'autolyse, et préserver 'immunoréactivité des antigenes

(Webster et al., 2010).

La techniqgue communément utilisée est la fixation par des solutions contenant des
dérivés du formaldéhyde, telles que le formol. Il induit la liaison entre les protéines,
entre les acides nucléiques, et entre protéines et acides nucléiques, par des liaisons
faibles et covalentes. Ces liaisons apparaissent par I'ajout sur les chaines latérales des
acides aminés de groupements hydroxyméthyl. Ceux-ci forment ensuite des ponts
méthylene. De plus, des liaisons covalentes entre ions calciums peuvent avoir lieu
(Werner et al., 2000). Cette fixation induit ainsi généralement la couverture des

antigenes cibles par des protéines ou acides nucléiques non étudiés ainsi que des
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changements de structures tertiaires et quaternaires et diminue leur
immunoréactivité (Webster et al., 2010). La pénétration des tissus par le
formaldéhyde est lente, il est ainsi nécessaire de respecter des ratios entre le volume
de fixateur et le volume de tissus lors de la fixation. Il a été observé qu’une fixation
correcte est présente avec un ratio de 2 (volume de fixateur deux fois supérieur au
volume de l'organe) pendant 48h pour un organe de 5mm d’épaisseur, mais la
fixation est généralement réalisée avec un ratio de 10 pour 1 (Buesa, Peshkov, 2012;
Ramos-Vara, Miller, 2014). Plus I’épaisseur du tissu est importante, plus le temps de
fixation augmente. En outre, le temps de fixation dépend du tissu et de la solution de

fixation utilisée (Webster et al., 2010).

La fixation est une étape cruciale de I'immunohistochimie, puisqu’une sur-fixation
(plusieurs semaines) entraine la formation de liaisons irréversibles entre protéines et
antigenes cibles et ainsi I'apparition de faux-négatifs (Webster et al., 2010).

Au contraire, la sous-fixation entraine I'apparition de résultats hétérogenes entre les
zones correctement fixées, généralement en périphérie, et les zones sous-fixées. De
plus, I'autolyse des tissus sous-fixés peut avoir lieu (James, Hauer-Jensen, 1999;
Werner et al., 2000). De nombreuses conditions influencent la fixation, comme le pH
de la solution fixante, ou le type d’organe fixé (Otali et al., 2009; Ramos-Vara, Miller,
2014, p. ). Ainsi, il peut étre judicieux d’adapter le protocole de fixation a I'organe

utilisé.

Décalcification

La décalcification est une étape nécessaire pour la coupe de tissus comportant de I'os
ou des minéralisations calciques importantes. Elle consiste en un passage de I'organe
fixé dans une solution décalcifiante. Celles-ci sont généralement constituées de
I'acide éthylene diamine tétracétique (EDTA), connu pour ses propriétés chélatrices
de calcium, ou de polyacides (Velot et al., 2011).

La décalcification a trés peu d’effet sur I'immunoréactivité des antigenes lorsqu’elle
est réalisée par des acides faibles. Cependant, une décalcification agressive par des
acides forts diminue fortement l'immunoréactivité des antigenes (Ramos-Vara,

2005).
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Paraffinage ou congélation

La déshydratation des tissus par I'alcool ou le xyleéne entraine le changement de
structure tridimensionnelle des protéines. Les pdles hydrophobes, initialement
internes aux protéines, sont externalisés, et les pbles hydrophiles sont internalisés.
Ces effets sont d’autant plus présents que le tissu est peu fixé (Ramos-Vara, Miller,
2014).

La conservation des tissus fixés passe par une étape de paraffinage, qui permet non
seulement une conservation au tres long terme, mais autorise également la coupe
des tissus.

Certains auteurs supposent que les blocs paraffinés peuvent étre conservés sans
perte d’antigénicité pendant plusieurs années, mais peu d’études ont été réalisées
sur le sujet (Guerrero et al., 1997; Ramos-Vara, Miller, 2014).

Le stockage de lames paraffinées, pour les témoins non colorés par exemple, peut
étre affecté par les conditions physiques du lieu de stockage. La lumiére et la chaleur
sont des facteurs qui peuvent affecter I'antigénicité des lames ainsi stockées. Le
mécanisme en ceuvre n’est pas élucidé et pourrait faire intervenir I'oxydation, bien
gue l'ajout d’antioxydants aux blocs n’ait aucun effet. Cette dégradation est
antigéne-dépendante (Blind et al., 2008; van den Broek, van de Vijver, 2000; Wester
et al., 2000).

La congélation présente I'avantage d’un temps d’incubation plus court (Ramos-Vara
et al., 2008) et de la possibilité de se passer de démasquage dans certains cas
(Ramos-Vara, Miller, 2014). Cependant, l'antigénicité peut différer des blocs
paraffinés (Ramos-Vara, 2005) et on peut ainsi avoir des résultats peu comparables
aux échantillons stockés précédemment. Par ailleurs, le bruit de fond des échantillons

congelés est régulierement plus important (Ramos-Vara, 2005).
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Coupe des tissus

Les blocs paraffinés ou congelés peuvent ensuite étre coupés par un microtome. On
obtient alors des sections, généralement de 2 a 4um d’épaisseur, qui peuvent étre
appliquées sur une lame pour utilisation. Celles-ci peuvent ensuite étre séchées a
I'aide, par exemple, d’une étuve.

Le séchage des lames paraffinées a plus de 60°C peut réduire I'immunoréactivité des
certains antigenes (Engel, Moore, 2011; Henwood, 2005; Williams et al., 1997). Ce

phénoméne n’est pas observé lors d’un séchage de 24h a 58°C (Jones et al., 2001).

C) Phase 2 : Phase analytique

La phase analytique correspond a I'étape de I'immunohistochimie aboutissant a la

coloration spécifique des tissus.

Déparaffinage

Le déparaffinage consiste en I'élimination de la couche de paraffine interférant avec
les réactions immunohistochimiques. Cette étape est par exemple effectuée par de
multiples bains dans une solution de substituts de toluéne et de xyléne. La

réhydratation des tissus se fait par le passage des lames dans des solutions d’alcool.

Recouvrement antigénique / Démasquage

Le démasquage est I'étape principale dans le recouvrement de I'antigénicité. De
nombreuses techniques existent, mais la plus répandue et celle que nous avons
utilisée est celle du recouvrement d’épitopes par traitement calorique (Heat Induced
Epitope Retrieval — HIER). Elle consiste en un passage dans une solution tampon
chauffée pendant plusieurs minutes. Cette technique dénature les tissus fixés au
formol, mais restore leur immunoréactivité, en brisant les liaisons faibles entre les
antigenes et les protéines sans intérét, et en hydrolysant les ponts méthylene induits
par le formaldéhyde. Ceci permet ainsi une réinitialisation du statut électrostatique

et hydrophobe des protéines cibles (Ramos-Vara, Miller, 2014).
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L'efficacité de cette technique dépend de nombreux facteurs, tel que le pH du
tampon utilisé, la présence de chélateurs de calcium tels que 'EDTA, la température,
les tissus utilisés, et I'antigene cible (Morgan et al., 1997). Le protocole le plus
répandu et acceptable pour de nombreux antigénes est un passage de 20 minutes
dans un tampon citraté a pH 6 chauffé entre 90 et 95°C (Ramos-Vara, Miller, 2014).
Cependant, les antigenes nucléaires sont mieux révélés dans des pH adaptés a leur
point isoélectrique (Kajiya et al., 2009). On peut par ailleurs noter que les méthodes

utilisant des pH basiques et de I'EDTA sont plus rapides (Krenacs et al., 2010).

Les protéines non fixées sont dénaturées entre 70 et 90°C, mais pas les protéines
fixées par du formaldéhyde, ce qui explique en partie 'immunoréactivité hétérogéne
des tissus sous-fixés (Mason, O’Leary, 1991).

Dans l'immunohistochimie, les anticorps ne reconnaissent généralement qu’une
structure protéique primaire intacte et non pas une structure tridimensionnelle.
Cependant, la dénaturation induite par I'HIER entraine, sur certains antigénes, une

perte d'immunogénicité (Bogen et al., 2009).

Blocage des réactions non-spécifiques

L'activité enzymatique des tissus déparaffinés n’est pas totalement nulle. Ainsi,

I'activité endogene des tissus peut interférer avec les réactions chimiques de

I'immunohistochimie, et notamment dans |'étape du chromogene. Il est alors
. . , . i N b e

nécessaire d’abolir les réactions endogénes, telles que I'activité des peroxydases.

Pour cela, 'utilisation d’eau oxygénée peut étre envisagée (Ramos-Vara, 2005).

En outre, la présence d'immunoglobulines endogenes dans les tissus doit étre
considérée, puisqu’elle peut étre reconnue par les anticorps secondaires de la
réaction immunohistochimique, et ainsi aboutir a de faux positifs ou un bruit de fond.
Pour cela, on peut utiliser un anticorps dit « blogquant », issu d’'une espéece donc le
fragment constant n’est pas reconnu par |'anticorps secondaire, dirigé vers les
fragments constants de l'espece étudiée. Ainsi, les domaines reconnus par les
anticorps secondaires sont alors indisponibles pour leur fixation (Ramos-Vara et al.,

2008).
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Application de I'anticorps primaire

Les anticorps primaires utilisés en immunohistochimie reconnaissent généralement
des épitopes linéaires, contrairement aux réactions immunologiques classiques
(Bogen et al., 2009; Sompuram et al., 2006). L’anticorps utilisé doit étre le plus

sensible et le plus spécifique possible.

Deux types d’anticorps peuvent étre utilisés en immunohistochimie : les anticorps

polyclonaux et les anticorps monoclonaux.

Les anticorps monoclonaux (Mac) sont obtenus en immunisant dans la plupart des
cas une souris a I'aide de I'antigene cible purifié (Kéhler, Milstein, 1976). Les clones
de lymphocytes B spécifique de I'antigene sont alors extraits de la rate des souris
immunisées, puis fusionnés a des cellules de myélome murin, produisant ainsi des
lignées cellulaires hybrides immortelles produisant de grandes quantités d’anticorps
spécifiques d’un seul épitope. Ceux-ci sont ainsi particulierement spécifiques (Ramos-

Vara, Miller, 2014).

Les anticorps polyclonaux (Pac) sont obtenus en immunisant généralement un lapin,
ou plus rarement un ane, un cheval, une chévre, un cobaye, un hamster, un mouton,
une poule, un rat, ou une souris, contre un antigéne purifié. Le sang des mammiféeres
ou le jaune d’ceuf des poules sont alors récupérés et les anticorps en sont extraits. On
obtient de multiples anticorps reconnaissant plusieurs épitopes différents,
appartenant majoritairement a I'antigene purifié (Lipman et al., 2005). Les anticorps
ainsi isolés sont donc plus sensibles puisqu’ils peuvent reconnaitre plusieurs épitopes
de I'antigene cible. Le risque que I'ensemble des épitopes cibles soient masqués ou
de conformations altérées est ainsi réduit. Cependant, les épitopes n’étant pas
toujours spécifiques d’un antigene, la spécificité des Pac est inférieure a celle des

Mac (Mighell et al., 1998).

Les anticorps sont des protéines multimériques en formes de Y, constituées de deux
chaines légéres identiques et de deux chaines lourdes identiques. Les chaines
lourdes déterminent la classe d’'immunoglobulines (IgG, 1gM, IgA, ...) tandis que les

chaines légeres, constituées d’une chaine constante (CL) C-terminale et d’'une chaine
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hypervariable (VL) N-terminale, participent a la reconnaissance des épitopes
antigéniques. La région Fab est la portion liant I'anticorps, constituées des chaines
légeres et lourdes, formant un paratope. La région Fc constitue la queue du Y et
participe a la liaison entre anticorps, la fixation du complément, et I'interaction avec
les cellules. Cette partie de I'anticorps peut étre responsable d’un bruit de fond. Les
isotypes des immunoglobulines sont décrits par une classe (IgG, IgM, IgA, ...) et une
sous-classe (lgG1, 1gG2, 1gG3, ..). En immunohistochimie, les anticorps les plus

fréquemment utilisés sont les IgG. (Ramos-Vara, Miller, 2014).

Chaine lourde Partie C-terminale

Chaine légere

\ 4

\

Partie N-terminale

Région variable ——
Fragment constant (Fc)

.

Fragment liant I'antigéne (Fab)

Figure 4 : structure d'un anticorps (1gG). Il est constitué de 2 chaines lourdes identiques et deux

chaines légeéres. Les sites de fixation de I’antigéne, font intervenir les chaines lourdes et légéres, et

notamment leur région variable. En immunohistochimie, le fragment constant permet notamment

la reconnaissance des anticorps primaires par les anticorps secondaires.
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Les paratopes des anticorps reconnaissent les épitopes des antigénes. Ces épitopes
sont généralement formés de 5 a 21 acides aminés. Un antigéne peut contenir de
multiples épitopes reconnaissables, parfois identiques (homopolymériques) ou non
(hétéropolymériques). Par ailleurs, un gene unique peut coder pour plusieurs
isoformes d’une protéine, grace a I'épissage transcriptionnel et aux modifications
post-traductionnelles des protéines. Ce répertoire d’isoformes exprimé par un type
cellulaire ou un tissu peut évoluer avec le temps (Ramos-Vara, Miller, 2014).

Les épitopes peuvent étre linéaires ou conformationnels. Contrairement aux
anticorps naturels, les anticorps utilisés en immunohistochimie reconnaissent
majoritairement des épitopes linéaires. Un épitope linéaire est constitué de 5 a 7
acides aminés contigus et ne nécessitent généralement pas de structure
tridimensionnelle pour étre reconnus. Les épitopes conformationnels ou discontinus
sont constitués de plusieurs groupes d’acides aminés rapprochés par la structure
tridimensionnelle de la protéine, par la structure tertiaire ou quaternaire (Sompuram
etal., 2006).

La liaison anticorps-antigéne est uniquement composée de liaisons faibles,
notamment de forces de Van der Waals et électrostatiques. Elle est donc dépendante
du pH, de I'état d’ionisation des molécules, et de la conformation des protéines

(Absolom, van Oss, 1986).

Les anticorps sont caractérisés par leur affinité avec I'antigene, qui décrit le nombre
de complexes anticorps-antigene formés a I'équilibre, et I'avidité, qui correspond a
I'intensité de la liaison entre anticorps et un antigéne multivalent. L’affinité n’est pas

définissable pour les anticorps polyclonaux (Lipman et al., 2005).

L'anticorps choisi doit avoir une spécificité importante, présenter une absence de

réaction croisée d’espéce et d’antigéne, et une bonne affinité pour I'antigéne cible.

Le temps d’incubation de I'anticorps primaire avec la lame doit étre inversement

proportionnel a I'affinité de I'anticorps (Ramos-Vara et al., 2008).
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Application du systéeme de détection

Les systemes de détections en immunohistochimie peuvent étre multiples. Les plus
simples n’‘impliquent que I'anticorps primaire, couplé a un systéme chromogéne.
Cependant, ces méthodes manquent de sensibilité car les anticorps perdent en
avidité et I'amplification du signal est inexistante. Les systemes les plus répandus
impliquent un anticorps secondaire ou tertiaire associé a une molécule rapporteuse.
L'intensité de la réaction est alors amplifiée et la sensibilité de la technique
augmentée. De plus, les anticorps primaires conservent ainsi leur avidité (Ramos-

Vara, Miller, 2014).

Application du systéme chromogéne-enzyme-substrat

- Méthodes avidine-biotine

La méthode avidine-biotine est I'une des méthodes les plus utilisées en
immunohistochimie. L’avidine est une grande glycoprotéine extraite du blanc d’ceuf,
comportant 4 sites de liaison par molécule et une forte affinité pour la biotine. La
biotine a 1 site de liaison pour I'avidine et peut étre attachée par d’autres sites a un
anticorps (anticorps biotinisé) ou une autre macromolécule (enzyme, fluorochrome,
autre molécule rapporteuse). La sensibilité augmentée des méthodes avidine-biotine
reflete le grand nombre de molécules de biotines pouvant étre attachées a un
anticorps primaire (Guesdon et al., 1979).

La méthode avidine-biotine la plus répandue est la méthode des complexes avidine-
biotine (ABC), dans laquelle I'anticorps secondaire est biotinisé et le 3e composant
est un complexe d’avidine mélangée a la biotine, liée a une enzyme. L'avidine et la
biotine ainsi marquées sont incubées environ 30mn avant application, ce qui permet
la formation de larges complexes de molécules marquées. Une autre méthode
répandue est celle de la « labeled avidine biotine » (LAB), qui utilise un anticorps
secondaire biotinisé et un réactif d’avidine associée a une péroxydase. Cependant, les
méthodes avidine-biotine peuvent produire un bruit de fond en se liant aux lectines
et aux éléments chargés négativement, ce qui peut étre atténué en utilisant la
streptavidine, issue de Streptomyces avidinii. L'enzyme liée a la biotine dans le
troisieme réactif peut par exemple étre une peroxydase. Lors de I'ajout du substrat
chromogéne, la réaction peroxydase-substrat induit une coloration observable

(Ramos-Vara, Miller, 2014).
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D’autres méthodes parfois indépendantes des complexes avidine-biotine existent.

- Méthode peroxydase-antiperoxydase
La méthode peroxydase-antiperoxydase est composée de trois couches. L’anticorps
secondaire, ici appelé anticorps de lien ou de pont, se lie aux Fc de I'anticorps
primaire mais aussi de I'anticorps tertiaire. L’anticorps tertiaire est un anticorps anti-
peroxydase. Les complexes peroxydase-antiperoxydase sont ainsi composés de deux
anticorps tertiaires et de trois molécules de peroxydases, dont 'une des molécules
est partagée par les deux anticorps. Cette technique présente une moins bonne

sensibilité que les méthodes avidine-biotine (Sternberger et al., 1970).

- Méthode de détection par polymeres en deux étapes
Cette méthode utilise un polymeére auquel s’attachent de 4 a 70 molécules d’enzymes
et de 1 a 10 anticorps secondaires. Cette méthode a une sensibilité supérieure ou
égale a la méthode ABC ou LAB, et pas de bruit de fond, mais elle est plus onéreuse.
Sa sensibilité peut étre augmentée par I'ajout d’une étape intermédiaire, qui ajoute
un anticorps de lien entre I'anticorps primaire et les complexes de polymeéres

(Wiedorn et al., 2001; Ramos-Vara, Miller, 2014).

- Amplification de signal catalysée
Cette méthode se base sur la capacité du tyramide a adhérer a un substrat solide
apres oxydation/radicalisation par une peroxydase issue du raifort (HRP). Le tyramide
est associé a de l'isothiocyanate de fluorescéine ou a de la biotine précipite ainsi au
lieu de la réaction ou sur de l'avidine combinée a la HRP. Cette méthode est
complexe et laborieuse, mais sa sensibilité est 5 a 10 fois supérieure a celle de I’ABC,
ce qui en fait une méthode de choix lorsque I'antigene recherché est présent en tres
faible quantité Cependant, la présence importante de bruit de fond doit étre

suspectée (Adams, 1992; Gross, Sizer, 1959).
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- Immuno-amplification circulaire (immuno-rolling circle amplification=
immuno-RCA)

L'immuno-amplification circulaire est une technique qui augmente le signal de la
réaction immunologique sans augmenter le bruit de fond. Il s’agit d’'une technique en
2 parties, a ADN ancré en surface, utilisée pour visualiser les Ag de surface. La
premiere partie est une réaction Ac-Ag, la deuxiéme est une réaction isotherme
d’amplification d’acide nucléique par une amorce oligonucléotide circularisée.
L’amorce est couplée a I'Ac, donc en présence d’ADN circulaire, de DNA polymérase,
et de nucléotide, la réaction résulte en une molécule d’ADN constituée de plusieurs
copies de la séquence d’ADN utilisée, restant attachée a I'anticorps. Celui-ci peut étre
détecté par hybridation avec des sondes complémentaires d’oligonucléotides
associées a une molécule rapporteuse. Cette méthode permet de détecter un seul
complexe Ac-Ag (Lizardi et al., 1998; Schweitzer et al., 2000; Zhong et al., 2001,
Ramos-Vara, Miller, 2014).
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Figure 5 : Différentes techniques d'immunohistochimie. A : technique PAP ; B : technique des

polymeéres ; C, D : amplification de signal catalysée ; E, F : amplification immuno-circulaire.

L’ensemble de ces techniques sont initiées par la fixation d’un anticorps primaire, et aboutissent a

une réaction physico-chimique observable.
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Contre-coloration

La coloration permet la visualisation des structures et ainsi la localisation histologique
des marquages. Les colorations histologiques classiques, notamment la coloration a
I’'hémalun-éosine, peuvent étre utilisées. Il faut prendre garde a moduler I'intensité
de la coloration de facon a ne pas cacher les marquages. De plus, la couleur du
marquage doit étre prise en compte dans le choix de la coloration, afin de ne pas

perdre en sensibilité lors de la lecture (Ramos-Vara et al., 2008).

Déshydratation et fixation

La coupe peut ensuite étre déshydratée et fixée sur lame afin de procéder a la

lecture.

D) Phase post-analytique

La phase post-analytique correspond a toutes les étapes permettant d’aboutir a une

conclusion quant aux résultats exprimés par les lames marquées.

Contréle des performances

Le contrble des performances inclut I'examen des lames témoins. Les témoins a
utiliser doivent comprendre :

-un témoin positif de marquage, constitué d’'une lame dont le tissu fixé
contient de facon certaine I'antigéne recherché. On pourra utiliser une technique
secondaire, comme la PCR, pour en assurer le contenu. Il permet de mettre en
évidence que la réaction a eu correctement lieu, et plus particulierement, il assure
gue I'anticorps primaire est fonctionnel.

-un témoin positif de la réaction doit également étre présent, constitué d’une
lame dont on est certain de la présence d’un autre antigéne fortement exprimé et
reconnu par un anticorps primaire autre que l'anticorps utilisé dans la réaction. Il
permet de mettre en évidence que la manipulation a été correctement réalisée.

-un témoin de controle isotype doit également étre utilisé, afin d’assurer la

spécificité du marquage. Celui-ci doit étre constitué d’une lame utilisée dans Ia
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manipulation, et I'anticorps primaire sera remplacé par un anticorps dont aucune
cible spécifique n’est présente sur la lame. Il permet de confirmer que I'anticorps
secondaire ne se lie pas a un Fc endogéne ou exogene ne correspondant pas a
I"anticorps primaire.

-le témoin négatif de marquage doit étre constitué d’une lame dont aucune
cible de [I'anticorps primaire n’est présente, qui pourra étre recherchée
préalablement par une autre méthode telle que la PCR. Il permet la confirmation de
I’'absence de marquage parasite.

-Enfin, le témoin négatif de la réaction peut étre constitué par le méme
protocole que les marquages cibles, en remplagant I'anticorps primaire par du
tampon, du diluant, ou un anticorps pour un antigene spécifique d’une autre espéce.
Il permet d’assurer I'absence de marquage non-spécifique par I'anticorps secondaire

(Hewitt et al., 2014).

Interprétation

L'interprétation des résultats doit prendre en compte la localisation cellulaire du
marquage (cytosolique, membranaire, nucléaire, extracellulaire), son intensité, la
morphologie des cellules cibles, et leur localisation histologique (Ramos-Vara et al.,

2008).
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Partie Il - Caractérisation immunohistochimique des cellules

dendritiques chez le chien : matériel et méthode

Objectif

L'objectif de cette étude est de mettre en évidence des cellules dendritiques
plasmacytoides (pDCs) chez le chien, par marquages immunohistochimiques a I'aide
de deux anticorps (anti-CD123 et anti-CD303). De facon a évaluer la présence de
pDCs, nous avons cherché a les observer dans les tissus lymphoides, puisqu’il s’agit
de leur lieu préférentiel de concentration dans les autres espéces décrites

(Summerfield et al., 2015; Swiecki, Colonna, 2015).

I/ Sélection des prélevements

Des nceuds lymphatiques, rates, intestins gréles et plaques de Peyer, amygdales et
thymus de chien ont été recherchés via le logiciel HML dans I'archive histologique du
Laboratoire d’Histopathologie de Vetagro Sup, Lyon. Sont exclus de I'étude les
prélevements trop vieux (datés de plus de 6 ans), décrits comme incomplets,

endommagés, ou d’architecture normale non préservée.

Les lames correspondant aux échantillons sélectionnés, préalablement réalisées et
colorées a I'hémalun-éosine, ont été ensuite récupérées dans I'histotheque du

laboratoire et observées au microscope optique.

Les échantillons ont été inclus dans I’étude lorsque I'aspect histologique était correct,
I’organe était reconnaissable, et I’échantillon bien préservé.

Les échantillons ont été exclus de I'étude lorsque I'aspect histologique était
excessivement modifié, la congestion, I'autolyse ou la nécrose étaient importantes,

ou lorsque I'échantillon était peu représentatif de I'organe normal.
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11/ Analyse épidémiologique

Pour les prélévements sélectionnés, 'espéce, la race, le sexe, I'dge, le contexte
clinique de I'animal, ont été récoltées a partir de la fiche d’accompagnement du
prélevement, ou du dossier médical des animaux suivis au Centre Hospitalier

Vétérinaire des Animaux de Compagnie de VetAgro Sup, Lyon.

111/ Analyse histologique
Sur les lames histologiques des échantillons retenus, les éléments suivants ont été
évalués :

- présence d’hyperplasie lymphoide,

- présence d’'inflammation,

- présence de tumeur ou de métastases,

- présence de nécrose.

IV / Analyse immunohistochimique

A) Anticorps utilisés

Pour la mise en évidence des pDCs, nous avons utilisé un anticorps anti-CD123 et un

anticorps anti-CD303 (Tableau Il).

Pour chacun des deux anticorps, deux lots ont été utilisés. Les premiers lots étaient
composés des anticorps anti-CD123 et anti-CD303 présents dans le laboratoire et
utilisés lors des précédentes manipulations, notamment pour la mise au point des
protocoles. Les seconds lots d’anticorps anti-CD123 et anti-CD303 ont été récupérés
directement chez le producteur et fournisseur lors du début de cette étude et
amenés au laboratoire sous couvert de froid dans les plus courts délais. Des aliquotes
stériles ont été réalisées et congelées a -20°C, de facon a ce que, pour chaque
manipulation, une nouvelle aliquote soit utilisée. Le but de ces deuxiemes lots était
d’avoir des anticorps dont nous étions surs de la qualité pour ce qui est de leur

préservation.
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Pour le témoin d’isotype et le témoin de la technique, nous avons utilisé un anticorps

antiAE1/AE3 (Tableau Il).

B- Groupes d’échantillons

Nos échantillons ont été divisés en deux groupes.
Le premier groupe, composé par les lames n°1 a 22, correspondant aux nceuds
lymphatiques, rates, et intestins, a été marqué avec les deux lots différents

d’anticorps.

Le deuxiéme groupe d’échantillons, composé des lames numéro 23 a 29
correspondant aux amygdales, thymus, rates et intestins supplémentaires, a été

coloré uniqguement avec les seconds lots d’anticorps anti-CD123 et anti-CD303.

Pour le contréle d’isotype et le controle positif, nous avons utilisé trois nceuds
lymphatiques de I'étude, dont deux avaient déja servi a la mise au point du protocole
anti-CD123 et antiCD303 et présentaient des cellules positives (control positif).

Pour le control de la technique, nous avons sélectionné un échantillon

correspondant a de la peau d’un chat présentant un carcinome épidermoide.

C- Réalisation des marquages

Pour chaque échantillon sélectionné aprés lecture des lames correspondantes
colorées en HE, des coupes de 4um ont été réalisées et placées sur lame, puis
séchées a I'étuve la veille de la manipulation. La premiére coupe a été utilisée pour le
marquage de CD123, la seconde pour CD303, et la troisieme pour le témoin négatif.
Des lames supplémentaires ont été ajoutées et utilisées en tant que contréle isotype

et témoin positif de la coloration.
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La technique utilisée était celle du complexe avidine-biotine peroxydase avec le

Vector NovaRED comme substrat chromogene. Le démasquage a été réalisé a pH 6

pendant 20 minutes a 95°C, et les anticorps primaires ont été appliqués pendant 30

minutes a des concentrations définies selon les protocoles de test (Tableau Il). Le

protocole complet est disponible en annexe (Annexe 1).

Pour chaque échantillon, le témoin négatif était constitué d’une lame colorée selon le

protocole immunohistochimique du CD303 et CD123, mais en utilisant la solution

bloquante en lieu et place de I'anticorps primaire.

Tableau Il : anticorps et protocoles utilisés

Anticorps Espece source | Dilution | Fournisseur | Temps Démasquage
d’exposition
Anti-CD123 Souris 1:50 Dendritics 30 minutes | Tampon citraté
clone 107D2.08 DDX0300 pH =6, 20
minutes
Anti-CD303/43, | Souris 1:200 Dendritics 30 minutes | Tampon citraté
clone 124B3.13 DDX0043 pH =6, 20
minutes
AE1/AE3 Souris 1:50 Dako 30 minutes | Tampon citraté
Cytomation, pH =6, 20
Carpentria, minutes
USA
Témoin négatif | N/A 1:1 N/A 30 minutes | Tampon citraté

(solution
bloguante)

pH =6, 20
minutes

La lecture des lames a ensuite été effectuée indépendamment par 2 personnes, au

microscope optique.
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Partie Ill - Caractérisation immunohistochimique des cellules

dendritiques chez le chien : résultats et discussion

I- Résultats

A) Sélection des prélévements
Une sélection composée de 10 nceuds lymphatiques, 8 rates, 7 intestins gréles dont

deux avec plaques de Peyer, 2 amygdales, et 1 thymus, est réalisée.

B) Analyse épidémiologique

Notre sélection comporte un total de 25 chiens, dont I'dge est compris entre 1 jour et
13 ans, dont les races sont variées, comportant 11 males, 11 femelles et 3 individus
de sexe non communiqué (N/D).

Le thymus sélectionné est issus d’un chiot mort-né.

Les nceuds lymphatiques sélectionnés sont issus de 10 chiens de races différentes,
d’ages compris entre 4 et 12 ans, comportant 5 males et 5 femelles. Six des 10 nceuds
lymphatiques sont prélevés d’un animal dans un contexte tumoral.

Les rates sont issues de 8 chiens de races différentes, d’ages compris entre 0 et 13
ans, comportant 7 males et un chiot dont le sexe n’est pas communiqué. Trois des 8
rates sont prélevées dans un contexte tumoral.

Les intestins gréles sont issus de 5 femelles, 1 male, et un chien d’expérimentation de
sexe non communiqué, d’ages allant d’un chiot d’age indéterminé a 10 ans. Les
animaux dont ces échantillons sont issus présentaient des pathologies variées,
septiques, tumorales, traumatiques, infectieuses ou indéterminées.

Les amygdales sont issues de deux chiens beagle sains issus d’expérimentation.

Les sujets sont regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau Ill).
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Tableau lll : liste des sujets sélectionnés

Cas A Pathologie décelée Organe
Race Sexe Age g, . g .
chez I'animal utilisé
! Berger Blanc Sarcome des tissus NL
8 . Male 4 ans mandibulaire
Suisse mous
gauche
2 Ostéosarcome NL
Berger ostéoblastique , .
, . Femelle 7 ans . péscapulaire
d’Anatolie moyennement a peu
e ., gauche
différencié
3 Synovite
lymphoplasmocytaire
Berger Male chronique modérée —_
. . 6 ans ) . NL axillaire
Australien castré et fibrose diffuse de xiair
la membrane
synoviale
4 Carcinome des
Sprin R lan rin NL pré-
pri ger Male 5 ans g a. des eccrines du p g
Spaniel doigt Il du membre scapulaire
antérieur
5 Hyperplasie et .
dys Yaiiepmammaire Section de
Shih Tzu Femelle 8 ans ysp . . NL inguinal
avec lactation diffuse
R gauche
sévére
6 Croisé H lasie dysplasi
roisé Femelle 9 ans yperplasie ysp asie NL
Labrador mammaire
7 Golden Adénome mammaire L
. Femelle 7 ans ) NL inguinal
Retriever tubulaire complexe
8 Adénome complexe
Setter de M5 et
\ Femelle 8 ans . , NL
anglais fibroadénome
mammaire de M3
9 Adénome complexe NL inguinal
Beagle Femelle 12 ans .
& de M5 droit
10 Berger Hyperplasie
Allernand Male 5ans gangllo,nnlalre NL
modérée
11 Séminome,
Rottweiler Male 13 ans | congestion sévere de Rate
la rate,
12 | Bouledogue Male Rate accessoire ou
. , 8 ans , Rate
frangais castré splénose
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Cas Race Sexe A Patholog’ie c?lécelée Orf_;?n’e
chez I'animal utilisé
13 Choc hypovolémique
secondaire a une
Basset N .
Male 9 ans hémoabdomen Rate
Hound R
consécutif a une
masse splénique
14 Carcinome
Boxer Méle, 10 ans pancré’atique avec Rate
castré métastase
ganglionnaire
15 Hémoabdomen
secondaire a une
Boxer Male 12 ans masse splénique, Rate
associé a une
cardiomégalie
16 Hémoabdomen
Epagne.”' Male 13 ans secondaire a une Rate
francais .
masse splénique
17 N/D N/D Chiot N/D Rate
18 Shih Tzu Femelle Jeune Deces.de’chlots., d,e Intestin
(n/d) cause indéterminée
19 Entérite suppurée
macrophagique
associée a une
American bronchopneumonie
Staffordshire | Femelle 3 ans fibrineuse suppurée, Intestin
Terrier secondaire a un
corps étranger
gastrique
traumatique
20 Léiomyome ou
Rottweiler | Femelle 10 ans tumeur stromale Intestin
gastro-intestinale
21 Ulcére duodénal
focalement extensif,
Rottweiler | Femelle 7 ans chronique, sévere, Intestin
associé a une
péritonite
22 Berge.r Blanc Femelle | 6 mois Leptospirose Intestin
Suisse
23 GoI.cIen N/D Nouvieau- Mort-né Thymus
Retriever né
24- Beagle N/D N/D Néant Intestins et
25 amygdale
26- Amygdale,
28 Beagle Male 5ans Néant rate,
intestins
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C) Analyse histologique
Les échantillons sont majoritairement d’aspect histologique peu modifié. Un faible

nombre d’échantillon présentait un faible degré d’autolyse.

On observe ainsi 13 lames présentant de I'inflammation, 17 lames présentant une
hyperplasie lymphoide, 2 lames présentant de la nécrose, et aucune ne contenant de
tumeur discernable :

-parmi les NL, on observe de l'inflammation sur 6 lames, de I’hyperplasie
lymphoide sur 5 lames, et une absence de processus tumoral visible et de nécrose sur
I’ensemble des lames,

-parmi les rates, on observe de l'inflammation sur 4 lames, de I’hyperplasie
lymphoide sur 4 lames, et une absence de processus tumoral visible et de nécrose sur
I’ensemble des lames,

-parmi les intestins, on observe de I'inflammation sur 3 lames, de I'hyperplasie
lymphoide sur 6 lames, de la nécrose sur 2 lames, et une absence de processus
tumoral visible sur I'ensemble des lames,

-sur la lame de thymus, on observe une absence d’inflammation,
d’hyperplasie lymphoide, de tumeur, et de nécrose,

-parmi les amygdales, les 2 lames présentent une hyperplasie lymphoide. Ni

inflammation, ni processus tumoral, ni nécrose ne sont observés.
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Tableau IV : observations histologiques sur lames colorées a I’lhémalun-éosine.

Cas Organe Observations Inflammation Hyperplasie Tumeur ou métastase Nécrose
lymphoide visible
1 NL Présence importante de + + - -
mandibulaire polynucléaires neutrophiles
gauche
2 NL Hyperplasie macrophagique - + + - -
péscapulaire Bon état de conservation
gauche
3 NL axillaire Forte hyperplasie folliculaire + + - -
4 NL pré- Histiocytose marquée, + + - -
scapulaire présence de sidérophages
5 Section de NL Hyperplasie lymphoide - + - -
inguinal marquée
gauche
6 NL Plasmocytose médullaire + - - -
modérée, histiocytose sinusale
avec macrophages bruns
7 NL inguinal Histiocytose alvéolaire + - - -
8 NL Présence de sang drainé - - - -
9 NL inguinal Dilatation modérée des sinus, - - - -
droit présence de macrophages
parfois pigmentés
10 NL Aspect normal - - - -
11 Rate Congestion sévere, + - - -
hématopoiese extramédullaire
minime. Hémorragies
capsulaire minimes.
12 Rate Aspect normal - + - -
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Cas

Organe

Observations

Inflammation

Hyperplasie
lymphoide

Tumeur ou métastase
visible

Nécrose

13

Rate

Congestion sévere,
hémorragies, thrombi,
hyperplasie multifocale de la
trame réticulaire, hyperplasie
multifocale des cellules de la
zone marginale

+

14

Rate

Epaississement de la paroi des
vaisseaux par hyalinose

15

Rate

Dilatation marquée des sinus
veineux. Cordons de Billroth de la
pulpe rouge remplis d'hématies,
sidérophages, fibrine.

16

Rate

Présence d’hémorragies

17

Rate

Présence d’une plage
d’hémorragie

26

Rate

Hyperplasie lymphoide
discréte

18

Intestin

Stéatose discréte, autolyse
partielle
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Cas

Organe

Observations

Inflammation

Hyperplasie
lymphoide

Tumeur ou métastase
visible

Nécrose

19

Intestin

Lésion inflammatoire centrée
sur la séreuse, le tissu
mésentérique adjacent, la
musculeuse, avec extension
focale a la muqueuse. Exsudat
fibrineux, contingent de
lymphocytes et de
macrophages. PNN nombreux

(pus)

+

20

Intestin

Aplatissement sévere des
villosités, surface
multifocalement nécrotique,
chorion infiltré faiblement par
PNN, grande quantité de
mucus

21

Intestin

Lésion inflammatoire sévere
focale centrée sur la
mugqueuse avec abrasion
totale des villosités et nécrose
des entérocytes, remplacés
par des PNN dégénérés +
lymphocytes, plasmocytes,
macrophages. Flammeches de
fibrine. Hémorragies. Tissu de
granulation

91




Cas Organe Observations Inflammation Hyperplasie Tumeur ou métastase Nécrose
lymphoide visible
22 Intestin Présence abondante de + - -
fibrine. Erosions et ulcérations +
des entérocytes en surface des
villosités par endroit.
Epaississement de la lamina
propria a I'apex des villosités
par des lymphocytes a petits
granules.
25 Intestins Plague de Peyer hyperplasique - + - -
27 Intestins Plusieurs plaques de Peyer - + - -
hyperplasiques
23 Thymus Aspect normal - - - -
24 Amygdale Aspect normal - + - -
28 Amygdale Aspect normal - + - -
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D) Analyse immunohistologique

Témoins négatifs

L’'ensemble des lames de témoins négatifs ne présentait pas de marquage. Le bruit de fond

était absent.

Témoins positifs

Les lames de témoins positifs issus de la premiere série de manipulations ne présentaient

pas de marquage. La seconde série de manipulation s’est également révélée négative.

Contréle isotype

Aucune cellule positive pour AE1/AE3 n’était présente dans le nceud lymphatique utilisé.

Contréle de la coloration

Le contrdle de la coloration présentait un marquage spécifique cytoplasmique, intense, de
I’ensemble des cellules de I'épiderme de la couche cornée jusqu’a la couche germinative, et
de la gaine épithéliale externe des follicules pileux, compatible avec la localisation des

cytokératines recherchées. De plus, les cellules tumorales étaient positives. Le bruit de fond

était absent.

Figure 6 : témoin positif de la réaction. L’ensemble des cellules épithéliales (a gauche) et du carcinome

épidermoide (a droite) sont marquées, sans bruit de fond.
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D123

On observe la présence d’un marquage spécifique pour CD123 sur un nceud lymphatique
préscapulaire hyperplasique dans un contexte de carcinome des glandes eccrines chez un
Springer Spaniel male de 5 ans. Le marquage était présent au niveau cytoplasmique, de forte
intensité, sur des cellules de morphologie ronde et compatible avec des pDCs, isolées (Fig.6).

Cependant les marquages ultérieurs sur cet échantillon se sont révélés négatifs.

Figure 7 : marquages positifs pour CD123, sur le cas n°4. On observe le marquage cytoplasmique intense de

deux cellules rondes a ovales, de tailles et de morphologies compatibles avec des pDCs.

CD303

On observe la présence d’un marquage spécifique pour CD303 sur un nceud lymphatique
préscapulaire hyperplasique dans un contexte de carcinome des glandes eccrines chez un
Springer Spaniel male de 5 ans. Le marquage était présent au niveau cytoplasmique, de forte
intensité, sur des cellules de morphologie ronde et compatible avec des pDCs, isolées (Fig.7).
Cependant, les marquages réalisés ultérieurement sur ces échantillons se sont révélés

négatifs.
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Figure 8 : marquages positifs pour CD303 sur le cas n°4. On observe le marquage cytoplasmique intense de

deux cellules ovales, isolées, de morphologies compatibles avec des pDCs.
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I1- Discussion

A) Introduction :

Les pDCs sont des cellules du systeme immunitaire retrouvées en faible quantité dans les
organes lymphoides secondaires et le sang. Elles sont responsables de la production de la
majorité des IFN-I plasmatiques et ont un role majeur dans les infections virales, la
présentation antigénique, la communication intercellulaire, et certains processus
pathologiques, notamment des maladies auto-immunes (Swiecki, Colonna, 2015). Ces
cellules sont le sujet de nombreuses études récentes en raison de leur implication dans la
pathogéneése de nombreuses maladies auto-immunes, et de leur intervention dans de
nombreux processus infectieux et tumoraux, a la fois en tant qu’actrices physiologiques et
pathologiques.

En raison de leur faible fréquence dans I'organisme, les pDCs sont difficiles a étudier. Ainsi,
elles ont été peu étudiées dans les espéeces vétérinaires et notamment chez le chien. Notre
étude vise ainsi a mettre en évidence la présence de pDCs dans des organes lymphoides de
chien, par une méthode immunohistochimique utilisant les anticorps anti-CD123 et anti-
CD303. L'objectif de I'étude est d’obtenir un apergu de la répartition, de la fréquence, et de

I’épidémiologie des pDCs dans I’espéce canine.

B) Sélection des cas :

Afin d’obtenir une diversité satisfaisante d’échantillons, nous avons recueilli des organes de
chiens de I'histothéque de VetAgro Sup Lyon selon de multiples critéres. Nous avons ainsi
sélectionné 28 échantillons issus de 25 chiens différents. Cette sélection comportait 10
nceuds lymphatiques, 8 rates, 7 intestins gréles dont deux avec plagques de Peyer, 2
amygdales, et 1 thymus. Ces organes sont tous décrits comme ayant présenté des pDCs dans
d’autres especes (Colonna et al., 2004; Cella et al., 1999; Facchetti et al., 1988; 2003; Jamin
et al., 2006; Contractor et al., 2007). Sur ces organes, des lames sont étudiées pour observer
la présence d’inflammation, d’hyperplasie lymphoide, de tumeurs, et de nécrose. On
observe ainsi 13 lames présentant de I'inflammation, 17 lames présentant une hyperplasie
lymphoide, 2 lames présentant de la nécrose, et aucune ne contenant de tumeur
discernable. Nous pouvons en déduire que les organes présentent un état de conservation
et de représentativité correct. L'inflammation représente un critere de chimiotaxie positif

des pDCs (Gutzmer et al., 2006; Yoneyama et al., 2004; Schnurr et al., 2004) ; on peut ainsi
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présupposer une quantité de pDCs augmentée dans les organes inflammés. De méme, la
présence de tumeur aurait été un élément de chimiotaxie positif (Vermi et al., 2003; Zou et

al., 2001; Hartmann et al., 2003).

Parmi les nceuds lymphatiques, 5 étaient hyperplasiques et 5 non hyperplasiques. La
littérature décrit un afflux de pDCs aux NL hyperplasiques, augmentant de fagon
conséquente la concentration de pDCs dans ces organes. Ce nombre d’échantillons semble
suffisant pour la mise en évidence de pDCs puisque dans I'étude de Facchetti et ses
collégues en 1988, 87% des nceuds lymphatiques hyperplasiques chez I'homme présentaient
des pDCs (Facchetti et al., 1988). Cependant, cette étude définissait les pDCs comme des
cellules fortement marquées par les anticorps anti-MT1 (anti-CD43) et anti-LN2 (anti-CD74).
qui ne sont pas spécifiques des pDCs; elle allait également a I'encontre des résultats
précédents indiquant 4 (Horny et al., 1987) a 14% (Vollenweider, Lennert, 1983) de nceuds
lymphatiques contenant des pDCs dans des contextes de lymphadénites. De plus, I'étude de
Rollins-Laval et ses collegues, en 2013, met en évidence 100% de nceuds lymphatiques
présentant des pDCs dans des contextes d’infections virales, bactériennes, ou de
lymphadénites d’origines diverses (Rollins-Raval et al., 2013). Cette étude montre également
des quantités de pDCs dans les nceuds lymphatiques hyperplasiques variables, augmentées

pour les lymphadénites, et moins augmentées pour les contextes d’infections virales.

On recense parmi les chiens étudiés un total de 11 males, 11 femelles et 3 individus de sexes
non communiqués. Des chiens males entiers et castrés ont été étudiés. L'influence des
cestrogenes et de la progestérone sur les pDCs (Yang et al., 2015) peut ainsi étre minimisée

dans l'interprétation des résultats.

Ces chiens sont agés de 1 jour a 13 ans, et appartiennent a des races variées. Deux chiens
sont issus de lignées de Beagle d’expérimentation. On peut donc écarter l'influence de

prédispositions raciales et de I'age dans I'interprétation de nos résultats.

Les troubles associés aux patients sont divers. Une proportion importante de sujets fait
I'objet d’un diagnostic de tumeur. Les autres diagnostics comportent des maladies
inflammatoires, septiques, et endocrines. L'inflammation, de maniére non tissu-spécifique

ou maladie-spécifique, entraine un afflux de pDCs aux tissus concernés (Gutzmer et al., 2006;
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Schnurr et al., 2004), mais ce recrutement peut étre d’intensité variable, comme mis en
évidence par I'étude de Rollins-Raval et al. concernant différents types de lymphadénites
(Rollins-Raval et al., 2013). 1l est ainsi difficile de prévoir les résultats en termes de quantité
de pDCs selon le diagnostic sous-jacent, mais on peut supposer que les maladies peu
inflammatoires, notamment endocrines, induisent un plus faible recrutement des pDCs aux

tissus examinés.

On peut déduire de I'ensemble de ces données que la diversité des échantillons permet une
représentativité correcte des résultats, en raison de la large diversité d’échantillons, de

sujets, et de descriptions histologiques.

C) Immunomarquages et anticorps choisis

Pour la réalisation d'immunomarquages des pDCs, nous avons utilisé les anticorps anti-
CD123 et anti-CD303, qui sont décrits comme respectivement sensibles et spécifiques des
pDCs humaines et murines (Dzionek et al., 2000; 2001; Boiocchi et al., 2013; Testa et al.,
2014, p. 123). De plus, des cellules pouvant correspondre aux pDCs ont été précédemment

décrites dans la littérature comme marquées CD123* chez le chien (Rosolem et al., 2015).

La molécule correspondant au CD123 est la chaine a du récepteur a I'lL-3. CD123 est
exprimé sur la surface des pDCs, et est présent sur I'ensemble des pDCs tissulaires. CD123
est en outre exprimé dans la majorité des précurseurs hématopoiétiques CD34+ (Sullivan,
Locksley, 2009; Han et al., 2008; Testa et al., 2014; Taussig et al., 2005). Il est en outre
exprimé par certains types de cellules tumorales, notamment dans le cadre de leucémies

(revue par (Testa et al., 2014)).

La molécule correspondant au CD303 est une lectine transmembranaire de type Il calcium-
dépendante, nommée BDCA-2. Son expression est quasi-exclusive des pDCs ; cependant, des
traces d’ARN messager de BDCA-2 sont présents dans les cDCs immatures (Arce et al., 2001;

Dzionek et al., 2002).
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La combinaison des marqueurs CD123 et CD303 permet ainsi une bonne sensibilité et une
bonne spécificité dans la détection des pDCs dans de multiples especes dont le chien pour

CD123, et chez ’'homme et la souris pour CD303.

D) Témoins

De multiples témoins ont été utilisés dans notre étude.

1) Témoins négatifs :

Les témoins négatifs permettent d’assurer I'absence de marquage non spécifique et de faux
positif. Le témoin négatif utilisé est constitué en remplacant I'anticorps primaire des
protocoles de marquages a anti-CD123 ou anti-CD303 par la solution bloquante. On cherche
ainsi a obtenir une absence totale de marquage sur I'ensemble des lames. Les résultats
obtenus concordent avec les résultats attendus. On en déduit une absence de marquage non

spécifique et de faux positif.

2) Témoins d’isotype :

On utilise un témoin d’isotype afin d’assurer I'absence de marquage aspécifique par les
anticorps utilisés. Pour cela, on utilise un anticorps de méme isotype que l|’anticorps
d’intérét. En outre, cet anticorps doit étre « irrelevant », c’est-a-dire sans intérét sur les
lames testées. Chaque marquage présent sur les contrbles isotypes doit exclure les cellules
marquées de linterprétation. Nous avons donc choisi d’utiliser un anticorps AE1/AE3
marquant de multiples cytokératines présentes principalement dans les cellules épithéliales
et de nombreux carcinomes. Cet anticorps est d’isotype IgG1, tout comme les anticorps
d’intérét. L'organe utilisé pour ce controle isotype est un nceud lymphatique de chat, dans
lequel les cytokines marquées par AE1/AE3 sont théoriquement absentes. Les résultats
attendus et obtenus sont une absence de marquage, confirmant I'absence de marquage

aspécifique lié a l'isotype.
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3) Témoins de réaction

Les témoins de réaction permettent de confirmer le bon déroulement du protocole et des
réactions immunohistochimiques. lls sont constitués en remplacant I'anticorps primaire par
un anticorps dont le marquage est connu, abondant, et intense. Nous avons utilisé un
échantillon de peau de chat contenant un carcinome épidermoide, marqué par |'anticorps
AE1/AE3. Le marquage attendu est abondant, intense, de I'ensemble des cellules épithéliales
ainsi que des cellules cancéreuses. Les résultats obtenus concordent avec les résultats

attendus. On en déduit un bon déroulement de la réaction.

4) Témoins positifs

Le témoin positif est constitué de I'anticorps primaire usuel appliqué sur un organe dont la
présence d’'un marquage a été démontrée. Nous avons utilisé plusieurs nceuds lymphatiques
sur lesquels des pDCs ont été marquées précédemment par les anticorps anti-CD123 et anti-
CD303. Les marquages attendus sont ceux associés aux anticorps primaires testés, c’est-a-
dire un marquage cytosolique intense, spécifique de cellules a morphologie compatibles
avec les pDCs. Les résultats obtenus sont une absence de marquage. Les hypothéses

associées a ces résultats sont multiples :

absence d’antigene cible sur les lames étudiées,

absence de marquage par les anticorps utilisés,

mauvais déroulement de la réaction,

défaut d’antigénicité des organes.

Le témoin de la réaction nous assure un bon déroulement de la réaction, nous pouvons ainsi

éliminer I’hypothése d’un mauvais déroulement de la réaction.

L'utilisation de deux lots d’anticorps différents, dont un neuf, aliquoté de facon stérile et
conservé en conditions optimales, nous permet de réduire la probabilité d’anticorps
défectueux. De plus, la réalisation de marquages ultérieurs positifs sur d’autres organes avec

ces anticorps écarte cette hypothese.
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Un défaut d’antigénicité des organes utilisés est peu probable en raison de la réalisation de

marquages réalisés précédemment dans les mémes conditions de stockage.

L’hypothése de I'absence d’antigenes cibles sur les lames étudiées est donc la plus probable,

et peut s’expliquer notamment par la faible quantité de pDCs présentes par organe.

E) Résultats concernant les nceuds lymphatiques

Les résultats sont positifs uniguement pour un nceud lymphatique pré-scapulaire
hyperplasique dans un contexte de carcinome des glandes eccrines du doigt Il chez un chien
Springer Spaniel male de 5 ans. Ce contexte est favorable a la présence de pDCs puisque
d’une part le nceud lymphatique décrit est hyperplasique, et d’autre part correspond au
nceud lymphatique drainant un territoire ou une tumeur maligne est présente. Les nceuds
lymphatiques drainant des tumeurs, et notamment malignes (Munn et al., 2004), sont
décrits comme plus riches en pDCs. Il est donc cohérent d’avoir un résultat positif dans ce
contexte. Le faible nombre de résultats positifs ne nous permet par la réalisation d’étude

statistique, notamment concernant la répartition des pDCs.

Le marquage présent concerne les anticorps anti-CD123 et anti-CD303. Il est intense et
cytosolique. Ces marquages sont compatibles avec les marquages attendus sur les pDCs
(marquage cytoplasmique intense (Boiocchi et al., 2013)),. Les cellules marquées sont rares

et isolées. Elles sont de morphologie plasmacytoides (Fig. 7, 8).

L’ensemble de ces résultats concorde avec un marquage spécifique de pDCs.

L'ensemble des autres nceuds lymphatiques testés, y compris les témoins positifs, ne
présentaient pas de marquage. Tout comme pour les témoins positifs, I'hypothése la plus
probable est 'absence d’antigénes cibles sur les lames étudiées en raison du faible nombre

de pDCs dans I'organisme (Collin et al., 2013).

D’autres hypotheses peuvent étre envisagées pour expliquer I'absence de cellules CD303* et
CD123* sur les organes testés. On peut notamment se référer a la diversité importante des

phénotypes dans les espéces vétérinaires (Summerfield et al., 2015) qui appuie I’hypothése
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d’une variation phénotypique des pDCs matures chez le chien. Cependant, I'absence de
marquage aux anticorps anti-CD123, précédemment décrits comme positifs pour les pDCs
chez le chien (Rosolem et al., 2015), diminue la probabilité de cette hypothése. Une autre
hypothese serait I'inhibition de CD123 et CD303 dans les conditions testées. En effet,
I’'expression de CD303 est diminuée par les IFN-I notamment produits lors de stimulation
TLR7 et TLRY des pDCs (Wu et al., 2008). L'expression de CD123 diminue quant a elle au
cours de la différenciation des cellules I’exprimant (Sullivan, Locksley, 2009; Han et al., 2008;
Testa et al., 2014; Taussig et al., 2005). On peut ainsi en déduire la labilité des marqueurs
utilisés ; un état d’activation différent, par exemple, pourrait modifier I'expression de ces
marqueurs. En outre, la différentiation terminale des pDCs exposée récemment démontre
une diversité phénotypique entre les différentes populations de pDCs activées (Alculumbre
et al., 2018). On peut deés lors supposer la présence de pDCs non marquées par les anticorps

anti-CD123 et anti-CD303 sur les organes étudiés.

F) Résultats concernant les autres organes

Les organes testés sont des organes lymphoides secondaires qui sont décrits comme
contenant des pDCs en conditions homéostatiques et inflammatoires dans d’autres espéces,
notamment murines et humaines (Wendland et al., 2007, p. 9; Gotoh et al., 2008; Veldsquez-
Lopera et al., 2008; Bendriss-Vermare et al., 2001; Wu, Shortman, 2005; Grouard et al.,
1997). Cependant, a notre connaissance, la quantité de pDCs présentes dans ces organes n’a
pu étre déterminée. Par ailleurs, n‘importe quel tissu peut présenter un afflux de pDCs lors
d’inflammation (Gutzmer et al., 2006; Schnurr et al., 2004; Vermi et al., 2005). De méme,
certains processus tumoraux induisent un afflux de pDCs dans les tissus environnants

(Hartmann et al., 2003; Perrot et al., 2007; Labidi-Galy et al., 2012; Faget et al., 2012).

L’ensemble des marquages concernant les organes autres que les noeuds lymphatiques est
absent. Ceci peut s’expliquer par le faible nombre de pDCs présentes dans I'organisme
(Gehrie et al., 2011; Tang et al., 2010) ainsi que dans les organes étudiés, ainsi que par le
faible nombre de coupes étudiées pour chaque organe, et enfin par le faible nombre
d’organes étudiés, notamment pour les amygdales ou plagues de Peyer. Les pDCs

représentent en effet entre moins de 10% des cellules Lin™ de la rate (Waskow et al., 2008) et
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moins de 7% des DCs de la rate (Eidenschenk et al., 2010) ; 35% des DCs du thymus, ce qui
représente environ 0.15% des cellules du thymus (Wu, Shortman, 2005) ; et 1% des cellules

de l'intestin gréle (Wendland et al., 2007, p. 9).

G) Limites de cette étude

Cette étude présente plusieurs limites.

-Peu d’informations sont présentes concernant les pDCs dans I'espece canine ; ainsi, il est
possible que les pDCs canines présentent des caractéristiques différentes des autres
espéces, que ce soit en termes de phénotype, de localisation, ou de quantité. En effet, la
variation phénotypique interspécifique des pDCs apparait comme importante (Summerfield
etal., 2015),

-Le nombre d’échantillons testés et le nombre de coupes réalisées sur chaque organe ont
été limités pour des raisons de temps et de moyens, ce qui diminue la sensibilité de I'étude,
-Les échantillons sélectionnés sont les plus récents possibles, cependant les protocoles de
paraffinage n’ont pas été communiqués pour les échantillons peu récents. Ainsi, une fixation
excessive ou insuffisante pourrait avoir réduit I'antigénicité de certains échantillons,

-La présence de pDCs dans les témoins positifs n’a pas été vérifiée par méthode alternative

comme la PCR et réduit ainsi la précision de leur interprétation.

H) Perspectives

Les pDCs apparaissent comme des acteurs majeurs des maladies auto-immunes, des
tumeurs, et des infections virales chez 'lhomme et la souris (Swiecki, Colonna, 2015). Elles
pourraient ainsi agir en tant que cibles thérapeutiques chez le chien, via I'intermédiaire
d’anti-IFN-1 par exemple (Hornung, Wenzel, 2014; Merrill et al., 2011; Rénnblom, Pascual,
2008). Pour ce faire, leur réle dans les maladies auto-immunes du chien doit étre démontré.
Au contraire, |'utilisation d’agonistes des TLR7 et 9 se montre prometteuse dans la lutte
contre les tumeurs via l'activation des pDCs rendues tolérogenes par les micro-
environnements tumoraux (Drobits et al., 2012; van Egmond et al., 2007; Beutner et al.,
1999).

Le développement, les fonctions, la répartition, et le phénotype des pDCs restent largement
a étudier et notamment dans I'espece canine qui pourrait constituer un modele supérieur au

modeéle murin.
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CONCLUSION

Les cellules dendritiques plasmacytoides sont des cellules de morphologie ronde, retrouvées en
petite quantité dans le sang, la moelle osseuse, les organes lymphoides primaires et secondaires,
et les tissus inflammés ou tumoraux.

Elles incarnent des actrices majeures de I'immunité, notamment antivirale, par leur capacité
inégalée a produire des interférons de type I. Elles interviennent également dans I'autoimmunité,
la prévention et la progression tumorale, et la progression de certaines infections.

Notre étude porte sur le marquage immunohistochimique de ces cellules par I'intermédiaire des
marqueurs IL-3Ra (CD123) et BDCA-2 (CD303) sur des organes lymphoides paraffinés de chiens.
Nous avons mis en évidence un marquage spécifique par les deux marqueurs, compatible avec des
cellules dendritiques plasmacytoides, sur un échantillon de noeud lymphatique axillaire dans un
contexte de carcinome des glandes eccrines du doigt.

Ces résultats appuient la rareté des cellules dendritiques plasmacytoides et confirment le
phénotype CD303* de ces cellules chez le chien.
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Annexes

Annexe 1 : protocole de marguage des échantillons

Etape Durée

Solution OTTIX PLUS ND Trois passages de 10’
Solution OTTIX SHAPER ND 3

Alcool 2

Tampon phosphaté salin (PBS) Deux passages de 5’
Tampon citraté pH 6 placé dans un bain-marie a 95°C 20’

Tampon citraté pH 6 placé dans un bain-marie a 15°C 20’

PBS 10

H,0, 30% 10’

PBS 10

Solution d’anticorps bloquant 30’

Retrait de I’excés de solution N/A

Application de I’anticorps primaire (selon Table X) 60’

PBS 10

Anticorps secondaire 30

PBS 10’

Solution avidine-biotine « ABC » 30’

PBS 10’

Solution Peroxydase Vector NovaRED (HRP) 5’

Solution d’hématoxyline éosine (Ematox ND) 50% 10”

Alcool 70° i

OTIXX SHAPER ND 1

OTTIX PLUS ND Trois passages de 5’
Séchage a I'étuve — T =50°C 180’
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IDEE Adrien

CARACTERISATION IMMUNOHISTOCHIMIQUE DES CELLULES
DENDRITIQUES PLASMACYTOIDES CHEZ LE CHIEN

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Lyon, 30 octobre 2018

RESUME :

Les cellules dendritiques plasmacytoides sont des cellules de morphologie ronde, retrouvées en petite
guantité dans le sang, la moelle osseuse, les organes lymphoides primaires et secondaires, et les tissus
inflammés ou tumoraux.

Elles incarnent des actrices majeures de I’immunité, notamment antivirale, par leur capacité inégalée a
produire des interférons de type I. Elles interviennent églament dans 1’autoimmunité, la prévention et
la progression tumorale, et la progression de certaines infections.

Notre étude porte sur le marquage immunohistochimique de ces cellules par I’intermédiaire des
marqueurs IL-3Ra (CD123) et BDCA-2 (CD303) sur des organes lymphoides paraffinés de chiens.
Nous avons mis en évidence un marquage spécifique par les deux marqueurs, compatible avec des
cellules dendritiques plasmacytoides, sur un échantillon de nceud lymphatique axillaire dans un
contexte de carcinome des glandes eccrines du doigt.

Ces résultats appuient la rareté des cellules dendritiques plasmacytoides et confirment le phénotype
CD303" de ces cellules chez le chien.
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