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Remerciements
Tours, fin Novembre 2010

Quel difficile exercice que de synthétiser en deux ou trois pages!!! seulement les
remerciements que je voudrais adresser aux différentes personnes que j'ai rencontrées et
appréciées durant ma vie d étudiant et de thésard ainsi, qu’aux personnes que je connais et
qui m’entoure depuis bien plus longtemps que ¢a. Apreés avoir enfin achevé la version finale
de ce manuscrit, je vais tenter de satisfaire a cet exercice de mon mieux, Toutes mes excuses

aux personnes que je pourrais oublier, mes pensées vont vers vous également.

Je tiens tout d’abord a remercier le professeur Yvon LEBRANCHU. Merci pour de

) . . ;o N . a . . , .
m’avoir permis de réaliser ma thése dans votre laboratoire; méme si le sujet était un peu
exotique et éloigné de vos thématiques !!! Jespere vous avoir convaincu que les ions et les
canaux_ sont un domaine encore peu étudié en immunologie de greffe. Merci pour remarques

constructives tout au long de ses trois années.

Un merci tout particulier au docteur Florence VELGE-ROUSSEL et au professeur
Jean-Yves LE GUENNEC pour avoir encadré ce travail de thése ; mais également avoir
subi mes humeurs de tous les jours !!!

Florence, je me souviens du jour oil je suis venu passer mon entretien (pensez d mieux,
indiquer le labo pour les futurs recrutements) et vous m'avez dit que je resterai travailler au
labo : quel bon souvenir, cela dit la concurrence n'était pas trop au rendez-vous... Merci
pour ces trois années ot vous vous étes étoffée sur le plan de [électrophysiologie !!!! Eh ous,
au début - et je pense étre dans le vrai — ce n’était pas trop difficile de me suivre ou nous
suivre (avec Jean-Yves) au cours de nos nombreuses discussions, formelles ou non. Merci
pour [encadrement scientifique ou autre. En effet, ma deuxiéme année de thése a été assez

mouvementé sur le plan perso mais vous avez toujours été a [écoute et de bons conseils. Et



enfin, merci pour ces années d apprentissage de [immunologie qui, je dois [avouer
aujourd’ hui, était trés floue au début et encore maintenant !!!

Jean-Yves, avant cette these, tu ne m'étais pas inconnu. En effet, durant mon M2R,
un ancien collegue de mon directeur nous avez envoyé une téte de perf pour pouvoir
manipuler correctement. Eh oui, ¢ 'était toi. Quand un jour d octobre 2007, je suis venu d
Tours, pour un entretien, je n'ai pas trouvé le labo « Cellules Dendritique et Greffes » et
alors je suis allé dans le bdtiment Dutrochet, au 2° étage, ol tu avais ton bureau — d
[époque. Laurent m’avait dit : « T'inquiétes, tu vas le reconnaitre. C’est une personne avec
des [unettes — OK, — et une barbe — la probleme !!!! Mais, une charmante personne m’a
emmené a ton bureau, Cathy Cat... Eh oui, merci Jean-Yves pour ces trois années méme si
sur la fin tu n'étais pas sur Tours. Merci, pour les congrés a Fontevraud et tous les services
perso... Et comme dirait un grand philosophe : « Aprés quelques verres, Uintelligence est au
rendez-vous » !l T'inquictes, les verres, il y en aura aprés la soutenance !!!! Enfin, merci
pour le séjour montpelliérain du mois de mai 2010, une mention spéciale pour ton accueil
chaleureux dans ta «villa » du Sud de la France !l! Merci et jespére que nos routes se

croiseront de nouveau. ..

Je voudrais exprimer mes plus sincéres remerciements aux membres de mon jury. Merci
a Mme Lucette PELLETIER, et M. Pierre LAUNAY qui m’ont fait [honneur détre les
rapporteurs de ce travail, malgré leurs nombreuses charges. Merci également a Monsieur
Romain GUINAMARD, le caennais d adoption, d avoir accepté de juger ce travail en tant

qu’examinateur.

J'adresse mes plus grands remerciements a tous les membres du laboratoire Cellules
Dendritiques et Greffes. Merci a vous pour votre accueil, vos conseils, et tous les bons
moments passés en votre compagnie. Merci a vous tous pour [excellente ambiance de travail
qui régne au sein de ce laboratoire et qui fait que chaque jour, c'est une joie d aller au boulot.

Merci, a nos secrétaires, successives, pour leur bonne humeur et leur efficacité dans le

passage des commandes — eh oui SIFAC, ce n'est pas la jote.
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Une pensée émue a tous mes co-thésards (passés ou présents) qui ont partagé une
partie de cette thése a mes cotés :

- Roxane, merci pour ces moments de rigolade dans le bureau 2 et pour tous tes
conseils trés précieux sur les techniques d’ immuno (anneau, FACS, ELISA...). Merci pour
tout !!!!

- Laurence, merci pour cette petite année passée d tes cotés avec ce bel accent
toulousain !!!

- Caro, la sportive du labo, merci pour cette bonne humeur qui te caractérisait
tant mais également pour ces soirées improvisées (match de hand et découverte de spécialité
canadienne. J'espére que nos chemins se croiseront un jour !!!

- Audrey, merci pour ton accent du Sud qui fait que tu ne peux renier tes
origines — et je pense que tu ne veux pas le faire !!! Merci, pour les produits typiques de ta
région : aligot, prunes mais aussi pour les économies sur les produits laitiers (merci Julien). ..
Partir de chez vous était toujours une prise de téte pour savoir qui conduirait au retour !!!

- Florence H, la spécialiste de 'IL-2 que j'essaie de convertir au Calcium. ..
Vivement la suite des manips avec la TG et tous les CD des lympho T !!! Merci, pour tout au
boulot mais aussi au sein de LADOCT !!!

- Catherine, [enfant du labo. Continue a étre comme tu es et ne change rien a
part peut-étre [affiche derriére toi, ¢a ne fait pas trés sérieux !!! Et t'inquiétes le monde des
canaux, ce n'est pas si compliqué que [on peut croire : vive P2X7 !!!

Merci, a toutes nos techniciennes de choc :

- Danielle, la « disséqueuse » de chien qui s’est vite mis d la culture cellulaire
et qui gére d’une main de maitre les stocks du labo. .. Tinquiétes, il y a des filles qui arrivent
pour t'aider 11!

- Audrey D, la joie de vivre du labo. Le temps passé a travailler avec toi a été
trop court a mon goiit, je pense que ['on aurait pu se marrer quelque fois !!!

- Bertille, la petite « jeune », merci pour les manips et pour ta gentillesse et ta

bonne humeur. Bon courage pour ton nouveau travail et a bientét je [espere.



- Roseline et Isabelle, les petites nouvelles. Pas facile d écrire quelque chose ;
mais bon courage a vous deux et si besoin, je serai la pour vous répondre. ..

Un trées grand MERCI a Sylvie, la technicienne de réve. Merci pour toutes les
marquages et les Si, en doublette avec la fluo !!! Dommage que tu sois parti si vite et que tu
ne vois pas les finalités de ce sujet. Une grande pensée pour toi. . .

Christophe, merci pour tes conseils au quotidien et j'espére t'avoir convaincu que les
canaux peuvent servir en immuno !!!

Merci, aux membres du service de néphro : Matthias, Jean-Michel, Mr Nivet. . .

Merci, aux M2 successifs du labo :

- Philippe, merci pour tes cafés de médecin !!! Et pour tes éclairages en
réunion sur des études de recherche clinique. ..

- Fabien, le décalé de service. Merci pour ces soirées improvisées et pour
Capprentissage de musique « douce » (Tool...)

- Aurélie, la M1 qui voulait faire un arc-en-ciel avec un ELISA et ensuite la
M2R, spécialiste du PRR et des Ig de lapin. Merci pour ta bonne humeur et pour m'avoir
supporté durant tes journées d apprentissage de la recherche... Bon courage pour supporter
Flo durant ce stage. ..

- Héléne, la caennaise exilée en Touraine. Merci, pour ta bonne humeur et
pour m’avoir fait penser & ma Normandie natale quand je te voyais. Bon courage pour la fin
de thése de Médecine. ..

- David, le « patcheur fou ». Mon M2R, de 2010, merci pour ces 6 mois de
manips sur la signature potassique des DC. Eh oui, j ai réussi a convertir un immunologiste
en électrophysiologiste. Bon courage dans ton pays ensoleillé et pense d nous en envoyé...
On se donne rdv en congrés d électrophy pour boire oups pour bosser !!!

- Florence U, « la pédiatre a la biére ». Merci pour ces soirées arrosées, pour ta

belle robe bleue et ta jolie coiffure du 17 juillet 2010. Bisous et attention a [alcool, c’est



Eh non, ce n'est pas fini !!! C'est ¢a quand on bosse sur 2 labos... Donc

un grand merci aux membres du N2C (Nutrition, Croissance et Cancer). ..

Merci au professeur Philippe BOUGNOUX de m’avoir permis d utiliser le matériel
de son laboratoire pour mener a bien ce travail. Et merci pour ces cours d cenologie d"un soir
de novembre 2010. ..

Merci a la plus cool des secrétaires : « Cathy Cat ». Merci pour ces midi a découvrir
tes repas sans viande, mais tu n'arriveras pas d me convertir. C'est trop bon la viande !!!

Merci « ZaZa », Isabelle, la technicienne espagnole !!! Eh, Dame DOMINGO, ¢a y
est je ne t'embéterai plus avec cette fameuse paélla ; mais voici mon numéro (06 71 95 55 55)
si tu changes d’avis!l! Merci également a Amandine, la petite jeune du squad des
techniciennes, et désolé mais tu avais de jolis sous-vétements !!! Ceux qui y étaient vont
comprendre. ..

Merci a Caro et Mimsy pour leur compréhension des discussions du midi. Eh oui les
filles, il faut écouter !!!

Merci a [équipe Nutrition (Stéphane, Jean-Frangois et Mimsy), pour cette bonne
odeur de viande du matin. Elle est un peu tenace !!!

Merci Karine, pour ta bonne humeur. Et fait attention d ce que tu manges le midi, la
dénutrition ¢a arrive vite !!!

Merci a Jacques pour sa bonne humeur et sa culture musicale, que ['on peut mesurer a
chaque repas de noél. Bon courage avec La petite Lucie.

Merci a Stéphane C pour son humour gringant (Le tuyau d arrosage ???) et pour la
théorie de ['intelligence. . .

Merci Aurélie, dit ORL ou Mamie pour tes conseils en immuno, eh oui tu es issu de la
méme spécialité que moi !ll Faits attention a toi et au mini-Jéjé ou mini-ORL !!! Je te
préparerai un plat spécial pour le jour de an. ..

Merci Christophe de nous faire toujours rire !!! Merci a toi pour les nombreuses
discussions scientifiques que ['on a pu avoir ensemble au laboratoire et les théories plus ou
moins loufoques que [on a pu élaborer. Sinon, c’est [histoire d’'un « chat qui a mal a la
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gorge. Il va a la pharmacie et ... » A toi de deviner la suite, ¢a ne devrait pas étre trop
dur !ll Si je rachete la compagnie CARAMBAR, je te fais signe pour les blagues !!! Bon
courage, pour la suite, le prochain étudiant c’est le tien... S : J attends toujours une biére
et une bouteille de cognac. Affaire a suivre. ..

Merci a Seb, dit « Cousin ». Eh oui, a [été 2008, nous nous sommes découvert un lien
de parenté (trés éloigné voire non existant) mais bon ce surnom nous est resté. Merci pour tes
conseils précieux en électrophy et pur ta bonne humeur. Bon, ton humour se situe un peu au-
dessus du genou, mais on fait avec... Enfin, si tu as encore un probleme avec tes égouts, je
connais un bon avocat!!! ®S: Evites de manger indien la veille de ma these, ¢a
m’arrangerait !!!

Merci a Dame POTIER, mon témoin de substitution. Merci, pour ces années de
Jfranche rigolade et de bonheur. Je croise les doigts pour toi et sache que ma porte sera
toujours ouverte pour un bon petit plat plein d oignons et de créme, aprés un bon footing
estival. Si ton homme ne veut pas courir, il boira une biére avec moi !!! RDV en juin, j’ai une
petite vengeance d prendre. ..

Et un grand MERCI a tous les étudiants passés et présents de ce labo :

Sophie K, méme si ta petite absence d’une année fut rapide, Merci pour les midis de
bonne humeur passés a tes cotés. ..

Alban, mon prof de fluo. Merci pour [apprentissage de la fluo et pour les franches
rigolades de congrés et autres !!! Et, surtout, souviens-toi bien que les matures sont les plus
poilues I!! Et ¢a tu peux également le vérifier dans la vie de tous les jours... Attention, sois
patient ton tour viendra assez vite comme ¢a... Tu me tiendras au courant !!!

Lucie B, dit « Mini Moy ». Merci pour ces congrés (Canaux_ Loniques, par ex) mais
aussi attention de ne pas prendre le melon avec ta publi dans Oncogene !!! Bon courage,
pour la suite et bon voyage en Italie... Penses a nous ramener des spécialités de la-bas : mais
pas un fabio. ..

Fabio, le rital de service. Merci pour cette patience qui te caractérise tant et désolé
d’étre notre souffre-douleur du labo mais c’est tellement bon !!! Souviens-toi, la plage a

Giens, c'est celle sur la gauche !!! Tu trouveras. ..
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Johan, dit « Champion », mon colléque de patch sur cellules myéloides. Merci, pour
toutes ces KG-1 et TH®P-1 que tu m’as gentillement donné !!! Et pour les figures de rampe
aussi, mai chut faut pas ‘ébruité I!! Bon courage pour la suite et STP remets-toi d
Célectrophy, c’est toi qui doit driver ton sujet mais aussi ¢ 'est un monde tellement beau. ..

Ludovic, dit Ludo, mon alcoolique, oups mon acolyte de congres !!! Merci pour ces
partages de chambres, ces réflexions sur le paysage durant les voyages, ces repas arrosés et la
découverte du monde la faluche tourangeau !!! Quand je dis fluche, c'est bien sir la
découverte des bars de la ville. Si tu n'as toujours rien trouvé dans qq mois, on va postuler
chez Hamamatsu, vu le maitre en blague que ['on connait !!! Encore, merci pour tout, bon
vent [ami. ..

Les petits derniers : Billel, Ramez et Virginie. Merci pour votre bonne humeur et
faites attention je ne serai plus la pour vous sauvez la vie en vous dépannant d’un produit
quelconque. .. Organisés vos commandes et soyez gentils avec Cathy Cat, sinon pas de
commandes et pas de produits. ..

Lucie C, dit « Boulette ». Merci Monsieur-Madame (pardon), pour ta bonne humeur
et pour ta vitesse d élocution !!! Merci pour tout et bon courage pour la suite, on se fera un
petit resto de temps en temps pour se donner des news !!! N hésites pas a appeler si tu veux
des conseils. ..

Merci aux anciens du N2C, que je ne connais que par les soirées :

Emeline, la technicienne. Quand tu veux, on se refait une descente de canoé sur la
Vienne. Mais la prochaine fois, on fait la grande descente et sans Pierre et Cathy Cat !!!
Bon courage pour la suite. ..

Aurélia, dit « Auré ». Merci pour ces soirées BBQ a [éventail chinois !!! Et peut-étre
a bientot dans le train, sije trouve un post-doc sur Paris... On se tient au courant et bises d
Bichon !!!

Tran. Merci pour tous les conseils et ton expérience de la bricole dans le [abo !!! Bon

courage pour la suite et bises d la famille. ..



Aude, la montpelliéraine. Merci, pour ta bonne humeur, ta gentillesse et ces congrés
partagés a tes cotés. Et surtout désolé pour ton pantalon !!!! (Tu devrais comprendre...)

Bon courage pour la suite et tiens au courant quand tu repasses en Touraine. ..

Une pensée particuliére pour Laurent SALLE (t'as vu, j'ai mis Laccent !1!), mon
directeur de M2R, Merci Laurent, pour tes précieux conseils et pour la formation sur le tas
que tu m’'as donné pendant les deux années de travail ensemble (on en a connu des
emmerdes !!!). Merci pour [appui pour [obtention de la bourse de thése mais j’aurai préféré
continué a tes cotés !!! Merci pour ces pots au Stop Bar et ces repas au labo !!! J'espére que

nos routes se recroiseront un jour !!! MERCI pour tout. ..

Merci a J-B, mon pote militaire. Reviens vite d_Afga pour que [on puisse arroser ¢a.
Bon courage et d bientdt. ..

Merci a Fabrice et Annie, du Sham. Ne vous inquiétez pas, je reste en Touraine, donc
encore de folles soirées dans votre superbe établissement : humour, bonne biére et saucisson

sont toujours au rendez-vous !!!

Apres les labos, place aux potes du Rugby (faut dire qu'il y en a pas
mal I!l):
MERCI, a tous les ex- et joueurs actuels du CNR(C :
- Loulou et Lulu, merci pour votre soutien sans faille. Promis, quand on
rentre on se fait une bouffe !!! Bisous a Lily...
- La famille MARJE : merci Céline pour avoir attendue !!! Bon courage a
vous pour la suite et a bientot. ..
- Nico, dit « mobylette », merci pour [hébergement aprés quelques soirées
arrosées en célibataire (en tout cas pour ma part). Et faudra passer un we en Touraine, y'a

des bars aussi !!! Bisous
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- La famille LELOGEAIS. Sandrine et Eric, les voisins des beaux-parents !!!
Heureusement que vous n’habitez pas trop loin I!! Merci pour ces soirées improvisées quand
il le fallait !!! A bientét. ..

- Laurent, dit Lolo. Merci pour ces préts de véhicules et pour ton soutien !!!
Bonjour a Sylvie, a bientot. ..

- Benjamin, dit « Ben », merci pour tous les coups de main (pro ou perso) au
cours de ces belles années de fac !!! Merci pour ton amitié et bonjour a Stéph. ..

- La famille ROYER, merci pour votre bonne humeur et pour ces soirées de
ouf I!! Merci et a bientét, quand vous passez dans la région appelez !!!

MERCI a tous les autres que jaurai pu oublier: la Viv, Steph R, Sylvain, Dom,
Doudou, Alain et Monique, Fab, Bricolle et Soline, Vévé et Cat, Yan (le docteur és sciences)
Alex, Jérem, Q et Nadeége, Antoine, Frangois dit le Tortionnaire et Marie-Claude, Annabelle,
Patrice et Sophie, Manau et Claire, Frangois et Véronique. .. Désolé sij'en ai oublié !!!

Merci au XV Luynois, pour m'avoir accueilli a bras ouvert pour cette nouvelle
aventure rugbystique en Touraine. Merci aux coachs pour leur compréhension de mes

absences au club !!!

Cest maintenant au tour de la famille :

Maman, merci de m’avoir permis de mener a bien mes études... Jespére que tu es
fiére de ta progéniture !!!

Mamina, ma grand-mére. Merci pour les ravitaillements d’un régiment a chaque fois
que Lon rentre a Bellou. .. Merci pour les dessous de table !!! Maintenant, on aura peut-étre
un peu plus de temps a t'accorder. ..

La famille LADROUE : Les gars, Tonton Martial et Véro. Merci pour votre soutien
sans faille et pour tout !!! Véro, ma grande sceur. Merci pour la complicité de toujours et
pour tout ce que tu as fait pour moi et maintenant pour nous. Je ne serai jamais assez

reconnaissant. . .
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La belle famille. Merci a tous pour votre soutien et pour les bons moments passés
ensemble. Maintenant, je n’aurai pas la téte dans les études !!! On va arroser ¢a, il parait
qu’il reste des bulles de cet été. ..

Brigitte et Dominique (les beaux-parents), dit « Belle maman » et « Domingo » ou
« joli papa ». Merci pour tous les sacrifices que vous avez fait et pour le soutien quand ¢a
n'allait pas trop !!! Désolé pour le trou dans le mur mais fallait bien accrocher le nouveau
tableau !!!

Merci a Guillaume, le toulousain, mon beauf. Merci pour cet hébergement de fortune
a Caube d’un super congres (hein Ludo !!!). Merci pour ton humour, pour tes expressions
toujours inoubliables (Kiker des meufs !!!). Faits attention d toi et ta moitié. Vivement les
fétes pour boire un coup avec tout le monde. ..

J'ai gardé le meilleur pour la fin. MERCI a toi, mon amour !!! Merci pour tout ce
que tu m’apportes depuis toutes ces années. Tu as accepté de venir en Touraine car j'y étais
depuis un an, déja. C’est une belle preuve d’amour. Merci pour le soutien et pour ce que tu es
tout simplement... Tu me diras si je me trompe mais je crois que 2010 est une trés bonne
année, pour nous. Aprés un magnifique mariage et la fin de tes études, je m appréte a
terminer les miennes. Désolé pour les sautes d’humeur, durant la période de rédaction et de
Coral... Tout simplement, merci pour tout et je t'aime !!! Et enfin, MERCI pour la suite,
Jlespére que la vie nous apportera tout ce que [on désir; que nous ne manquerons pas nos

actes...

MERCI a tous pour les bons moments et le soutien !!!

Romain
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Résumé

En transplantation d’organes, la réponse immueitdie I'hGte contre son donneur
reste une cause tres importante de perte de gseffonsi, un meilleur contréle de la réponse
allogénique par induction d'une tolérance spécdiqueste l'une des priorités en
transplantation humaine. Les cellules dendritiq¥s) humaines ont un réle majeur dans le
déclenchement de la réponse allogénique. Ainsinugileure connaissance de la physiologie
ionique des DC humaines peut avoir des conséquehéespeutiques en transplantation.
L’implication des ions, en particulier du calciuindal potassium, dans la physiologie des DC
humaines n’est pas totalement connue.

Dans cette étude, nous avons démontré I'existelre dECC ( Entrée Capacitive de
Calcium) dans la DC humaine par des mesures ddrsfhecrimétrie. Selon les agents de
maturation (LPS pour Lipopolysaccharide, ZymosanTbiF-o), les ECC observée sont
différentes. Dans le cas du LPS et du T&yF*-ECC semble comporter deux composantes :
une continue insensible au 2-APB (inhibiteur codnumécanisme SOCE) et une soutenue ou
transitoire, correspondant & I'entrée propremete de C&". Cette composante est inhibée
par 100uM de 2-APB. Pour les hDC traitées par lm@san, 'ECC est réversible puisqu’elle
disparait lorsque I'on perfuse une solution physj@ue (2mM de Cd). Cette ECC,
réversible, est sensible au 2-APB et son ampliasi@iminuée d’environ 50%.

La vidange des stocks calciques obtenue par unerrant avec 750nM de
Thapsigargine, est capable d’induire I'expressiola &urface de marqueurs de maturation
comme le CD80, CD86 et HLA-DR et fait exprimer I®Z5 et le CD83 aux hDC. Cette
expression de marqueurs spécifiques de la matardée hDC semble sensible au 2-APB. En
outre, les hDC vont sécréter différentes cytokieasfonction des signaux de maturation.
L’inhibition de I'ECC, par le 2-APB, entraine uneminution de la production des cytokines
IL-12, IL-10 et IFNy. Ceci suggére que I'ECC est impliquée dans lexcqasus de
maturation et de sécrétion des cytokines des hDC.

Ces résultats nous permettent d’émettre I'hypotlipse les SOCs (Store-Operated
Channels) sont impliqués dans la maturation deshD@aines. Ces SOCs ont été mis en
évidence dans le lymphocyte T et le r6le de ORAESTIM-1 y est donc bien décrit. Nous
avons donc étudié I'implication de ces deux prasgjrdans le processus de maturation des
hDC. A l'aide de si-RNA, nous avons démontré quehibition de ces deux protéines

(ORAI-1 et STIM-1) diminuait I'expression des maegus de maturation de 30%. Ceci
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suggere une implication de ces deux protéines WEnévénements précoces de maturation
des hDC.

Enfin, une question reste en suspend : quel eitlenir du C& dans la DC humaine
aprés 'ECC? Des canaux potassiques (KCa 3.1 etlHTappartenant a des familles de
canaux qui sont activés par le calcium intracellalet ont été mis en évidence a la surface
des hDC a I'état immature et mature. Une analysetr@physiologique de ces canaux permet
de confirmer la présence de membres de ces fansilledes DC humaines. L’inhibition
pharmacologique de ces canaux entraine une dimmde I'expression de marqueurs de
maturation comme le CD83 et le CD25. En effethiibition du canal KCa3.1, par le TRAM-
34 (100nM), va provoquer une diminution de I'exgiea du marqueur de migration CCR5
sur les hDC immatures ainsi qu’'une augmentationC@iR7 sur les DC matures. Cette
inhibition entraine une diminution de la capaciééndigration des DC immatures alors que le
TRAM-34 a tendance a augmenter la capacité de tiogrdes DC matures. Il semble donc
gue le canal KCa3.1 soit impliqué dans la migraties DC immatures qui vont de la moelle
vers les tissus. Ce canal controlerait égalemepietie celle des DC matures qui migrent des
tissus vers les organes lymphoides secondairesipibier la réponse immune. Il apparait
donc que ces canaux, plus précisément le canal KCp8urraient étre une cible privilégiée
de traitements contre certaines maladies immue#afrejet de greffe ou maladies auto-
immunes).

Pour conclure, les homéostasies ioniques(€aK") jouent un role important dans

les propriétés des DC huamines au niveau phénatyptfonctionnel.

Mots-clés: greffe d’organe, cellules dendritiques humain€sjcium, Potassium, canaux

capacitifs, matruration, migration, cytokines
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Résumeé en anglais

The immune response is a process necessary tdextperotection of the organism.
The human dendritric cells (hDC) play a key roleéhis process. Through their maturation by
different agents, these cells are going to adaptaimality of this immune response. The
implication of some ions, in particular the calciamd potassium, in the hDC physiology is
not yet totally known.

In the present study, we unraveled the existencea d@CE in hDC by using
fluorescence measurements of Fura-2 loaded DQetldsy Thapsigargin. Furthermore, the
Ccd” signal is different according to the maturatingrtg. For LPS and TN&:the C4" entry
seems to be composed of two components: a transmenimatching the ER release and a
sustained one corresponding to the externd’ @atry following ER depletion. We also
demonstrated that the activation of CGEa maturating agents, positively regulated the
expression of human DC maturation markers such80CCD86, and HLA-DR, and allows
the expression of specific maturation markers: CR88 CD25. Moreover, we showed that
the channel ORAI-1 is responsible of this CCE,thia si-RNA technique. This work allowed
the identification on the surface of immature andture hDC of the potassium channels
(Kca3.1l, KCal.l) belonging to families of channtiat are activated by the intracellular
calcium. The inhibition of these channels inducedkarease of the expression of markers of
maturation as CD83 and CD25. The electrophysioldginalysis of these channels confirmed
the presence of members from these families on HD@hermore, using specific inhibitors,
we showed that the potassium through these chaplagis an important role in the processes
of migration of the hDC.

Thus, it appears that these ion channels, maidycttannels ORAI-1 or SK4, could be an
adapted target for treatments against some immiseases (graft rejection or auto-immune

diseases).

Keywords : organ graft, human denddritic cell, Calcium, Bstam, store-operated channels,

maturation, migration, cytokines
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La transplantation d’organes est la seule issueaple@tique pour beaucoup de
pathologies qui entrainent une perte de fonctioBvérsible d’'organes vitaux. Les progrés
majeurs réalisés au cours des 20 dernieres annéabauti a une augmentation significative
du nombre de patients pouvant avoir acces a unspiantation. Ainsi, en 2008, 4620 greffes
ont été realisées en France dont 2937 transplansaténales.

Depuis une vingtaine d’années, de nombreux pramreété réalisés grace notamment
a une technigue dgreffe de mieux en mieux maitrisée et des résuitatiermes de durée et
de qualité de vie en constante progression. En, ééfeejet aigu d’allogreffe est maintenant
controlé de maniére trés efficace pour la majatég patients comme en témoigne les taux de
survies des greffons extrémement bons dans les pmmieres années qui suivent la
transplantation. Ce progrés a été principalemen¢nnb grace au développement de trés
nombreux médicaments immunosuppresseurs chimidumslegiques.

Cependant, ces traitements appliqués de maniérenigbe et en association
dépriment 'ensemble du systeme immunitaire duvege Cette action est tres efficace mais
dénuée de spécificité pour les antigénes du gredtomst a l'origine d’effets secondaires
graves a long terme comme l'augmentation d'infetimpportunistes et I'apparition de
cancers (viro-induits notamment). D’autre partdleninution nette de l'incidence du rejet
aigu n’a pas pour autant permis d’enrayer la sweeafu rejet chroniquavec notamment la
perte d'un tiers des greffons durant les 10 pressieannées post-transplantation. Le
mécanisme est assez simple mais difficile a comebagitiisque les traitements actuels
n'arrivent pas a le maitriser efficacement : lanfimation qui régne au niveau du greffon
provoque une fibrose des vaisseaux dont les pa'éississent lentement. L'irrigation
devient alors insuffisante et les fonctions degbore se détériorent.

Il apparait donc important de reconsidérer lestégias actuelles d’immuno-
intervention afin d’'induire une tolérance immuni¢éaspécifique vis-a-vis des alloantigénes du
greffon. Ainsi, une meilleure connaissance des mécanismes condaisatéveloppement de
la tolérance immunitaire ainsi que ceux impliquaagle développement des Iésions du rejet
chronique permettra de mettre au point de nouvstleségies thérapeutiques mieux ciblées.
Parmi les cellules du systéme immunitaire impligudans le rejet, les cellules dendritiques
jouent un rdle capital. Ce sont des cellules pitaseces d’antigene professionnelles
caractérisées par une grande plasticité qui leumgiea la fois de générer des réponses
immunitaires effectrices pour éliminer les pathaggest d’induire une tolérance périphérique

selon les signaux qu’elles percoivent. La grandetpité des cellules dendritiques fait de la

32



manipulation de ces cellules un champ d’investigapour une potentielle thérapie cellulaire
par des DC pro-tolérogénes afin de moduler la ré@dmmune.

Par ailleurs, le Calcium (€3 est un composant essentiel de la vie cellulaitais,
dans la cellule dendritique (DC) humaine, son réle encore flou. L’'augmentation de sa
concentration intracellulaire est un phénomeneobigue ubiquitaire et essentiel au bon
fonctionnement cellulaire. Les fonctions biologigupli y sont liées sont de grande diversité :
de la difféerenciation cellulaire (cellule lymphoaye T) a l'apoptose. De ce fait,
I’'homéostasie calcique doit donc étre minutieusémégulée. Contrairement aux cellules
excitables, les mécanismes de régulation de cetteébstasie ionique restent encore peu

connus pour les cellules non-excitables, comm®&®@#umaines.

Depuis quelques dizaines d’années, de nombreugaegesd s’intéressent aux
mécanismes d’entrée, et sa modulation, de é& ®is, ce n’est que trés récemment que les
entités moléculaires de cette entrée calcique t@ntiécrites. En effet, la découverte du canal
ORAI-1, en 2006, a permis une explosition de ldeeche dans ce domaine d’investigation :
la régulation calcique dans l'activation du systémenunitaire. Enfin, ces derniéres années,
des modulateurs de cette entrée d& Gians la cellule, ont été décrits. Les canaux TRPM
KCa3.1 ou K/1.3 sont les principaux représentants des modutatirice mécanisme d’entrée
calcigue dans les cellules non-excitables. Nousnavdonc, dans un premier temps,
caractérisé une entrée de*Cdans la DC humaine, en réponse & une déplétiorstdeks
calciques du RE : une ECC (Entrée Capacitive dei@a). Par la suite, nous avons analysé
le réle de cette entrée dans les principales fonstide la DC humaine. La caractérisation
moléculaire de ce mécanisme SOCE (Store-Operatédu@aEntry) a fait I'objet d'une
grande partie de ce travail. Enfin, nous nous éss¢ au devenir du €aissu de cette ECC,

dans les fonctions des DC humaines.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce tragaih&kse seront exposés aprés une
revue bibliographique. Les cellules dendritiquesose tout d’abord décrites. Nous nous
intéresserons ensuite a 'immunologie de greffples particulierement aux différentes voies
d’alloreconnaissance et au concept de la toléramceune. L’homéostasie calcique des
cellules non-excitables, en prenant comme exemapledllules immunitaires, sera développée
dans une troisieme partie. Enfin, la derniére padé ce travail sera consacrée a une

conclusion générale.
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|. LES CELLULES DENDRITIQUES

1. Généralités

Les cellules dendritiques sont les principales utedl présentatrices d’antigene
professionnelles, capables d’activer des lymphacyteaifs. Grace a leurs récepteurs (PRRs
pour Pattern Recognition Receptors) reconnaisssshbtifs conservés de micro-organismes
(PAMPs pour Pathogen Associated Molecular Patteglies jouent le réle de « sentinelles »
en périphérie. Leur capacité a capturer et préséggeantigenes a leur surface leur permet
d’activer ensuite les lymphocytes T naifs et mépwites cellules dendritiques font donc le
lien entre immunité innée et immunité adaptative.

Les cellules dendritiques sont présentes dansdfosgne sous deux états : immature et
mature. Les cellules dendritiques immatures, ptéseau niveau de la majorité des tissus,
jouent le role de « sentinelles ». Grace a leuroiti@mte capacité d’endocytose, elles captent
les antigénes. Cette étape génere des signawemgemt les cellules dendritiques matures ;
elles perdent alors leur capacité d’endocytoseréappt les antigenes et migrent vers les
organes lymphoides secondaires ou elles présentetiymphocytes T naifs ou mémoires des
peptides dérivés de ces antigénes conjointemert kg molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). L’activation des lymphgtes T découle de la double
reconnaissance CMH/peptide par le complexe TCRedirderaction entre les molécules de
co-stimulation présentes a la surface des celldésgdritiques et celles exprimées par les
cellules T.

Les cellules dendritiques jouent un réle importdans linitiation de la réponse
immune effectrice mais sont également impliguéessdanduction et le maintien de la
tolérance immunitaire. Il existe plusieurs populas de cellules dendritiques, classées selon
leur origine et leur localisation. L’orientation d& réponse immunitaire dépend de I'état
d’activation des cellules dendritiques mais aussiadsous-population mise en jeu dans cette
réponse. La majeure partie de ce chapitre seraacoes aux cellules dendritiques myéloides

humaines qui ont été I'objet de ce travail de thése
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2. Ontogénie des cellules dendritiques

Les travaux de recherche concernant les celluledriigues ont été abondants ces
derniéres années. Ainsi, les différentes sous-ptipulks, les fonctions et les localisations des
cellules dendritiques humaines sont clairementliéghllors que leur origine précise et leurs
précurseurs restent mal connus.

Les cellules dendritiques sont des leucocytes idsua moelle osseuse, a I'exception
des cellules dendritiques folliculaires qui ont wnigine stromale (Rossi and Young 2005). A
cause de leurs similitudes fonctionnelles avearleaocytes, les cellules dendritiques ont été
originairement considérées comme appartenant agied myéloide. Ce concept a été
renforcé par la génération de cellules dendritigng®loides a partir de monocytes et de
cellules souches CD34Sallusto and Lanzavecchia 1994; Caux, Vanberdtel. 1996).
Toutefois, des études effectuées chez la sourisnumttré que des cellules dendritiques
pouvaient avoir une origine lymphoide. En effet, ¥f@l ont différencié des CDED8CD3
CD44'CD25 murins en cellules dendritiques alors qu’ellest socapables de se différencier
en cellules myéloides (Wu, Li et al. 1996).

Ainsi, le processus de différenciation en cellutEEndritigues semble complexe,
d’autant plus que d’autres études soulignent ggecdltules dendritiques murines myéloides
et plasmacytoides peuvent étre génér@qgsartir de précurseurs myéloides et lymphoides
exprimant le Flt3 (FMS-like tyrosine kinase-3) (Wu,et al. 1996; D'Amico and Wu 2003;
Karsunky, Merad et al. 2003). Enfin, il semblerajue des cellules dendritiques
plasmacytoides puissent se différencier en celldixritiques myéloides conventionnelles
suite a une infection virale (Zuniga, McGavernleR@04).

Contrairement aux autres cellules de la lignée h@mo@etique telles que les cellules
B, NK, T, les monocytes ou encore les neutrophitedjfférenciation en cellules dendritiques
semble donc plus complexe et flexible. Ces obsemnatont conduit au concept de plasticité
fonctionnelle des précurseurs avec une rétentiolopgée du potentiel myéloide. Ce modéle
suggere que toutes les DC peuvent se différendleredis stades, les sous-populations de DC
étant générées par linfluence de I'environnemertall sur les précurseurs relativement
plastiques (Shortman and Naik 2007). Cette plaétabes précurseurs permettrait la présence

de cellules dendritiques dans I'organisme danewlgs situations.
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3. Classification des cellules dendritiques humaise

Les cellules de Langerhans, présentes au niveda @eau, ont été les premieres
cellules dendritiques découvertes en 1868 par Paujerhans. A cette époque, elles étaient
considérées comme des terminaisons nerveuses (Rwo$sYoung 2005). Ce n’est qu’'une
centaine d’années plus tard, en 1973 que Steint@olen identifient des cellules avec une
morphologie semblable dans la rate de souris dtdpisent « cellules dendritiques » compte-
tenu de leur morphologie particuliere en forme lofarou de dendrites (du grec « dendron »
signifiant arbre) (Steinman and Cohn 1973). Letuted dendritiques sont présentes dans le
sang, la lymphe, le thymus et les organes lymplsoggeondaires mais également dans des
tissus non lymphoides comme I'épiderme, le deregepbumons, l'intestin, le cceur, le foie et
les reins. Cependant, leur faible fréquence damgdhisme (1 a 2% des leucocytes) et le
manque de marqueurs spécifiques ont rendu diffieile caractérisation (Hart 1997; Sato and
Fujita 2007). Néanmoins, I'’émergence de technigigedifférenciation et de cultuex vivoet
I'apparition d’anticorps monoclonaux spécifiquest germis de mieux les étudier ces
derniéres années (Banchereau, Briere et al. 2000).

Les cellules dendritiques humaines sont des ledesayerivés de la moelle osseuse
(Katz, Tamaki et al. 1979; Rossi and Young 2005geAour, aucun marqueur spécifique de
la «lignée » dendritigue n'a été identifié, ellsent donc «lin». Dans les organes
lymphoides, on distingue les cellules dendritiquegéloides dites « conventionnelles »
(CD11¢) des cellules dendritiques plasmacytoides (CD1ltes différentes sous-
populations de cellules dendritiques sont doncséles selon leur localisation et I'expression

différentielle de plusieurs marqueurs de surfaedéq@nd Fujita 2007).

3.1 Les cellules dendritiques myéloides

Les cellules dendritiques myéloides humaines ditesnventionnelles » expriment
les molécules du CMH de classe Il. On distingue xdsous-populations de cellules
dendritiques dans le sang périphérique : les ‘CB®D1d, CD11&9" BDCA-1/CD1¢ (0,6%
des cellules mononucléées du sang périphériqueM@Bet les CD4, CD1a, CD11&Y,
BDCA-3/CD14T (<0,05% des PBMC) (Sato and Fujita 2007). Cesuleslldendritiques ont

la capacité de stimuler les lymphocytes T naifa@moires (Ito, Inaba et al. 1999).
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3.2 Les cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritiques plasmacytoides ont étdwléertes en 1958 par Lennert et
Remmele, dans les zones T des ganglions lymphatideanert and Remmele 1958). A cette
époque, elles étaient considérées comme des celplEsmacytoides a cause de leur
ressemblance aux plasmocytes puis plus tard comese cellules T plasmacytoides.
Cependant, ces cellules n'expriment pas de margugécifiques des lymphocytes B ni des
plasmocytes. Apres la découverte de marqueurs lignke myélo-monocytaire, ces cellules
ont été appelées « monocytes plasmacytoides »s;gaai’est qu'en 1999 que les travaux de
Siegal et al. et de Cellaet al. ont définitivement identifié les cellules dendyies
plasmacytoides dans le sang et dans les organetdydes secondaires (Colonna, Trinchieri
et al. 2004; McKenna, Beignon et al. 2005). Lesluted dendritiques plasmacytoides
humaines sont caractérisées par le phénotype s$uivaB4, CD45RA, ILT3", ILT1,
BDCA-**, BDCA-4", HLA-DR**, CD33, CD62L" (Colonna, Trinchieri et al. 2004; Rossi and
Young 2005). Contrairement aux cellules dendritgquyéloides, elles n’expriment pas
CD11c mais sont CD12%"

Les cellules dendritiques plasmacytoides sont lelfules les plus productrices
d’'IFN-a de I'organisme, ce qui leur confere un réle magams la réponse anti-virale. Elles
reconnaissent les ADN et ARN viraux grace aux Take Receptors (TLR) 7 et 9. Elles
pourraient également intervenir dans les répone@guamorales (McKenna, Beignon et al.
2005).In vitro, elles passent de I'état immature a mature enepoésd’IL-3 et de CD40L
(Colonna, Trinchieri et al. 2004). Les cellules didtiques plasmacytoides sont capables
d’orienter la réponse immunitaire vers Thl ou Tha, (Amakawa et al. 2004) ; certaines
études montrent qu’elles peuvent également indlgria tolérance immuria vivo (Ito, Yang
et al. 2007).

3.3 Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans sont situées dans &épiel les muqueuses et I'épithélium
pulmonaire ou elles forment un réseau dense gracteuss longs prolongements
cytoplasmiques (Rossi and Young 2005). Elles exgmimdes molécules qui leur sont
spécifiques : la Langerhine, une lectine de typpuJouerait un réle dans la présentation des
antigenes glycopeptidiques (Mizumoto and Takasiif6@d) et la E-cadherine, une molécule
d’adhésion permettant leur rétention dans I'épidge(irang, Amagai et al. 1993). Les cellules
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de Langerhans sont les seules cellules dendritipaesédant des structures cytoplasmiques
appelées granules de Birbeck. Il s’agit d’'endosolae®llaires organisés en strates ayant la
forme de raquette de tennis ou de baguette. Ladasede Langerhans expriment également
d’autres molécules caractéristiques de cellulesdikues comme le CDla qui leur
permettrait de présenter les antigenes lipidigts@er, Sieling et al. 2004; Mizumoto and
Takashima 2004). Bien que particulieres, les cetlude Langerhans, sont de vraies cellules
présentatrices d’antigéne professionnelles : agapture d’un antigene, elles migrent vers les
organes lymphoides secondaires tout en effectiamt maturation afin de stimuler les

lymphocytes T (Hemmi, Yoshino et al. 2001).

3.4 Les cellules dendritigues dermiques et inteziés

Les cellules dendritiques dermiques et interski#el complétent la fonction
« sentinelle » exercée par les cellules de Langerha niveau de I'épiderme. Elles se situent
dans le derme, les plaques de Peyer de I'intestie®poumons, le cceur (associées a de petits
capillaires), le foie et les reins (Hart and McKien1988; Prickett, McKenzie et al. 1988).
Elles expriment fortement les récepteurs liés addéeytose ainsi que les récepteurs de
chimiokines inflammatoires (Hart and McKenzie 198&; Heer, Hammad et al. 2005). On
distingue les cellules dendritiques dermiques deses cellules interstitielles par leur
expression du facteur de coagulation Xllla.

3.5 Les cellules dendritigues thymiques

On distingue deux populations de cellules dendrggy thymiques: les
conventionnelles (cDC thymiques) et les plasmadg®i (pDC thymiques). Les cDC
thymiques de phénotype CDTHLA-DR* CD45RA™ CD83 CD4" sont retrouvées dans la
meédulla ainsi qu’au niveau de la jonction corticéehallaire (Wu and Shortman 2005). Elles
semblent impliguées dans la sélection négative lgegphocytes T auto-réactifs par
présentation des antigénes du Soi (Sprent and \¥@856; Shortman, Vremec et al. 1998).
Les pDC thymiques sont HLA-D¥, CD45RA, CD11¢ et CD123. Elles sont également
présentes dans le cortex (Sprent and Webb 1995amiuShortman 2005). Leur réle dans le
thymus reste assez mal compris. Il semble peu pltebgu’elles jouent un réle dans la
sélection négative des lymphocytes T étant donuné feible expression des molécules de

CMH de classe Il (Wu and Shortman 2005). Quelquedes montrent qu’elles pourraient
39



cependant induire des lymphocytes T régulateurst{iiMand Bayley 2002; Moseman, Liang
et al. 2004).

3.6 Les cellules dendritigues folliculaires

Les cellules dendritiques folliculaires sont préssrprincipalement dans les follicules
primaires riches en cellules B et dans les ceng@sninatifs des organes lymphoides
secondaires. Contrairement aux autres cellulesrdiepes, elles ont une origine stromale
(mésenchymateuse et non hématopoiétique) (Hart, 1@®7Nierop and de Groot 2002). De
méme, elles ne présentent pas I'antigene par lédécoles du CMH de classe Il. Par contre,
elles peuvent présenter les antigenes natifs gadse récepteurs de la fraction Fc des
immunoglobulines FRIIb (CD32) et FeRIl (CD23) ainsi qu’aux récepteurs du
complément CR2 (CD21) et CR1 (CD35) (Liu, Xu et B997; van Nierop and de Groot
2002). Elles sécretent également la chimiokine CK&Lce qui facilite le recrutement des
lymphocytes B. Les cellules dendritiques follictdsi auraient un rdle central dans
I'activation et la sélection des lymphocytes B dueau du centre germinatif et dans le

maintien de la mémoire immunologique.

3.7 Les cellules dendritigues associées aux mugseus

Les cellules dendritiques des muqueuses résidems ¢tks plagues de Peyer, dans les
muqueuses du tractus respiratoire et intestinalaléé orale, 'appareil uro-génital et dans le

mucus des membranes (Liu, Xu et al. 1997; JoharmsdrKelsall 2005; Iwasaki 2007). Ces

cellules participent principalement au maintien laetolérance orale mais aussi a la lutte
contre les pathogenes (Johansson and Kelsall 208Saki 2007). Contrairement au modele

murin, les sous-populations de cellules dendrisgdes muqueuses chez 'Homme sont peu
caractérisées du fait de leur faible accessibianmoins, elles sont principalement définies
par leur forte expression du CMH de classe |l etgar capacité allo-stimulatrice (Johansson
and Kelsall 2005).

Apres cette breve description des différentes @djouls de cellules dendritiques, le chapitre

suivant sera consacre aux cellules dendritiquedoiyeés.
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4. Modeles de différenciation des cellules dendrguesin vitro

Les cellules dendritiques sont présentes en fgiteortion dans I'organisme : elles
représentent environ 1 a 2% des leucocytes. ldest difficile de les isoler en quantité
suffisante pour pouvoir les étudier. Des méthodeslitférenciation de cellules dendritiques
in vitro ont été développées : soit a partir de cellulagises CD3% issues de la moelle

osseuse ou de sang de cordon ombilical soit & plartnonocytes du sang périphérique.

4.1 A partir de cellules souches CD34

Les cellules souches CD3peuvent étre isolées de la moelle osseuse oundedsa
cordon ombilical du nouveau-né pour obtenir dekilss dendritiquen vitro. La culture de
ces cellules avec du GM-CSF (« Granulocyte Macrge+@olony Stimulating Factor ») et du
TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha) entraine leur diffiéfation en deux sous-populations
de cellules dendritiques (Caux, Vanbervliet etl&8l96). La premiére population ressemble
aux cellules de Langerhans : elles expriment CIBi@adhérine, et contiennent des granules
de Birbeck. Cette voie est dépendante de la présdacTGFH8 (« Transforming Growth
Factorp ») confirmant les données sur les souris défieemin TGH qui ne possedent pas
de cellules de Langerhans (Borkowski, Letteriole1996). La seconde population ressemble
aux cellules dendritiques interstitielles ou demeis; (Caux, Vanbervliet et al. 1996;
Shortman and Liu 2002). Les cellules de Langeripausent également étre obtenues a partir
de cellules CD34traitées avec de I'IL-3 et du TN&{Caux, Vanbervliet et al. 1996).

Les cellules souches CD34ont capables de se différencier en cellules denaors
interstitielles CD119CD1a/CD1c, en présence de FIt3L, d’IL-6, d'IL-3 et de SCEoteur
de croissance de cellules souches, «stem celbbrfagt(Fadilah, Vuckovic et al. 2007).
L'utilisation d’IL-4, de FIt3L, de GM-CSF et de SGRvorise aussi I'émergence de cellules
dendritiques interstitielles (Ward, Stewart et28106).

4.2 A partir de monocytes

Chez 'Homme, les monocytes sont les précursesrplies fréquemment utilisés pour
obtenir des cellules dendritiquas vitro. Lorsqu’ils sont cultivés pendant plusieurs joars

présence de GM-CSF et d'IL-4, ils se differenciemt cellules dendritiques myéloides
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immatures (Sallusto and Lanzavecchia 1994). Notoes!’IL-4 peut étre remplacée par I'lL-
13 (Alters, Gadea et al. 1999). L'addition de TEkors de la différenciation de monocytes
cultivées avec du GM-CSF et de I'lL-4 induit dedldes ressemblant aux cellules de
Langerhans (Geissmann, Prost et al. 1998). Lareutte monocytes en présence de GM-CSF,
d’'IL-4 et d'IFN-p ou de GM-CSF, de TNE-et de flt3 ou de GM-CSF, d’'IL-3 et de fIt3
favorise I'émergence de cellules dendritiques ptsroides (Huang, Hussien et al. 2001,
Brawand, Fitzpatrick et al. 2002; Gilliet, Boonsétaal. 2002).

La maturation de ces cellules dendritiques estctaéniaée par I'augmentation de
I'expression de CD83, des molécules de co-stimadattt du CMH de classe Il. Ce
phénomeéne est obtenu aprés stimulation des cetleledritiques immatures par des produits
bactériens tels que le LPS (lipopolysaccharide3, daokines pro-inflammatoires comme le
TNF-0 ou par des cocktails de cytokines composés de dMAL-1p + IL-6 + PGE2 (Lee,
Truong et al. 2002; Sato and Fujita 2007) ou vi€R40L (dimere ou trimere de CD40L

soluble ou interaction avec un lymphocyte T act{@gux, Massacrier et al. 1994).

5. Réle des cellules dendritiques dans I'immuniténée

L’'immunité innée est un mécanisme ancien de défeostre les pathogenes. Elle
constitue la premiere ligne de défense durant lege critique suivant I'exposition de I'hote
a un pathogéne grace 1) a la mobilisation précoee ckllules phagocytaires et du
complément et 2) a la collecte et a linterprétatides informations contenues dans
I'environnement, fonction assurée essentiellemantlgs DC qui pourront ensuite informer
limmunité adaptative en stimulant des cellules ggasnt un récepteur TCR (« T Cell
Receptor ») et BCR (« B Cell Receptor »), afin deadlopper une réponse immune spécifique

d’antigénes et d’élaborer une mémoire immunitaire.

Pour exercer pleinement ces fonctions d’initiattenla réponse immune, la DC doit
recevoir des signaux lui permettant de déclenchar processus moléculaire de
reprogrammation et d’activation génique appelé gssas de maturation.

On distingue 4 grandes familles de molécules casallinduire des signaux de
maturation vers la DC : les motifs conservés agsoaux pathogénes (PAMP), les molécules
associées aux dommages cellulaires (DAMP), leskows synthétisées par les cellules de

I'environnement ou se déclenche la réponse immun@euvent donc provenir des cellules
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épithéliales, des cellules de 'immunité innée @s dibroblastes et enfin I'engagement du
CD40 a la surface de la DC.

5.1 Récepteurs impliqués dans la reconnaissande/Ad#

La détection des pathogenes microbiens par leslegltu systéme immunitaire inné
repose sur la reconnaissance de motifs moléculaiveservés de ces micro-organismes
appelés Profils Moléculaires Associés aux Pathagene PAMPs (Akira and Hemmi 2003).
Ces structures hautement conservées ne sont exsrique par les micro-organismes et sont
essentiels a leur survie, limitant ainsi I'apparntide mutants qui pourraient échapper a la
reconnaissance. Les motifs les plus connus somoleposants des bactéries tels que le LPS
(LipoPolySaccharide) des Gram-, le peptidoglycae® @ram+, les motifs CpG non méthylés
caractéristiques du génome bactérien ou encor@Rés double brin des virus. Ces PAMPs
sont reconnus par des récepteurs spécifiques appmiépteurs de reconnaissance de profil
moléculaire ou PRR (« Pattern Recognition ReceptorLes PRR sont actuellement
regroupés en 4 grandes familles : les TLR (« TieLReceptor »), les lectines de type C, les
récepteurs « Scavenger » ainsi que les récepteuracellulaires NLR («NOD Like
Receptor ») et RLH (« RIG Like Receptor ¢higure 1).

Ligand motifs glucidiques des
de TLR glycaprotéines des Lipopolysaccharide,

i pathogénes Acide lipoth&ichoique

Ligand de NOD O Membrane cellulaire

TLR Réceptgur aux Récepteur
lectine « scavenger »

NOD Maturation de la cellule dendritique

Figure 1: Les différents types de PRR exprimés pdes cellules dendritiques
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5.1.1 Les TLR

Les récepteurs « Toll » ont été initialement déeotsvchez la Drosophile. En 1996,
Hoffmann et son équipe montrent que ce récepteticipg a I'immunité anti-fongique
(Medzhitov 2001). Des homologues de Toll ont erséié identifiés chez 'THomme et ont été
appelés TLR pour « Toll Like Receptors » (Medzhjt®reston-Hurlburt et al. 1997). La
famille des TLR décrite chez les mammiferes comattuellement 10 membres chez
'Homme et 13 chez la souris. Ces TLR sont des ptéces soit de surface, soit
intracytoplasmiques qui vont reconnaitre des matifdéculaires distincts de composants
microbiens (Takeda and Akira 2005). Citons commenge le TLR4 qui reconnait le LPS
(Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997; Poltoréle et al. 1998), le TLR9 pour I'ADN
bactérien riche en motif non méthylés (CpG) (Hemhakeuchi et al. 2000) et le TLR3 pour
les ARN doubles brins (mimés dans les étudestro par le poly | :C) (Alexopoulou, Holt et
al. 2001). De plus, ce spectre de reconnaissaricgaggi par la capacité de certains de ces
TLR a former des hétérodimeres (TLR 1 + 2 ; TLR@)+Les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 sont ancrés
dans la membrane cytoplasmique alors que les TLR 8,et 9, intracellulaires, se situent au
niveau des endosomes (Ahmad-Nejad, Hacker et @R;28eil, Ahmad-Nejad et al. 2003).
Les TLR ne sont pas exprimés de fagon homogéentostes les cellules dendritiques. Ainsi,
les cellules dendritigues myéloides expriment IeR 1L, 2, 3, 4, 5, 6, 8 et 10 (Pulendran
2004; Ito, Wang et al. 2005; Seya, Funami et a52@lors que les cellules dendritiques
plasmacytoides expriment les TLR 1, 6, 7, 9 etKidig, Towarowski et al. 2001; Hornung,
Rothenfusser et al. 2002; Rothenfusser, Tuma eR@)2; Ito, Wang et al. 2005). Les
répertoires de TLR exprimés par ces deux types elkiles dendritigues sont donc
complémentaires.

Apres engagement d’'un TLR avec son ligand, lesépres adaptatrices MyD88 et
TIRAP/MAL s’associent au domaine TIR (« Toll/IL-1Rlomain » ayant une grande
homologie avec le récepteur de I'lL-1) et initigmtformation d’'un complexe de signalisation
impliquant les protéines IRAKs (kinases associées cepteurs des interleukines). Ce
processus permet alors I'activation des voies dartdlle des MAPK (« Mitogen Activated
Protein Kinase ») comme JNK (Jun N terminal kinase)p38MAPK ainsi que celle du
facteur de transcription NkB (Medzhitov 2001; Kawai and Akira 2007). Tous edfets ont
une influence importante sur la stimulation etiféédenciation des cellules T (Reis e Sousa,
Edwards et al. 2001).
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5.1.2 Les lectines de type C

Les lectines de type C (CLR) participent a la ré&ggoimnée par leur capacité a se lier
aux motifs glucidiques des glycoprotéines du salext pathogénes (Rossi and Young 2005).
Ces récepteurs, exprimés par les cellules dengegigsont spécialisés dans la capture et
I'apprétement de I'antigéne. Parmi les lectinesyge C, on retrouve le récepteur au mannose
(CD206), DEC-205 (CD205), la Langherine (CD207),-BIGN (DC-specific intercellular
adhesion molecule-grabbing non-integrin) (CD20D(A-2 (Blood Dendritic Cell Antigen)
et la dectine-1 (Kanazawa 2007). L’activation etntaturation des cellules dendritiques
entrainent principalement une diminution de l'esgien de ces récepteurs de capture
antigénique. Toutefois, I'expression du CD205 pétre augmentée dans les cellules
dendritiques dermiques (Ebner, Ehammer et al. 2B04si and Young 2005). Ces molécules
ont de nombreuses autres fonctions. Par exempleSIBBGlI est aussi une molécule
d’adhésion qui interagit avec ICAM2 (« Inter CedlulAdhesion Molecule ») pour faciliter la
migration des DC (Geijtenbeek, Krooshoop et al. @0®u avec MAC1/CD11b pour
participer a I'activation des neutrophiles par I& van Gisbergen, Sanchez-Hernandez et al.
2005) ou avec ICAMS3 pour participer a I'activation lymphocyte T (Geijtenbeek, Torensma
et al. 2000).

5.1.3 Les récepteurs "Scavanger"

Les récepteurs « Scavenger » également appeléspteérs éboueurs » en francais se
lient aux composants des parois des bactéries GearGram (lipopolysaccharides, acides
lipoteichoiques). lls interviennent également d&isnination des cellules apoptotiques. Les
récepteurs Scavenger sont impliqués dans l'adhédam cellules sur lesquels ils sont

exprimés mais aussi dans I'endocytose et la phageeyles antigenes (Gordon 2002).

5.1.4 Les récepteurs intracellulaires de type NOD

Il existe deux autres familles de récepteurs qut sapliqués dans la reconnaissance
intracellulaire des PAMP dérivés notamment dessvatides bactéries : les récepteurs NLR
(«NOD Like Receptor ») et les récepteurs RLH (« Rli&e Receptor »). Contrairement aux
TLR qui sont liés a la membrane cellulaire, les NER les RLH sont des protéines

cytosoliques qui reconnaissent la présence de Pilsivigtellulaires.
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Les deux premiers membres de la famille des NLRomtiété décrits sont NOD1
(« Nucleotide Oligomerization Domain ») et NOD2 diara, Koseki et al. 1999; Ogura,
Inohara et al. 2001). La famille des NLR compteualiément a la fois des molécules NOD
mais aussi des membres du clan NALP (« NACHT/LRRBR/EByntaining Proteins »)
(Martinon and Tschopp 2005). L'implication des @ioes NOD dans l'immunité anti-
microbienne a été récemment décrite grace a I'&dledsouris déficientes en molécules NOD.
Les souris déficientes en NOD1 ont une plus forisceptibilité aux infections par
Helicobacter pylori(Viala, Chaput et al. 2004) alors qu’'une diminatide la clairance de
Listeria monocytogenegst observée chez les souris déficientes en NQ{bayashi,
Chamaillard et al. 2005). Les récepteurs NOD reamsent les pathogénes grace a leur
domaine LRR («Leucin Rich Repeat ») riche en leeicet a leur domaine CARD
((« CAspase Recruitment Domain ») qui permettantrdnsduction du signal d’activation
(Inohara, Ogura et al. 2003). Les agonistes de @iloRi que ceux des NLR peuvent agir en
synergie dans l'induction de la maturation desutedl dendritiques (Fritz, Girardin et al.
2005; Tada, Aiba et al. 2005). L’engagement desptatirs NOD par leur ligand induit, de ce
fait I'activation de NF«B et de p38MAPK (Opitz, Puschel et al. 2006). Cesxdrécepteurs
intracellulaires peuvent agir en synergie avec TéR pour l'activation de la cellule
dendritique (Tada, Aiba et al. 2005).

Parmi les RLH, on retrouve les deux membres praoip RIG-I (ou DDX58) et
MDAD5 (ou Helicard) qui partagent deux domaines Nnieaux CARD suivis d’'un domaine
RNA hélicase. Ces récepteurs ont aussi été décdteme étant importants dans la
reconnaissance des ARN simple-brins (ARNsb) pssiiii négatifs. La reconnaissance de
I’ARN viral par ces protéines induit la productidfinterféron de type Wia I'activation de
NF-xB (Andrejeva, Childs et al. 2004; Yoneyama, Kikuehal. 2004).

5.2 Activation par des molécules endogenes (DAMP)

Des signaux provenant des cellules mortes ou datslysellulaires sont capables
d’'induire la maturation des DC (Gallucci, Lolkema a. 1999). Les molécules capables
d’'induire ces signaux sont appelées DAMP pour DamAgsociated Molecular Pattern
(Seong and Matzinger 2004). Parmi ces DAMP, orowe& les protéines de stress ou HSP
(« Heat Shock Proteins »), la protéine HMGB1 («Hidbbility Group Box 1») qui est

libérée par les cellules nécrotiques, I'ATPBledéfensine (peptide anti-microbien) ou encore
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certains composants de la matrice extracellulaoemoe l'acide hyaluronique et I'acide
urique (Srivastava and Maki 1991; Biragyn, Ruffeti al. 2002; Lotze and Tracey 2005;
Rock, Hearn et al. 2005). Ces molécules sont,esgitimées de facon constitutive et libérées
par les cellules nécrotiques ou soit induites tbus stress cellulaire en réponse a l'infection
par exemple.

Plusieurs études ont ainsi montré que la protéi&HB1 pouvait induire la migration
et I'activation des cellules dendritiques humairigessmer, Yang et al. 2004; Dumitriu,
Baruah et al. 2005; Dumitriu, Bianchi et al. 200&ng, Brook et al. 2007). L’activation des
cellules dendritiques par HMGB-1 entraine une up#ation de I'expression des molécules
de co-stimulation et du CMH de classe Il, une augat®n de la syntheése des cytokines pro-
inflammatoires IL-&, IL-6, IL-12 et TNFe et des chimiokines CCL19, CXCL8 et CXCL12.
Ces DC acquiérent la capacité a stimuler la pralifén de lymphocytes T CD4llogéniques
promouvant ainsi une réponse immune adaptativeifgpée (Yang, Brook et al. 2007).
L’amplitude de la réponse semble équivalente & ¢etluite par le LPS, les CpG ou encore la
molécule CD40L (Messmer, Yang et al. 2004).

5.3 Activation par des cytokines inflammatoires

Lors d'une infection, les agents pathogénes adtivelinectement les cellules
dendritiques mais également indirectement par agsdrs tissulaires inflammatoires produits
par les cellules en réponse a l'invasion des pathesg Ainsi, les polynucléaires neutrophiles
et les macrophages sécretent des cytokines pmainibtoires comme I'lL{1 et le TNFe
suite a la reconnaissance des pathogenes. La P&B&tdglandine E2) et les interférons
peuvent étre libérés par les cellules Natural ISIIENK). Ces cytokines peuvent entrainer la
maturation des cellules dendritiques humaines ein@si (Jonuleit, Kuhn et al. 1997). D’autre
part, les interférons de type I, comme l'interféedpha (IFNe), produits suite a une infection
virale par les pDC par exemple, peuvent égalemeivea d’autres DC (Siegal, Kadowaki et
al. 1999). Par ailleurs, des cellules NK activéesvent aussi induire la maturation des mo-
DC par un mécanisme nécessitant la production difFeM un contact cellulaire (Gerosa,
Baldani-Guerra et al. 2002).
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5.4 Activation par I'engagement du CD40

Des interactions cellule / cellule sont aussi cégsald’activer les DC. Par exemple,
'engagement du CD40 par la molécule CD40L (CD1B#primée sur les lymphocytes
activés, est important pour la pleine maturatiors d®C. La molécule CD40 est une
glycoprotéine membranaire de la famille des réagpteau TNF, exprimée sur les
lymphocytes B, les macrophages, les cellules deaqaleis, les cellules épithéliales, certains
lymphocytes T activés et les précurseurs hématbgoés (Quezada, Jarvinen et al. 2004).
Son ligand, CD40L, est exprimé sur les lymphocytet les lymphocytes B activés ainsi que
sur les plaquettes activées. Par ailleurs, durantéponse inflammatoire, CD40L est
également induit a la surface des cellules endatkg] des cellules musculaires lisses et des
macrophages (Quezada, Jarvinen et al. 2004). i&ain des DC par 'engagement du CD40
entraine la production de cytokines inflammatoitesigmentation des molécules de CMH-II
et de la survie des DC (van Kooten and Bancher&@®)2 D’autre part, des études ont
montré que des anticorps agonistes de CD40 induisaine autoimmunité systémique ou
abolissaient I'état de tolérance. Cet effet étaitd I'action sur les cellules dendritiques
(Sotomayor, Borrello et al. 1999; Ichikawa, Williaret al. 2002; Roth, Schwartzkopff et al.
2002). Ces travaux indiquent donc que l'organisreet ppasser assez aisément de I'état de
tolérance immune a celui d'immunité et que le stdias DC joue un réle important dans le

maintien de cet équilibri@ vivo.

5.5 Voies de signalisation impliguées dans la nadinm des cellules
dendritiques

L’engagement des ligands de TLR et du récepteurNiera induit la maturation des
cellules dendritiques par l'activation de nombrasusslécules de transduction impliquées

dans les différentes voies de signalisation comellescde NF<B ou des MAPK.

5.5.1 Transduction par les TLR

L’engagement des TLR entraine une signalisationegtiicontrélée majoritairement
par la molécule adaptatrice MyD88 (« Myeloid Di#fatiation primary response protein 88 »)
(Figure 2) qui contient un domaine TIR et un domaine de nidt (« Death Domain »)
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(Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1998). La siljgation induite dépend de deux voies :
une voie dépendante de la molécule adaptatrice My&&l'une autre voie indépendante de
MyD88 (Akira and Takeda 2004). Myd88 est une des| echolécules adaptatrices ayant une
activité prépondérante dans la transduction deasigrinduits par les TLR. Myd88 peut
s’associer a tous les TLR a I'exception du TLR2stindispensable a la synthése d’IL-6 et
d’IL-12p40 (Kaisho and Akira 2006). Elle possédedamaine TIR lui permettant d’interagir
avec le TLR et un domaine de mort menant au reoené de kinases associées aux
récepteurs de I'lL-1 (IRAK). Ainsi le recrutementRIAK-4 par Myd88 induit celui d’'IRAK-

1 entrainant par la suite sa liaison avec la mt#éTRAF-6 (« TNFR-Associated Factor-6 »).
Le complexe TRAF-6/IRAK-1 se désengage ensuiteamher8cepteur pour interagir avec le
complexe TAK1 (« TGB-Associated Kinase-1 »), TAB1 (« TAK-1 Binding peot-1 ») et
TAB2 situé au niveau de la membrane plasmique. IRAKst ensuite dégradé puis le
complexe restant subit une translocation dans tesoy ou il se lie avec des ligases
ubiquitine : UBC13 (« UBIquitin-Conjugating enzym&-») et UEV1A (« Ubiquitin-
conjugating Enzyme E2 Variant 1 ») dont TRAF-6 iisdnt I'activation de TAK1. Cette
derniere conduit a I'activation d'IKK (« Inhibitaf nuclear factor-KB-Kinase2) qui va a son
tour phosphoryler leskBs. Cette phosphorylation méne a la dégradatiorBdét a la
libération de NF<B (Akira and Takeda 2004). Cette voie de signabsatésulte aussi en
I'activation des MAPK dont p38MAPK (Kaisho and A&i2006), JNK (« c-Jun N-terminal
Kinase »), et ERK (« Extracellular signal Relatethd§e »). En effet, le complexe TAK-
1/TAB1/TAB2 permet aussi de phosphoryler la MKK4kMap Kinase Kinase ») qui va
ensuite activer JNK. L'activation de p38MAPK estlite par la phosphorylation en amont
de MKK3/6 par TRAF-6 (Akira and Takeda 2004; Kaisma Akira 2006). Les TLR activent
aussi la MAPKKK : Cot/Tpl2 entrainant ainsi I'adivon de MEK1/2 qui va a son tour
phosphoryler ERK. Les TLR agissent enfin sur l&evBi3K (« Kinase PI3 ») par la formation
d’'un complexe entre Myd88 et PI3K. Ce complexe nauée induire la phosphorylation de
PIP2 (Phosphatidylinositol biphosphate) en PIP3anea I'activation de PDK-1 puis a celle
d’Akt (Hazeki, Nigorikawa et al. 2007).

L’engagement des ligands de TLR3 et TLR4 induitderutement de molécules de
transduction indépendantes de Myd88 mais nécetsitenautre molécule adaptatrice TRIF
(« TIR domain containing Adapter Protein inducirfgNI»). TRIF induit I'activation de
TRAF-6 ou de RIP-1 (receptor interacting proteinehtrainant I'activation des IKK afin
d’activer NFxB. Par ailleurs, TRIF interagit également avec #d TBK-1 (TANK-binding
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kinase 1) phosphorylant ainsi le facteur de trapson IRF3 (« Interferon Regulatory Factor

3 ») nécessaire a la production d’I|fNKaisho and Akira 2006).

5.5.2 Transduction par le récepteur au TNF

Les effets du TNé& (« Tumor Necrosis Factor alpha ») peuvent étrei@sépar deux
récepteurs distincts exprimés a la surface TNF-RIN#--R2 mais seul le TNF-R1 semble
impliqué dans les changements fonctionnels et déngigpe des cellules dendritiques
(Sallusto, Cella et al. 1995figure 2). Le TNF-R1 est exprimé a la surface des cellatass
forme de trimeére. La liaison du TNFau TNF-R1 permet la fixation de la protéine TRADD
(« TNFR-Associated DD protein »), protéine cytoplague contenant une région DD.
TRADD est a l'origine de la transduction de signaua le recrutement de deux autres
protéines : RIP-1 (« Receptor-Interacting Protgincentenant une région DD et TRAF-2.
Ensuite le complexe TRADD/TRAF-2/RIP-1 se désengdgeson récepteur. RIP-1 recrute
alors MEKK-3 (« MAPK Kinase Kinase ») et TAK-1 metitaa la dégradation &KB
permettant ainsi la translocation nucléaire dedBFPar ailleurs, ce complexe active MEK-4
et MEK-6 participant de ce fait a I'activation d88MAPK et de JNK (Kyriakis 1999;
Bradley 2008). Le TNF-R1 active aussi d’autres sale signalisation dont Ras-Raf-MEK1-
ERK et PI3K mais les mécanismes impliqués restetiielement mal connus. La PI3K
semble phosphoryler PIP2 en PIP3. Ce dernier ad®&-1, une enzyme induisant la
phosphorylation d’Akt et PDK-2 qui va aussi aboutita phosphorylation d’Akt en passant
par I'activation du complexe mTOR (« mammalian Ear@f Rapamicin »). Les voies ERK
et PI3K sont préférentiellement engagées dansriaeset la prolifération cellulaire (Bradley
2008).
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Figure 2: Les différentes voies de signalisation ipliquées dans la maturation des
cellules dendritiques

5.5.3 La voie NF-kappa B

De nombreux stimuli sont capables d’induire I'aatien de la voie NkB dans les
cellules dendritiques tels que les ligands de TL&éda, Kaisho et al. 2003), les ligands des
récepteurs NOD (Inohara, Ogura et al. 2003), léskayes dont IL-1 (Vakkila, Demarco et
al. 2008) ou le TN& (Bradley 2008) ou encore des molécules de co-tion CD40L
(Kawai and Akira 2007; Vakkila, Demarco et al. 2D08ette activation méne a I'expression
de nombreux génes impliqués dans la maturationadeellule dendritique en induisant
I'expression des molécules de co-stimulation etetécules du CMH (Rescigno, Martino et
al. 1998; Ardeshna, Pizzey et al. 2000; Yoshim@andeson et al. 2001), la sécrétion de
cytokines dont I'lL-12 et le TNF (Yoshimura, Bondeson et al. 2001; Jayakumar, Danov
et al. 2008; Vakkila, Demarco et al. 2008).

5.5.4 La voie des MAPK
Les MAPK définissent une famille de protéines imp&e dans la transduction de
signaux conduisant a la prolifération, a la diffémation, ou encore a l'apoptose de
nombreuses cellules. Chez les mammiféres, la veseMIAPK joue aussi un réle important

dans la réponse immune en intervenant aussi biea Haitiation de la réponse immune
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innée, dans l'activation de la réponse immune adagt que dans la mort cellulaire lorsque
la réponse immune est terminée (Dong, Davis &(fl2). Cette famille de protéines peut étre
divisée en 3 groupes : ERK, JNK, p38MAPK. Ces pnete sont toutes phosphorylées suite a
une cascade de phosphorylation d’autres protéineasdés situées en amont dont les
MAPKKK (ou MEKK) puis les MAPKK (ou MEK). Les MAPKvont alors, a leur tour,
phosphoryler différents substrats en aval tels des protéines kinases, des facteurs de
transcription ou des phospholipases. JNK et p38MABtht fortement activés par
'inflammation et les signaux dangers alors qu’EBS( principalement activé par des facteurs
de croissance (Dong, Davis et al. 2002; Nakahachj &t al. 2004).

La voie p38MAPK joue un role crucial lors de la oration des cellules dendritiques
par le LPS ou par le TN&- Son activation participe a I'expression a la acefdu CMH de
classe Il, des molécules de co-stimulation (CD4D8@ CD86) et de maturation : CD83
(Arrighi, Rebsamen et al. 2001). Par ailleurs, e aussi impliquée dans la sécrétion de
cytokines inflammatoires telles que I'lL-12p40,LFL2p70 et le TNFe (Arrighi, Rebsamen
et al. 2001; Agrawal, Agrawal et al. 2003). Enfileecontribue a la forte capacité
allostimulatrice des cellules dendritiques mat@iesi qu’a la perte de I'endocytose. (Arrighi,
Rebsamen et al. 2001; Nakahara, Uchi et al. 20@4ahbra, Moroi et al. 2006).

Contrairement a la voie p38MAPK, la voie ERK semblequer certaines fonctions
des cellules dendritiques matures (Agrawal, Agraatall. 2003; Dillon, Agrawal et al. 2004;
Nakahara, Moroi et al. 2006). Quelques donnéestinbbtenues sur la participation de la
voie JNK dans la maturation des cellules dendmsjumais son implication n’est pas
clairement définie (Boisleve, Kerdine-Romer et28105).

6. Réle des cellules dendritiques dans lI'immunitédaptative

Nous venons de voir que les cellules dendritiqued fargement impliquées dans
immunité innée ou elles participent a la recolssance des pathogenes grace a un panel de
récepteurs. En outre, les interactions pathogerexpteurs participent également activement
a linduction de la réponse immune adaptative @més antigenes issus de pathogénes
(Janeway and Medzhitov 2002; Akira, Uematsu et 2006). Cette reconnaissance
« microbienne » par les TLR et autres récepteundwb a I'activation de différentes voies de

signalisation intracellulaires qui vont aboutiraarhaturation phénotypique, a la sécrétion de
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cytokines inflammatoires et de chimiokines et vaentgmenter la capacité des cellules
dendritiques a présenter I'antigéne aux lymphocyte€’est au cours du phénomeéne de
maturation que les cellules dendritiques migrentladgériphérie ou elles ont capturé les
antigenes vers les organes lymphoides secondailelles vont les présenter aux
lymphocytes T. C’est pourquoi, les cellules demgiugs contribuent de facon essentielle au
phénomene de rejet de greffe puisqu’elles vontgmtés les antigenes du greffon du donneur
aux lymphocytes T du receveur.

Les cellules dendritiques jouent également un dales I'activation des lymphocytes

B et des cellules Natural Killer.

6.1 Capture des antigenes

La capture des antigenes est un événement cld’olehgtion d’une réponse immune
effectrice. Les cellules dendritiques immaturesspdent divers mécanismes permettant la
capture des antigénes solubles ou liés a des etmsptels que: la phagocytose, la
macropinocytose, la micropinocytose et I'endocyt@smnchereau and Steinman 1998).

La phagocytosepermet l'internalisation de particules, de micrganismes ou de
cellules mortes par I'intermédiaire de récepteuesnoranaires spécifiques de la famille des
récepteurs Fc (R®l ou CD64, FgRIl ou CD32, FcRIII-CD16) et les récepteurs du
complément par un processus dépendant de I'adtéseantigénes se lient aux récepteurs et
sont internalisés par des vésicules recouvertetatiine de facon ATP dépendante.

La macropinocytosest un processus endocytaire dépendant de I'agtinpermet la

filtration rapide du milieu extracellulaire afin diétecter la présence d’antigenes solubles par
invagination de la membrane plasmique. Une cetleledritique serait ainsi capable d’'ingérer
la moitié de son volume cellulaire en une heurdl(Sa, Cella et al. 1995; Banchereau and
Steinman 1998).

La micropinocytosecomme la macropinocytose, désigne un mécanisnfitraéon

de I'environnement mais est caractérisée par lmdtion de petites vésicules d’environ
80nm. Ces vésicules sont créées apres invagindtidea membrane plasmique et sont souvent
tapissées de clathrines (Swanson and Watts 1995).

L’endocytosene nécessite pas de filaments d’actine et dépesdpdotéines Ras
(Barbieri, Kohn et al. 1998). Les récepteurs petametaux cellules dendritiques de capturer

les antigenes par endocytose sont les récepteuted-tectines de type C comme DEC-205
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(CD205), le récepteur au Mannose (CD206) ou DC-S(GN209) ainsi que les récepteurs
« Scavenger » (Banchereau and Steinman 1998).

6.2 Apprétement des antigenes

Pour induire une réponse immune efficace, il faue des cellules dendritiques
présentent les antigénes qu’elles ont capturédymophocytes T effecteurs CD4u CDS.
Apres leur capture, les antigenes subissent urepsos intracellulaire d’apprétement Celui-ci
consiste en sa fragmentation en peptides au nigeawcompartiments endosomiaux tardifs
puis en son chargement sur les molécules du CMkl gdmplexes CMH/peptide sont ensuite
transportés a la surface de la cellule dendritjpuer étre présentés aux lymphocytes T. Les
peptides dérivés de I'antigene sont présentés swciasion avec les molécules du CMH de
classe | ou de classe Il respectivement en fona®reur origine endogéne ou exogene.
Cependant, les cellules dendritiques sont capald@gsrésenter les antigenes exogenes avec
les molécules du CMH de classe |: c'est le phémmmde « cross présentation » ou

« présentation croisée ».

6.2.1 Apprétement des antigenes endogenes

Les antigenes endogénes sont présentés par lesuteslé@lu CMH de classe I. Ces
molécules sont constituées d’une chaine lourdgycosylée et polymorphique, constituée de
3 domaines extracellulaires, une région transmemnalm@ et une région cytoplasmique. Cette
chaine lourde est associée de fagon non covalante ahaine lIégére non polymorphique : la
B2-microglobuline. Les antigenes endogenes provignee la dégradation de protéines
endogenes présentes dans le cytoplasme des calletelitigues. Ces protéines peuvent
appartenir au « Soi » (renouvellement des protémescellulaires normales ou tumorales) ou
provenir de virus ou de bactéries a développenmtratdellulaire ¢tape 1de la figure 3. Les
protéines endogenes sont tout d’abord ubiquitirsyléape 2de la figure J puis dégradées
en peptides de 8 a 10 acides aminés par le probéasm complexe formé de 14 a 17 sous-
unités différentes dont la structure ressemblella d&un tonneau étape 3de la figure 3.
Les peptides résultant de cette dégradation sosuitenpris en charge par une « pompe a
peptide » située dans la membrane du réticulumpasimique granuleux et constituée d’un
hétérodimere de TAP (pour « Transporter associafigid antigen processing ») : TAP1 /

TAP2 @étape 4de la figure 3. Avant le chargement des peptides, les molédue€EMH de
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classe | sont assemblées dans le RE a l'aide thratifes protéines chaperonnes. Ainsi, les
chaines lourdes sont d’abord associées a la camexii aide au repliement correct de
glycoprotéines. L’association des chaines lourdes &p2-microglobuline est accompagnée
par le remplacement de la calnexine par une dewxieotine, la calréticuline, ainsi que par
I'entrée en jeu de 'ERp57, une oxydoréductaselysdat probablement la formation des
ponts disulfures au sein des chaines lourdes. bagplexes ainsi formés se lient enfin
directement aux pompes TAP, par l'intermédiairend’yprotéine chaperonne spécialisée, la
tapasine, constituant ainsi le «complexe de chaegéemantigénique» des molécules CMH |
(étape 5de la figure 3. Une fois I'assemblage terminé, les complexegigep CMH | sont
transportés a la surface cellulaire par l'interra&dide I'appareil de Golgi pour étre présentés
aux lymphocytes T CDgCresswell 1994; Hart 1997; Ackerman and Cress2@4) €tape

6 de la figure 3.
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Figure 3: Apprétement des antigenes endogenes pasimolécules du CMH de
classe I(Vyas, Van der Veen et al. 2008)

6.2.2 Apprétement des antigenes exogenes

Les antigénes exogéenes proviennent de I'environnemdracellulaire. Il peut s’agir
de protéines d’origine bactérienne ou virale, deil@s apoptotiques ou nécrotiques ou encore

de complexes immuns (Adams, O'Neill et al. 200®s Antigenes exogenes sont internalisés
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dans les vésicules endosomiales ou le pH acidbtéalgur dégradation en peptides de 13 a
24 acides aminés par diverses protéases tellelesgjwathepsines B ou D. Ces antigénes sont
présentés par les molécules du CMH de classe I$anti des hétérodimeres formés de deux
chaines glycoprotéiqueset p synthétisées dans le réticulum endoplasmidigu(e 4). Les
complexesu/p s’associent avec la chaine invariante li qui pédadonne conformation du
complexe et empéche la fixation de peptides endegémésents au sein du réticulum
endoplasmique dans la cavité (« poche a peptifiersiée par les dimeregp. Le complexe
a/B-li est ensuite dirigé vers les endosomes via Bapib de Golgi. Le pH acide permet la
dégradation de la chaine invariante li par la qahme S : seul un fragment de cette chaine
appelée CLIP (Class Il associated invariant chaiptide) demeure au niveau de la « poche a
peptide ». Les molécules HLA-DM et HLA-DO vont eitsupermettre la dissociation de
CLIP et le chargement du peptide généré a partia gieotéine exogene. Le complexe CMH
Il / peptide est alors transporté vers la membyaasmique de la cellule dendritique ou il
pourra étre présenté aux lymphocytes T C@how, Toomre et al. 2002; Guermonprez,
Valladeau et al. 2002).

Antigéne

gexogéne
\ o 3 % %
Peptide ¢ ’0‘3 Antigéne

cxl3'pe|0tideH . E ha B - ﬁli 4—‘;
ap-CLIP ap /

-

CMH de
classe Il

Synthése de
CMH
classe Il

CMH classe Il

Figure 4: Apprétement des antigénes exogenes paslenolécules du CMH de
classe Il(Heath and Carbone 2001)
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6.2.3 Présentation croisée

Les cellules dendritiques ont la capacité de paupasenter les antigenes exogenes
par le CMH de classe | : ce phénoméne est appetéss-presentation ou « présentation
croisée ». Le chargement des peptides issus déimpestexogénes sur la molécule du CMH
de classe | a lieu dans des compartiments hyb#désculum endoplasmique — phagosome »
contenant des molécules du CMH de classe | noumeli¢ synthétisées. Les antigenes
exogenes sont transportés vers le cytosol graceppre formé par le complexe Sec61 ou ils
sont dégradés par le protéasome. L’hétérodimere tfa@Rporterait alors les peptides dérivés
de ces antigénes du cytosol vers le compartimentide/ puis ces peptides seraient chargés
sur les molécules du CMH de classe | grace a tétaalline et a la calnexine (Guermonprez,
Saveanu et al. 2003; Ackerman and Cresswell 20@4tH; Belz et al. 2004). La présentation
croisée permet aux cellules dendritiques d’induiree réponse immunitaire cytotoxique
contre un virus ou un parasite sans que ces celh#esoient infectées (Guermonprez and
Amigorena 2005).

6.3 Migration des cellules dendritiques

La fonction des DC est fortement influencée par leaalisation ainsi que par leur
capacité migratoire. Les DC tissulaires, commeesdile la peau, doivent d’abord se détacher
de la matrice extracellulaire avant de migrer ess organes lymphoides secondaires. Ce
processus est régulé par I'expression par les Dfa geau de métalloprotéases matricielles,
MMP-9 et MMP-2 entre autres (Ratzinger, Stoitzneale 2002). La migration des DC en
général est dictée en majorité par les chimiokinkes.agit de molécules de petite taille
impliquées dans le chimiotactisme des leucocytées Eléterminent le type de cellules qui
doivent traverser I'endothélium et I'endroit oueslldoivent se situer dans le tissu. Les
chimiokines agissent par I'intermédiaire de récefgaui sont des protéines a sept domaines
transmembranaires et associés aux petites protéhegui ménent a la signalisation
intracellulaire (McColl 2002). Différents récepteule chimiokines sont impliqués dans les
stades de la vie d'une cellule dendritique et lesngements d’expression de ces récepteurs
gouvernent la capacité migratoire des DC. Par elenlp CCR5 semble permettre le
recrutement des cellules dendritiques sur le sitlammationvia les chimiokines CCL3 ou
MIP-1a (Sallusto, Lenig et al. 1998; Aliberti, Reis e Satet al. 2000) et le CCR6 apparait
comme important dans le positionnement des DCsaifface des épithélia (Cook, Prosser et

al. 2000; Vanbervliet, Homey et al. 2002). Pendanmaturation des cellules dendritiques,
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I'expression des récepteurs de chimiokines est iidedavec la diminution d’expression de
CCRS5 et l'acquisition de I'expression de CCR7, roolé clé de la migration des DC matures.
Cette modification entraine une attraction de cebules vers les organes lymphoides
secondaires ou les ligands CCL21 et CCL19 sontimésr (Dieu, Vanbervliet et al. 1998;

Sozzani 2005; Lukacs-Kornek, Engel et al. 2008).
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. MMUNOLOGIE DE GREFFE

La transplantation d’organe allogénique est tragemée (une soixantaine d’années)
pour que le systeme immunitaire ait développé ureaysteme de défense que celui déja en
place pour lutter contre les infections déja présenNous avons vu précédemment que la
réponse immune adaptative implique que les cellptésentatrices d’antigéne, en particulier
les cellules dendritiques, signalent la présencmvasion par des pathogénes aux
lymphocytes T capables de recevoir ce signal, etrgeh ainsi une réponse immune efficace.
Au centre de ce dialogue entre la CPA et la celluylel y a les molécules codées par le
complexe majeur d’histocompatibilité que nous awamnss dans la figure 6. Le degré élevé de
polymorphisme de ces molécules au sein d’'une espeé® nombre conséquent de genes
exprimés (au moins 12 par cellule) entraine un mentkes élevé de combinaisons. Ceci
explique le fait que lidentité du CMH entre deundividus soit un phénomeéne tres rare dans

I'espéce humaine.

L’alloreconnaissance, base de l'alloréactivité m&fau phénomene par lequel le
systéme immunitaire reconnait les antigenes spéei§i du donneur d’organe. La réponse
immune du receveur contre l'allogreffe a pour cipkincipale les antigenes du CMH du

donneur.

L’alloréactivité présente 3 caractéristiques papaat a la réponse immune induite par
des antigénes conventionnels : aucune présenathilisn’est nécessaire pour observer la
réponse, la réponse est puissanteivo et in vitro en raison d’'une grande fréquence des
précurseurs et enfin la reconnaissance peut se $ains restriction au CMH du Soi. La
reconnaissance de ces antigenes est I'événememdipgile plus important qui conduit au
rejet de l'allogreffe. Le rejet de greffe peut étlassé cliniquement en distinguant le rejet
hyperaigu, le rejet aigu et le rejet chronique. &acaujourd’hui, malgré les progres dans le
domaine de l'immunosuppression, de nombreux orgaoed perdus a cause d'un rejet
chronique. Les principales cibles de la réponse umenmau cours de l'allogreffe sont les
molécules du CMH elles-mémes et la reconnaissandeMH allogénique par les cellules T
constitue I'événement central qui initie le rej&tginmuller 1985; Krensky, Weiss et al.
1990).
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Figure 5: Mécanismes cellulaires de l'alloréactivé a. Les CPA du receveur
infiltrant le greffon ainsi que les CPA du donnexnt migrer vers les ganglions
lymphatiques ou elles vont activer les lymphocylepar les différentes voies
reconnaissanceb. Les lymphocytes T CD4 activés vont aider les lyngytes T
CD8 cytotoxiques et peuvent aussi provoquer uneticka d’hypersensibilité
retardée (DTH) médiée par les macrophages acti@ésapsecréetion d’'IFN= Les
lymphocytes T CD4 peuvent aussi entrainer la lyseectt via FasL.
L’inflammation induite par les €osinophiles, conségce d’'une réponse de type
Th2, va aussi endommager le greffon. Les lymphacyitel7 vont recruter les
neutrophiles qui vont sécréter des radicaux libsggénés et des enzymes lytiques.
(Adapté de (Lechler, Garden et al. 2003))

Au début des années 1980, Lechler et Batchelomfules premiers a proposer
I'existence de deux voies distinctes de reconnacEsales allo-antigenes par les cellules T
(Lechler and Batchelor 1982; Lechler and Batch&f82): la voie directe et la voie indirecte.
La voie directe de présentation implique la présgmm d'antigene intact du donneur par les
cellules présentatrices d'antigene du donneur allules T du receveur. La voie de
reconnaissance indirecte est la plus représentdéva réponse a l'antigene classique. Dans

cette voie, les cellules T reconnaissent I'antighnelonneur qui ont été apprétés et présentés
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dans le contexte du CMH du Soi sur les CPA du reae{Sayegh, Perico et al. 1994). Les
lymphocytes T CDZet CD8 peuvent médier aussi bien les deux types de pedgem Suite

a l'alloreconnaissance par I'hote, la réactionredit greffon qui en résulte mene, en absence
de traitement, a la destruction du tissu du donrigne troisieme voie nommée présentation
semi-directe récemment décrite (Jiang, Herrerd. &084; Afzali, Lechler et al. 2007) vient
compléter la classification initiale et consistel@présentation par des molécules de CMH du

donneur exprimées a la surface des CPA du receveur.
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Figure 6 : Les difféerentes voies d'alloreconnaissae

1. Les différentes voies d'alloreconnaissance

1.1 La voie de présentation directe

Le systeme immunitaire s’est développé initialempatur combattre des peptides
microbiens présentés par des molécules CMH duGmiil existe une forte réponse induite
contre l'allogreffe en transplantation. Les celtul® reconnaissent des molécules CMH
intactes du donneur sur des cellules présentatdaedonneur, c’'est la présentation directe
(Larsen, Steinman et al. 1990). La reconnaissameztd se fait au niveau des organes
lymphoides secondaires par les cellules dendriigiie donneur présentes au niveau du

greffon et qui ont migré. En effet, il est possihlge le greffon soit « immunologiquement »
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ignoré lorsque les animaux sont déficients en argalymphoides secondaires (Lakkis,
Arakelov et al. 2000). A ce niveau, les celluledigiques du donneur présentent les
antigenes du donneur aux cellules T du recewearrdes molécules du complexe CMH
(Figure 6). La forte réponse déclenchée par la présentdii@tte est due a une fréquence

élevée de cellules T avec une allospécificité dar¢cindahl and Wilson 1977).

L'alloréactivité représente la reconnaissance duynporphisme alléligue des
molécules allogéniques du CMH. L'alloréactivité dsie a une réactivité croisée ; un TCR
spécifiqgue d’'un complexe CMH-peptide du Soi pewlégent reconnaitre une molécule du
complexe CMH-peptide allogénique. Bien que la retreod’'un CMH allogénique apparaisse
trés peu probable au cours de la vie normale dhdlividu, la réponse immune envers les
molécules du CMH allogéniques est trés forte. Des,ptette reconnaissance directe n’obéit
pas aux lois conventionnelles de restriction au CHlén que le répertoire lymphocytaire T
soit sélectionné dans le thymus sur la base d'dfieitd du TCR suffisante pour les
complexes CMH autologue/peptide du Soi, la fréqaedes lymphocytes T capables de
reconnaitre par la voie directe des molécules diHGAg-a-vis desquelles elles n'ont pas été
« éduquées » est paradoxalement tres élevée. kresffet estimé que 0,1 a 10 % du
répertoire T d’'un individu est capable de reconeaies alloantigenes (Benichou, Malloy et
al. 1998; Wang, Sviland et al. 1998), tandis quFdguence des cellules T spécifiques d'un
peptide antigénique conventionnel donné, d'origifectieuse par exemple, est de moins de
1 sur 100 000 (Karulin, Hesse et al. 2000). Cetégufence élevée des lymphocytes T
alloréactifs expliqgue en partie I'intensité partiete de la réponse allogénique direicterivo

en dehors de toute sensibilisation préalable.

Cette reconnaissance directe intervient puissamdeend les jours ou les semaines qui
suivent la greffe et est responsable des rejetssgigécoces (Benichou 1999). Les cellules
dendritiques du donneur ayant une durée de viddenileur part dans I'activation directe
diminue petit a petit. Cependant, des données t&sesuggerent que cette voie directe
pourrait étre active tout au long de la vie dedfgns via la présentation par d’autres cellules
(endothélium, épithélium) (Bestard, Nickel et @08).
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1.2 La voie de présentation indirecte

Lechler & Batchelor (Lechler and Batchelor 1982} wnitialement émis I'hypothése
gue les cellules T alloréactives peuvent égaleraget stimulées par la voie indirecte, dans
laquelle les antigénes dérivés du donneur sontéggmpiet présentés aux lymphocytes T du
receveur par les CPA du donneur (Benichou, Takizetna. 1992; Benichou, Fedoseyeva et
al. 1994) Figure 6). Ces dernieres infiltrent le greffon tout spémmént lors du processus
inflammatoire local initié par la transplantatidalles vont localement phagocyter, appréter
puis migrer et présenter les alloantigenes (laipihigs d’une présentation efficace dans le
greffon n’est pas encore totalement exclue damsesure ou les reins en rejet chronique ont
certains aspects qui les rapprochent des organgshlyides secondaires). Ainsi, les CPA du
receveur vont présenter des peptides dérivés edtmment du CMH du donneuwia leur
propre CMH aux cellules T du receveur. De plusa iété rapporté que les molécules du
systeme HLA solubles et intactes sont présentes tartirculation chez I’'homme apres
transplantation (Suciu-Foca, Reed et al. 1991)cpaséquent, des fragments de molécules du
CMH du donneur peuvent étre clivés et pris en ahaay les DC de I'hbte et présentés par le

CMH du Soi comme peptides allogéniques aux lymptescy.

La plupart des peptides antigéniques présentékpanie indirecte proviennent de la
région polymorphe des molécules du CMH du donn&eanichou, Takizawa et al. 1992;
Benichou, Fedoseyeva et al. 1994; Gould and Autdgscl999). Cependant, la présentation
indirecte peut également se produire en réponses eptides dérivés d'autres protéines du

donneur incluant les antigenes mineurs de trantgilan (Richards, Dalheimer et al. 2004).

Les lymphocytes T CD4sont « classiquement » activés par une voie ioirguisque
les antigenes exogéenes rejoignent le circuit degmtétion antigénique des molécules HLA
de classe Il. Le phénomeéne de présentation cresteene propriété particuliere des cellules
dendritiques qui permet aux alloantigénes intesgalide rejoindre la voie d’apprétement des
molécules HLA de classe |, et donc l'activationlgiaphocytes T CD8par la voie indirecte
(Popov, Fedoseyeva et al. 1995; Shen and Rock 2D@Gkls lymphocytes CD®nt pu étre

isolés dans des modeles expérimentaux et aussdelsgzatients transplantés.

Alors que la voie directe est plus importante d#msprocessus de rejet aigu
d’allogreffe, la voie de présentation indirecte pail jouer un réle dominant dans le rejet
chronique mais ceci reste a prouver. Des analysegydnglions lymphatiques ont démontré

que plus de 90% des cellules T allospécifiqueptaensibilisés par la voie directe alors que
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seulement 1-5% représentent des cellules T alld&pézs de la voie indirecte (Lindahl and

Wilson 1977; Benichou, Valujskikh et al. 1999; Sumch.angmuir et al. 2001). Cependant, un
afflux continu d’antigenes du donneur apprétéslgmaiICPA du receveur augmente le nombre
de lymphocytes T alloréactifs de la voie indirec@®s lymphocytes T semblent aussi plus

résistants a I'immunosuppression conventionnellevifr, Dalchau et al. 1993).

1.3 La voie de présentation semi-directe

Ce modéle de reconnaissance propose que des nesléatzictes du CMH allogénique
soient capturées par les CPA du receveur a partgreiffon et a été déemontré par Lechler et
collaborateurs, tout d'abord dans des traviawitro (Figure 6). Des phénomenes de transfert
de molécules du CMH par acquisition de fragmentsndenbrane cellulaire ont été observés
entre des cellules endothéliales et des DC (Jidagera et al. 2004), et également entre DC
par l'intermédiaire des exosomes (Thery, Duban.eQ02). Par ailleurs, les DC du donneur
semblent sécréter des exosomes contenant les red@uCMH qui pourraient fusionner au
contact de la membrane des cellules dendritiquesedeveur (Jiang, Herrera et al. 2004).
L’acquisition de molécules du CMH allogénique paitrsurvenir lors de la circulation des
DC du receveur au travers du greffon et a partit’eledothélium vasculaire. Les DC du
receveur exprimeraient donc les molécules a la thisCMH autologue et du CMH
allogénique, et seraient capables d’activer simaéh@ent la réponse CD4 et CD8 par les voies

directe et indirecte.

2. Les différents types de rejet

2.1 Le rejet hyperaiqu

Le rejet hyperaigu survient rapidement apres ldfgréen moins de 24h) et est
principalement di aux anticorps présents dansri@rséle I'héte, anticorps spécifiques du
greffon. Ainsi, les IgM vont reconnaitre des antige portés par les cellules endothéliales,
entrainant la destruction de celles-ci. Les comgdeantigéne-anticorps entrainent également
un phénomene de coagulation a l'intérieur des eaiss La cascade du complément peut
aboutir a la destruction de I'endothélium ou, loesdp Iésion est grave sans étre fatale, a
l'activation des cellules endothéliales. La prémentdu rejet hyperaigu s'effectue par

l'assurance de la compatibilité du systeme ABOiaiue par un test de compatibilité
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(« cross-match ») entre le donneur et le recev@ar.test consiste en lincubation des
lymphocytes du donneur avec le sérum du receveyré&ence de complément. Une mort
cellulaire indique la présence d'anticorps conreddnneur et empéche par conséquent la

réalisation de la transplantation.

2.2 Le rejet aigu

Le rejet aigu est constaté le plus souvent dangigs ou les semaines qui suivent la
greffe et est causé par I'alloreconnaissance degeaes du donneur par les lymphocytes T
auxiliaires du receveur. Les cellules dendritigpessentes dans le greffon migrent vers les
ganglions lymphatiques et stimulent une réponse unitaire allogénique primaire. Les
cellules T ainsi activées migrent vers le greffdneadommagent le tissu par différents
mécanismes effecteurs. Le mécanisme essentiel jeuaigu cellulaire est une infiltration
massive du greffon par des cellules mononucléesremias macrophages et les lymphocytes

T du receveurRigure 7).
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Figure 7 : Modéle de rejet aigu
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Cette infiltration s'accompagne de la générationcelbules T cytotoxiques et par
I'induction de réactions d'hypersensibilité retardiées anticorps peuvent étre également la
cause des dommages tissulaires, non seulementapdixation du complément, mais
également par lintermédiaire de lymphocytes T wimues (CTL pourCytotoxic T
Lymphocyteou de cellules tueuses naturelles (NK pdatural Killer), pouvant exercer une
cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC podntibody Dependent Cellular
Cytotoxicity).

Le role essentiel des lymphocytes T Cins le phénomeéne de rejet s’exerce sur un
ensemble de mécanismes lié a la sécrétion de alitigs cytokines. L'IFNr permet
I'activation des lymphocytes T cytotoxiques maisalégient I'activation des cellules
présentatrices d’antigéne et les éosinophiles.lD® p active les macrophages en association
avec le TNFB. L’IL-2 couplée a I'lL-4 et I'lL-5 permet I'activaon des cellules B et la

synthése d’anticorps dirigés contre le greffon.

2.3 Le rejet chroniqgue

La séquence d’évenements de rejet de greffe peat sgindée en deux étapes
distinctes : tout d’abord la sensibilisation durdatuelle les lymphocytes alloréactifs
proliferent apres reconnaissance des alloantigehese phase effectrice durant laquelle la
destruction du greffon par la réponse immune esrém Les cellules CD4alloréactives
stimulées par les molécules de classe Il portéekpaellules endothéliales du greffon et les
cellules dendritiques activées produisent un enteni cytokines (IL-2, IFN; TNF-0) qui
stimulent la production d'IL{}, de TNFe, d’IL-6 et d’'IL-8 par les cellules présentatrices
d’antigéne, les lymphocytes T CDZhl et les lymphocytes T CD8&ui vont a leur tour
stimuler le recrutement des cellules de la ligné@maaeyto/macrophagique. Les lymphocytes
T auxiliaires CDZ vont participer a I'activation des cellules cytxitpues CD8. Par ailleurs,
les cellules Th2 et les DC activées vont stimuler sinthese d’allo-anticorps dirigés
essentiellement contre des antigénes du CMH oantégenes MICA qui sont apparentés aux
antigénes du CMH. Les cellules T cytotoxiques ds¢mt les cellules du greffon par
reconnaissance des antigénes de classe |, adhésymteese de perforine et lyse de la
membrane de la cellule cible, ou bien par inductitapoptose. En plus de cette réaction

spécifique, des cellules tueuses non spécifiqu&s hbnocytes, polynucléaires neutrophiles
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et éosinophiles) pourraient participer a la lyses dellules du greffonFjgure 8). Les
alloanticorps se fixent sur les antigénes du greffortés par I'endothélium vasculaire et les
cellules épithéliales. Ces anticorps contribuemngcales lymphocytes T, a la formation des

lésions vasculaires du greffon observées au caursjdt chronique.
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Figure 8 : Modéle de rejet chronique

3. Les immunosuppresseurs

Le succés dune transplantation dorgane dépendncipalement des
immunosuppresseurs qui contrélent la réponse imiavai allogénique. Parmi ces
immunosuppresseurs, la 6-mercaptopurine a étédmipr a étre découvert en 1959 par
Schwartz & Dameshek (Schwartz and Dameshek 1958jte Gnolécule a la propriété
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T et pilonger le temps de survie du greffon.
Les recherches se sont donc intensifiees sur ddéécubes capables soit de détruire les
lymphocytes T du sang périphérique soit de suspeladrr fonction. Ainsi, différents types
d’agents immunosuppresseurs ont été développés :inthébiteurs de la calcineurine (la
cyclosporine et le tacrolimus), des inhibiteursndEOR (la rapamycine et I'éverolimus), des
inhibiteurs du métabolisme des purines et des pgmras (I'azathioprine et l'acide

mycophénolique), des anti-inflammatoires de la firdes glucocorticoides utilisés en tant
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guimmunosuppresseur (dexamethazone) ainsi quamtasorps monoclonaux (anti-CD3 et
anti-CD25) et polyclonaux (ATG-anti-thymoglobulin€Eigure 9).
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Figure 9 : Sites d’action des différents immunosupgsseurs

D’autres molécules sont en cours d’évaluation ddes essais thérapeutiques en
transplantation comme la molécule CTLA-4-Ig (Betaai®). Il existe également d’autres
agents comme des dérivées de la vitamipgud ont des propriétés immunomodulatriges
vitro en cours de développement pour la thérapeutigez [tltomme.

Néanmoins, les immunosuppresseurs n’induisent pastaiérance immune et

dépriment le systeme immunitaire de facon impoetagit de maniére non spécifique. En

conséquence, ils sont a l'origine de nombreux fetondaires tels que le développement de

cancers viro-induits ou d’infections a germes oppustes d’origine bactérienne, virale et

fongique.
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3.1 L'acide mycophénolique

Le mycophénolate mofétii (MMF) libére son principactif appelé acide
mycophénolique (MPA) aprées hydrolyse. Ce dernidr lesproduit de fermentation du
Penicillium fungus Le MPA est un inhibiteur non compétitif et réubls de I'enzyme
inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) r&icesa la synthéseée novodes
nucléotides guanosines (Allison and Eugui 2000)yn@e les lymphocytes sont incapables
d’utiliser la voie de récupération des nucléotidesyr prolifération est particulierement
sensible a I'inhibition de la synthede novagpar le MPA.

Outre ses propriétés immunosuppressives sur lephgoytes T, le MPA agit
également sur d'autres cellules du systeme immiumitet en particulier sur les cellules
dendritiqgues. Ce n’est qu’en 2000 que I'action dBAVIsur les DC murines a été mise en
evidence. Ainsi, Mehlingt al.,ont montré dans un modéle d’hypersensibilité cidariez la
souris que le MPA inhibe I'expression de certainarquneurs de maturation et de co-
stimulation comme le CD40, le CD80, le CD86 et 858, |la sécrétion d’lIL-12 et que ces
DC ont une faible capacité allostimulatrice (MeglirGrabbe et al. 2000). Par ailleurs, le
MPA augmente I'expression de B7-DC, un régulatewgatif de la prolifération
lymphocytaire (Geng, Jiang et al. 2006).

Chez I'Homme, I'effet du MPA sur les DC a égalemét# étudié. Ainsi, Coliet al.
ont mis en évidence que la présence de MPA lorad#ifférenciation de monocytes en
cellules dendritiques induisait I'apoptose desute dendritiques immatures humaines et
diminuait I'expression de certaines molécules destonulation et d’adhésion comme le
CD40, le CD54, le CD80 et le CD86 (Colic, Stojickamic et al. 2003).

Suite a une maturation induite par le LPS ou le TiNfe MPA réduit I'expression des
marqueurs de co-stimulation et de maturation corlean@D83, le CD80 et le CD86 (Colic,
Stojic-Vukanic et al. 2003). Par ailleurs, cetteléeale maintient 'endocytose dépendante au
récepteur au mannose (Lagaraine, Hoarau et al.; 200B6sky, Friedl et al. 2006) mais
diminue I'expression du CD205 associée a la capamtigénique (Wadia, Herrera et al.
2009). Néanmoins, ces cellules expriment des réaeptiux chimiokines caractéristiques des
cellules dendritiques matures tels que CCR7 et CXQGfnsi, le MPA inhibe la maturation
phénotypique des cellules dendritiques mais coes&ur capacité de migration vers les
organes lymphoides secondaires.

Le MPA réduit la synthése d’'IL-12 mais augmenteséeretion d’IL-10 apres une

stimulation par le TNF: (Lagaraine, Hoarau et al. 2005). Par contre,duitta la fois la
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production d’IL-12, d’IL-10, d’'IL-18 et de TN+ suite a une activation par le LPS (Colic,
Stojic-Vukanic et al. 2003). Enfin, le MPA induiesl cellules dendritiques ayant une faible
capacité allo-stimulatrice (Colic, Stojic-Vukanit &. 2003; Lagaraine, Hoarau et al. 2005;
Wadia, Herrera et al. 2009).

Le fait que les propriétés immunomodulatrices duAViBur la cellule dendritique
soient liées a sa capacité a bloquer I'IMPDH rest&roversé. En effet, I'ajout de dbGMP ou
d’'un inhibiteur de I'AMPc n’inhibe pas l'effet inbiteur du MPA sur la prolifération
lymphocytaire (Lagaraine, Hoarau et al. 2005). Bantre, la guanosine exogene leve
I'inhibition de la prolifération des lymphocytes ihduite par des cellules dendritiques
maturées en présence de MPA (Dubsky, Friedl eR@06). De plus, le MPA induit une
diminution de la quantité de GTP lors de la diffmation de monocytes en cellules
dendritiques et lors de leur maturation. L'ensenaae ces données sous-entend que I'effet du
MPA sur les cellules dendritiques pourrait passerpartie par son action inhibitrice sur
'enzyme IMPDH dans la cellule dendritique. Les D@itées au MPA semblent avoir un

profil dit « tolérogéne ».

3.2 La rapamycine

La rapamycine est un antibiotigue macrolide prodpaér le Streptomyces
hydroscopicugAbraham and Wiederrecht 1996), découvert sur téePaques (Rapa Nui).
Durant le développement clinique de cette molécldemise en évidence d’effets anti-
prolifératifs a orienté son utilisation comme agemiunosuppresseur dans la prévention des
rejets de greffe. La rapamycine exerce sa fonaiorse liant au complexe mTOR-FKBP12
(«FK506-binding protein 12») entrainant I'inhibitiade I'activité kinase de mTOR (Sabers,
Martin et al. 1995). La protéine mTOR est impliqu&as la régulation du cycle cellulaire au
travers de : l'initiation, la traduction, la synfieede protéines impliquées dans la progression
du cycle cellulaire et la synthése d’ADN. Son attipasse par le blocage de signaux
intracellulaires induits par la liaison de I'lL-2san récepteur mais la rapamycine n’inhibe pas
I'expression du géne de I'lL-2 ni celle de son peer (Dumont, Melino et al. 1990). Ainsi,
la rapamycine intervient a une étape un peu phasveade I'activation des lymphocytes T. En
effet, elle bloque leur prolifération et leur sngellulaire induite par I'lL-2 (Terada, Lucas et
al. 1993; Morelon, Mamzer-Bruneel et al. 2001).

70



L'influence de cet agent sur les fonctions de lButedendritique n’a été décrite que
dans les années 2000. Cependant son réle sur lessD€ncore mal défini. En effet, de
nombreux changements sont observés quant a lareagitla présentation antigéniques par les
cellules présentatrices d’antigene (APC) lorsga%lisont différenciées en présence de
rapamycine. Ainsi, la rapamycine inhibe la phagosgt I'endocytose et la pinocytose,
diminue I'expression des récepteurs de la captotigénique tels que CD46, CD91, CD32 et
le récepteur au mannose et les molécules de CMeéladses | et Il. De plus, la présentation
croisée des antigenes exogéenes par les moléculeMélde classe | ne semble pas affectée.
La rapamycine facilite également I'autophagie ettpefluencer la présentation des antigénes
du soi (Thomson, Turnquist et al. 200Bjgure 10).
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Figure 10 : mTOR et la rapamycine régulent la fondbn des APC (d’aprés
(Thomson, Turnquist et al. 2009))

Cependant, les difféerents travaux montrent desrgérees sur les effets de la
rapamycine au moment de la maturation. Par exeraplen Chianget al.,et Woltmanet al.,
la rapamycine n’interfére pas dans le processusataration des DC (Woltman, de Fijter et
al. 2001; Chiang, Wang et al. 2004). A l'inversautires travaux soulignent une inhibition de
I'expression des molécules de co-stimulation COZID80, CD86, CD83 et/ou des molécules
du CMH de classe Il ainsi que des chaines du régept I'lL-4 (CD124, CD132) par la
rapamycine (Hackstein, Taner et al. 2003; Montiydd#i et al. 2003; Taner, Hackstein et al.
2005). La rapamycine pourrait donc inhiber la mation dépendante de I'lL-4 (Hackstein,
Taner et al. 2003). Par contre, cette moléculetaralait pas la capacité des cellules a
présenter les antigénes endogénes par le CMH sdigeclaet exogenes par le CMH de classe |l

ni la présentation croisée (Lee, Yang et al. 20@a)ieusement, la rapamycine augmente
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I'expression de CCRY7 favorisant ainsi la migraties DC vers les ganglions lymphatiques
vivo et en réponse a CCL18 vitro (Sordi, Bianchi et al. 2006En ce qui concerne la
synthese des cytokines, une inhibition de la syw#i®#IL-12 et d’IL-10 est observée apres
une stimulation par le CD40L en présence de rapemaydlonti, Mercalli et al. 2003) mais
I'inhibition de la sécrétion d’'IL-12 n’est pas retivée suite a une activation par le LPS
(Chiang, Wang et al. 2004). Par ailleurs, les ¢etlidendritiques traitées par la rapamycine
sont incapables d’activer efficacement les lymphesyT allogéniquesn vitro et in vivo
(Hackstein, Taner et al. 2003; Monti, Mercalli €t2003; Taner, Hackstein et al. 2005). La
rapamycine semble aussi inhiber I'orientation Thldeninuant la sécrétion d’IFM-par les
lymphocytes T (Chiang, Wang et al. 2002; Monti, & et al. 2003; Taner, Hackstein et al.
2005).

A l'opposé, une étude récente de Weichhetrtal., suggere que la rapamycine
augmente la sécrétion des cytokines pro-inflammeddiL-12 et IFNy, diminue la synthése
d’IL-10 et augmente la capacité d’allostimulatiasdC (Weichhart, Costantino et al. 2008).

Chez la souris, les cellules dendritiques traitéek rapamycine sont de faibles
stimulateurs des lymphocytes T CD4nais enrichissent en lymphocytes T régulateurs
antigéne-spécifiques promouvant ainsi la toléramieflogreffe (Turnquist, Raimondi et al.
2007). La rapamycine est également responsabléexigahsion des lymphocytes T CD4
CD25 Foxp3 naturels murins (Battaglia, Stabilini et al. 20d5)fin, I'injection de cellules
dendritiques traitées par la rapamycine pulséex aes allo-antigenes avant la greffe
prolonge la survie d'allogreffes cardiaques (Chjaang et al. 2004) et cutanées de souris
(Horibe, Sacks et al. 2008).

3.3 Les Glucocorticoides

Les effets des glucocorticoides sur les lymphocyest principalement liés a
I'inhibition de la sécrétion des cytokines. En &ffe complexe corticoide/récepteur se fixe
sur des séquences régulatrices, situées dansoemfaurs de genes et appelées éléments de
réponse aux glucocorticoides, et peut ainsi modalgranscription des genes concernes,
notamment ceux codant I'lL-2, I'lL- 6, I'lFN-et le TNFe. (Almawi, Beyhum et al. 1996).

De plus, les glucocorticoides peuvent égalemenit avoimpact sur I'expression de genes ne
possédant pas d’éléments de réponse aux glucamdes; vraisemblablement en bloquant la
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translocation vers le noyau d’'importants facteuestrdnscription (Almawi, Beyhum et al.
1996).

3.4 Les anti-Calcineurines

L’activation des LT par les antigénes du donnetira@&me un signal calcique qui active
une phosphatase, la calcineurine. Cette derniémagbda déphosphorylation de NFAT, un
facteur de transcription, qui va entrer dans leamogour activer la synthése de cytokines
proinflammatoires (Shibasaki, Hallin et al. 2002fs anti-calcineurines, couplés a une
protéine intracellulaire appelée immunophiline jlr@mt I'activité de la phosphatase et donc la
synthése des cytokines, bloquant l'activation ectlvation des lymphocytes T (Taylor,
Watson et al. 2005). La cyclosporine A et le taomak sont les 2 principaux anti-

calcineurines utilisés en transplantation.

3.5 L'Azathioprine

L’azathioprine est un immunosuppresseur cytostatidant le principe actif, la 6-
mercaptopurine, est libéré apres hydrolyse. L'aaptine est une forme de 6-mercaptopurine
moins toxique que la 6-mercaptopurine pure. En gardnalogue des purines, cette derniére
inhibe la synthese d’ADN par antagonisme des bgsasques et a donc un effet
antiprolifératif, notamment sur les lymphocytesyiba, Watson et al. 2005).

3.6 Les anticorps anti-lymphocytaires

Les anticorps anti-lymphocytaires ciblent spécidioent les lymphocytes et sont
majoritairement utilisés en traitement d’inductiolh. existe 2 grands types d’anticorps
antilymphocytaires utilisés en transplantation gé&ne : les polyclonaux et les monoclonaux.
Les premiers sont un mélange d'anticorps ciblanhalmbreuses molécules de surface des
lymphocytes et obtenus en inoculant des lapinsesuctievaux avec des cellules humaines. lls
induisent généralement une déplétion lymphocytaiéephérique, probablement par une
réaction complément-dépendante (Taylor, Watsorl. 2085). L'exemple le plus utilisé en

transplantation rénale est 'ATG.
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Les seconds ciblent spécifiguement un épitope dmakécule de surface. lls agissent
suivant divers mécanismes : déplétion complémepénidante, modulation de I'expression
de surface de la molécule ciblée, ou encore blodagkinteraction avec le ligand de cette
molécule (Taylor, Watson et al. 2005). Les antisorponoclonaux sont de plus en plus
utilisés, notamment parce que leur cible est mfinie et qu’ils sont élaborés pour limiter
la réponse immune inter-espéce. L'anticorps an, qui reconnait un épitope de la sous-

unitéa du récepteur a I'lL-2 (CD25), est le plus couramingilise.

4. La tolérance immune

4.1 Les mécanismes généraux

La mise en place d’'une réponse immunitaire effeetest nécessaire afin de défendre
I'organisme vis-a-vis des pathogénes et des vidéanmoins, cette réponse immunitaire doit
étre contrblée afin de ne pas étre exacerbée etifgrdin lorsque le pathogene a disparu. Par
ailleurs, notre systéme immunitaire ne doit paségénde réponse effectrice envers le Soi,
sous peine de déclencher une maladie auto-immuradgré la sélection négative des
lymphocytes auto-réactifs dans le thymus, qui dtuestla tolérance centrale, certaines
cellules qui reconnaissent les antigénes du Swetseuvent en périphérie. Une régulation de
la réponse immunitaire en périphérie est donc patisable a la fois pour inactiver les
cellules T auto-réactives afin d’éviter I'appantide maladies auto-immunes et pour réguler
I'intensité des réponses immunitaires contre l®@r 8oi ».

La tolérance immune centrale implique la délétimmale lors du développement des
thymocytes tandis que la tolérance périphériquaestmplie par divers mécanismes comme

I'anergie, l'induction d’apoptose, I'ignorance &dtion de cellules régulatrices.

4.1.1 La tolérance immune centrale

Le premier mécanisme de tolérance est la tolérdns®i, mécanisme immunologique
primordial & la santé de l'individu.

Pour assurer une réponse immune efficace, le sgst@munitaire doit comporter des
cellules T capables de reconnaitre et de répondrerémbre important d’antigénes étrangers

(Blackman, Gerhard-Burgert et al. 1990). Pour @amgd part ceci est réalisé par les multiples
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réarrangements des genes du TCR au cours de l[&miogui aboutit a la production d’'une
grande variété de spécificités antigéniques. Duramirocessus stochastique, des clones ayant
des spécificités pour des antigenes du Soi sontugso Ces clones doivent étre

fonctionnellement éliminés pour prévenir 'appantide maladies auto-immunes.

Précurseurs
hématopoigtiques

Sélection positive du
repertoire T

Périphérie ‘
Ure fraction de lymphooytes
T autoréactifs échappent & |a
; délétion
Mécanismes passifs de Mécanismes actifs de tolérance :
tolérance :
* [gnorance » Cellules dendrtiques
= Apnergie tolérogénes
» Déviation phénotypigue + Lymphocytes T regulateurs
+ Apoptose

Figure 11 : Les différentes voies de la tolérancenmune D’aprés (Walker and
Mannie 2002)

Les progéniteurs des lymphocytes T, provenant aedelle osseuse, migrent dans le
thymus pour y subir une maturation. Au cours de Béveloppement dans le thymus, les
lymphocytes T (ou thymocytes) subissent deux délest positive et négative. La sélection
positive s’effectue dans la zone corticale du thynou seuls les lymphocytes T doubles
positifs CD4CD8' reconnaissant les molécules de CMH du Soi recowersignal de survie
et poursuivent leur développement. Le second phénende tri, la sélection négative, aussi
connue sous le nom de délétion clonale, s’effedars la zone médullaire du thymus (Sprent
and Kishimoto 2002). Les lymphocytes T autoréacpisssédant une forte avidité pour les
peptides du Soi présentés par le CMH des celluleseptatrices d’antigénes thymiques (dont
les cellules dendritiques), vont mourir par I'intdoo d’apoptosevia I'activation de leur TCR

(Anderton and Wraith 2002). Environ 3% seulemerst pigcurseurs de cellules T qui entrent
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dans le thymus survivent a la sélection positivenégative. Ces lymphocytes quittent le
thymus pour se diriger vers les organes lymphaoddesndaires.

4.1.2 La tolérance immune périphérique

Certains lymphocytes T auto-réactifs échappentselaction négative, en particulier
les lymphocytes T spécifiques des déterminants @uaBsents du thymus mais présents en
périphérie. L'existence d’'une tolérance périphésigast donc nécessaire pour inactiver les
cellules T autoréactives. Cette tolérance péripluérirepose sur plusieurs mécanismes :
l'inactivation fonctionnelle des cellules auto-réees par des cellules régulatrices,

I'induction d’apoptose, l'ignorance et enfin I'agés.

4.1.3 La délétion clonale

La délétion des cellules T peut également avour e périphérie, lorsque celles-ci
rencontrent I'antigéne dans des conditions paréices (Kabelitz, Pohl et al. 1993). Par
exemple, la mort par apoptose apres activation lépp8ICD (« Activation-induced Cell
Death ») est déclenchée suite a une activationitngortante. Il s’agit d'un mécanisme de
contrble de I'expansion des lymphocytes T lorsgubint été préalablement stimulés. La
stimulation répétée de lymphocytes T par des amtigespécifigues présents en forte
concentration ou des activateurs polyclonaux veaergr une mort des cellules activées par
un phénomeéne d’apoptose dépendant d’'une intera€tsfirasL (Brunner, Mogil et al. 1995;
Marth, Zeitz et al. 1999). Son rdle est avant weitprévenir une activation incontrélée des
cellules T. Mais ce processus est également impogaur le maintien d’'une tolérance
périphérique a certains antigenes du Soi commedgesent des mutations touchant Fas ou
FasL et qui conduisent a des syndromes auto-imifginger, Carrera et al. 1994; Holzelova,
Vonarbourg et al. 2004). Il semble donc que deglyoeytes T puissent également subir une
délétion clonale en périphérie; c’est notammenmtle des lymphocytes T CD#econnaissant
les antigénes administrés par voie orale (Bu, Kemstzégan et al. 2001).

4.1.4 L'anergie
L’anergie constitue un état particulier de la delld qui est fonctionnellement

inactivée c’est a dire qu’elle ne répond plus pae prolifération aprés stimulation du TCR.
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La cellule reste vivante mais est incapable deifgrel et de synthétiser de I'lL-2 (Schwartz
1990). Elle est dans un état d’hypo-réponse, a'alite qu’elle ne peut plus répondre a une
nouvelle stimulation. Il existe deux sortes d’amerd’anergie clonale et « I'anergie vivo ».
L’anergie clonale résulte d’'une activation du TGRs signal de co-stimulation via le
CD28 (signal 1 sans signal 2) ; elle est réversinigprésence de grandes quantités d’'IL-2 ou
par un signal via Ox40 (Schwartz 2003). « L'aneligiezivo» dépend majoritairement des
molécules de « co-inhibition » comme CTLA-4 ou PDEette forme d’anergie nécessite une
certaine activation préalable du lymphocyte dansé&sure ou CTLA-4 est une molécule
inductible. Contrairement a I'anergie clonale, ellest pas levée par I'lL-2. Par ailleurs, la
présence de l'antigéne est nécessaire au maingienl’dnergiein vivo» (Schwartz 2003).
Les signaux induits par I'engagement de ces réaeptee sont pas clairement connus. Ces
récepteurs transduisent des signaux inhibiteurscouiérent un état de non réponse a long

terme ou bien simplement un changement dans ledsadativation.

4.1.5 L'ignorance

L’ignorance est une absence d’activation de lautellT qui conduit & une relation
d’acceptation mutuelle de I'antigéne et de la delkffectrice (Melero, Bach et al. 199Des
études anciennes avaient montré que des antigéaag exprimés sur les cellules des ilpts
dans le pancréas étaient incapables de rendreiguesgou de détruire les lymphocytes
effecteurs périphériques, ce qui avait pour résulide coexistence pacifique entre les
antigenes et les cellules effectrices. Celles-oielgaient pourtant parfaitement compétentes
et étaient capables de réairvitro a I'antigene (Ohashi, Oehen et al. 1991). Danstah é
d’ignorance, les LT certes n’'initient pas de ré@immune mais sont incapables d’inhiber
I'activité de lymphocytes effecteurs (Miller and &fle 1993). L’ignorance n’est donc pas un
mécanisme de tolérance active. Les antigenes dégmieans des zones immunologiquement

protégées sont également ignorés par le systemarnitaire (Barker and Billingham 1977).
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a. lgnorance b. Anergie c. Déviation phénotypiqus d. Apoptose

| Cellule T anergigue Celiule T achvees | Cellule T apoptotique
avec un phenoytpe
cythine/chimiokine-recepteur
non pathogene
t Cadakimes

{ cpaly { cra’ ( cpa ) { cpa !

Figure 12 : Mécanismes passifs de la tolérance pghérique des lymphocytes T
D’aprés (Walker and Mannie 2002)

4.2 Les lymphocytes T régulateurs

En 1969, Nishizuka et Sakakura découvrent qu'ugenéitctomie effectuée chez des
souris agées de 3 jours déclenche des maladiesnanmones au niveau de différents organes
(Nishizuka and Sakakura 1969; Wing, Suri-Payer |et2@05). En 1970, Dick Gershon
(Gershon and Kondo 1970) évoque l'existence deulesllidites « suppressives » pouvant
inhiber l'activité de cellules reconnaissant le 8bréguler la réponse immunitaire adaptative
(Rouse 2007). Cependant, le concept de cellulepresgives a été abandonné, faute
d’identification de marqueurs spécifiques de cdllles et de leur mécanisme d’action. Il est
difficile de définir et d’étudier la fonctionnalitd’'une population cellulaire en I'absence de
marqueurs spécifiques la caractérisant.

Quinze ans plus tard, I'équipe de Sakaguchi dérét population cellulaire T CD4
exercant une activité régulatrice chez la sourigkéguchi, Sakaguchi et al. 1995). Ces
lymphocytes, aujourd’hui appelés « lymphocytes Jutéteurs (ou LT régulateurs) naturels »
représentent entre 5 et 10% des lymphocytes T @@4ux chez la souris adulte. Ce travail a
renouvelé l'intérét pour les lymphocytes T régulase Plusieurs populations T régulatrices
sont maintenant mieux décrites grace au nombre nexpiel d’'études sur ce sujet ces
derniéres années.
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4.2.1 Ledymphocytes T CD4régulateurs naturels

4.2.1.1 Mise en évidence

Une des premiéres et plus convaincantes sériegd@'@tdémontrant I'importance des
lymphocytes T suppresseurs dans la préventionadgoimmunité spécifique d’organe a été
réalisée dans le début des années 1970 (Gershoikamab 1970). A cette époque, ils
découvrirent que les cellules T pouvaient égalemégtiler le systeme immunitaire et que
cette régulation n’était pas effectuée par desileslleffectrices. Le probléme majeur a cette
épogue était le manque de marqueur de la populatihulaire qui supprimait les
lymphocytes auto-réactifs et I'ignorance des méwgars d’action (Sakaguchi, Wing et al.
2007).

Les observations de I'équipe de Sakaguchi en 1889stituerent une avancée majeure
dans la compréhension de la fonction des cellulppressives. En effet, ils ont montré que le
transfert d’'une population lymphocytaire déplétée | CD4 CD25 dans une souris
athymique nude entrainait le développement spondanfmaladies auto-immunes multiples
chez les receveurs (Sakaguchi, Sakaguchi et ah)1@@ travail est confirmé par celui d’'une
autre équipe qui met en évidence le réle de cefpellption régulatrice dans la prévention de
'auto-immunité (Suri-Payer, Amar et al. 1998) eintbntre I'activité régulatrice de ces
cellules in vitro de facon reproductible (Thornton and Shevach 198®)s cellules T
CD4'CD25 humaines avec des propriétés fonctionnelles inditasres a celle des cellules T
CD4'CD25 murines ont ensuite été identifiées par plusiguosipes (Baecher-Allan, Brown
et al. 2001; Ng, Duggan et al. 2001; Stephens, éflettal. 2001).

4.2.1.2 Ontogénie des lymphocytes T régulateurs naels

L’origine thymique des LT régulateurs naturels @ @émontrée d’'une part grace aux
expériences de Sakaguchi qui observe I'absencelTdeéD4” CD25 en périphérie chez des
souris ayant subi une thymectomie a I'dge de 3sjonalgré un développement normal des
autres lymphocytes T (Sakaguchi, Sakaguchi et985;1Papiernik and Banz 2001), et d’autre
part par Papiernik et ses collaborateurs (PapiedekMoraes et al. 1998). Ce concept est
soutenu par le fait que des patients atteints cudreyne de DiGeorge, présentant une
hypoplasie thymique, ont peu de LT régulateurs neé&glen périphérie (Sullivan, McDonald-
McGinn et al. 2002). Cependant, les mécanismeségaldppement de ces cellules sont mal

connus.
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4.2.1.3 Prolifération des lymphocytes T régulateursaturels

La question de la capacité proliférative des Tragirels est importante spécialement
dans une optique d'utilisation thérapeutique. Lebutes T CD4 CD25 sont considérées
comme anergiquedn vitro. Cela signifie qu’elles ne répondent pas a unmugétion
conventionnelle du TCR mais I'ajout d’IL-2 permet tever cette hypo-réponse (Thornton
and Shevach 1998; Sakaguchi 2004). Cependantgplgsiravaux mettent en évidence une
prolifération des Trég natureis vitro mais égalemerih vivo. Ainsi, la prolifération de LT
régulateurs CD4 CD25  naturels humaingn vitro a notamment été observée aprés une
stimulation par des cellules dendritiques exprim@titZ (Glucocorticoid-induced leucine
Zipper) suite a un traitement avec des glucocdade® (Hamdi, Godot et al. 2007). Ces
cellules peuvent également proliférar vitro suite a une stimulation par des cellules
dendritigues matures traitées par du LPS exprinl@@ (indoleamine 2,3-dioxygenase).
Sutmuller et ses collaborateurs ont montré quelLeségulateurs CD4 CD25 peuvent
proliférerin vitro suite a une stimulation avec du Pam-3-Cys, umtgde TLR-2 (Sutmuller,
den Brok et al. 2006)n vivo, I'administration de fortes doses d’IL-2 a desigras entraine
une augmentation du nombre de LT COZD25"" circulants. Ces LT expriment Foxp3 et
exercent une activité suppressiire vitro (Ahmadzadeh and Rosenberg 2006). Des LT
régulateurs CD4CD25 Foxp3 sécrétant de I'lL-10 et du TGFont également été retrouvés
parmi les lymphocytes infiltrant les tumeurs (Tlbptenus a partir de tumeurs de patients
atteints de « HNSCC » (Head and Neck SquamousGaetinoma) (Strauss, Bergmann et al.

2007).

Les LT regulateurs naturels inhibent la proliféatet les fonctions effectrices des LT
CD4" et CD8, la prolifération, la production d’anticorps et permutation de classe des
lymphocytes B, la cytotoxicité des cellules NK €N la maturation et la fonctionnalité des
cellules dendritiques ainsi que la fonction et lavee des neutrophiles (Rouse 2007).
Néanmoins, leur mécanisme d’action est mal comnuwitro, il semblerait que l'activité
suppressive des LT régulateurs naturels nécessitentact direct entre le LT régulateur et la
cellule répondeuse par l'intermédiaire de la cellptésentatrice d’antigene (Thornton and
Shevach 1998; Sakaguchi 2004). En effet, les LTuledgurs n’exercent pas d’activité
suppressive lorsqu’ils sont séparés des lymphocytespondeurs par une membrane semi-
perméable ; de plus, le surnageant de LT régukt@aturels activés n’inhibe pas la

prolifération des lymphocytes T répondeurs (Sakhga004). L'action suppressive des LT
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régulateurs naturels nécessite donc un coimiagtro mais les molécules impliquées ne sont

pas bien identifiées.

Nous savons que les LT régulateurs naturels exieteen activité suppressive de
maniere antigene non speécifique ; cette régulatioméme été observée entre différentes
especes. En effet, des LT régulateurs naturels adeiss peuvent exercer une activité
suppressive sur des lymphocytes T effecteurs déStamizu, Yamazaki et al. 2002). Le
TGF{ serait donc un bon candidat pour induire I'acéiviuppressive des LT régulateurs
naturels puisque la suppression par une cytokinarggene non spécifique et que le TBF-
parait conservé entre différentes especes.

Les LT régulateurs naturels semblent donc exerear hctivité suppressive par

I'intermédiaire de plusieurs mécanismes qui paeaisdifférents selon la situation.

4.2.2 Les lymphocytes T CD4daptatifs ou induits

4.2.2.1 Lymphocytes CDACD25" induits

Comme nous l'avons vu précédemment, plusieurs studg montré que les LT
régulateurs CD4CD25 étaient générés dans le thymus. Or, malgré I'umiah du thymus a
partir de I'adolescence, on retrouve des LT CBB25 en périphérie tout au long d’une vie.
De plus, les LT régulateurs CDACD25 ne suppriment pas seulement des réponses
immunitaires spécifiques d’'antigénes du Soi (Taant Akbar 2005). Comment expliquer ce
phénomene sachant que seuls les antigénes du r@giresentés dans le thymus? Plusieurs
travaux ont mis en évidence que des lymphocytes DB'CCD25 ayant les mémes
caractéristiques que les LT régulateurs naturelvgre étre générés en périphérie (Walker,
Chodos et al. 2003; Walker, Carson et al. 2005ethblerait que des lymphocytes T CD4
deviennent anergiques et exercent une activité regppe lorsque l'antigéne leur a été
présenté par des cellules présentatrices d’antigénegprofessionnelles exprimant le CMH i
comme des cellules épithéliales ou des lymphocitastivés (Taams, van Eden et al. 1999).
Comme les LT régulateurs CD£D25 naturels, les LT ainsi obtenus expriment CD25 et
CTLA-4 de fagcon constitutive et exercent leur atéivsuppressive par l'intermédiaire d’'un
contact. Des LT régulateurs CD&D25 peuvent également étre généegsvivoa partir de
LT CD4" CD25 aprés stimulation en présence de TGH-semblerait que ce phénoméne soit
le résultat de I'induction de I'expression de FoxaB le TGFB (Zheng, Gray et al. 2002).
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4.2.2.2 Lymphocytes Trl

Les lymphocytes Trl ont été isolés pour la premférgin vivo chez des patients
présentant une immunodéficience sévere (SCID) agao¢pté avec succes une greffe de
moelle osseuse allogénique provenant d'un donnawgc aun mésappariement HLA
(Bacchetta, Bigler et al. 1994). Les lymphocytegegulateurs dits « lymphocytes Trl » ont
ensuite été définisn vitro comme étant induits par stimulation antigéniqupétée en
présence d’IL-10 (Groux, Bigler et al. 1996; Grou®,Garra et al. 1997)In vivo,
contrairement aux LT régulateurs naturels, les lyogytes Trl sont induits en périphérie
suite a la rencontre d’'un antigéne dans un enveoramt tolérogene (Levings and Roncarolo
2005).

Les lymphocytes Trl régulent les réponses Thl @tiflvitro etin vivo, ainsi que la
production d’'anticorps par les lymphocytes B. Bsnblent exercer leur activité suppressive
via la sécrétion de cytokines régulatrices : seles études, l'activité suppressive des
lymphocytes Trl est due a I'lL-10 seule ou assoaieéd GFB. Néanmoins, des lymphocytes
T régulateurs produisant de I'IL-10, et donc dit$r& » ou « Trl-like », dont le mécanisme
d’action n’est pas dépendant de I'lL-10 ont égaleim&é décrits (Jonuleit, Schmitt et al.
2000; Vieira, Christensen et al. 2004).

Les lymphocytes Trl ont besoin d’'un contact ceitalapécifique d’antigene avec la
cellule présentatrice pour exercer leur activitppsassive mais une fois activés, ils peuvent
réguler la réponse immunitaire de maniére non finéei par I'intermédiaire des cytokines
gu’ils sécretent, indépendamment d’'un contact @tk (Groux, O'Garra et al. 1997;
Roncarolo, Levings et al. 2001). Les lymphocyted Peuvent également éduquer des
lymphocytes T CD4a devenir régulateurs via la sécrétion d’IL-10.

Les lymphocytes Trl semblent jouer un rbéle danwlirance de greffe allogénique.
Ainsi, les lymphocytes T régulateurs exercant ketivité suppressive par l'intermédiaire de
I'IL-10 et du TGF$ ont été isolés chez des patients ayant développédalerance spontanée
suite a une greffe de rein ou de foie (VanBuskBkylingham et al. 2000). Par ailleurs,
I'existence d’un polymorphisme associé a une sigcrélevée d’lIL-10 semble étre un facteur
protecteur envers la GvHD (Graft versus Host Disgapres une greffe de cellules souches
hématopoiétiques (Lin, Storer et al. 2003; Lin,r&tcet al. 2005; Battaglia and Roncarolo
2006).
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4.2.3 Caractéristiques phénotypiques et synthesecglekines des cellules
régulatrices

Les LT régulateurs naturels ont tout d’abord éténidiés chez la souris par leur
expression constitutive du CD25. Chez I'Homme, Lds régulateurs naturels expriment
également le CD25 mais contrairement aux cellulesmas ol la population CDALD25 est
bien distincte, le marquage du CD25 sur les LT CBdmains est « continu » en cytométrie,
ne faisant donc pas clairement apparaitre deux lgigus séparées. Ce marquage révele
environ 20 a 30% de cellules CDED25 dont seulement 3 a 5 % (cellules exprimant
fortement le CD25 dites « CD?%' ») ont une activité régulatrice (Baecher-AllanpBn et
al. 2001; Wing, Suri-Payer et al. 2005). De plesCD25 n’apparait pas comme un marqueur
optimal des LT régulateurs naturels car il est@gant exprimé sur les lymphocytes T CD4
activés. L’isolement des LT régulateurs naturelsrppport a ce marqueur, certes plus facile
chez la souris (sauf en présence d’inflammatiom®) chiez I'Homme, n’est donc pas aisé. Par
ailleurs, il semblerait que certaines cellules COBD25 aient également des propriétés
régulatrices (Curotto de Lafaille and Lafaille 2D02

Depuis plusieurs années, les travaux de rechetcHesslymphocytes T régulateurs se
sont multipliés, en particulier dans le but de weud’'autres marqueurs pour mieux les
caractériser. Chez 'Homme, les LT régulateurs medguCD25"9" isolés dans le sang
périphériqgue expriment constitutivement GITR, CDEBRCTLA-4 intracellulaire, CD71,
HLA-DR, CD122 (chaing du récepteur a I'lL-2), CD132 (chainedu récepteur a I'lL-2),
Ox40, PDL-1 et ICOS; ils semblent également exerifes récepteurs CCR4 et CCRS8
(Levings and Roncarolo 2005). Les LT régulateurtsineds humains semblent présenter une
faible expression de CD127 (chaindu récepteur de I'lL-7) (Rouse 2007).

Cependant, aucun de ces marqueurs n’'est spécifigeidymphocytes T régulateurs
naturels car ils peuvent également étre exprimélgn transitoire par les lymphocytes T
CD4" activés.

En 2003, le facteur de transcription Foxp3 (Forkhbax transcription factor) a été
décrit comme étant spécifiquement exprimé par Tesdgulateurs naturels et étant essentiel a
leur développement (Rouse 2007). En effet, la sdbicurfy et 'lHomme atteint du syndrome
IPEX (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, dempathy, X-linked) développent des
maladies auto-immunes liées a une déficience dale®IT régulatrices qui serait due a une
mutation dans le gene codant Foxp3 (Shevach 20@&econstitution de souris Scurfy avec

des cellules CD4CD25 ou I'expression du transgéne Foxp3 chez ces sdimfue et
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éradique les symptdomes auto-immuns (Ziegler 2008z la souris, la corrélation entre
I'expression de Foxp3 et de CD25 est excellentanenéi quelques cellules (environ 10%)
sont CD25 Foxp3 ou CD25 Foxp3, ce qui permet d’identifier assez facilement les
lymphocytes T régulateurs (Shevach 2006). En réwv@ntexpression de Foxp3 n’est pas
exclusivement retrouvée chez les cellules CBD25"" chez I'Homme; en effet, certaines
cellules CD25" I'expriment aussi. Par ailleurs, I'expression @53 peut étre engendrée par
I'activation des cellules CO4CD25 Foxp3 et CD8 CD25 Foxp3 humaines via le TCR, ce
qui n’est pas le cas chez la souris (Shevach 2006).

Du point de vue de leur profil de sécrétion deokiytes, les Trég naturels sécretent
peu d’IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 et d’IFNy in vitro. En revanche, ils semblent sécréter du PGF-
mais a un niveau non significativement différent cui produit par des cellules non
suppressives (Levings and Roncarolo 2005). Makéihcapacité a produire de I'lL-2, cette
cytokine est un facteur clé de croissance et daesdes LT régulateurs naturels. En effet, on
ne retrouve pas de LT régulateurs naturels ni tattsymus ni en périphérie chez des souris
IL-2 KO (Papiernik and Banz 2001).

En ce qui concerne les lymphocytes Trl, aucun neangspécifique n'a été identifie
pour le moment. Contrairement aux LT régulateutanets, les lymphocytes Trl n’expriment
pas CD25 ni Foxp3 de facon constitutive. L'expresside Foxp3 observée dans les
lymphocytes Trl est comparable & celle des lymplescy CD4 CD25 activés (Vieira,
Christensen et al. 2004; Levings and Roncarolo ROIBS expriment des niveaux plus ou
moins élevés de CD25, CD40L, CD69, HLA-DR et CTLAwntracellulaire. lls semblent
constitutivement exprimer les chaing®ty du récepteur de I'lL-2 et de I'lL-15 (CD122 et
CD132). Les lymphocytes Trl murins exprimeraienalégent GITR et CD103 (intégrine
aEB7) (Levings and Roncarolo 2005). La caractérisatiences cellules T régulatrices par
I'expression de marqueurs a leur surface est défites lymphocytes Trl sont caractérisés
par un profil de sécrétion de cytokines particulids sécretent de I'IL-10, du TGF-et de
'lL-5. lls peuvent produire de faibles quantitésiLe? et ne sécretent pas d’IL-4.
Contrairement aux lymphocytes Trl murins, les lyopttes Trl humains peuvent aussi
produire de I'lFNy, mais en quantité plus faible (environ dix foisin®) que les lymphocytes
Th1 (Levings and Roncarolo 2005).

4.2.4 Mécanismes d’action des lymphocytes T régruias
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La fonction principale des lymphocytes T régulaseétant de supprimer la fonction
effectrice des lymphocytes T, de nombreuses équipesont appliquées a identifier les
différents mécanismes d'action mis en jeu par cedg Tpour exercer leur fonction
suppressive. Les nombreux mécanismes utilisés peéwe regroupés en 4 grands groupes :
suppression par des cytokines inhibitrices (IL-IGF{ et IL-35), suppression par contact
cellulaire direct avec la cible (cytolyse ou molésu membranaires ayant une action
inhibitrice sur la cible), suppression par alt@matmétabolique qui est liée a une déprivation
en IL-2, le transfert de 'AMPc ou le relargagedBaosine et enfin suppression par action sur
les cellules dendritiquegigure 13). Tous ces mécanismes vont étre plus amplemeaitldét

dans les paragraphes suivants.
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Figure 13: Mécanismes d’action des lymphocytes Tégulateurs (Vignali,
Collison et al. 2008)
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4.2.4.1 Suppression par les cytokines inhibitrices

L'importance de la cytokine inhibitrice IL-10 dalkes fonction suppressive des Trég
naturels dérivés du thymus fait débat. En effeg éudesn vitro utilisant des anticorps
neutralisants ou des cellules T incapables de medie I'IL-10 démontrent que cette
cytokine n’est pas essentielle a la fonction deégT¢Takahashi, Kuniyasu et al. 1998;
Thornton and Shevach 1998; Jonuleit, Schmitt et 28l01). Cependant, ceci est en
contradiction avec des résultats obtenms vivo (Annacker, Asseman et al. 2003;
Hawrylowicz and O'Garra 2005). Des modeles d’astleind’allergie suggérent qu’a la fois
les Trég naturels et les Trég induits antigeneifpées contrélent ces maladies de maniére
IL-10 dépendante (Hawrylowicz and O'Garra 2005y Egalement été montré que I'lL-10
était cruciale pour le contrdle de certaines infexs pour lesquelles les Trég sont impliqués
comme Mycobacterium tuberculosigKursar, Koch et al. 2007) eToxoplasma gondii
(Jankovic, Kullberg et al. 2007). Cependant, legTm’'étaient pas la source d’lL-10 dans ces
modéles. Par contre, I'lL-10 est requise pour lecafje de I'immunité antitumorale (Loser,
Apelt et al. 2007). L’IL-10 produite par les Trégut aussi étre importante pour I'induction de
toléerance dans un modéle d’hépatite générée pemriaavaline A (Erhardt, Biburger et al.
2007) et pour la tolérance vis-a-vis de superanégebactériens et viraux (lvars 1992).
Finalement, la production d’IL-10 par les Trég coenmn mécanisme de suppression est
surtout dépendant de I'organisme cible et du moegpe&rimental.

Bien que certaines étudiesvitro avec des anticorps bloquants anti TG6u des Trég
ne produisant pas de T@Findiquent que cette cytokine n’est pas requise pedonction
des Trég naturels (Takahashi, Kuniyasu et al. 188&;irillo, Letterio et al. 2002), d’autres
études realisées a la farsvitro etin vivo suggéerent un role crucial du T@GFnembranaire
des Trég (Nakamura, Kitani et al. 2001; Green, Bost al. 2003). Ainsi, le TGEB- produit
par les Trég a été montré comme étant importans tamontrole de la réponse immune a
Mycobacterium tuberculosi@&ursar, Koch et al. 2007) et dans la suppressiEs rdponses
allergigues (Joetham, Takeda et al. 2007). De mari#éressante, cette cytokine limite
également 'immunité antitumorale dans un modeleakeinome (Strauss, Bergmann et al.
2007) et dans le lymphome folliculaire (Hilchey, Beal. 2007) en rendant les cellules T
insensibles a la tumeur. Le T@Fmembranaire est aussi impligué dans la fonction
suppressive des Trég via un contact cellulaire @taka, Kitani et al. 2001). Les Trég sont
ainsi capables de controler l'infiltration des atds T CDS8 dans les flots pancréatiques et de

retarder la progression du diabéte grace au F@&tembranaire (Green, Gorelik et al. 2003).
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Par conséquent, il apparait maintenant clair que3dE{ soluble et/ou membranaire possede

un réle dans la fonction des Trég naturels.

4.2.4.2 Suppression par cytolyse

La cytolyse induite par la sécrétion des molécueSrazymes » a longtemps été
associée aux cellules NK et aux lymphocytes T C@8IL) (Lieberman 2003). Cependant,
les lymphocytes T régulateurs CD4umains peuvent également exercer une activité
cytolytiquein vivo grace au granzyme A et a la perforine (Grossmamnbskg et al. 2004;
Puccetti and Grohmann 2007). Les Trég sont égalesspables d’inhiber la capacité des
cellules NK et des CTL a éliminer les tumeurs dnant » ces cellules de maniére granzyme
B-dépendante et partiellement perforine-dépend@é®, Cai et al. 2007). D’autres études
suggerent que les Trég activés induisent I'apoptiee cellules T effectrices par la voie
TRAIL-DR5  (tumor-necrosis-factor-related-apoptosiducing-ligand-death-receptor  5)
(Ren, Ye et al. 2007). De plus, la galectine 1 mput induire I'apoptose des cellules T a été
montrée comme étant exprimées de facon importaartéep Trég humains et murins (Garin,
Chu et al. 2007).

4.2.4.3 Suppression par altération métabolique

La consommation de I'lL-2 locale par les Trég, énére autres a leur forte expression
de CD25, peut induire 'apoptose des cellules #fifes qui se retrouvent avec trop peu d’IL-
2 pour survivre (Pandiyan, Zheng et al. 2007). DeaxMveaux mécanismes ont été décrits
depuis comme le relargage intracellulaire ou exthalaire de I'adénosine et le transfert
d’AMPc. Ainsi, les Trég expriment les ectoenzymeB38 et CD73 afin de générer de
I'adénosine péricellulaire qui est capable de supgrla fonction effectrice des cellules T via
'activation du récepteur a l'adénosine,sR (Kobie, Shah et al. 2006; Borsellino,
Kleinewietfeld et al. 2007; Deaglio, Dwyer et ab(Z). De plus, les Trég semblent pouvoir
inhiber directement la fonction effectrice des wleb T en transférant 'AMPc (second
messager inhibiteur) dans les lymphocytes T eftestegrace a des jonctions gap

membranaires (Bopp, Becker et al. 2007).

4.2.4.4 Suppression par action sur les cellules dintiques

En plus de I'effet direct des Trég sur la fonctaes cellules effectrices, les cellules T

régulatrices peuvent également moduler la maturatida fonction des DC qui sont requises
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pour I'activation des cellules T effectrices. Peuathoses sont connues sur I'impact des Trég
sur les DC. Cependant, certaines études ont toméaee rapportées les effets suppresseurs
vitro des Trég naturels sur les DC murines et humainés égalemenin vivo (Tang, Maricic
et al. 2006). Ce phénomeéne inclut la diminution lé@xpression des molécules de co-
stimulation et du CMH de classe I, la diminutioa k& fonction de présentation antigénique
dans une MLR et la modification de la productiors dgtokines pro-inflammatoires IL-12,
IL-6 et TNF- (Cederbom, Hall et al. 2000; Misra, Bayry et &02; Oderup, Cederbom et al.
2006; Veldhoen, Moncrieffe et al. 2006; Bayry, Deéet al. 2007; Mahnke, Ring et al. 2007;
Liang, Ristich et al. 2008; Onishi, Fehervari et 2008). Les mécanismes précis impliqués
dans ce processus ne sont pas connus mais cettdatmmd peut impliquer des facteurs
solubles (IL-10 et TGHB) ou des molécules de surface exprimées par les Tre

Ainsi, les Trég forment des agrégats autour deCagtace a un mécanisme dépendant
de LFA-1 (Onishi, Fehervari et al. 2008) puis €imeat de facon spécifique la diminution
d’expression des molécules de costimulation CD8@&&Ria un phénomene dépendant de
LFA-1 et CTLA-4 (Onishi, Fehervari et al. 2008).interaction des Trég avec les DC altere
leur capacité a maintenir une interaction de londuete avec les cellules T effectrices
(Tadokoro, Shakhar et al. 2006) : la molécule CTA_8emble jouer un rdle dans ce processus
(Oderup, Cederbom et al. 2006). Il a égalemenim&tétré que les Trég peuvent interagir via
CTLA-4 avec les molécules de costimulation CD80/6D8es DC afin d’induire
I'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), une molécutariunosuppressive qui est connue pour
induire la production de métabolites pro-apopta&ja partir du tryptophane, résultant ainsi
dans la suppression des cellules T effectricedaifiad, Grohmann et al. 2003; Mellor and
Munn 2004). D’'autres études suggerent que LAG-3m(hlyocyte Activating Gene 3 ou
CD223) exprimée par les Trég peut bloquer la méturales DC humaines (Bayry, Triebel et
al. 2007) et murines (Liang, Workman et al. 20@)fin, une autre étude récente met en
évidence que la neuropiline 1 exprimée par les prétpnge leurs interactions avec les DC
immatures (Sarris, Andersen et al. 2008). Finalemere interaction mutuelle entre les Trég

et les DC permet le maintien de 'immunosuppression
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4.3 Les cellules dendritigues tolérogenes

On sait maintenant que les DC ont un réle importtams I'induction de la tolérance.
On a pendant longtemps considéré que seules lesnid@atures pouvaient induire de la
tolérance et que les DC matures généraient unesépgmmune effectrice. Ce concept n'est

plus valable actuellement.

4.3.1 Concept des cellules dendritiques tolérogénes

Nous avons vu précédemment que les DC, apres @ativaar différents signaux de
« danger » inhérents a une infection ou une inflatron, vont migrer vers les organes
lymphoides secondaires pour induire une réponseuimeneffectrice. En condition normale
sans pathogene ni inflammation, une migration spw¥ des DC vers les organes
lymphoides secondaires se produit également. Aiesicellules de Langerhans quittent la
peau apres la perte de molécules d’ancrage comntecadhérine et expriment CCR7
permettant le guidage de ces cellules vers lesligasgen I'absence de toute infection
(Randolph 2001; Jiang, Bloom et al. 2007). De ménes DC semblent capables de
transporter, a I'état stable, des cellules épititedi apoptotiques vers la zone T des ganglions
meésentériques suggérant ainsi un rble dans limglucet le maintien de la tolérance
périphérigue intestinale (Huang, Platt et al. 20@®s cellules ne sont pas des DC immatures
et ont atteint un certain degré d’activation cé&sexpriment les molécules de co-stimulation
CD80/CD86, le CMH-II et le CCR7 (Stoitzner, Holznmaet al. 2003; Ip and Lau 2004;
Jiang, Bloom et al. 2007). Ces cellules migratoisemt chargées avec des antigenes
tissulaires probablement internalisés par phagseytBar ce biais, des antigénes du Soi sont
donc transportés jusqu’aux organes lymphoides se@@s pour une induction de tolérance.
En effet, ces DC ont migré et ont maturé en absdaaanger et ne semblent pas synthétiser
de cytokines inflammatoires nécessaires a l'inducti’'une immunité (Jiang, Bloom et al.
2007).
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4.3.2 Manipulation des cellules dendritiques poutopouvoir la tolérance

La manipulation des DCin vitro par des agents anti-inflammatoires ou
immunosuppresseurs peut générer des DC dans uap@ile parfois « semi mature » qui ont
des propriétés dites «pro-tolérogenes ». Ces agdiest la différenciation et la fonction des
DC par différents mécanismes (Hackstein and Thor28@4) et incluent notamment I'lL-10
(Steinbrink, Graulich et al. 2002; Nolan, Strongakt2004), le TGH (Geissmann, Revy et
al. 1999; Lu, Lee et al. 1999; Strobl and Knapp 99%s inducteurs d’AMPc comme la
PGE2 (Vassiliou, Jing et al. 2003), I'histamine (@3a Delneste et al. 2001), les agonifi2s
les neuropeptides (Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2Deé&ado 2009) , la vitamine D3 (Penna
and Adorini 2000; Pedersen, Gad et al. 2004), leagamine, les ligands des molécules
inhibitrices ILT comme HLA-G (Le Friec, Laupezeadt 2003; Liang, Ristich et al. 2008) ou
encore la protoporphyrine de cobalt (Chauveau, Retrgl. 2005). De plus, les effets des
traitements immunosuppresseurs comme les cortioddes (de Jong, Vieira et al. 1999;
Woltman, de Fijter et al. 2000), la cyclosporine¢l. Ganster et al. 1999; Duperrier, Farre et
al. 2002), le tacrolimus (Shimizu, Fujii et al. BQ0Steinschulte, Taner et al. 2003), la
rapamycine (Taner, Hackstein et al. 2005; Turnguisimondi et al. 2007), l'aspirine
(Matasic, Dietz et al. 2000; Hackstein, Morelli &t 2001), le deoxyspergualine (DSG)
(Thomas, Contreras et al. 1999; Yang, Bernier.2@03), le MMF (Lagaraine, Hoarau et al.
2005) et la sanglifehrine A (Steinschulte, Taneale2003) ont été largement étudiés sur la
différenciation et la fonction des DC. Toutes cesléoules réduisent la maturation et/ou
I'activation des DC ou empéchent les DC de prodded’lL-12p70. Par ailleurs, certains de
ces agents inhibent la translocation nucléairendesibres de la famille de NEB qui sont
indispensables a la différenciation des DC (Moralid Thomson 2003; Hackstein and
Thomson 2004; Chauveau, Remy et al. 2005).

Certaines avanceées technologiques dans le tramisfegénes ont permis d’augmenter
le potentiel toléerogéne des DC. En effet, ces D@t sggenétiqguement manipulées afin
d’exprimer des molécules dites « immunosuppressiveemme ['IL-10, le TGH ou la
protéine de fusion CTLA-4 Ig (Sun, Wang et al. 2003cca, Fallarino et al. 2005) ce qui
conduit a l'inhibition ou au blocage de I'expressides molécules de co-stimulation. Ces
procédés génétiques peuvent également inclurerBsgmn de la forme dominante négative
IKK2 (IkB-Kinase 2) empéchant l'activation de XB-(Tan, Sagoo et al. 2005), I'expression
d’'IDO pour inhiber la prolifération des cellules @llogéniques ou encore I'expression de
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CD95L (Chuang, Suen et al. 2006) pour promouvoidéd#éétion des cellules T antigéne-
spécifiques. Enfin, Hill et collaborateurs ont ragg que les DC murines dans lesquelles la
production d’'IL-12 était éteinte par RNA interféoen possédaient une capacité
allostimulatrice diminuée mais induisaient I'oriation des cellules T vers un profil Th2 de

maniére antigene spécifique (Hill, Ichim et al. 2RO
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Figure 14 : Génération de DC tolérogenesn vitro (d'aprés (Morelli and
Thomson 2007))

4.3.3 Caractéristiques des cellules dendritiqudgitogenes

Les DC dites « tolérogénes » peuvent produire geskimes connues pour étre anti-
inflammatoires et pro-tolérogénes comme I'lIL-10letTGF{ (Coombes, Siddiqui et al.
2007), et ainsi favoriser I'activation et / ou I'émgence de lymphocytes T régulateurs. Bien
gu’aucun marqueur spécifique des DC tolérogénesoitedécrit, I'expression des molécules
ILT3 et ILT4, exprimées essentiellement sur les owoytes, macrophages et cellules

dendritiques, a été associée a des DC tolérogdmess.cellules dendritiques exprimant
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fortement les molécules ILT3 et ILT4 induisent amergie des cellules T (Chang, Ciubotariu
et al. 2002; Manavalan, Rossi et al. 2003). L'egpien de la molécule IDO a également été
associée a certaines DC dites « tolérogénes sadit ©'une enzyme clé du catabolisme du
tryptophane qui entraine une déplétion du milieutptophane ainsi que larrét de la
prolifération des cellules T car le tryptophanewgsticide aminé essentiel a leur prolifération
(Munn, Sharma et al. 2002; Mellor and Munn 2004&s Qymphocytes T activés dont la
prolifération est inhibée par IDO sont bloqués @age G1 du cycle cellulaire et sont plus
sensibles a I'apoptose (Lee, Park et al. 2002). é&inée récente a également démontré qu’'une
faible proportion de DC plasmacytoides murinesvaes par du CpG, ligand de TLR9,
sécrétant la molécule IDO empéchait la conversies tymphocytes T régulateurs en
lymphocytes effecteurs Th17 (Baban, Chandler €G49).

L’expression de cette molécule est induite dan®leégar la PGE, I'lFNy et CTLA-4
(Grohmann, Orabona et al. 2002; Mellor and Munnd2@Jaun, Longman et al. 2005). Ceci
implique que des cellules exprimant CTLA-4 (commeeg Treg) peuvent induire I'expression
d’'IDO sur les DC, qui a leur tour deviennent tolfgFnes et peuvent potentialiser I'action des

Trég en limitant la prolifération des lymphocytegffecteurs Tableau 1).

Phénotype Cytokines Fonction
| molécules costimulatior 1 mort par apoptose des LT effecteurs
(CD80, CDS86...) 1 IL-10
Génération ou expansion de Trég naturels ou adf@ptat
1 molécules inhibitrices | 1 IDO alloantigene-spécifiques
(PDL-1, ILT3, ILT4...)
IL-12 Résistance a la maturation en réponse aux « sigtanpers »
1 CCR7 (HMGB1, TLR, CD40L...)

Tableau 1 : Résumeé des caractéristiques des cellsii@endritiques tolérogénes

Les DC tolérogenes présentent les antigenes alidesell spécifiques d’'antigénes
mais échouent dans la délivrance d’'un signal commggecostimulation ou éventuellement
procurent un signal inhibiteur pour I'activationlatprolifération des cellules T. Cette absence
d’activation efficace peut se manifester par latnderla cellule T, 'anergie ou la génération
de cellules T régulatrices (Morelli and Thomson 20@es différentes observations laissent
penser que le microenvironnement dans lequel laaDi@ternalisé et présenté I'antigene

influence grandement sur la capacité immunogénelétogene de ces cellules.
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lll. HOMEOSTASIE CALCIQUE DES CELLULES
NON-EXCITABLES : LES CELLULES
IMMUNITAIRES

Depuis le 19° siécle, le calcium &gest connu comme un composant de la matrice
osseuse et dentaire mais également comme un sigiglitaire contrdélant de nombreux
evenements cellulaires (intra- comme extracellefgirEn 1883, Sidney RINGER a montré le
réle prépondérant de cet ion lors de la contractardiaque de grenouille (Ringer 1883;
Ringer 1883). Mais ce n’est que depuis les ann888 fjue son rdle dans la signalisation
cellulaire commence & étre étudié. LeQatervient autant dans la physiologie animale que
végeétale afin de transmettre des signaux membemaers leurs cibles intracellulaires. |l
participe a tous les stades de développement : derda reprise de meéiose, lors de la
fécondation et au cours des certaines étapes deloggement embryonnaire. Dans les
cellules différenciées, il est indispensable et mganséquent contrdle la contraction
musculaire, la sécrétion, I'endo- et I'exocytoseptolifération, la différenciation, 'apoptose ;
mais intervient également dans des principes n&riels que la mémoire et I'apprentissage
(Berridge, Lipp et al. 2000; Carafoli 200@igure 15).

La signalisation cellulaire par le €aest trés souvent liée & une augmentation de sa
concentration intracellulaire. Le signal calciqust earactérisé par son amplitude, sa durée
mais également par sa fréequence et son origine.siGeal peut durer de quelques
millisecondes a plusieurs heures. Il peut égalerdget de nature transitoire ou sous forme
d'oscillations. Cependant, une forte concentratigracellulaire en CH est toxique pour la
cellule car il a tendance a précipiter le phosphaigganique, nécessaire a la synthése d’ATP.
C’est pourquoi le niveau intracellulaire en®Cast soumis & une régulation minutieuse. Ceci
se traduit par un effet tampon grace a des pratéapables de fixer le €ales « Calcium-
binding proteins » ou grace aux organites intratalles capables de stocker ce second
messager (RE et mitochondries). Il existe donc nalignt de concentration pour cet ion. En
effet, ce gradient est important avec environ 1 &M en extracellulaire et TOM en
intracellulaire. Par ailleurs, sa concentrationsdEnRE est de I'ordre de 800 puM. Ce dernier

est en faveur d’'une entrée de’Cdans la cellule.

93



o [@aE+
Stimuius
I' Plasma
R PMCA membrane
1K | 1
‘(/r’? cvtaplaﬁ\??

Second 247 .
messengers-, [Ca 1" ];'es't'lﬂg

ER/SR

Ins(1,4.5)PsR

RYR
i
' MNat Na+
Mitochondria Uniparter "‘\-..,__./
N R
@ @ [Gaz+la{:1iuated Cast

a8
Euﬁe;? @ T €3 ﬂ
Efjfelnlt?rs Dff' reactior

- 2
NS

proliferation

[ Transcription
B Metabolism

| .
. Contraction
Exocytosis
L | | | | | | | | | | | |
1076 102 1 102 106
| us ms 5 min h

Figure 15 : Signalisation et homéostasie calciquesd cellules excitabled.ors de
I'activation cellulaire, les stimuli induisent I'eée massive de &aprovenant du
milieu extracellulaire et du réticulum endoplasn@g(RE). Une partie du €&
cytoplasmique permet l'activation d’effecteurs mtmnants dans de nombreux
processus cellulaires. Apres activation, le retoliétat d’équilibre se fait grace aux
pompes PMCA, SERCA et échangeurs/®a*. (Berridge, Bootman et al. 2003)

Par conséquent, I'augmentation de?Ciatracellulaire est due soit & une entrée ou
influx de C&" venant du milieu extracellulaire par I'intermédéaile canaux de la membrane
plasmique, soit a une libération soutenue ou uie fes réserves internes au niveau du RE.
Cette vidange des stocks calciques fait intervdag récepteurs-canaux de la membrane du
RE tels que les récepteurs a ¥IfPsR, activés par le métabolisme des phosphoinosjtides

soit par le C& lui-méme dans le cas des récepteurs a la Ryan(Rim).
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Figure 16 : Transport du C&* dans un cardiomyocyte ventriculaire. Dans
I'insert, sont représentés le décours d'un potértiaction, celui du transitoire
calcique et la contraction mesurée sur une cellel@riculaire de lapin a 37°C.
NCX : échangeur N#Ca&*; ATP: ATPase; PLB: phospholambane; SR:
réticulum sarcoplasmique. (Bers 2002)

En outre, le retour a I'état de base nécessiteluention de protéines capables d’extruder
le C&* ou de recharger les stocks intra-réticulairesp@eessus s'effectue par des protéines
appelées Calcium-ATPases comme les pompes PMCALgi, Domi et al. 2008) (Plasma
Membrane C&-ATPases) et SERCA (MacLennan, Rice et al. 1997)
(Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum “Ca\TPases). D’autres types protéiques peuvent

rentrer dans le processus d’extrusion calciquéchiingeur Na+/Ga (Figure 15)
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1. Les Canaux calciques

Les protéines responsables de l'augmentation ciytmplasmique de CG& sont
relativement bien décrites dans la littérature celiiles excitables (muscle squelettique ou
lisse, coeur, systemes nerveux). Ces canaux cascepre des complexes multimoléculaires
formant un canal capable de faire passer des wisagers de la membrane plasmique. Ces
courants participent, dans ces cellules excitalalesnaintien et a la propagation de potentiel
d’action le long de la membrane plasmique (Catt@@0D0; Dai, Hall et al. 2009; Paradies,
Petrosillo et al. 2009). Cependant, dans les edluon-excitables, comme les cellules du
systéme immunitaire, aucune entrée de’*Qalest observée lors d’une dépolarisation
membranaire. Cette observation exclut la posstbde la présend®nctionnelle de canaux
calciques dépendants du potentiel sur ces cellulden que leurs expressions soient
retrouvées dans le lymphocyte T, par exemple (CaPwulet et al. 2010). Il existe donc
d’autres voies d'entrée du €adans ces cellules. En effet, les échangeurs Na%/Ca
(Herchuelz 2007), les voies sélectives et non-geesc(Scharenberg, Humphries et al. 2007)

pour le C&" peuvent étre soulignéFigure 17)
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Figure 17 : Mécanismes de régulation du Ca dans les lymphocytes BlLes
voies d’entrée ou de régulation du®*Cdans le lymphocyte B sont regroupées en
fonction de leurs actions et de leurs mécanismegrBs (Scharenberg, Humphries
et al. 2007)

TRPM4/5
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1.1 Les canaux calciques dépendants du voltage [QCV

La famille des canaux calciques dépendants duageltraduit les dépolarisations
membranaires en un influx calcique induisant parsilate, la régulation de fonctions
physiologiques tres variées au sein de la cellidar activité est essentielle pour coupler les
signaux électriques de la surface cellulaire audnéments physiologiques, notamment la
transmission synaptique et le couplage excitatmmtraction. La membrane plasmique forme
un condensateur virtuel isolant deux solutions oetrites, tandis que le canal ionique forme
un conducteur. Dans les cellules eucaryotes, kilmision des ions de part et d’autre de la
membrane plasmique est inégale. Au repos, l'intérdes cellules est chargé négativement
par rapport a I'extérieur. Le potentiel de membratiede repos, est négatif et varie entre -20
et -90 mV selon le type de la cellule. Lorsque déeptiel de membrane se déplace vers des
valeurs plus négatives, on dit que la cellule sérpplarise ; lorsqu’il se déplace vers des
valeurs positives, la cellule se dépolarise.

L’électrophysiologie cellulaire constitue une étapssentielle et une approche
fonctionnelle qui permet d’étudier I'activité deanaux calciques et de mesurer le courant
calcique lors d'une dépolarisation membranaire patentiel imposé. Effectivement, le
développement de la technique du « patch clampans de but de mesurer le courant
traversant une cellule compléte ou un canal unigu@ermis de mettre en évidence la
diversité des canaux calciques et d’établir leumractéristigues biophysiques et
pharmacologiques.

En effet, le principe de base de la technique chpalamp » consiste a réaliser des
sauts de potentiels d’amplitude et de durée vasabA partir d’'un potentiel de maintien,
proche de celui de repos, on enregistre les caiantapparaissent lors des sauts du potentiel
de diverses amplitudes, appelés potentiels testgjieamenent le potentiel de membrane a
des valeurs plus négatives. L’intensité des coarantegistrés en fonction de la valeur du
potentiel transmembranaire peut ainsi étre étudidesuré. Une dépolarisation appliquée aux
canaux calciques favorise I'ouverture du canalrev@que une apparition d’une succession
d’échelons de courant dirigés vers le sens entEantonfiguration cellule entiere, le courant
global (ka) enregistré en fonction du voltage imposén \présente une allure en cloche
caractéristique. D'apres la loi d'Ohm, la pentdéadeourbe |-V est égale a la conductance du
canal. La relation I-V indique si le canal est agk-dépendant, c'est a dire si sa conductance
varie selon le potentiel ce qui implique un mécas/oltage-dépendant de la régulation du

courant, intrinseque au canal.
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A l'aide du patch clamp, on peut déterminer d’asifparametres comme par exemple
les cinétiques d’inactivation et d’activation. Emitf les canaux ioniques présentent
généralement trois états : un état ferme, un étaerdb et un état inactivé. Dans le cas des
canaux calciques dépendants du potentiel a hailt Bactivation, passage de I'état fermé a
I'état ouvert, a lieu suite a une dépolarisatiofindctivation, passage de I'état ouvert vers
I'état inactivé, a lieu suite a une dépolarisatietiou une augmentation locale de la
concentration en calcium. Les canaux calciquesua $euil présentent donc une inactivation
voltage-dépendante et notamment dépendante dwmaléour décrire la dépendance de
I'inactivation vis a vis du potentiel, on trace desirbes d'inactivation qui décrivent le rapport
canaux activables/canaux inactivés pour chaquenpieltea I'état stable. Ces courbes sont
obtenues en appliquant un prépulse d'amplitudeabi@riet assez long pour atteindre I'état
stable de l'inactivation puis un pulse test tolgcawr méme potentiel. La courbe représente les
courants obtenus lors du pulse test en fonctiopadentiel du prépulse correspondant, c'est a
dire la quantité de canaux encore activables & ldu prépulse. Les courants sont normalisés
(courant | & un potentiel Em donné sur le couraamtimum obtenu Imax).

La classification des canaux calciqgues a été fondae des criteres
électrophysiologiques auxquels se sont rapidemsswcéEs des criteres pharmacologiques
apres la découverte de toxines spécifiqiebleau 2 (Catterall, Perez-Reyes et al. 2005).

Classification pharmacologique et distribution tissulaire des CCDV

Courant Pharmacologie Distribution tissulaire

Benzimidazoles (mibéfradil) Neurones, cceur, muscles lisses,

Type T Amiloride, Ethosuximide cellules endocrines,
Kurtoxine, Nickel spermatozoides
Dihydropyridines (nifédipine)  Muscles squelettiques et lisses,
Type L Phénylakylamines neurones, cceur,
Benzothialzépines cellules endocrines, rétine

w-Conotoxine GVIA
Type N w-Conotoxine MVIIA Neurones
w-Agatoxine 1A

w-Agatoxine VA
Type P/Q w-Agatoxine IlA Neurones, cellules pancreatigues
w-Conotoxine MVIIC

Type R Nickel, Cadmium Neurones, cellules endocrines

Tableau 2 : Classification pharmacologique des CCVD
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Les études électrophysiologiques ont permis derenett évidence l'existence des

différents types de canaux CéTableau 3.

Sous-unité

Ancienne nomenclature

Sous-unité

Nouvelle nomenclature

Courant calcique

Famille Protéine Famille Protéine
O1s lcaL
Ca/l.l
Squelettique
Oic ICaL
Ca/l.2
Cardiaque
HVA sensibles Ca/l
O1p lcaL
aux DHP Cal.3
Neuroendocrine
Qe ICaL
Ca/l4d
Rétine
O1a Ca2.l kcar/ Icag
HVA insensibles 01 Ca2.2 lcan
Ca/2
aux DHP
01 Ca/2.3 kcar
dic Ca/3.1 lcar
Cerveau
o Ca,3 Ca3.2 lcar
LVA Coeeur, rein
oy, Ca3.3 lcar
Cerveau

Tableau 3 : Nomenclature des CCVD

On distingue deux catégories essentielles classéles leur seuil d’activation :
« Low-Voltage-Activated » (LVA) et « High-Voltageetivated » (HVA). L'activation des

canaux LVA se produit a des potentiels membrana@kesivement faibles vers -70 mV, et est

complétement inactivé lorsque le potentiel de mambrest maintenu a une valeur plus
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positive que -50 mV. Alors que les canaux HVA s\ant a des dépolarisations plus élevées
entre -40 mV et 10 mV, et ne s’inactive pas solseld effet du potentiel.

1.2 Les récepteurs aux dihydropyridines

Certains canaux calciques dépendant du potentielCkl, Tableau 3 sont connus
comme étant sensibles aux dihydropyridines (DHERE canaux sont des complexes multi-
protéigues constitués d’'une sous uwnitéqui forme le pore d’entrée du calcium et de 3sou
unités auxiliaire$126, p ety qui modulent I'activité du canal et le transpoetld sous-unité&

a la membrane. Ces canaux calciques sont car&st@és une large conductance calcique,
une inactivation lente dépendante du potentiebetupe régulation par phosphorylation dont
celle dépendante de la PKA. Enfin, ces canaux sudnbés par les dihydropyridines, les

phénylalkylamines et les benzothiazépines.

Deépolarisation
Fermé —— Ouvert ———— Inactivé
o_0
0g,° 0%°
°g°: g:tc' -y °ggo°
o goofon® 4 ?@noof
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Figure 18: Représentation schématique des différém états des canaux
calciques activés par le voltageAu potentiel de repos le canal est fermé et ne
permet pas le passage d’ions. Lorsque la membsdrd&polarisée, le canal change
de conformation et permet le passage d’ions. Pauike, le passage des ions est
bloqué malgré le maintien de la dépolarisationchapal est dans un état inactivé.
(Charnet, Bourinet et al. 1994)

1.1.1 Structure
Ces canaux calciques sont activés par une fortelalgation de la membrane
plasmique. lls participent activement a la phygi@odes cellules excitables. En effet, ces
canaux ont un role dans le plateau du potentiaitida cardiaque. lls permettent, par ailleurs,

de faire rentrer du calcium. Le calcium étant secoressager permettant I'initiation de bon
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nombre de mécanismes cellulaires, ces canaux agg@Emh comme des intermédiaires

important de I’homéostasie calcique (Catterall 2000

La structure de la sous-unigd est constituée de quatre domaines répétés etiehaq
domaine est constitué de six segments transmeni@ar (&1 a S6). Comme dans tous les
canaux dépendants du potentiel, le segment S4 gmsdes acides aminés chargés

positivement qui constituent les « senseurs aagelb.

Oy

N

C~J

Figure 19 : Représentation schématique de la strugte des canaux calciques.
Les canaux calciques sont constitués d’'une soué-pnincipaleal qui constitue
notamment le pore du canal. Elle comprend 4 dorsamembranaires (I-1V) qui
possedent chacun 6 hélices transmembranaires (S&l6par des boucles intra et
extracellulaires. Des sous-unités auxiliaires patiéére présentes. La sous-urfité
est essentiellement cytosolique et s’associe als-anitéal au niveau d'une
séquence appelée AID (« Alpha Interaction Domaipa¥)le biais de sa séquence
BID («Beta Interaction Domain »). La sous-unjtést membranaire. La sous-unité
a2-0 possede une partie membranaire et une partiecektiaire. Pour revue,
(Catterall 2000; Catterall, Perez-Reyes et al. 2005

Les 3 sous-unités auxiliairea?(s, B ety) qui interagissent directement aweL par
une association stable, ont une capacité a modekerpropriétés biophysiques et/ou
I'adressage a la membrane de la sous-utiité

- 02-6: il existe 4 sous-unités génétiquement distina®81 ao2-64. La sous-
unité 02-61 est I'association la plus répandue. La sous-urltd est le produit d’'un
seul géne qui subit un clivage post-traductionmeldeux peptidesi2 etd qui sont
ensuite liés par un pont disulfure. La sous-uantéest entierement extracellulaire alors
guesd a une portion transmembranaire et une partiedeliidaire qui permet 'ancrage
de la protéine a la membrane. La sous-ut@st la partie qui interagit avec la sous-
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unité al. L'association de la sous-unité2-5 a ol permet l'augmentation de
'adressage de cette sous-unité a la membrane.

- B : Les sous-unité sont codées par 4 gengd @p4). La sous-unit@ est la
seule sous-unité du canal qui est entierement algoe. Cette sous-unité est
importante pour l'adressage de la sous-unitéa la membrane ainsi que pour les
propriétés biophysiques du canal.

- v: L'expression des différentes sous-unitégyl a y8) n’affecte pas le

nombre de canaux présents a la membrane (ArikkatfCampbell 2003).

1.1.2 Régulation par phosphorylation

Ces canaux DHPR possedent des sites de régulaiaiep kinases. La régulation des
canaux Cal par la protéine kinase A (PKA) est une des caratigues de ces canaux. La
spécificité de la phosphorylation des canaux/ICpar la PKA nécessite la présence des
AKAPs (A kinase-anchoring proteins) (Kobayashi, Yaata et al. 2007). Les AKAPs vont lier
les substrats de la PKA et ainsi réguler leur phopgation. Des études montrent que
I'inhibition de la fixation de PKA au G4.2 diminue la régulatiof-adrénergique par la voie
PKA dans les myocytes ventriculaires de rat (Hulbne et al. 2003).

Les protéines kinases C (PK&)p ety peuvent se lier de facon directe ave¢ L2 et
phosphoryler des régions difféerentes selon la PiK@liqguée. Les canaux GA pourraient
donc étre régulées de facon différente en fonamia PKC présente (Yang, Liu et al. 2007).
Dans des cellules musculaires lisses artériolaiiesexisterait des canaux Gh2
constitutivement actifs car liés a une PKC (Navektaperg et al. 2005).

Le canal Cal.2 pourrait étre également phosphorylé par une &inase : la protéine
kinase G (PKG). La phosphorylation du canal alelitourant généré par le (a2 (Yang,
Liu et al. 2007).

1.1.3 Les DHPR dans les cellules non-excitabless tellules immunitaires
1.1.2.1 Les cellules Natural Killer (Cellules NK)

Les canaux DHPR, présents dans les cellules NKi soportants pour leur

cytotoxicité. En effet, l'utilisation de dihydropgines empéche le relargage des sérines-
estérases, responsables de la cytotoxicité. Maibkjldition des canaux n’a aucun effet sur la
fixation des cellules NK a leur cible. (Zocchi, Rutelli et al. 1998).
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1.1.2.3 Les lymphocytes B

Chez le rat, les lymphocytes B expriment un caedlyge Cal.3 mais n'ayant pas de
sensibilité a une dépolarisation membranaire. €eggererait un réle non-pore de ce canal ou
que ce canal se trouve dans un état d’activatisalbpour permettre un maintien de la
concentration de calcium intracellulaire & un niveécessaire (Sadighi Akha, Willmott et al.
1996).

Des études, sur des tissus humains, ont montréegueanaux DHPR ne semblent pas
étre présents, sous forme native, dans des cellelégmphome B. En effet, un engagement
du BCR induit une augmentation de calcium intradaite, inhibée par des dihydropyridines
(Grafton, Stokes et al. 2003).

1.1.2.3 Les lymphocytes T

Plusieurs arguments expérimentaux indiquent quecdeaux apparentés aux canaux
Ca/1 sont exprimés par les lymphocytes T humains einsuD’aprés plusieurs études les
canaux exprimeés par les lymphocytes ne nécessiteénaas de déepolarisation de la membrane
pour leur activation (Cabral, Paulet et al. 2010).

Une étude sur le role des dihydropyridines surddifgration des lymphocytes montre
le réle de suppression exercé par ces moléculds systeme immunitaire (Birx, Berger et al.
1984). Par la suite, la littérature s’est enrichie ce sujet avec des études fondamentales mais
eégalement cliniques. En effet, une étude sur le d& la nifedipine sur la prolifératioax
vivo, de lymphocytes T montrent une inhibition de pgéosltion, 30 min post-traitement,
associée a une diminution de production d’IL-2. $/aiet effet inhibiteur semble transitoire
car 4 heures apres le traitement la prolifératiedevient normale (Morgano, Pierri et al.
1990). Cette publication est confortée par uneestaldez la souris, sur I'effet de la nifédipine
sur la prolifération,in vivo, des lymphocytes T (Kotturi, Carlow et al. 2008)ais, les
résultats semblent contradictoires sur les isofsrdes canaux présents dans le lymphocyte T
(Kotturi, Carlow et al. 2003; Stokes, Gordon et28l04).

Par ailleurs, I'activation par du PMA de cellulesn@uit I'activation de la PKC. Mais
cette activation peut étre levée par un traiteraertdihydropyridines (Savignac, Badou et al.
2001). Par conséquent, ces canaux, et leur expnessemblent donc étre spécifiques des
lymphocytes T et plus précisément de ceux de tyu2 Tette étude est confortée par des
étudesn vivo montrant le réle des canaux\@da2 et Cgl.3 dans la production d’IL-4 par les

lymphocytes T (Savignac, Gomes et al. 2004). Qegdestmontrent le role de ces canaux dans
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les mécanismes d’activation des cellules T par aoigvation du canal par phosphorylation

par I'intermédiaire de la PKC.

1.1.2.2 Les cellules dendritiques

La littérature est assez pauvre sur le réle deawacalcique dans la physiologie de la
cellule dendritique. Dans ce domaine, une seuléiqation fait référence (Poggi, Rubartelli et
al. 1998). En effet, les canaux de typeyTanterviendraient dans lI'endocytose et la
production d’IL-12 par les cellules dendritiquesntaines. En effet, un traitement a la
nifedipine induit une réduction de I'endocytoselixtran et de la production de I'lL-12. De
plus, les sous-unités régulatrices du canal, cotanseus-unitél est présente dans ce type
cellulaire. Enfin, ces canaux semblent indépenddhise activation par une dépolarisation

membranaire.

1.3 Le mécanisme SOCE

Outre les canaux dépendants du potentiel (paragna@tédent), les voies d’entrée du
Cd* dans la cellule sont variées. Parmi elle, une ywigdomine dans les cellules non-
excitables comme celles du systéme immunitaire CE@Store Operated Calcium Entry)
(Putney 1986). Cette entrée est un mécanisme faig@nvenir les stocks intracellulaires de

Cd" (essentiellement ceux du RE).

L’activation de récepteurs membranaires va induitdnflux massif de Ca dans la
cellule. Ce type d'influx est majoritaire dans tedlules immunitaires (Vig and Kinet 2007).
Ce phénomene peut étre observé dans le lymphocysiif€ a Il'activation du TCR
(Donnadieu, Bismuth et al. 1992). Cet influx de?*Cprovoque un courant appeléric
(Calcium-Release Activated-Calcium). Ce courant émidié pendant quelques dizaines

d’années sans en connaitre les entités moléculaiguées.

1.3.1 Exemple de mécanisme SOCE : I'activationTWOR
Le calcium joue un role essentiel dans I'activatiarprolifération et la différenciation
des lymphocytes T. L’activation du TCR va entrailaefixation du calcium a la calmoduline
qui va a son tour activer la phosphatase calcineulia calcineurine va déphosphoryler le
facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor oftidated T cells) qui va pouvoir traverser

la membrane nucléaire pour atteindre le noyau eh@ire la transcription des genes cibles
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comme les génes des cytokines. Le calcium jouedlen important dans la régulation de
I'expression de nombreux genes importants pouifi@renciation des lymphocytes Tigure

20). La comparaison de lymphocytes T de patients S@hdrome d’'immunodéficeience
sévere combinée) qui ont un défaut de signalisatacique et un défaut de translocation de
NFAT nucléaire avec ceux de sujets sains démontee’§% des genes modulés au cours de
I'activation des lymphocytes T sont dépendants alaiem (Feske, Giltnane et al. 2001). Le
calcium peut étre considéré comme un second massageégulation de I'homéostasie

calcique permet la régulation des fonctions celleta

Src Kinases

Remodelage de la chromatine
Expression génique

Figure 20 : Voies de signalisation schématique dares LT. TCR : Récepteur
des lymphocytes T ; PI3K : Phosphoinositide 3 kinaBLCg : phospholipaseC
PKC : protéine kinase C ; IP3 : inositol triphosggha CRAC : Calcium released
activated calcium channels ; CaMK : calmodulineakm ; NFAT : nuclear factor of
activated T cells.

Plusieurs réponses cellulaires différentes vonedége du calcium. Il existe plusieurs
canaux, récepteurs, pompes au niveau de la memiptaemique et a la membrane des
organelles dans le cytosol ; plusieurs kinasedhesghatases vont étre impliquées ; tous ces
éléments participant a la mise en place de la sgoalcique font partie d’une « boite a outil
du calcium » (Berridge, Bootman et al. 2003). Léponses cellulaires spécifiques sont
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vraisemblablement dues a des signaux calciques mécis. Les signaux calciques sont
caractérisés par I'amplitude et la fréquence demti@ns de concentration calcique et leur

localisation spatio-temporelle.

1.3.2 Le mécanisme SOCE proprement dit

La phospholipase ¢ (PLCy) activée permet la synthése d’inositol triphosph@®s)
et de diacylglyceérol (DAG) par le clivage du phoafpthyl inositol biphosphate (PiP L'IP3
en se fixant sur son récepteur a la surface dguftéth endoplasmique, va permettre le
relargage du calcium par les canaux récepteuPa3l'ét ainsi libérer les stocks intracellulaires
de calcium. Dans les lymphocytes T (LT), la vidardgs stocks calciques va permettre
I'ouverture d’un canal de la famille des SOC (Stoperated calcium channels).

L’activation va permettre l'entrée de calcium egglulaire dans la cellule.
L’augmentation de la concentration du calcium icgtlulaire va induire I'activation de la
calcineurine, une phosphatase, qui en déphosphongaacteur de transcription NFAT va
permettre sa translocation au noyau et induirealastription de plusieurs genes codants pour
des interleukines importantes pour la différenomtet la fonction des lymphocytes T. Le
DAG va activer les protéines kinases C (PKC), nmaEgt aussi augmenter l'activité de la
PLCy et la production de I'lPdéclenchant des oscillations de la concentratadcigue dans
certains types cellulaires, comme par exemple &seytes (Hisatsune, Nakamura et al.
2005).

Dans le systéme immunitaire, une augmentation @ i@aacellulaire permet une
régulation pointue de processsus clés comme lauptioth de cytokines, la présentation
antigénique chez les CPAs (Cellules Présentatdtlstigene) (Matzner, Zemtsova et al.
2008) ou la formation de la synapse immunologiduezdes lymphocytes (Lioudyno, Kozak
et al. 2008). Cette augmentation dé'Gatracellulaire va entrainer I'activation de faote de
transcription comme NFAT (Nuclear Factor of Acte@tT cells), AP-1 ou NkB (Vig and
Kinet 2009). Cependant, l'activation de NFAT nédessine réponse calcique faible et
soutenue dans le temps, alors que l'activation elAg@ NF«xB nécessitent une réponse forte
et transitoire (Dolmetsch, Lewis et al. 1997; Ddiscl, Xu et al. 1998). Par ailleurs, si AP-1
et NF«B peuvent étre activés par des voies indépendahie€d’, NFAT semble étre
hautement dépendant du’Caar la translocation nécessite une étape stricteaatalysée par

le C&" : I'activation par le complexe calcineurine/calmbde (Gwack, Feske et al. 2007).
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Figure 21 : Mécanisme SOCE dans l'activation du TCR.'activation du TCR
va induire l'activation de la PLyCqui va hydrolyser le PiRen IR et DAG. LIP3 va

se fixer sur son récepteur. Cette liaison va ireilarvidange des stocks calciques
du RE qui va étre intégrer comme un sigdactivation des protéines STIM-1.
STIM-1 va, ar la suite, activer les canaux CRAClalenembrane plasmique dont
ORAI-1.(Feske 2007)

En 2006, un nouveau partenaire, expliquant le piméme de SOCE, a été caractérisé
et cloné par Viget al.: ORAI-1, responsable du couragkAc. Cette découverte tardive doit
étre due a la trés faible homologie de structueetégquence de cette protéine avec les autres

canaux calciques connus (Vig, Beck et al. 2006).

1.4 Les canaux CRAC : le complexe ORAI/STIM/CRACR2A

Il est connu que de nombreux mécanismes cellslag@nt régulés par le &a
intracellulaire. Dans la plupart de ces phénomenass observons une augmentation de cette
concentration intracellulaire. L’origine de ce c¢aln est multiple : intra et extracellulaire. En
effet, bien que le RE soit une réserve intracelieleonséquente de €asa capacité est assez
limitée. Mais ces mécanismes de vidange du RE peurnduire 'ouverture de canaux de la
membrane plasmique, responsables de l'influx d& @avenant du milieu extracellulaire :
I'influx capacitif de Calcium. Ces canaux sont appelés des SOC (Store-Operhtath€ls)
ou canaux CRAC (Calcium Released Activated-Calcium)

En 1986, J. Putney a émis I'hypothése de la poésatiun influx de C&

extracellulaire résultant de la vidange des staeltsiques du RE (Putney 1986). Par la suite,
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Hoth et Penner (1992) ont démontré que cet infapacitif est responsable du couraftak
sur des mastocytes (Hoth and Penner 1992). Maasfallu attendre une vingtaine d’années

pour identifier les entités moléculaires resporsable ce courant.
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Figure 22: Caractéristiques du canal et du courantCRAC Ce canal est
responsable des influx calciques des cellules noitadbles telles que les cellules
immunitaires. Le courantkac (), rectifiant entrant pour des potentiels négatifs,
résulte de son activité. Ce canl) présent une forte sélectivité au’Caine faible
conductance unitaire (moins de 1pS) et une inaaivaapide et dépendante du
cd”*. (Feske 2007)

1.4.1 CRACM1 / ORAIL : le canal CRAC, proprement di

En 2006, trois équipes (Feske, Gwack et al. 2006, Beck et al. 2006; Zhang,
Yeromin et al. 2006) ont publiées la structure roolére de la protéine responsable du
courant ¢rac. Leurs approches de criblage par ARN interfér@&itiAi) sur des cellules de
Drosophile ont révélé la présence d’une structutdtimérique formant un canal dans la
membrane plasmique. Ces RNAI du génome compleDmdsophila melanogasteon été
testé sur leur capacité a inhiber l'influx calcigureuit par la vidange des stocks réticulaires
par I'action de la Thapsigargine (TG), ou sur lansiocation du facteur de transcription
NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells). La T@i inhibe I'ATPase calcique du RE ou
SERCA (Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum CalciuiPAse), induit une fuite passive de
C&* du RE vers le cytoplasme. La protéine membramammée ORAI-1 (ou CRACM1

pour CRAC Modulator 1) fut alors clonée.
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Thapsigargine

Store Operated Channel

Figure 23 : Mode d’action de la thapsigargine.La thapsigargine inhibe les
ATPases de type SERCA responsable du repompagaldurs vers le réticulum.
La concentration en calcium chute dans le réticubenqui permet d’activer les
canaux SOC.

Par cette méme approche de RNAI, Feslteal. (2005 et 2006) découvrirent
I’'hnomologue humain et montrérent I'implication deitations de la protéine humaine ORAI-1
dans le syndrome d'immunodéficience sévere comhi8€&dD)(Feske, Prakriya et al. 2005;
Feske, Gwack et al. 2006). Ces patients avaiergaggetérisés en 1994 par I'équipe du Pr A.
Fisher par I'absence d'influx calcique dans leynmphocytes T (Partiseti, Le Deist et al.
1994; Le Deist, Hivroz et al. 1995).

ORAI-1 est une protéine de 37,2 kDA possédantrgquédmaines transmembranaires
avec des parties N- et C-terminale dans le cytd4gl Beck et al. 2006). Elle est exprimée a
la membrane plasmique des cellules excitables ggatement des non-excitables. Il existe
deux protéines homologues chez I'homme et chealasis: ORAI-2 et ORAI-3 (Varnai,
Hunyady et al. 2009). Leurs propriétés semblené &emblables a celles de ORAI-1
cependant leurs fonctions sont encore mal connigsireé 24). En effet, I'équipe de M.
Trebak a démontré un recrutement préférentiel dertaéine ORAI-3 dans les influx
calciques des cellules cancéreuses, possédanedastaeurs aux cestrogénes, par rapport a
celles sans récepteur a aestrogenes (recrutem@rAk1) (Motiani, Abdullaev et al. 2010).
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Figure 24 : ORAI-1, le canal CRACORAI-1, protéine membranaire, comporte 4
domaines TM (M1 a M4). La seconde boucle extratztlel comporte un site de

glycosylation. Les 2 résidus glutamate, Glu 106L@®, sont impliqués dans la

sélectivité et la perméabilité¢ au Tachez 'homme et la souris. La mutation du
résidu Arginine (Arg), en position 91, en Tryptopba(Trp) est responsable du
syndrome d’'immunodéficience (SCID) chez 'lhommeegke 2007)

ORAI-1 est une molécule homo-tétramérique (Migeeal., 2008) et des mutations de
certains résidus, telles que Glul06Ala et Arg91€mirainent un changement de sélectivité et
de perméabilité du canal pour d'autres ions (PyakrFeske et al. 2006; Vig, Beck et al.
2006).

1.4.2 STIM-1: le "signal d'alarme" calcique

Prakriyaet al. (2006) ont démontré une action synergique d’ORApdre du canal
CRAC) avec une protéine intracellulaire, de la memb réticulaire : STIM-1 (Stromal
Interaction Molecule 1)(Prakriya, Feske et al. 2006

L’identification de cette protéine (Liou, Kim et &005; Roos, DiGregorio et al. 2005)
a permis d’appréhender les mécanismes de réguldtiaourantdgac. Chez les mammiféres,
deux homologues (STIM-1 et STIM-2) sont retrouvaec 61% d’homologie. STIM-1 et
STIM-2 sont des molécules d’environ 77 kDa possédarseul domaine transmembranaire.
Ces protéines sont principalement exprimées damseimbrane du RE (environ 80%) et
possédent, en N-terminal, un domaine EF-hand p&nida liaison au G4 et un domaine
SAM permettant la formation en « cluster ». Cesxdéomaines de situent dans la lumiéere
réticulaire (ou dans le cytosol si STIM-1 est expg¥e sur la membrane plasmique).
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Figure 25: STIM-1, le «senseur» calcigue du RESTIM-1, située
principalement dans la membrane réticulaire (emv8a%), ne posseéde qu’un seule
domaine transmembranaire mais un motif EF-hand éariNinal contenant des
résidus essentiels pour son réle de « senseucigueal(D76, D78 et E87). STIM-1
posséde également un domaine SAM (Stesi{Motif), un domaine de type
« coiled-coil », subdivisé en ERM domaine (EzrimadRin and Moesin), une
région riche en sérine et proline (SP) et une régiche en Lysine (K) (Muik et al.,
2008) (Feske 2007)

Un domaine « coiled-coil » est retrouvé en C-teahi permettant des interactions
protéiques avec des protéines cytoplasmiques da deembrane plasmique (Putney 2005;
Luik, Wu et al. 2006). Grace a ces EF-hands, STllk$sede une grande sensibilité a la
concentration calcique du RE. En effet, suite avidange des stocks calciques du RE, une
relocalisation de STIM-1 sous la membrane plasmiqére une interaction avec cette
derniere est observée (Liou, Kim et al. 2005; Zhafig et al. 2005). Ce rble de « senseur »
calcique semble prendre une part important dargef@se du courantgdac. En effet, des
expériences de mutagénése des acides aminés sablende la fixation du €adans les
domaines EF-hands, deux équipes ont montré uneatioti du courantckac et ce, de fagon
constitutive (Huang, Zeng et al. 2006; Luik, Wuakt 2006). Depuis quelques mois, une
nouvelle molécule a été découverte et permet umndaton précise de I'activité du complexe
ORAI-1/STIM-1 responsable du couragkAic: CRACR2A (Srikanth, Jung et al. 2010).
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1.4.3 CRACRZ2A : le modulateur du complexe CRAC

Une approche en spectrométrie de masse a periéntification d’'une protéine
régulatrice du complexe moléculaire CRAC: CRACRPBRAC Regulator 2A). Cette
protéine, de 45 kDa, posséde un homologue chemlim et la souris, CRACR2B. Ces deux
homologues sont exprimés dans le cytosol et aurkenéme fonction, avec des expressions
cellulaires éventuellement différentes. CRACR2Aa#tuun site d’intéraction directe avec le
complexe ORAI / STIM qui se dissocierait en prégede fortes concentrations calciques, et

ceci grace au motif EF-hand de sa partie N-terrainal

CRACR2A

Figure 26 : CRACR2A, le modulateur du complexe moléulaire CRAC La
structure prédictive de CRACR2A comporte un mofitiand en N-terminal, un
domaine de type « coiled-coil » (CC) avec une mgiohe en Leucine (LR) en C-
terminal. (Adapté de (Srikanth, Jung et al. 2010))

De plus, l'utilisation de RNAIi et de mutagéneseigdie montre que CRACR2A
s’associe a STIM-1 et ORAI-1 apres le premier digrdcique provenant du RE (soit une
concentration calciqgue moyenne d’environ 200 nMgsDnutations du domaine EF-hand
provoguerait une apoptose précoce de la cellulésapctivation. En effet, 'absence de
régulation de la concnetration intracellulaire esf'Gra induire I'activation de I'apoptose.
Une forte concentration intracellulaire en*Cimduit une apotose par activation de la voie des
caspases. Tous ces résultats suggérent que ceténprstabiliserait le complexe ORAI-1 /

STIM-1 apres activation.
1.4.4 Mécanisme d'activation du couranédac

Les trois molécules décrites précédemment appgargiscomme les principaux
partenaires du complexe moléculaire d’activationcdurant ¢rac. A I'état basal, le RE est
chargé en C4 (entre 400 et 800 nM de €alibre), STIM-1 est sous forme de diméres
stabilisés par les domaines « Coiled-Colil » (DzZkaaled Johnstone 2007; Baba, Nishida et al.

2008) figure 273. Ces dimeéres peuvent étre formés indépendammentlgs deux
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homologues de la protéine (STIM-1 ou STIM-2). LatigaN-terminale, intra-luminale,
formerait des monomeres car les propriétés des idesx&AM-EF-hand isolés forment de
tels monomeéres aux concentrations dé*Gamilaires (Cahalan 2009). Suite & I'activation
cellulaire, une vidange des stocks calciques eseroBevia la voie des phosphoinositodes
(Figure 27b). Quand la concentration calcique intra-réticulaiseinférieure a 300nM, STIM-

1 s’oligomérise rapidement en complexe multimériqueu, Fivaz et al. 2007; Muik,
Frischauf et al. 2008) par I'intermédiaire de sammdine SAM (Stathopulos, Zheng et al.
2008; Stathopulos, Zheng et al. 2009). Cette ol@gisation précéde et permet la
translocation de STIM-1 vers des régions de joncéotre RE et membrane plasmique. Ce
rapprochement permet la formation de points deotgggment appelés « puncta », situés dans
la membrane du RE, lui-méme situé entre 10 et 25denta membrane plasmique (Wu,
Buchanan et al. 2006).

a. [Ca2+] intra-réticulaire = 40C-800 nM : canal fermé b. Vidange des stocks calciques du F: canal ouverl
EF hand
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Figure 27: Activation du courant Icrac a. La concentration intracellulaire est
comprise entre 400 et 800 nM, les protéines STI&biit sous forme de monomere
dans la menbrane du RE. Le canal CRAC ou SOCslast fermé. Lors de la

vidange du RE, induite par l'activation deszRP une « clusterisation » des
protéines STIM-1 est observée. Cette formation gmincta » va entrainer une
ouverture du canal CRA@ja une interaction physique (Feske 2007)
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Par ailleurs, la formation de ces « puncta » serdbie dépendante des stimuli. En
effet, dans une lignée de mastocytes de rat (RBL)[G induit une formation de « puncta »
de l'ordre du micrometre et a longue durée de h@eformation de « puncta » est transitoire
sans pour autant qu’'une variation d’amplitude d#llix calcique soit observée (Calloway,
Vig et al. 2009). Cependant, cette agrégation d&épres STIM-1 est rapidement réversible
par la recharge des stocks calciques. Une consevexiste sur les mécanismes de
translocation de cette protéine, a la membranemptpe. En effet, il semblerait que les
microtubules interviennent pour permettre la migratintra-cytoplasmique du REa une
interaction avec STIM-1. Cependant, dans des sgstéde surexpression, le réseau de
microtubules ne parait pas indispensable a I'agigtgde STIM-1 ni a I'activation du courant
en résultant (Smyth, DeHaven et al. 2007).

4. Dissociation

1. Resting state 3. Cluster formation
Ca*
Orail Orail
CRACR2A .
PM (iv)

E——

STIM1 CQCCLF, ER

\ /

2. Translocation

| v & UWHW “‘”g g”

Figure 28 : Mécanisme d’action du modulateur CRACR2 Dans des conditions
d’état basal, ORAI-1 et STIM-1 sont distribuéespectivement, a la membrane
plasmique et celle du RE)( alors que CRACR2A (en vert) est localisé dans le
cytosol. Apres la déplétion des stocks calciquesReiy ORAI-1 et STIM-1 sont
transloqués sous forme de «clusters » a des émdda jonctions entre la
membrane plasmique et le RE).(Les domaines EF-hand sont indiqués en rouge
sur le schéma, quand le g est lié. ((Srikanth, Jung et al. 2010))

De plus, cette agrégation des protéines STIM-1 ptraient I'interaction de ces
« puncta » avec des protéines ORAI-1 de la memipkasenique. En effet, STIM-1 ne serait
pas seulement le transducteur de la vidange calciopais permettrait également la
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multimérisation d’'ORAI-1, formant ainsi le pore iéctu canal (Luik, Wu et al. 2006; Penna,
Demuro et al. 2008) STIM-1 possede les mémes da&gad’activation des différents
homologues de la protéine ORAI (Lis, Peinelt et28l07). Les courants en résultant ont les
mémes caractéristiques électrophysiologiques. R grace a l'utilisation de technique
de la technique de « photo-bleaching » en micrascapfluorescence, Bt al. (2008) a
montré qu’au minimum deux molécules de STIM-1 suétessaires a l'activation du canal
(Ji, Xu et al. 2008)A contrarig, il faudrait quatre molécules d’'ORAI-1 pour forntempore du
canal fonctionnel (Luik, Wu et al. 2006; Ji, Xuat 2008). Méme si ORAI-1 semble étre
stable en dimére (Gwack, Srikanth et al. 2007),tégameéres ont été retrouvés dans certains
modéles cellulaires, et ceci sans activation (digKal. 2008).

Enfin, le modulateur CRACR2A F{gure 28) pourrait étre impliqué dans la
translocation d’ORAI-1 (i) et STIM-1 (ii) mais égahent des deux associés (iii). De plus, il
serait possible que ce modulateur interagisse yment avec ORAI-1 et STIM-1 au niveau
des sites de jonction (iv). Par conséquent, il egiprait que CRACRZ2A est un intermédiaire
important pour la stabilisation du complexe ORATIM (3). En réponse & I'entrée deCa
dans la cellule, CRACR2A va lier le €ayrace a son domaine EF-hand. Il en résultera donc
une dissociation des complexes ORAI / ST Ce mécanisme, encore hypothétique, serait

retrouvés dans les lymphocytes T et les fibrobsaste
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1.5 Les canaux TRP

Avant la découverte du complexe ORAI / STIM, unmifee de canaux cationiques
TRP (Transient Receptor Potential), la plupartctéilau C&*, fut largement étudiée pour leur
éventuelle implication dans les mécanismes d’entagacitive de CA Ces canaux font
partie d’'une superfamille de canaux a six domaitmtaesmembranaires perméables aux
cations qui se trétamérisent pour former un camaétfonnel. En outre, la classification des
TRP repose sur leur homologie de séquences ayeerger canal découvert (chez un mutant
de drosophile appelé « TRP »). Ainsi, 28 canauxetiatépartis en sept familles (Montell and
Rubin 1989) : - TRPC pour Canonical (7 membres)

- TRPV pour Vanilloid (6 membres)

- TRPM pour Melastatin (8 membres)
- TRPP pour Polycystin (3 membres)
- TRPML pour Mucolipin (3 membres)
- TRPA pour Ankyrin (4 membres)

- TRPN pour No mechanoreceptor potential C (non ex¢si chez les
mammiféres)

Grace a leur diversité d’activation et de séletdivila superfamille des TRP
interviendrait dans de nombreux mécanismes caléda la fois dans les cellules excitables
et non-excitables. C’est pourquoi, nous prendraa@nme exemple, le rble de cette
superfamille dans la régulation calcique du lymphed .

En effet, il existe trois familles de canaux TRRes TRPC (canonical transient
receptor potential) qui fonctionneraient comme homo hetero-tétrameéres; les TRPM
(melastatin related TRP) et TRPV (vanilloid recep&lated TRP). Les TRPV5 et TRPV6
sont les canaux les plus sélectifs au calcium tafenille des TRP (Hoenderop, Nilius et al.
2005).
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Figure 29: Les différentes familles de TRP et leurstructure D’aprés
(Venkatachalam and Montell 2007)

De nombreuses études sur la régulation des TRPGrenbrdes résultats parfois
contradictoires. Selon certaines études les cam&XC sont régulés soit par la PLC via le
diacylglycérol (DAG) soit par la déplétion des $twdntracellulaire de calcium (Putney
2004). Cette deuxiéme caractéristique a fait quelget longtemps les canaux TRP ont été
décrits comme faisant partie des SOC. Le canduke ¢tudié est le TRPC3. La génération de
différents mutants de lymphocytes Jurkat a permisaractérisation de ces cellules ayant un
défaut pour le courant calcique via les SOC (Fangeth et al. 1995). Ces cellules ont été
utilisées dans une autre étude, qui a conclu quontion de TRPC3 serait responsable de
ce défaut (Philipp, Strauss et al. 2003). En eftasque ces cellules sont transfectées avec
une forme sauvage de TRPC3, la signalisation ascigduite par le TCR est restaurée. Bien
que le role des canaux TRP comme canal, activéapaéplétion des stocks soit tombé dans
I'oubli suite a la découverte des protéines ORAB&tM, il est tout a fait possible que ces
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canaux participent activement au contréle de laledgn calcique dans les lymphocytes T a
la fois au repos et lors de leur stimulation.

De plus, TRPC3 posséde un site de fixation au ocexeplC&'/calmoduline et le
complexe est fixé dans les conditions de repostécepteur a I'lP3 de type 3 (IP3R3) est
capable de se fixer a TRPC3 et activer celui-cis Isites de fixation du complexe
Ce*/Calmoduline et celui du récepteur a I'lP3 de typesont les mémes. De facon
intéressante il a été montré que lors de I'activatle TRPC3 le récepteur a I'lP3 de type 3 va
se fixer sur TRPC3, empéchant la fixation du coxml€&*/Calmoduline et permettre ainsi
I'activation de TRPC3 (Zhang, Tang et al. 2001).

TRPM4 a été décrit comme important dans la sigatdis des lymphocytes T.
L’inhibition moléculaire de TRPM4 endogéene dans lgsphocytes T conduit a une
augmentation soutenue du calcium a la place delfatisns. TRPM4 agirait en concert avec
les canaux SOC, les Kv1.3 et les KCa pour contri@eroscillations de calcium dans les
lymphocytes. TRPM4 permettrait, dans les cellulea-excitables, de maintenir une force
électromotrice réduite afin de permettre I'entrée @&* par les canaux CRAC (Launay,
Cheng et al. 2004).

TRPV6 a été décrit comme pouvant étre inactivé pamngmentation de la
concentration de Gacytoplasmique. Le flux calcique de TRPV6 activ®lsC ce qui résulte
dans la formation d’'IP3 et I'inactivation de TRPVBRPV6 agirait comme un senseur au
Cd* quand la concentration de Cast faible, le canal sera ouvert et permet soréemtans
la cellule. Le canal va se fermer lorsque la cotration est élevée de fagon a limiter I'entrée
de C&"* ((Thyagarajan, Lukacs et al. 2008).

2. Les canaux potassiques : les régulateurs de gdes fonctions

cellulaires
2.1 Généralités

Parmi les canaux ioniques, les canaux sélectifs fion K* constituent la famille la
plus vaste et la plus diversifiée des canaux i@squEn effet, il existe environ 70 genes

clonés codant des canaux perméables awDkns les cellules non-excitables, ils contribuent
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par exemple, & 'hnoméostasie du, K la régulation du volume cellulaire, au contrdle
potentiel de membrane et participent au couplageiktion-sécrétion.

Les canaux K sont des complexes protéiques qui permettentdsame sélectif des
ions K au travers de la membrane plasmique. La concemtrattracellulaire des ions 'K
étant plus élevée que la concentration extraceiylBouverture de ces canaux se traduit par
un efflux de K de la cellule. Cette sortie d'ions, chargés pesitient, entraine un
déplacement du potentiel électrique de la memb(&n¢ vers des valeurs négatives. Au
repos, les membranes plasmiques des cellules simctpalement perméables au Kt par
conséquent, la valeur du potentiel de repos esthprde k dans de nombreuses conditions
physiologiques.

Les canaux Ksont exprimés de fagon ubiquitaire au sein dgéaisme. Ils jouent un
role majeur dans ’noméostasie dii & plus généralement dans les fonctions physiglgi
associées a une variation du potentiel de memb@meme la transmission synaptique, la
contraction musculaire ou la libération d’hormohkilés, 1992). L'importance physiologique
de l'activité de ces canaux’kest soulignée par le nombre croissant de malayfiaétiques
auxquelles ils sont associés, appelées canalopathie

L’électrophysiologie, et notamment la technique dyatch-clamp » ont rendu
possible I'étude des canaux ioniques dans leurremvement natif. Ces études ont révélé
I'existence d’'une grande diversité de courant$ #&ux propriétés fonctionnelles et
pharmacologiques distinctes. Cette diversité fomectelle repose essentiellement sur une
étonnante diversité genétique.

Ces différents canaux ‘Kont un motif commun de structure conservé et @ppel
domaine P, correspondant au pore du canal, qucipart la formation du filtre de sélectivité
pour lion K (Figure 30). Toute mutation de ce domaine entraine soit tangément de

sélectivité soit une perte totale d’activité desarax.
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Figure 30 : Motifs structuraux des différents canax potassiques et leurs

précurseurs présumés.TM = segments transmembranaires; P = pore. Modifiée
d'aprés (Girard and Lesage 2004)

CamalK*

Les canaux K sont répartis en quatre grandes classes selos lomologies
structurales et leurs propriétés biophysiques (@ntrchandy et al. 2003):

* Les canaux a six domaines trans-membranaires Y6id/ant les canaux Ket les
canaux KCa (SKCa et IKCa). L'extrémité N- et C-tarale sont intracellulaires et le
pore du canal (région P) est formé par les segntesmts-membranaires 5 et 6. Le
canal fonctionnel résulte de l'association de quaous-unitéesx a 6TM/1P. Ces

canaux Kv peuvent s’associer a une sous-@niégulatrice.

« Les canaux a deux domaines trans-membranairdg)(Bassemblent, les canaux K

a rectification entrante (§, les canaux Ksensibles a I'ATP (krp) et les canaux K
couplés aux protéines G (Doupnik, Lim et al. 1995 xtrémité N et C-terminale sont
cytoplasmiques, le pore du canal se situe entrddag segments trans-membranaires
et il faut quatre sous-unités a 2TM/1P pour formercanal fonctionnel. Le canal
KATP est constitué de I'association de 4 sous-snitée K, et de 4 sous-unités des

récepteurs aux sulfonylurées.
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« Les canaux a deux domaines poresp(i€ontrairement aux autres canau¥ Keux
sont des diméres de sous-unités a quatre segmemts-nhiembranaires a deux

domaines pores (4TM/2P) situés entre les segménist B/4.

« Les canaux a sept domaines trans-membranairéd)(®bmme les canaux ‘Kde
grande conductance (BKCB, pour Big. Le canal fonctionnel est un tétramere de
sous-unités 7TM/1P mais contrairement aux autreawal’extrémité N-terminale est
extracellulaire. Les sous-unit@ésa 7TM, constituant le pore du canal BKCA peuvent
étre associées a une sous-ufiit€gulatrice. Cette sous-unité possede deux segment
trans-membranaires reliés par une boucle extrdaeu Les extrémités N- et C-

terminales sont intracellulaires.

2.2 les canaux potassigues activés par le calaitnacellulaire

2.2.1 Phylogénie et généralités sur les KCA

Comme nous l'avons vu précédemment, les KCA apparént a la famille des
canaux a 6TM/1P (Gutman, Chandy et al. 2003; Sto2€64). Etant donné la diversité des
canaux KCa et des canaux K+ en générale, une ndaberec KCN (K+ Channel
Nomenclaturgdéveloppée par HGNC (HUGO Gene Nomenclature Cate@)j basée sur le
nom des genes codant pour chacune des sous-urotégpes constituant les canaux K+ a
ete établie I{ttp://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamdglihp. En parallele, selon
la nomenclature IUPHAR (International Union of Rhacology), les KCa ont été regroupés
en deux grands groupes selon leurs homologies ues lpropriétés fonctionnelles (Wei,
Gutman et al. 2005). On distingue dans un premreupe, les canaux K+ de petites
conductances activés par le?CEKCA), regroupant les KCa2.1, 2.2, 2KONN1, 2, 3ou
SK1, 2, 3) (Kohler, Hirschberg et al. 1996), et ¢epaux K+ de conductances intermédiaires
activés par le Ca KCa3.1 KCNN4ou SK4 ou IK1, | pour Intermediate) (Ishii, Silvéa al.
1997; Joiner, Wang et al. 1997). Ces canaux nepamtépendants du voltage et sont activés
par de faibles concentrations de*Cimtracellulaire (< 1uM). Les trois conductances SKCa
(SK1, 2, 3) sont bloguées par I'apamine, une toigsae du venin d’abeill&pis Mellifira, a
des concentrations de 100 pM a 10 nM, permettaignsla concentration utilisée, de
distinguer les différentes conductances entre.dlies KCa de conductances intermédiaires et
de petites conductances jouent un rdle majeur dassmeécanismes de signalisation
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dépendants du aque se soit au niveau des cellules excitablesoou @ette famille de KCa
posséde, au niveau de la région C-terminale deuehsous-unité, un site de fixation au*Ca
la calmoduline (Xia, Fakler et al. 1998; Fangerafdhani et al. 1999), véritable senseur au
Cd". La fixation du C4&' sur la calmoduline induit un changement de conégion de cette

derniere, permettant d’activer le canal.

HGNC IUPHAR Autre noms Sous-unités Toxine/bloqueurs
KCNMA1 KCal.l BKCa, Slo, Slol a Iberiotoxine (L,7nM)
Charybdotoxine (2,9nM)
KCNMB1 hSlo-beta, beta-i B
KCNMB2 beta-2 B
KCNMB3 beta-3 B
KCNMB3L B
KCNMB4 beta-4 B
KCNN1 KCa2.1 SKCal, SK1 o Non sensible a 'apamine
KCNN2 KCa2.2 SKCaz2, SK2 a Apamine (60pM)
KCNN3 KCa2.3 SKCa3, SK3 o Apamine (1nM)

Charybdotoxine (5nM)
KCNN4 KCa3.1 IKCal, SK4 o TRAM-34 (10nM)
Clotrimazole (4,7uM)

KCNT1 KCa4.1 Slack, Slo2.2 o
KCNT2 KCa4.2 Slick, Slo2.1 o
KCNU1 KCab.1 Slo3 o

Tableau 4 : Nomenclature et caractéristiques pharmeologiques des KCales

concentrations indiquées entre parenthéses repe@dsenles IC50 des
toxines.Nomenclature et pharmacologie des KCA: KGNHUGO Gene
Nomenclature Committee ; IUPHAR : International &miof Pharmacology).
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Ces canaux KCa sont retrouvés au niveau du systémeux central mais aussi dans
beaucoup de types cellulaires de la périphérie,noeres cellules musculaires, les cellules
glandulaires ou les lymphocytes T (Grissmer, Ngugteal. 1993). Parmi les KCa, un groupe
se distingue : les canaux SKCa, qui peuvent étrdigisé en deux sous-groupes. En effet, les
canaux SK1, SK2 et SK3, sensibles a I'apamine,quies¥ de petite conductance (enter 4 et
14pS) (Park 1994) alors que le canal SK4, insemsibiapamine, posséde une conductance
plus importante (environ 45pS) (Ishii, Silvia et #97; Joiner, Wang et al. 1997).

De plus, une légere rectification entrante, sarderegistrements de courant SK, a été
mise en évidence pour des potentiels dépolarisésl€éK Hirschberg et al. 1996; Potier,
Joulin et al. 2006). La sensibilité au flglu canal pourrait expliquer ce phénoméne méme si
le mécanisme moléculaire n’est pas encore éluatiebement. Cet ion régulerait a la fois la
probalité d'ouverture et de fermeture du canal 8 ,méme titre que le €a(Lancaster,
Nicoll et al. 1991).

Par ailleurs, les canaux SKCa ne sont pas seasibldbériotoxine (IbTx, toxine de
venin de scorpion), bloqueur spécifique du canahKC. Si I'lbTx est trés spécifique de ce
dernier, la Charybdotoxine (ChTx) possede la capade bloquer d’autres KCa que le
KCal.l: le canal KCa3.1. C’est cette sensibilita &hTx et l'insensibilité a I'lbTx et a
I'apamine qui fut pendant longtemps reconnues coroanactérisant le canal KCa3.1. Mais
depuis le début des années 2000, un inhibiteurifspéx a été développé pour ce canal
(Wulff, Miller et al. 2000).

Enfin, ces canaux SK sont activés par |é*Gatracellulaire & une concentration de
I'ordre de la micromole. Pour des canaux natif® activité d’environ 50% de ces canaux est
observé pour des concentrations erf*Qatracellulaire entre 400 et 800 nM (Grissmer,
Nguyen et al. 1993).

2.2.1 Roles physiologiques des KCa
Les canaux KCa ont été retrouvés dans de nomhissus, aussi bien au niveau
central que périphérique. Mais leur role n'est pasore totalement caractérisé. Un des
canaux le plus étudié est le canal KCal.1. Aiesidanaux ioniques sensibles ad'Garvent
a réguler le potentiel de membrane mais peuvernedgat avoir d'autres implications dans
les fonctions des DC humaines. Des canaux de @& dgp déja été observés dans d’autres
cellules immunes, comme le macrophage (Gallin 1,984 polynucléaires neutrophiles

(Ahluwalia, Tinker et al. 2004) et éosinophiles i{§aSato et al. 1996). Certaines études
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montrent un rdle des canaux potassiques sensiblé8&d présents dans différents types
cellulaires. Dans le lymphocyte T, le canal SK4a#tuun réle dans la prolifération de la
cellule T qui survient lors de son activation pes tellules présentatrices d’antigéne.

L’étude de Saitet al.,(1996) montre la relation entre la chimiokine CGit3e canal
potassique sensible au ‘Cadans les polynucléaires éosinophiles. Cette chimi
importante dans la migration de ce type cellulaserait capable d’activer les canaux
potassiques sensibles au”Oarésents a la surface de la cellule par le biaiprdtéines G. La
chimiokine CCL5 est également importante dans ration de la DC immature.

Lors de I'activation T par une cellule présentard’antigéne, un influx calcique est
observé suite a I'engagement du TCR (Fomina, Faagel. 2000; Cahalan, Zhang et al.
2007). Ce C# va, en plus de son action sur le facteur de traptem NFAT, activer le canal
potassique dépendant du’C#&Ca3.1 (SK4 ou IKCa) qui en créant un efflux petgee
permet de maintenir I'influx calcique. Ces événetaeioniques sont indispensables a la
bonne activation du lymphocyte T (Fanger, Hothl.€1295).

Au niveau des tissus peériphériques, et plus pariement au niveau vasculaire, les
canaux KCa2.3 ont été largement étudiés (Kohleeuiret al. 2001; Burnham, Bychkov et
al. 2002). La présence de ces canaux influencedgraent les fonctions vasculaires. Ainsi,
une inhibition totale ou partielle de la sensibil# 'apamine va induire des modifications de
tonus vasculaire (Taylor, Bonev et al. 2003). Disscellules endothéliales vasculaires, ces
canaux induisent une hyperpolarisation de la mengbrde ces cellules; laquelle sera
communiquée aux cellules musculaires lisses adjgsgrar I'intermédiaire de jonctioggmp
myo-endothéliales (Sandow, Tare et al. 2002) ou ligration d’EDHF (Endothelium-
Derived Hyperpolarizing Factor) (Campbell, Gebrehircet al. 1996; Matoba, Shimokawa et
al. 2000). Cette hyperpolarisation va s’opposea @dpolarisation et a la vasoconstriction,
résultant de I'activation des réceptewrsdrénergiques. Le degré d’expression des canaux
KCa2.3 est en relation avec cette vaso-régulaian ailleurs, ces canaux ont été retrouvés au
niveau des cellules musculaires lisses de la veg&sieeffet, leur réle résiderait dans le
contrdle de I'amplitude et la frequence des cotimas phasiques de la vessie (Herrera, Pozo
et al. 2003).

De plus, la migration cellulaire est une des grandactions d’'un grand nombre de
cellules. Et cette migration met en jeu la mach@meomplexe du cytosquelette. L'activité de
ce dernier est corrélée a la fonction des cananigues. En effet, la restauration du volume

cellulaire des cellulesia les canaux ioniques est complétement abolie lerdgiturn-over
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des filaments d’actine est pharmacologiquementugate (Lang, Busch et al. 1998). De
facon réciproque, la modulation des canaux ionig@emduire des modifications de volume
cellulaire ainsi que des perturbations de polynadioa et dépolymérisation de ces filaments
d’actine. En effet, la réduction du volume celludaest corrélée a la formation de filaments
d’actine (Schwab, Reinhardt et al. 1999). Ces pim&mes de variation de volume cellulaire
suggerent que ces canaux ioniques et les filantkatsine jouent un réle important dans les
processus de migration cellulaire (Mitchison andr@er 1996). Par ailleurs, la concentration
des ions nécessaires au bon fonctionnement de daimesie du cytosquelette est contrélée
par l'activité des canaux ioniques, et par conseué n’est pas étonnant que des
mécanismes de régulation de la migration cellulford intervenir des canaux ioniques. De
plus, ce canal va jouer un réle sur la proliféeratie cellules cancéreuses. L’étude de Reger
al. (2004) montre un role de courants sensibles aXllsur la prolifération de cellules
normales et cancéreuses mammaires (MDA-MB231...ctivation de ce courant, résultant
d’une augmentation de la concentration intraceli@lan C&*, augmente la prolifération de
cellules mammaires. Ce courant est observé dars lemutypes de cellules épithéliales
mammaires, ce qui suggere qu’il n’est pas la cammdce de la transformation cancéreuse
(Roger, Potier et al. 2004). Par ailleurs, une &témontre le role de ce canal KCal.l sur le
cycle cellulaire. En effet, les cellules cancérsuB&CF-7 expriment les canaux KCa et
essentiellement le canal KCal.1. Ce dernier ne keeaibpas impliqué dans la prolifération
de ce type cellulaire mais son activité serait #ida progression de ces cellules dans le cycle
cellulaire (Ouadid-Ahidouch, Roudbaraki et al. 2D04

De plus, les canaux KCal.l sont exprimés de manigicuitaire dans divers types
cellulaires issus de tumeurs du cerveau (Kraft,f8erf et al. 2000; Ransom and Sontheimer
2001)). L’activation des canaux KCakdt déclenchée par une dépolarisation membrartaire e
renforcée par une augmentation du®‘Qatracellulaire (Toro, Wallner et al. 1998). Les
récepteurs induisant les oscillations calciques pasbablement ceux permettant I'activation
des BKCa(Reetz and Reiser 1996; Bordey, Sontheimer et GDOR et ces fluctuations
calciques sont connues pour moduler la migratianogdules neuronales (Komuro and Rakic
1996). Ainsi, les canaux KCalrke sont pas seulement impliqués dans la modulalion
signal calciqgue mais jouent aussi un role dansiration de cellules tumorales issues de
gliome. En effet, I'activation des canaux KCal.i1 esnnue pour inhiber la migration des
cellules cancéreuses nerveuses (Kraft, Krause 208B). Une fois actives, les KCal.1l vont

hyperpolariser la membrane des cellules éloignantpdtentiel de membrane du seuil
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d'activation des canaux calciques dépendants dagelVOC : Voltage Operated Channel)
et donc diminuer l'entrée du €ales canaux KCal.l ne sont pas les seuls canawx KC
intervenant dans le processus de migration celtul&n effet, il a été mis en évidence que les
canaux IKCaauraient un role dans la migration des cellulesredanome et des cellules
épithéliales rénales transformées (Schwab, Wojnbefskl. 1994; Schwab, Schuricht et al.
1999). L'absence d’'une protéine se liant a I'actidBP-280) inhibe la migration des cellules
humaines de mélanomes ainsi que leur capacité\@mdes canaux Krégulant leur volume
cellulaire (Cunningham, Gorlin et al. 1992; CamtiePrat et al. 1993). Les canaux IKGa
sont pas exprimés dans le SNC mais le sont dapkipert des autres tissus ou organes. lls
ont été retrouvés dans les cellules du colon (Watdmm et al. 1999), les fibroblastes
(Schwab, Wulf et al. 2006), les cellules endotlétiaet musculaires lisses vasculaires
(Kohler, Wulff et al. 2003), les cellules pancréats cancéreuses (Jager, Dreker et al. 2004)
et des cellules épithéliales mammaires cancére{@eadid-Ahidouch, Roudbaraki et al.
2004). Enfin, les canaux KCa2.3 sont également usrpour gouverner la migration de
cellules cancéreuses. En effet, une étude monteel'mhibition de I'expression de ces
canaux, par la technique d’ARN interférence, inhi@emigration de cellules cancéreuses

mammaires (Potier, Joulin et al. 2006).
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3. Le Calcium dans les cellules immunitaires

Le role du C& dans les cellules immunitaires a été décrit depleisnombreuses
annees (essentiellement sur le lymphocyte T). Gigrendans les cellules non-excitables, la
vision du role de I'homéostasie calcique restattitke par manque d’entités moléculaires
connues permettant une entrée dé*Gmns la cellule. Dans les années 2000, la mise en
évidence du mécanisme SOCE, au niveau molécukipgrmis d’élargir considérablement

les domaines de recherche.

3.1 Les mastocytes

3.1.1 L'activation dépendante des Immunogobulinestgpe E

La régulation de I'hnoméistasie a d’abord été édligkl dans les mastocytes (Parekh
and Penner 1997). En effet, la liaison des immuimgines de type E (IgE) & son récepteur
engendre une activation de la BL@a des protéines adaptatrices (telles Syk, LAT...) @ab
and Kurosaki 2009). Cette Pk@a provoquer la vidange des stocks calciquesaaets de la
voie des phosphoinositides. La décharge de ceksstéticulaires va activer le couragkAc
par le complexe ORAI / STIM. Par ailleurs, les magtes ne présentent pas d’altération du
développementin vitro commein vivo, en I'absence des molécules ORAI-1 et STIM-1.
Cependant, les mastocytes déficients en STIM-1RAIEL ont une capacité de dégranulation
fortement altérée. Cette altération de dégranudatieduit fortement la réponse immune
induite par I'activation du récepteur aux IgE (BaN#shida et al. 2008 ; Vig, DeHaven et al.
2008).
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Figure 31: Activation de la dégranulation du mastoyte par les IgE
L’activation des FgR par les IgE va induire une vidange des stocksiqua¢s du
RE, via l'activation de la PLE. Cette vidange des stocks calciues va induire
I'activation du canal ORAI-1 par l'intermédiaire the protéine réticulaire STIM-1.
Ce C&", entrée par cette ECC, va activer des protéinesgualisation pour induire
I'expression de génes cibles. (Baba and Kurosab®p0

Ainsi, ce mécanisme de dégranulation du mastoaytebkerait sous la dépendance

stricte du courantckac (Figure 31).
3.1.2 La migration mastocytaire

Pour permettre I'induction d’'une réponse immuneapaée, les cellules immunitaires
doivent posséder une capacité de migration : o0& e site de I'inflammation, soit vers les
organes lymphoides secondaires (OLS). Pour cetacddules suivent des gradients de
chimiokines. Les récepteurs a ces chimiokines sieg récepteurs a sept domaines
transmembranaires, couplés aux protéines G (GP®&R)lefy, Schwartz et al. 2003).
L’activation de ces récepteurs va entrainer uneatin de la PLC, entre autre voie. Cette
derniere va alors provoquer le clivage de,RIR IR et DAG, ce qui va engendrer une entrée
massive de C4, résultant d’'une décharge des stocks calciquddEi(Baggiolini, Dewald et
al. 1997 ; Floto, MacAry et al. 2006). Cet influalcque semble intervenir dans les processus

128



de migration d’autres types cellulaires : les napltiles (Pettit and Fay 1998) et les cellules
dendritiques (Randolph, Ochando et al. 2008).

3.2 Les neutrophiles

3.2.1 L'activation des neutrophiles : la phagocytos

Peu d’études ont été menées sur I'homéostasijgaldans le neutrophile. Le €a
encore un réle hypothétigue mais non négligeabfe.effet, une activation du complexe
FcyRlla / FgRIlb et via I'lL-8 entrainent une augmentation transitoirelaeconcentration
intracytoplasmique de €5 dans des neutrophiles humains (Edwards, Watsah @997 ;
Edberg, Moon et al. 1998). Cependant, la phagoeysesait gouvernée par des voies de
signalisation dépendantes ou non duf*Gextracellulaire (Lew, Andersson et al. 1985)
(Figure 32).

Plasma membrane

1 \

Downstream signalling pathways
(ERK, p38, JNK)

Cell activation
ADCC; phagocytosis; cytokine release; oxidative burst

Figure 32 : FeyRIIl : Activation dépendante du Ca** dans les neutrophiles et
les macrophaged 'activation des FgRIll par un complexe immun va induire une
vidange des stocks calciques du Ria,I'activation de la PLE. Cette vidange des
stocks calciues va induire I'activation d’'un cas®C (Store-Operated Channel).
(Nimmerjahn and Ravetch 2008)
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3.2.2 La migration des neutrophiles

La migration des neutrophiles est sous la dépaedde filaments de myosine. En
effet, des études de phosphorylation ont montréergurésence d’'un chélateur calcique
(intracellulaire), la phosphorylation de la myosdetype Il était diminué, ce qui empéche la
rétractation des uropodes et par conséquent laatrogrcellulaire (Eddy, Pierini et al. 2000).
Le role du C&' dans la migration des neutrophiles, et probablémes cellules immunitaires
en général, ne serait pas limité a I'activation rdeepteurs membranaires mais pourrait
contrbler des mécanismes plus généraux commeidlioih des forces de traction dues a la

myosine de type Il et requise pour les mouvemegitslaires.

3.3 Les monocytes et les macrophages

Ces deux types cellulaires sont tres proches egtnsouvent étudiés en paralléle.
Cependant, la documentation sur le réle duf*Gdans ces cellules est assez pauvre.
Cependant, tout comme dans les neutrophiles, STHdrible avoir un réle essentiel dans la
signalisation des F&. En effet, chez la souris chimérique reconstitagec de la moelle
osseuse issue d’'une souris STIM-1 déficiente, lesraphages péritonéaux montrent une
diminution de la capacité de phagocytose, indugtel’pctivation des R via le mécanisme
SOCE (Braun, Gessner et al. 2009). Par conséguénte si ces résultats restent tres discutés
dans la littérature, le @i extracellulaire jouerait un role central dans laagocytose
dépendante des IgG. Cependant, des animaux ounigatiéficients pour STIM-1 pourraient
étre résistants a des pathologies dépendanteg@et bxiste d’autres voies d’entrée di*Ca
dans le macrophage. En effet, une application d’AtiPdes macrophages murins entraine un
fort influx calciquevia les récepteurs purinergiques P2X7. Le couraniteggude I'ouverture
de ces canaux est responsable de la synthése aléneg telles que I'lL-f (Pelegrin and
Surprenant 2009).

3.4 Les lymphocytes T et B

L’activation du TCR ou du BCR induit un influx cidue. En effet, le G4 est connu
pour réguler de nombreux processus tels que lafgration et al mobilité des lymphocytes
ou la dégranulation des lymphocytes cytotoxiquesg(Nescu, Shastri et al. 1994 ; Pipkin and

Lieberman 2007). En 2001, Lewis émet I'hypothése lgucourantdrac Serait responsable de
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cet influx calcique, en réponse a l'activation dOR. Cependant, d’autres canaux, exprimés
par les lymphocytes, peuvent étre responsables etleinflux calcique : les récepteurs
purnergiques P2X ou les canaux TRPC, TRPV et TRPMtngy 1986; Scharenberg,
Humphries et al. 2007).

Par ailleurs, des études, en systeme d’expressiprsur des souris, ont permis
d’étudier le r6le de ORAI et STIM des lymphocytestlB. Cependant, des problemes restent
encore a éclaircir. En effet, les souris déficienfgour ORAI-1 ou STIM-1 meurent
prématurémenpost-partumouin utera C’est pourquoi la plupart des études ont étéséed
sur des souris irradiées et ensuite reconstituges @es cellules de foie foetal ou dans des

systemes d'invalidation de géne tissu-spécifique.

3.4.1 L'activation du TCR

Suite a I'engagement du TCR, l'augmentation dedacentration intracellulaire de
Ccd* va provoquer larrét du lymphocyte et permettre famation d’une synapse
immunologique avec la cellule présentatrice d’anigy (CPA) Figure 33). En I'absence
d’'une haute affinité du récepteur pour I'antigenal’en signal de co-stimulation, le signal
calcique est de moindre amplitude avec une faiBiguence (Wei, Safrina et al. 2007).

Au contraire, un signal avec une haute affinitéemtrainer un influx calcique de forte
amplitude et de longue durée, ce qui permettraiffarenciation du lymphocyte T naif en
divers types de lymphocytes T effecteurs. Ce typsignal va entrainer, en absence de signal
de co-stimulation, une différenciation en lymphecytanergique (Hogan, Chen et al. 2003).
Enfin, il existe des modulateurs de cet influx @ple. En effet, les canaux/K..3 et KCa 3.1
(canaux potassiques, respectivement, dépendantsteatiel et sensibles a la concentration
intracellulaire de Cd) vont faire sortir du potassium et donc hyperfiskarla membrane ce
qui entrainer une augmentation de la « drivingdorcpour le C& de l'influx capacitif
(Chandy, DeCoursey et al. 1984 ; Chandy, DeCouetegl. 1986 ; Chandy, Wulff et al.
2004).
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Figure 33 : Signal calcique résultant de I'activaton du TCR (Cahalan, Zhang et
al. 2007)

De plus, certains canaux vont inhiber cet influlcicaue : le TRPM4 (canal sensible a
la concentration intracellulaire de Taessentiellement sélectif pour le sodium) va émémra
une entrée de sodium dans la cellule et, par coes¢qgva diminuer cette « driving-force »
pour le C&", par dépolarisation de la membrane plasmiquepet diminuer la quantité de
Cd" entrant dans la cellule (Launay, Cheng et al. 2004

3.4.2 L'activation du BCR

Le signal calcique du lymphocyte B est en granddigp comparable a celui de la
cellule T. En effet, aucune altération du développet du linéage B n’est observée dans des
souris déficientes pour ORAI-1. Cependant, suitéacivation de cette population B, par
'engagement du BCR, un défaut de proliférationadstervé dans ces populations déficientes
en ORAI-1. Par ailleurs, des étudesvitro ont montré que I'activation par le LPS de cellules
B, déficientes en ORAI-1, n’'induit aucune altératide prolifération. On peut donc dire que
I'influx calcique, et par conséquent le couragtak en résultant, gouverne la prolifération
dépendante de la présentation antigénique (Gwataréh et al. 2007; Vig, DeHaven et al.
2008).
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Figure 34 : Inhibition du signal calcique induit par 'engagement du BCR par
le FeyRIlb (Nimmerjahn and Ravetch 2008)

De méme, le signal calcique, induit par I'activatdu BCR, est aboli dans les cellules
B déficientes en STIM-1 (Morita, Tanimura et al.02). En outre, il existerait d’autres
canaux, perméables au®éa superfamille des TRP : TRPC1, TRPC7 ou TRP&@nt la
capacité d'étre activés en réponse a différentaudtis (pour revue, (King and Freedman
2009)).

Enfin, comme pour tout mécanisme cellulaire, desdufaieurs sont connus pour
moduler cet influx calcique. En effet, un role aateur a été décrit pour le CD20 (Bubien,
Zhou et al. 1993) alors que le CD22 et lgRtb (Figure 34) sont connus pour inhiber ce
phénomeéne d’entrée capacitive de*'Cpar la phosphorylation de la protéine SHIP (Sato,
Miller et al. 1996; Nimmerjahn and Ravetch 2008).

3.5 Le calcium dans I'immunodéficience

La comparaison de Ilymphocytes T de patients asteidfun syndrome
d'immunodéficiences combinées séveres (SCID) quiunndéfaut de signalisation calcique
et un défaut de translocation de NFAT nucléairecaeix de sujets sains, a montré que 75%
des genes modulés au cours de I'activation desHgoyies T étaient dépendants du calcium
(Feske, Giltnane et al. 2001). Le calcium peut étmresidéré comme un second messager. La

régulation de 'homéostasie calcique permet lalgdgun des fonctions cellulaires.
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Comme nous l'avons vu précédemment, des mutatier@RIAI-1 et de STIM-1 ont
été décrites chez des patients SCID (Feske, Gwaak 2006; Picard, McCarl et al. 2009).
Bien que la population lymphocytaire semble normlake lymphocytes T ne présentent aucun
signal calcique suite a 'engagement du TCR (F2€§K9).

La mutation la plus courante sur ORAI-1 est R918ubstitution d’'une Arginine en
position 91 par un Tryptophane. En 2006, Feskal. Montre que le courantgac est aboli
par cette simple substitution alors que I'adressig®RAI-1 et son association avec STIM-1
ne sont pas modifies (Feske, Gwack et al. 2006)plDs, les populations de lymphocytes
circulants sont normales, donc les différentes estagle sélection et de maturation de ces
cellules T semblent étre totalement indépendantendaanisme SOCHEia ORAI-1. Enfin,
cette mutation affecte également les lymphocyteBd@c, I'immunodéficience en résultant
doit étre une combinaison des altérations d’adtwades lymphocytes T et des B.

Plus récemment, une mutation de la protéine STIMtldécrite chez des patients
d’'une méme famille (Picard, McCarl et al. 2009)inkertion d’'une Adénine dans I'exon 3
(E128RfsX9), codant pour le domaine SAM, a pourséguence de produire une molécule
tronquée sans domaine EF-hand. Cette moléculeutalpac plus remplir son role de senseur
calcique. Cette protéine tronquée semble étrepedsexprimée au niveau ARN messager.
Cependant, le développement des populations lynyphioes circulantes ne sont pas
affectées. Mais I'absence de STIM-1 semble étreri@gine de maldies auto-immunes ou de
syndromes lympho-prolifératifs. En effet, ces troatients présentent tous un
hépatosplénomégalie. De plus, deux d’entre eux fremif d’'une anémie hémolytique
d’'origine auto-immune, ce qui est en corrélatioreawne diminution du nombre de
lymphocyte T régulateurs (CD@D25 Foxp3) circulants. Toutes ces observations restent en
accord avec les résultatsvitro (Oh-Hora, Yamashita et al. 2008) stipulant quedmbre de
lymphocytes régulateurs est diminué dans des solaxgrimant pas les protéines STIM-1 et
STIM-2. Ces souris présentent, comme les patie@d Sdes manifestations de maladies

auto-immunes.
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3.6 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont des celluless olle I'activation du systeme

immunitaire pour induire une réponse allogéniguecsjgue de I'antigene.

3.6.1 L'activation et la maturation des cellulegritiques

Plusieurs études montrent le role important dé @ans I'activation et les fonctions
des DC murines, mais les connaissances conceesmd humaines restent encore limitées.
En effet, le traitement par un ionophore calcideeC| A23187, entraine une différenciation
de monocytes humains en DC, ceci par caracténsptiénotypique. Ces DC produites par le
Cl A23187 ont le méme phénotype et des fonctionsbtables que les DC différenciées de
facon conventionnelle, apres traitement de monscyiemains a l'lL-4 et au GM-CSF.
Cependant, les DC, différenciées par le ClI A23X8%, un niveau d’expression du CD83
assez important, ce qui tendrait a penser que €esddt activées sans signal de maturation.
Ceci est conforté par le fait qu'elle soit capatblactiver la prolifération de lymphocytes T
allogéniques mais également d’induire une sécrétidRN-y par ces mémes cellules T
(Czerniecki, Carter et al. 1997).

Par ailleurs, la caractérisation du couraiixé dans les DC murines ne date que de
2001 (Hsu, O'Connell et al. 2001). Cette étude neolat sensibilit¢ des DC murines au*Ca
extracellulaire. En effet, TATP, un éventuel ageet maturation et de chimiotactisme, induit
une augmentation de Edntracellulaire. Cette augmentation est sensiblpatentiel mais est
consécutive a une déplétion des stocks calciquesceilulaires (RE). De plus, cette entrée de
Cd" est sensible au SKF-96365 : ce qui suggeére I'icafittn des mécanismes SOCE, et donc
du courant drac, dans la maturation des DC murines. Depuis de nemsks études ont
montré l'importance des canaux ioniques dans lestifons des DC murines. Une de ces
études fait référence. En effet, Matzegral. (2008) confirme la présence du couragiat
mais propose des candidats pour les régulateurs deecanisme SOCE (Matzner, Zemtsova
et al. 2008). En effet, l'utilisation d’inhibiteuggharmacologiques (margatoxine et ICAGEN-
4) a permis d’identifier le role de canaux potagsegdépendants du potentiel. En effet, ces
canaux font sortir du potassium et vont donc hyplanser la membrane ce qui entrainera
une favorisation de I'influx capacitif par un madért du gradient électrochimique pour I€€Ca
(Cahalan, Wulff et al. 2001). De plus, par I'uiiieon de ces inhibiteurs, Matznetral. (2008)

montrent qu’une inhibition ou modulation du sigealcique entrainerait une diminution des
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marqueurs de surface (CMH de classe Il), la mignatlirigée par CCL-21 ou la production
de cytokines tels le TNEk-ou I'lL-6; en réponse a une stimulation au LPSatiher,
Zemtsova et al. 2008).

Figure 35 : Communication de l'influx calcique parles nanotubules(Watkins
and Salter 2005)

En conclusion, de nombreux canaux modulant cetninflalcique sont présents au
niveau de la membrane plasmique des DC. Lors diimublis « plus physiologique », la
présence d’'une bactérie dans un organisme, usifpral calcique est observé. Le contact de
cette bactérie avec le phagocyte (les DC, par ebrimgluit une forte augmentation de’Ca
dans la CPA. Or, une étude récente montre la ptésda communication entre cellules
adjacentes. Dans I'exemple de la peau, les DC farme réseau complexe. Watkias al.
(2005) montrent que les DC sont capables de senrettre I'influx calcique, issu de la
stimulation bactérienne (Watkins and Salter 2005).

Ce transfert se fait par I'intermédiaire de nanateb connectant les cellules les unes
aux autres. Cette capacité de transduire le sidinake cellule a I'autre était est également
présente chez les DC immatures, ce qui permettaityue de sa rapidité, d’ « alerter » un

grand nombre de DC, comme le réseau de cellulésmnigherans de la peau.
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3.6.2 Le chimiotactisme des cellules denritiques

Les mécanismes de migration des cellules myéladigstent encore peu connus. La
migration des monocytes semble étre controléee@a’. En effet, une étude sur le réle du
CD38 (une ectoenzyme) apporte quelques éclaircesesnsur le role du Gadans les
processus de migration (Partida-Sanchez, Goodtiah 2004). Cependant, l'influx calcique,
produit par I'activation de cette protéine, n‘estspen réponse a une vidange des stocks
réticulaires : le médiateur de cette entrée eSRIBC2, activé directement par le CD38 (Hara,
Wakamori et al. 2002). Cet influx calcique aurait ndle dans le processus d’apoptose. De
plus, des souris déficientes en CD38 vont avoir [@€sincapables de migrem(vitro et in
vivo) bien que leur maturation apparaisse normaleerfitderait donc que le &aait un role
majeur dans la capacité des cellules myéloides gremifonction nécessaire pour une

surveillance accrue de 'organisme.
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V. OBJECTIFS DE L'ETUDE

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellulestfpde l'induction de la réponse
immune. Elles sont capables d’induire une répomseLine effectrice ou une réponse immune
tolérante. Dans I'organisme, ces cellules exissenis une forme immature. Sous I'influence
de signaux spécifiques, les cellules dendritiquent Wpasser au stade mature avec des
nouvelles propriétés. Une fois matures, les cdluendritiques vont orienter la réponse
immunitaire au travers de la polarisation des lyogytes T. L'observation que des greffés
rénaux traités par des inhibiteurs calciques avaiee meilleure survie de greffe, nous fait
penser que le calcium est un élément clef de leysiplogie. En effet, aucune cellule ne
saurait exister sans une régulation des flux caésgMais, peu de données existent sur la
régulation des flux calciques, ni des canaux imyg@lgjau cours de la maturation des cellules
dendritiques humaines. Notre objectif est d’étudeerphysiologie calcique des cellules
dendritiques humaines au cours de la maturatioj gue dans leurs fonctions. L'impact des
immunosuppresseurs sur la régulation calcique @ansellules dendritiques sera étudié. Ces
données devraient nous apporter des éléments phinniger les traitements actuels de la
greffe et d’envisager d’autres approches commeiliation des inhibiteurs calciques

spécifiques pour induire une tolérance immune.

Dans ce projet, nous étudierons le role de la iplogie calcique sur les grandes
fonctions des cellules dendritiques humaines (hD&bord au cours de la maturation, étape
essentielle de la vie de la DC, nous identifiedessdifférents canaux ioniques membranaires
impliqués selon les différents agents de maturattwur cela, il est nécessaire d’analyser les
différents types de courants existants au courscatee maturation par des approches
d’électrophysiologie (des techniques de « patchipla en configuration « cellule entiére »).
Enfin, nous analyserons le role du calcium dangdestions de la DC humaine.
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Matériels & Méthodes
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|. REACTIFS

Le RPMI-1640, la L-Glutamine, le cocktail d’antitigues Pénicilline/Streptomycine, le
PBS (Phosphate-Buffered Saline), 'TEDTA (ethyleimmne tetra-acetic acid) et le sérum de
veau foetal (SVF) proviennent de chez Gibco (lwgén, Cergy-Pontoise, France). Le sérum
de veau feetal est décomplémenté pendant 30 mialBié6sC avant d’étre ajouté au milieu de
culture. L'IL-4 recombinante humaine (rh) et le ThFont été achetés chez R&D Systems
(Lille, France) et le rhGM-CSF de chez Peproteétarig, France). Le zymosan a été acheté
chez Invivogen (Toulouse, France) alors que le (BS®herichia col, le MPA, le 2-APB (2-
amino-phényl-borate), la Thapsigargin, I'lbTx (ibheur du canal BKCa), le TRAM-34
(inhibiteur du canl KCA3.1 ou SK4), proviennent deez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France). LEGTA (ethylene glycol tetratic acid) provient de chez Boerhinger

Mannheim (Ingelheim, Germany).

Il. OBTENTION DES CELLULES
DENDRITIQUES HUMAINES

1. Différenciation des monocytes en cellules dentiques

Le sang issu de donneurs sains ayant signé un rdensent éclairé est obtenu par
cytaphérése. Le sang est alors centrifugé pendantiri a 1000g. Les cellules mononucléées
humaines du sang périphérique (CMSP ou PBMC) alon$ condensées en anneau et donc
isolées par centrifugation (990g) sur un gradiens@dimentation (Ficoll Hypaque, d= 1,077 ;
Lymphoprep, Nycomed, Oslo, Norvége). Les PBMC damées deux fois dans le milieu
RPMI complémenté en Pénicilline/Streptomycine a (Eppelé par la suite RPMI seul) a
600g puis deux autres fois a 400g afin d’élimines plaguettes. Les cellules sont re-
suspendues dans le milieu RPMI seul complémenté 3ede SVF puis 2.2@ellules sont
mises a adhérer en flasques (173-&micon flask, Becton Dickinson, Mountain View, &ta
Unis) pendant 45 minutes a 37°C sous atmospheredeuin5% de C@ Les flasques sont
ensuite lavées deux fois avec du RPMI seul afitirdider les cellules non adhérentes. La
qualité de I'adhésion est évaluée visuellementnpiaroscopie optique inversée. Les cellules
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adhérentes sont mises en culture a 37°C sous at@respumide contenant 5% de £dans

du milieu RPMI seul contenant 10% de SVF et 1% dé&lutamine (RMPI complet),
supplémenté par 25ng/mL de rhiL-4 et 1000 Ul/mLrd&M-CSF. Apres cing jours de
culture, les cellules sont réecupérées et denomlaregsésence de bleu Trypan afin d’évaluer

la mortalité cellulaire et en cytométrie de fluxup@valuer la contamination lymphocytaire.

2. Maturation des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques immatures (f)16ont mises en culture dans une plaque de
culture P24, & une concentration de ¥m@, contenant du RPMI complet supplémenté par
25ng/mL de rhiL-4 et 1000 Ul/mL de rhGM-CSF a 3&@us atmosphere humide contenant
5% de CQ. La maturation est induite pendant 18h soit paplit de Thapsigargin (TG), de
LPS (50ng/mL), de Zymosan (50ug/mL) ou de T&K25 ng/mL) en présence ou non
d’inhibiteur chimique spécifique.

Au bout de 18h de maturation, les cellules demrés sont centrifugées puis les
surnageants sont prélevés. Les cellules sont ensuites deux fois par le RPMI seul puis re-
suspendues dans du milieu RPMI complet. La nunoérates cellules a lieu en présence de

bleu Trypan afin d’évaluer la mortalité cellulaire.

lll.  CARACTERISATION DES CELLULES
DENDRITIQUES

1. Etude de 'expression des marqueurs de surfaceupcytométrie
en flux

La cytométrie en flux (CMF) est définie comme l'd¢uprécise de particules isolées
(cellules dans notre cas) marquées spécifiquenvert @n agent fluorescent et entrainées par
un flux de liquide. C’est une technique de carasafion individuelle, quantitative et
qualitative de particules en suspension dans wndig Elle consiste a analyser les signaux
optiques ou physiques émis par une particule cdulgafaisceau lumineux d’'un laser. Ce
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procédé d’analyse cellule par cellule est multipgraique et peut s’effectuer a la vitesse de
plusieurs milliers d’événements par seconde. Limatbur calcule les données statistiques
associées aux distributions des parametres mestréprésente les résultats sous la forme
d’histogrammes (un parameétre) ou de cytogrammasx(darametres).

Les cellules dendritiques sont réparties dans lamup 96 puits a fond rond a raison
de 1,5.18 cellules par puits, puis lavées avec 200uL de tange marquage (PBS contenant
4% de SVF et 0,1% d’azide). Les cellules sont g¢astentrifugées 5 minutes a 600g puis
incubées avec les différents anticorps monoclorawplés a des fluorochromes pendant 30
minutes a 4°C. Apres le marquage, les cellules $mvdes avec 200uL de tampon de
marquage, centrifugées 5 min a 600g et re-susperahues 200uL de tampon de marquage
puis un minimum de 30 000 événements par échamtillété analysé grace au cytometre BD
Canto Il (Becton Dickinson). Les résultats sontlgses par le logiciel Facs Diva (BD
Biosciences).

Les anticorps suivants ont été utilisés pour cérasglr le phénotype des cellules
dendritiques : les anticorps anti-CD83 conjugué~BLC (clone HB15e, 1gG1), I'anti-CD86
conjugué au Pe-Cy5 (clone 2331, IgG1), I'anti-CD@mjugué a 'APC (clone M-A251,
lgG1), I'anti-HLA-DR conjugué a I'APC (clone G46-@le chez BD Pharmingen ansi que les
anticorps anti-CD80 conjugué au PE (clone MAB1@%1) et I'anti-CD209 (ou DC-Sign)
conjugué au PE (clone AZND1) de chez Beckman Co(Midlepinte, France).

Pour la détection intracellulaire des cytokines, ¢ellules sont marquées avec un anti-
CD209 couplé au fluorochrome PE (clone AZND1, Ig®eckman Coulter, Villepinte,
France) pendant 30 minutes a 4°C puis perméalsliagec la solution BD cytofix/cytoperm
(Becton-Dickinson, Grenoble, France) pendant 20ute a 4°C et enfin marquées avec soit
un anticorps anti-IFN- conjugué au fluorochrome APC (clone B27, 1gG1), amti-IL-10
conjugué au APC (clone JES3-19F1, IgG1l), un anti2Lconjugué au FITC (clone C11.5,
IgG1) ou un anti-IL-4 conjugué au PE (8D4-8) dezxBecton Dickinson (Grenoble, France)
selon les instructions du fournisseur.

Les données sont représentées par le pourcentagsitieite de cellules marquées.
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2. Etude de la sécrétion de cytokines par la techoue ELISA

Les surnageants de culture sont récupérés puikést@ -20°C jusqu’a la réalisation
de 'ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)u$téurs concentrations de cytokines
ont été déterminées dont I'lL-12p70, I'lFNet I'IL-10 selon les instructions des kits ELISA
Ready-Set-Go correspondants (eBioscience). Les mgesont effectuées en duplicata pour
chaque échantillon. La quantification est réalidd'aide d’'une courbe-étalon obtenue grace a
des cytokines recombinantes purifiees. Les densipégjues sont mesurées a l'aide d'un

lecteur de plaque ELISA a une longueur d’onde dindb

V. SPECTROFLUORIMETRIE

1. Mesure de la concentration intracellulaire de C& par
spectrofluorimétrie avec une sonde fluorescente e IFURA-2

Le Fura-2 est une sonde fluorescente sensible 4&ud€aeconde génération dérivée
d’'un chélateur du G4 I'EGTA. La liaison du C& avec la sonde entraine a la fois une
variation de l'intensité de fluorescence et un dépinent du spectre d’excitation du Fura-2.
Le Fura-2 est une sonde a double excitation/mondgsséon. En effet, lintensité de
fluorescence émise par le Fura-2 a 515 nm, obtenueéponse a une excitation a 340 nm
(F340) et 380 nm (F380) en présence et en absen€atl se traduit par une augmentation
de F340 et une diminution F380. La mesure du rapperfluorescence F340/F380 permet
d’estimer la concentration en €antracellulaire. Les mesures en Fura-2 nécessitient
appareillage de changement continu de filtres ataits ou de monochromateurs pour
effectuer les deux excitations a 340 et 380 nmFum-2, comme la plupart des indicateurs
fluorescents du G4 est un anion polyarboxylé imperméant. Il ne gt introduit dans les
cellules que par perméabilisation ou micro-injettidinsi, le Fura-2 a été rendu permeéant en
ajoutant un groupement acétoxymeéthylester (AM)idési masquer les charges négatives sur
les groupements carboxyles de la molécule. Sotes frgtme non chargée, I'ester AM devient
hydrophobe et peut passer a travers les membr@epgndant sous cette forme la sonde est
totalement insensible au €all faut donc retirer le groupement AM qui estvélipar des

estérases intracellulaires et la sonde active giaate dans la celluld={gure 36).
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Figure 36 : Structure chimique du Fura-2AM extracelulaire et du Fura-2
apres clivage du groupement AM par des estérasestiiacellulaires. Le Fura-
2AM (Acetoxymethylester) est insensible au’Cd.e groupement AM rend la
sonde fluorescente perméante en masquant les shaggatives des groupements
carboxyles. Le Fura-2, lui est chargé donc n’eat glerméant et est sensible au
cd” intracellulaire.

2. Chargement des cellules par le FURA-2AM

Les DC sont mises a adhérer dans des boites de&Fe&td en verre, grace a la polyL-
Lysine (Sigma-Aldrich, France). Elles sont sortilesl’incubateur et le milieu de culture est
remplacé par 1 mL d’'une solution PSS/Fura-2 a umecentration finale de M. Les
cellules sont laissées 75 min dans le noir et £ 34t présence de la solution de Fura-2. La
solution stock de Fura-2 (Molecular Probes, USA)distribuée sous forme d’aliquots, sous
azote, a une concentration de 1 mM (le Fura-2 iast dans du DMSO) et est conservée a -

20°C. Apreés incubation les cellules sont mises &sgnce d’'une solution PSS sans Fura-2
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pendant 15 a 20 min, a température ambiante ckaigse le temps aux cellules d’hydrolyser
le groupement AM de la sonde. La boite est ensulaeée sur la platine inversée d'un
microscope a fluorescence (Nikon Eclipse TE20008H&on, France). La source d’excitation
lumineuse provient d’'une lampe Xénon 75-W et un ecbinomateur (Cairn Optoscan, UK)
permet d’exciter alternativement la sonde aux deogueurs d’ondes d’intérét. La sonde est
excitée pendant 50 ms toutes les deux secondesghal de fluorescence émis a 510 nm est
récupéré et amplifié par un photomultiplicateur (BMLe signal est alors numérisé par un
convertisseur analogique/numeérique (Digidata 1322A&¢n Instrument, USA) et analysé
avec Clampex 8.2 (Axon instrument, USA). Les dosngent analysées avec Clampfit 8.2
(Axon Instrument, USA) et Origin 7.0 (Microcal Saefire).

La calibration de la sonde Fura-2 a été réaliseaitdisant un ionophore calcique la
lonomycine (Sigma-Aldrich, France; 13909). Nous oas préparé deux solutions
extracellulaires : une dépourvue’C@CZ*, 5 mM d’EGTA, 10uM de lonomycine) et une
solution saturée en &52Ca, 10uM de lonomycine). Les cellules ont été mises esqrée
de la solution dépourvue et saturée efi" @anous avons pu ainsi calculer respectivement le
rapport minimum (Rmin) et maximum (Rmax) entre HBsmes F340 et F380. La
concentration de Cantracellulaire est déterminée par la relation ¢dibration étant re-
calculée pour chaque boite) (Grynkiewatzal.,1985) :

[Ca®™]; = Kg.p. (R-Rmin)/(Rmax-R) ol p = F38Q2ca/F3800cy)

3. Solutions expérimentales

Lors de I'étude électrophysiologique des cellulesmilieu de culture contenant des
protéines et facteurs de croissance peut pertlabdrarge des cellules par le FURA-2. Il est
par conséquent rincé et substitué par une soldaime physiologique de préservation
appelée PSS (Physiological Saline Solution) domblaposition est reportée dans le tableau
ci-dessous. Le PSS nous permet de controler toggiefas concentrations en ions et donc
leurs potentiels d’équilibre. Les bloqueurs phambagiques utilisés ou autres molécules
utilisées sont diluées a la concentration désiréesde PSS et perfusés dans le milieu

extracellulaire au contact proche de la cellule.
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Composition de différentes solutions extracellulais

PSS PSS 0-Ca

NacCl 140 140
NMDG - -
CaCb 2 -
MgCl, - 2
KCI 4 4

HEPES 10 10

D-(+)-Glucose 11 11
EGTA - 1

Tableau 5 : Composition des différentes solutionsxgracellulaires utilisées (en
mM). Le pH est ajusté & 7,4 avec NaOH pour PSS et RS$'0

V. ETUDE DE LA TRANSCRIPTION DU GENE
EN ARNm PAR LA TECHNIQUE DE REVERSE
TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN
REACTION (RT-PCR)

1. Extraction et dosage des ARN cellulaires totaux

La purification d’ARN intégrés a partir d'un échdélon de tissu ou de cellules en
culture est la premiére étape pour de nombreusdicagons en biologie moléculaire telles
qgue les analyses de Northern blot, la sélectionRiNApoly(A), la construction de banques
d’ADN complémentaires (ADNc),...

En ce qui nous concerne, nous avons cherché ardeégrquels sont les genes exprimeés en
ARN messagers (ARNm) sur les différentes conditidesculture des cellules, pour les

transcrire de facon inverse en ADNc, puis en faine amplification par PCR. Le moyen
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utilisé pour récupérer les ARNm fut d’extraire I&RN totaux utilisation du kit Promega
RNAgent® Total RNA Isolation System (Promega Corporatiomdidon, WI, USA).

Les cellules sont rincées deux fois successiveragat du PBS, puis récoltées et
centrifugées (700 x g pendant 5mn). Le surnagesntkminé et le culot cellulaire est
récupéré dans du PBS.

La solution de dénaturation refroidie dans la glé@mtenant 26 mM de citrate de
sodium, 0,5% de N-lauryl sarcosine, 0,125 Madmercaptoethanol et 4 M de Thiocyanate de
guanidine) est ajoutée au culot cellulaire et pedmeupture cellulaire en méme temps que le
blocage des RNAses (les enzymes de dégradaticARIN).

De l'acétate de sodium (2M, pH4) est ajouté autlysdlulaire et I'extraction des
ARN totaux se fait par séparation des difféerentastituants cellulaires dans le mélange
Phénol / Chloroforme / Alcool Isoamylique. Aprésgt minutes de centrifugation a 10 000 x
g a la température de 4°C, les ARN sont récupéaas th phase agueuse supérieure. |l s’agit
alors de les précipiter dans l'isopropanol (24 bBsua —20°C ou 2 heures a —-80°C) et
d’éliminer le surnageant. Il est possible de réalisn lavage a I'éthanol 75% pour éliminer
les traces de guanidine restante de la solutiodéd@turation avant de solubiliser les ARN
totaux dans de I'eau ultra-pure sans nucléase.

Le dosage des ARN peut se faire alors par photeenétar comparaison de
I'absorbance pour trois longueurs d’onde : 260, 28230 nm. L’absorbance a 260 nm traduit
la quantité d’ARN ou d’ADN. Il s’'agit en fait de dbsorbance des bases des acides
nucléiques. L'absorbance a 280 nm traduit la gté&ade protéines présentes (en effet certains
acides aminés aromatiques absorbent a cette londloeue. L'idéal étant que le rapport des
absorbances 260/280 nm soit proche de 2. Un faglplgort indiquera une contamination par
les protéines, il est alors conseillé de refaire extraction dans le phénol / chloroforme (avec
le risque de perdre des ARN). Quant au rapportsdddance a 260/230 nm, il traduit, quand
il est faible, la contamination par la guanidineipant provenir de la solution de dénaturation
initiale. Il faut alors refaire une précipitation @résence d’acétate de sodium (2M) et d’'un
volume équivalent d’isopropanol. Une unité d’absmide a 260 nm correspond a 40 pg/mL
d’ARN simple brin total.
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2. Transcription inverse (Reverse Transcription : R)

La transcription inverse consiste, grace a latdivi’'une enzyme appelée «reverse
transcriptase », a obtenir a partir d'un ARN, lgusnce complémentaire d’ADN. Cet ADN
comporte alors uniquement la séquence exoniqueeda, giébarrassée de ses introns aprés
I'épissage, et est défini de complémentaire (ADNCc).

Les ARNm présentent tous, a I'exception des ARNm® liistones, une queue faite de 200 a
250 nucléotides a Adénosine en 3’, aussi appeldg(Ajo Cette particularité a été
originellement mise a profit pour effectuer la saription reverse uniguement des ARNm par
I'utilisation d’une amorce de type Oligo(dTFigure 37). Cet oligonucléotide a thymine
s’apparie au poly(A) pour former une amorce indisable a la reverse transcriptase qui, en
présence des désoxynucléotides triphosphates ddd PP, dGTP et dTTP, va synthétiser le
brin complémentaire d’ADN. Nous sommes alors ensgmée d'un hétéroduplex
ARNM/ADNCc. Pour ne récupérer que '’ADNc simple brihest indispensable de faire agir
une RNAse H qui va dégrader les fragments d’ARNtemms dans les hétéroduplex
ARN/ADN.

Dans le cadre de nos études, nous avons utilisénétieode plus récente qui consiste
a réaliser la transcription reverse des ARN totaux utilisant comme amorces des
désoxynucléotides hexamériques synthétisés auch@sadom primers pd(Np’-Phosphate,
ref 27-2166-01, Amersham Biosciences, UK). Cesooligcléotides vont alors reconnaitre
différentes séquences et se fixer aléotoiremens awifagcon complémentaire a tous les ARN
présents dans le milieu réactionn€igure 37). La reverse transcriptase permet alors la
synthese d’ADNCc, a partir de tous les ARN (messagie transfert, ribosomaux), qui seront

récupérés sous la forme de fragments simples apres action de la RNAse H.
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Figure 37 : Schéma général de la transcription inverse d'’ARNm re ADNc
utilisant comme amorce un oligo dT. 1 addition de I'oligo dT dans le milieu
réactionnel.2, appariement de I'oligodT avec la queue poly(A) ldRNm. 3,
transcription inverse de ’'ARNmM en ADNCc, en présede la reverse transcriptase
et des différents désoxynucléotides triphosphatiesdigestion des ARN des
hétéroduplex ARN/ADN par la RNAse H.

Nous avons utilisé le kit de transcription invers®eady-to-go You-prime
First-Strand Beads (Ref: 27-9264-01, Amersham @&érges, UK) qui se présente sous la
forme de billes lyophilisées qui contiennent toes téactifs et enzymes nécessaires : le
tampon, les désoxynucléotides triphosphates (dAIA,P, dGTP et dCTP), une reverse
transcriptase murine (FPLCpi*g du RNAguar® pour éviter la dégradation d’ARN.
Nous avons utilisé 2 pg d’ARN total, pour chaquangcription inverse, que nous avons
placés dans un volume réactionnel de 32 ul totsp @yec de I'eau RNAse et DNAse-free).

L’échantillon est alors dénaturé pendant 10 minaté5°C puis refroidit sur glace pendant 2
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minutes avant de le mettre en contact avec la detionnelle. On ajoute alors 0,2 pg de
primers pd(Ny dans le milieu réactionnel. La réaction de revérsescription se fait alors en

1 heure a une température de 37°C.

3. Reéaction de polymérisation en chaine (Polymeras€hain
Reaction : PCR)

La réaction de polymérisation en chaine ou PCRy(Retase chain reaction) est une
technique de biologie moléculaire tres utiliséesemiu point dans les années 1980 par Kary
B. Mullis (Prix Nobel de Chimie en 1993) et qui p&t une forte amplification sélective
d’'une séquence spécifique d’ADN. Ainsi, il est pbks d’obtenir un trés grand nombre de
copies du géne d’intérét a partir de tres peu dcntes. Cette technique comporte de trés
nombreuses applications telles que la constitudi®mibliotheques d’ADNc, la recherche de
maladies génétiques, I'amplification de séquencd®MN pour le clonage, lidentification
génetique d’individus a partir de différents échilmts (sang, cheveux, sperme,...), ou encore
I'identification de I'expression de différents g&ra#intérét.

La séquence nucléotidique de la région d’ADN a #iepln’est pas nécessairement
connue dans sa totalité. Seules deux courtes sgepi@ux extrémités de la zone a amplifier
doivent étre déterminées afin de servir d’amorcela @&éaction de polymérisation (voir
chapitre suivant : « Détermination des amorcesCR P).

La réaction de PCR est constituée de n cycles (80) ale trois étapes-igure 38). La
premiére étape est une étapedématuration de 'ADN bicaténaire en deux brins d’ADN

monocaténaire a une température proche de 95°€edande étape consistel@ybridation

spécifigue des amorcesur les brins d’ADN monocaténaires, a une tempéganférieure a

celle de dénaturation (classiqguement située auteuB0°C, mais variant en fonction de la
séquence a amplifier). Les amorces se fixent dréexité 3' des monobrins d’ADN puisque
la troisiéme étapd’g€longation, qui est la synthese du brin complémentaire d’ADpartir de
'amorce se fait dans le sens 5’ vers 3. Cettel®gse d’ADN complémentaire se déroule a
une température supérieure a celle de la renaiardé 'ADN matrice : classiquement 72°C.
A cette température la majorité des enzymes esitdé¥e, c’est pourquoi nous utilisons une
ADN polymérase dont lactivité est résistante a tdes hautes températures : Taq

polymérasequi est extraite d€hermophilus aquaticysin microorganisme vivant a proximité
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des sources hydrothermales. Cette étape néceigsiteriiendu I'apport des différents désoxy-
nucléotides sous leur forme triphosphate (dNTP: TRA dTTP, dGTP et
dCTP).

| %“wm“ww""% { Etape 1:
00 CARARLNELTRREDN v AL OB

Dénaturation de ’ADN

| | T —

> -.‘i‘} i " Etape2:
) Hybridation des amorces
i ~ 60°C

| 3

(TTTITTITT] z
APy M LTI Etape 3:

I s Elongation dans le sens

| b D23

§ e[ 33" - |l
W] I ”” - \ ~ 7200

Figure 38 : Les trois étapes successives d'un cydiie la réaction de PCR
(dénaturation, hybridation et élongation).

Nous pouvons ainsi comprendre qu’'a chaque cycleoiiebre de copies du fragment
d’ADN d'intérét est doublé. Le nombre théoriquerdelécules d’ADN apres n cycle est par
conséquent de"2Ce nombre est théorique et présuppose que Beffie de I'élongation a
chaque cycle est de 100%, ce qui est loin d’éteateen pratique (hybridation plus ou moins
bonne des amorces et élongations plus ou moinsletesjpp Une meilleure approximation du

nombre final de copies ¢Nest donnée par I'équation suivante :

N =No (1 + YY)
Avec Ny, le nombre de copies initiales ; Y, I'efficacité Belongation compris entre O et 1, et

n, le nombre de cycles.
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Dans nos études, nous avons utilisé des kits de :RICIRETaq Ready-To-Go PCR
Beads (Ref: 27-9557-01, Amersham Biosciences, UB8. kit est constitué de billes
lyophilisées stables a température ambiante comaptende la BSA, les quatre dNTP
nécessaires a la synthese du brin d’ADN, envirénudjtés de puReTag DNA polymérase
et du tampon réactionnel. Lorsque la bille est metituée dans 25 pL de solution finale, la
concentration de chaque dNTP est de 200 uM dansalogon tampon a 10 mM Tris-HCI
(pH 9 a température ambiante), 50 mM KCI et 1,5 MICl,. Pour chaque réaction, il faut
donc ajouter les deux amorces (« Forward » ou & segt « Reverse » ou « antisens ») que
nous avons utilisé a une concentration finale 8qu® (12,5 pmol dans les 25uL réactionnels
finaux comme le stipulent les recommandations @udant : entre 5 et 25 pmol), ainsi que la
matrice d’ADNc (environ 80 ng) avant de complétenalume final de 25 pL. Nous avons
réalisé, dans nos études, des PCR de 40 cyclesda ’'un thermocycleur (Biometra Uno-
Thermoblock 9609145, Allemagne). Chaque cycle cemgt les 3 étapes suivantes: la
dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, I'hyloidates amorces a 60°C pendant 1
minute, et la phase d’élongation & 68°C pendantirfutes. Une fois la PCR réalisée, les
fragments d’amplifications étaient conservés a temepérature de 4°C. Afin d'éviter les
phénomenes d’évaporation des échantillons au cdessdifférents cycles de la PCR, le
couvercle du thermocycleur est réglé a une temperadle 99°C et les échantillons sont

recouverts d’'une goutte d’huile minérale (SIGMA,3904, Saint-Quentin Fallavier, France).

4. Conception des amorces

Comme nous avons pu le voir, la réaction de PCRgs#te I'hybridation d'un couple
d’amorces oligonucléotidiques spécifiques sur lguséce d’ADN que l'on souhaite
amplifier. La qualité de I'hybridation dépend de daantité et de la qualité des amorces
utilisées, ainsi si le rapport matrice d’ADN / ames est important, la séquence de ces
derniéres est déterminante. Il faut par conséquammaitre les extrémités de la séquence cible
a amplifier et pour cela il est souvent possibletélécharger, a partir d’'une banque de

données (ex : Genbank), la séquence compléte d’Ablene d’intérét (sur le site du NCBI :

National Center for Biotechnology Informatidmtfp://www.ncbi.nlm.nih.goVy/ Il faut ensuite
déterminer la portion intéressante a amplifier boigir les séquences qui serviront a

I'amorcage. Nous avons alors utilisé le site PRIMERttp://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
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bin/primer/primer3_www.cq@i qui nous permet de sélectionner les meilleureorees

possibles avec différents critéres : taille du rinegt & amplifier, taille des amorces (souvent
20 nucléotides), % de GC (au moins 50%), tempésatarfusion (Tm, proche de 60°C), ... |l

nous reste encore a verifier sur le site BLASTQ://www.ncbi.nih.gov:80/BLAST)/que les

amorces choisies ne risquent pas d’amplifier uggiesgce d’'un autre géne différent de celui
voulu. Il est aussi possible de déterminer, aveaid¢ du site ENSEMBL
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/exonview?trapsctENST00000219070%

'enchainement des différents exons d’'un gene adantiéterminer le couple d’amorces a
utiliser. En effet il est intéressant de détermumee séquence a amplifier qui soit a cheval sur
deux ou plus d’exons : il sera ainsi possible d#ieési TADNc a pu étre contaminé par de
’ADN génomique. Dans ce cas nous observerionspgldimation de fragments plus grands
qui comporteraient en plus de leurs séquences guesi des séquences introniques
intercalantes. Pour exemple, nous pouvdrableau 6 les amorces que nous avons choisies
pour identifier 'expression d’ARNmM codant les cardoniques (calciques ou potassiques).
On distingue alors I'amorce « Forward » (ou « s&nde I'amorce Reverse (ou « antisens »).
L’amorce Forward est directement sélectionnée surbdin 5-3 d’ADN et ira par
conséguent se fixer par complémentarité de basds buin 3'- 5’ complémentaire d’ADN.
Quant a I'amorce Reverse, elle est sélectionnédesirin 3'>5’ pour étre directement
complémentaire du brin 5/3' d’ADN. Dans le tableau 11 sont représentés iff@rdnts
géenes dont I'expression nous intéressait et pagulels nous avons sélectionné des couples

d’amorces spécifiques.

Sens Antisens

STIM-1 GCATCTTGCCTGGAGACCGT CAAGACGGACGCATACATCC
ORAI-1 GTCACCTACCCGGACTGGAT TGGAGGCTTTAAGCTTGGCG

KCa3.l A TTCCTGACCATCGGCTAT ACGTGCTTCTCTGCCTTGTT

KCal.l GCTCCGTGCCAGCAACTTTC CAGCCCTTAAATCAGCCCGA

Tableau 6 : Amorces de PCR
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V. MARQUAGE POUR L'ANALYSE EN
MICROSCOPIE CONFOCALE

La veille de I'analyse en microscopie confocallalpoly-L-lysine dilué au 1/28est
déposé pendant 45 min sur les lames Labtek® (Ndilges International, ref 154534) afin de
permettre I'adhérence ultérieure des cellules. alg-p-lysine est retirée et 1,5.1@ellules
sont déposées dans chaque puits que I'on laisesaeB0 min a température ambiante. Le
surnageant est ensuite jeter par retournement.

Pour le marquage intacellulaire (KCa3.1 et STIM2DQ pL de Cytofix/Cytoperm (kit
BectonDickinson) sont ajoutés. Aprés une incubatien20 min a 4°C a l'obscurité, les
Labtek® sont rincées 2 fois avec 200 pL de PermWhskKit BD (Becton Dickinson, ref
554715). Lesanticorps, primaires, monoclonal devighélirigé contre KCa3.1 (Santa Cruz
Biotech, USA, sc-27081) et monoclonal de sourigydicontre STIM-1 (Santa Cruz Biotech,
USA, sc-79106), dilués au 1/1%8dans du tampon de marquage (PBS 4% SVF 0,1% Azide)
sont déposés dans chacun des puits avec pour vdinatede 250 pL. Les Labtek® sont
incubées 30 min a température ambiante. Chacuputssont ensuite rincées avec 200 pL
de tampon de marquage. Les anticorps secondaitéshanre couplé au fluorochrome
AlexaFluor® 647 (Invitrogen Molecular Probes, A2#24et anti-souris couplé au
fluorochrome AlexaFluor® 488 (Invitrogen MoleculBrobes, A11001), dilué au 1/208
dans du tampon de marquage sont déposés dansumevtihal de 250 pL par puits. Aprés
30 min d’'incubation a I'obscurité et a températamebiante, les puits sont rincés avec 200 pL
de tampon de marquage.

Pour le marquage extracellulaire, I'anticorps, @i, monoclonal de lapin dirigé
contre ORAI-1 (Santa Cruz Biotech, USA, sc-68835nenoclonal de chévre contre KCal.1
(Santa Cruz Biotech, USA, sc-14746) dilués au 1¥1%5@ans du tampon de marquage (PBS
4% SVF 0,1% Azide) sont déposés dans chacun desauec pour volume final de 250 pL.
Les Labtek® sont incubées 30 min a température amdi Chacun des puits sont ensuite
rincées avec 200 pL de tampon de marquage. L'ap8ceecondaire anti-lapin couplé au
fluorochrome AlexaFluor® 555 (Invitrogen Molecul@robes, A31572) ou anti-chévre
couplé au fluorochrome AlexaFluor® 647 (Invitrogdolecular Probes, A21244) et dilué au
1/206™ dans du tampon de marquage est déposé dans umevéihal de 250 pL par puits.
Apres 30 min d’incubation a I'obscurité et a tengpére ambiante, les puits sont rincés avec
200 pL de tampon de marquage. Les Labtek® sontlapsuite, séchés par évaporation. Les
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chambres des Labtek® sont arrachées a I'aide déllfourni par le fournisseur. Une goutte
du milieu de montage (contenant du DAPI ; Invitnog®lolecular Probes, P36935) est
déposée dans chaque puits. Enfin, une lamellelastégsur les puits, puis luter a I'aide d’'un
vernis. L'analyse des préparations a été réalmedaboratoire U637 « Physiopathologie
cardiovasculaire » de l'université de Montpellien eollaboration avec le Dr. Jérémy
Fauconnier. La lecture des lames préparées seafdfaide d’'un microscope confocal
LMS510 meta Zeiss, equipé avec un objectif a immer& eau) x63 (NA:1.2). Les images
montrées sont issues d’'une méme lame, avec unaldriquage. Un laser rouge sera utilisé

pour exciter I'AlexaFluor®555 et 647 et un vert ptdlexaFluor® 488.

VIl. ELECTROPHYSIOLOGIE CELLULAIRE : le

" patch-clamg

La techniqgue du patch clamp est une méthode épgutsiologique permettant
I'enregistrement de courants macro ou microscoicae travers la membrane plasmique
d’une cellule unique, lors de I'application d’unteotiel imposé. La technique du patch clamp
a été mise au point en 1976 par Erwin Neher et 8gkimann pour enregistrer des courants en
canal unitaire (microscopique) sur des fibres mias@s dénervées de grenouille. Cette
technique repose sur les capacités d’interactibnisadhérences d’une micropipette de verre
avec les lipides membranaires. La pipette, dodtdmeétre a I'extrémité est de I'ordre dm,
forme un contact électrique hautement résistanélappSeal », isolant ainsi sous sa pointe
une petite portion de membrane plasmique appel@ateh ». On estime la qualité du
scellement par la résistance de Seal qui doit ®iprieure a 1 &, on parle alors de «
Gigaseal ». Cette micropipette de verre est remplie d’unieuilintrapipette (MIP) de
composition connue jouant le r6le de microélectrpgemettant a la fois de contrdler le
potentiel de membrane et d’enregistrer les courdmtsechnique de « Improved patch clamp
», ou technique du patch clamp amélioré, et seBguoations, ont été décrites en détails par
Hamill (Hamill, Marty et al. 1981).
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1. Les différentes configurations de patch-clamg

Hamill et al. (1981) ont initialement décrit quatre configurasode la technique du
patch clamp Kigure 39)(Hamill, Marty et al. 1981). Lors de I'obtentioru dsigaseal, il est
possible d’enregistrer les courants microscopigdes a l'activité des canaux ioniques
présents dans le morceau de membrane placé sqigelte. Il s'agit alors de la premiére
configuration possible de la technique du patcimpla la configuratiorcell-attached(cellule
attachée). A partir de cette configuration, il psssible de rompre le morceau de membrane,
précédemment isolé, en exercant une bréve prességetive a l'intérieur de la pipette suivi
d’un retour a la pression normale. Le patch penet @alement rompu par I'application d’un
choc électrique (zap »), de haut voltage et de faible durée, déstalniliees phospholipides
chargés de la membrane. Nous sommes alors en gaatian whole-cell (cellule entiére)

aussi appeléruptured patchou patch rompu.

Pipette
Electrode

MP —————

Membrane
cellulaire

Canal
lonique

Configuration Cellule Configuration Cellule
attachée ‘ entiére

Pipette

Electrode

MIP -

Membrane | i
cellulaire ;
Canal j
lonique
Configuration Inside- Configuration Outside-
out out

Figure 39 : Schéma des quatre principales configuteons de la technique du
patch-clamp. Cellule attachée, Cellule entiere, Inside-out, @esiut. (Modifiée
d’apres I'image de Bo Skaaning Jensen®©)
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Dans ce cas, le milieu intracellulaire est dialpe# le milieu intrapipette dont la
composition connue permet un contrdle du milievaicellulaire. Ayant un acces électrique
direct a l'intérieur de la cellule, il est alorsgsible d’enregistrer des courants macroscopiques
correspondant a l'activité de I'ensemble des cananixjues de la cellule. Il est important de
remarquer que la dialyse du milieu intracellulapeut entrainer une perte d’éléments
régulateurs des canaux et des voies de signahsatRour éviter cette perte des éléments du
cytosol, la technique de patch perforé a été dépéle. Elle consiste a ajouter dans la solution
intrapipette des antibiotiques de type nystatinamphotéricine B (Rae, Cooper et al. 1991),
tres hydrophobes en raison de leurs structuresigh@s. Ces antibiotiques sont capables de
s'insérer dans les membranes cellulaires pour itoestdes pores qui assurent une parfaite
conduction électrique entre le milieu intrapipedtentracellulaire par la diffusion spécifique
de cations et anions monovalents, mais en exclioan¢ dialyse entre le cytoplasme et le
milieu intrapipette. Les deux autres configurati@ast appelées patch exciggside-out et
outside-out respectivement obtenues a partir de la configuratell-attached et patch
rompu. Ces deux configurations permettent I'enregistr@nake courants unitaires provenant
de l'activité de quelques canaux ioniques présdais le morceau de membrane excisé. La
configuration outside-out est obtenue en éloigndoticement la micropipette aprés la
réalisation du patch rompu. En se rompant, la mamébiforme une vésicule dont le coté
exposé au bain est le coté extracellulaire et deniorceau de membrane situé sous
I'extrémité de la pointe de la pipette est rompa.donfiguration inside-out est obtenue en
éloignant brutalement la pipette de patch, a pdetila configuration cell attached, de maniere
a conserver seulement le morceau de membranesisa$éla pipette et dont la face interne de
la membrane est en contact avec le bain. Pourst@ate configurations I'enregistrement des
courants ioniques se fait en modekage-clamp ou voltage imposé. Aussi, il est possible
de mesurer le potentiel de membrane de repos diedese: on parle alors decurrent-

clamp» ou courant impose.
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2. Propriétes électriques passives de la membran&apmique

La configuration cellule entiere de patch rompunpetr la mesure des propriétés
électriques passives de la membrdfigyre 41).

e La capacité membranaire (Cm) de la bicouche lipidigue donne une bonne
estimation de la surface lipidique. Elle est ex@gdnen pF et est calculée a partir des courants
capacitifs enregistrés lors d’'un créneau de paknti

* La résistance membranaire (Rm)qui permet d’estimer la perméabilité¢ de la
membrane aux ions au repos.

* Le potentiel de membrane de reposu potentiel de membrane (Em)qui est enregistré en

mode«current-clamp»par I'amplificateur

3. Dispositif expérimental

L’installation de patch clamp repose sur une tedoté-vibrante (Ealing, USA) et
I'isolation électrique est assurée par une cagearaday reliée a la terre. La boite de pétri,
contenant les cellules, est placée sur une plaguplekiglas installée sur la platine d'un
microscope inversé (Nikon, Eclispe TE 300). La tippele patch est approchée de la cellule
grace a l'utilisation d’'un micromanipulateur piélaxdrique (TS-5000-300, Burleigh, USA).
Un micromanipulateur hydrauligue (MMN-1, Narishiglapon) assure I'approche de la téte
de périfusion au dessus de la cellule. Ce systesheetié & six capillaires permettant la
perfusion de différentes solutions expérimentales pipette de patch, c’est I'électrode de
mesure. Elle est remplie de milieu intrapipetteirestallée sur le portoir de la téte de
I'amplificateur de patch. Un fil d’argent chlorub&igne dans le milieu intrapipette et assure

la connexion électrique au systeme d’amplificatbd’enregistrement.
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Figure 40 : Représentation schématique de l'instation de patch clamp. A
micro-ordinateurB. convertisseur analogique/numérique et numériqadsgique,
C. amplificateur de patchclamp. oscilloscopeE. micromanipulateursy. table
anti-vibration,G. microscope inversé]. systeme de périfusioh, caméra CDD,.
moniteur vidéoK. cage a Faraday.

L’électrode de référence est plongée dans le miigtacellulaire de maniere a fermer
le circuit électrigue. Ces deux électrodes sontneotées a I'amplificateur de patch clamp
(Axopatch 200-B, Axon Instruments, USA) qui asslaeconversion courant-tension : il
amplifie le courant mesuré aprés l'avoir convertitension. L'amplificateur est lui-méme
relié & une interface qui assure la conversionogiglie/numeérique (Digidata 1322A, Axon
Instruments, USA), qui transmet le signal convartin ordinateur. Cette interface permet la
conversion de la tension, une mesure physiqueneignal numérique pouvant étre intégre et
analysé par I'ordinateufigure 40).

Les courants sont filtrés par un filtre Bessel & dréquence de 2 kHz et sont
échantillonnés a une fréquence de 10 kHz. Un oscitpe nhumérique (Tektronix TDS 310,
USA) permet la visualisation directe des couramiee@istrés et du voltage imposé. Les
expériences sont réalisées a température ambihimeposition du voltage ainsi que la
visualisation et I'enregistrement des courants sm#istés par ordinateur et pilotés par le

logiciel pClamp 9.0 (Axon Instruments, USA). Lanstilation et I'acquisition se fait avec
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Clampex et Clampfit permet I'analyse des donnéess graphiques et les courbes sont
réalisés grace au logiciel Origin Microcal 7.0 (ktical Software, USA).

4. Fabrication des pipettes de patch-clamp

L’électrode est linterface indispensable entre &ellule et le dispositif
d’enregistrement. Elle a pour role de convertirasurant de nature ioniqgue en un courant
purement électrique. Pour ce faire, I'électrodecesistituée d’'une pipette de verre, contenant
une solution ioniqgue dans laquelle baigne un fdrgént chloruré. Tous les mouvements
ioniques générés par la cellule sont transmis tlmsicropipette par le biais de la solution
saline et conduits dans le fil d’argent par simptgdo-réduction conformément a I'équation

suivante :

ClI'+ Ag+— AgCl + €

Pour conduire le mieux possible la propagation a@mgants ioniques sur le fil d’argent, la
chloruration doit étre la plus parfaite possiblée Eest effectuée par trempage du fil d’argent
dans I'eau de javel (hypochlorite de sodium). Cetéghode présente I'avantage d’étre rapide
et peu colteuse. La pellicule de chlorure d’argginsi formée est relativement fine et
homogene. Il faut cependant répéter I'opérationuliégement. La qualité de la mesure que
I'on désire effectuer est également dépendanta dedlité de I'accolement de la micropipette
a la membrane de la cellule, c'est-a-dire a laitgualu Gigaseal. Son obtention est la
résultante de plusieurs facteurs dont :

» La propreté de la membrane.

» La nature de verre utilisé.

» La géométrie des pipettes, qui dépend du typevelee utilisé et des
caractéristiques de I'étirage.

Il existe plusieurs types de verres qui différeat feur température de fusion, leur
constitution chimique ou encore leur propriété tigae. Le choix du verre se fait alors en
fonction de la facilité a établir un scellementt@rite résistance avec la membrane cellulaire
ainsi gu’'un bon acceés électrigue lors de la ruptiugpatch apres aspiration. La résistance
électrigue de la pipette, mesurée lorsque celkstremplie de milieu intrapipette et plongée

160



dans le milieu extracellulaire, est un indicateeraltaille de la pointe de la pipette. Plus elle
est grande plus la pointe est fine et plus le diemeést petit. Ainsi la résistance de pipette
(Rp) ne doit pas étre trop élevée pour ne pas avarrésistance d’acces trop grande, ni trop
faible ce qui rend le « seal » difficile & obteriia résistance des pipettes utilisées est
généralement comprise entre 4 et L.M_es pipettes que nous utilisons sont fabriquées a
partir de verre de borosilicate, verre dur (GC138HRHarvard apparatus, UK). A I'opposé, le
verre hématocrite est dit verre mou. Sa structuéguliére lui confere une température de
fusion faible facilitant I'étirage. Avec ce type derre il est facile d’obtenir une forme de
pointe de pipette souhaitée. Ce type de pipettsepté I'avantage d’obtenir rapidement un
scellement a la membrane trés rapide et de boralééyuCependant, la capacité générée par
ce type de verre est tres élevée ce qui peut altareualité des signaux enregistres.
Contrairement au précedent, le verre dur possedestiacture trés réguliére qui lui confére
une trés haute température de fusion conduisardbéehtion de pipettes de formes plus
allongées et par conséquent une résistance d'agtegeslevée. Néanmoins, sa conductivité
électriqgue est nettement plus faible et peut é&@ldment compensée. En effet, sa paroi
beaucoup plus épaisse, génére une capacité phles fpie le verre mou. Les électrodes sont
fabriqguées par la technique du double étirage ide’a’'une étireuse verticale (Narishige,
Japon, PP-830).

5. Solutions expérimantales

Compte tenu de la diversité des canaux ioniquespps et autres transporteurs que

I'on trouve sur la surface des membranes cellidaiteconvient de choisir judicieusement la
composition des solutions expérimentales. Une isoluphysiologique expérimentale doit
répondre a certaines caractéristiques :

* Elle doit respecter I'iso-osmolarité de partdetutre de la membrane.

 Elle doit respecter les conditions de pH phyxiajues.

 La membrane cellulaire étant tres affine pour i@ss divalents, il est
indispensable de bien contréler leurs concentrafipaur le cas de la solution extracellulaire.
Selon la concentration des divalents utilisés, @squnage des charges de surface peut avoir
lieu. Cet effet risque d’avoir des conséquences lausensibilité apparente vis-a-vis du

potentiel, des canaux ioniques (Hilles, 1984 ; 3992
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5.1 Solutions extracellulaires

Lors de I'étude électrophysiologique des cellulesmilieu de culture contenant des
protéines et facteurs de croissance peut pertuidblissement du « seal ». Il est par
conséquent rincé et substitué par une solutiomesgdhysiologique de préservation appelée
PSS (Physiological Saline Solution) dont la comipmsi est reportée dans le tableau ci-
dessous. Le PSS nous permet de controler totaldegenbncentrations en ions et donc leurs
potentiels d’équilibre. Les bloqueurs pharmacolagiutilisés ou autres molécules utilisées
sont diluées a la concentration désirée dans leePB&fusés dans le milieu extracellulaire au

contact proche de la cellule.

Composition de différentes solutions extracellulais

PSS PSSchac PSS ocd

NaCl 140 140 140
CaCh 2 10 -
MgCl, - 2

KCI 5,4 5,4 5,4

HEPES 10 10 10

D-(+)-Glucose 11 11 11
EGTA - 1

Tableau 7 : Composition des différentes solutionsxgacellulaires utilisées (en
mM). Le pH est ajusté & 7,4 avec NaOH pour PSS et RS$'0

5.2 Solutions intracellulaires

Lors de I'étude électrophysiologique des cellulaslp configuration patch rompue du
patch clamp, le milieu intrapipette (MIP) utilisétaune solution saline, conductrice, qui va
dialyser le milieu intracellulaire et doit par cénsient étre le proche possible de celui-ci. Les
compositions ioniques des cellules cancéreuses raaaBOU pulmonaires n'ayant jamais été

décrites, nous avons utilisé une solution de coitiposclassiquement utilisée pour ce type
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d’étude : le milieu contient de I'ATP, pas d'ions?Cet un chélateur calcique, 'EGTA. Nous
pouvons alors qualifier ce milieu de « MIP & pCa oontrdlée », pour lequel le Eprésent
est apporté par les traces contenues dans lesedi®s poudres utilisées mais dont I'activité
n'est pas déterminée. Par la suite nous avonseaitiles MIP dont I'activité calcique a été
contrdlée par I'établissement d’'un tampon entr&ITA et I'apport de C&. Nous avons alors

qualifié le MIP par sa concentration calculée deigm libre,pCa X, indiquant une activité
calcique de (Ca*") = 10X M. (Tableau 8)

Composition de différents milieux intracellulaires

MIP pCa non contrélée MIP pCa 7 MIP pCa 6,4 MIPACR

K-glutamate 110 125 125 135

KCI 10 20 20 -

NaCl 10 - - 10
MgCl, 1 1 1 1
CaCl - 0,37 0,7 -
Mg-ATP 1 1 1 1
EGTA 10 1 1 -

HEPES 10 10 10 10
BAPTA - - - 10

Tableau 8: Composition des milieux intrapipette (MP) utilisés en
configuration patch rompu. Le pH est ajusté a 7,2 avec du KOH.

6. Protocoles expérimentaux

Les courants ioniques sont générés par des prewodé rampe (déplacement
rectiligne du potentiel de membrane) de -120 a m%0a partir d’'un potentiel de maintien («
holding ») de -70mV, a une fréquence de 0,5 HZweteddurée de 500 ms. Ce protocole dit

de rampe, nous permet d’étudier les courants i@siquésents dans les cellules. Le protocole
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de dépolarisations successives nous permet dergmaskes courbes de relation courant-
voltage (courbe I-V). Ces dernieres sont obtenuesnesurant I'amplitude moyenne du
courant (en pA/pF pour s’affranchir du parametitetale cellule) en isolant les traces les
plus représentatives.

L’amplitude du courant est alors normalisée a lpacdé membranaire de la cellule
(pF) et les courants sont exprimés en densité deanb (pA/pF). Les densités de courant
enregistrées lorsque la cellule est perfusée awed®dS sont déefinies comme condition

contrble.

7. Limites de la technique de patch-clamp

7.1 "Run-down"

En configuration cellule entiéere, on observe quelgtois au cours d’une
expérimentation et en fonction du temps, une ditinude I'amplitude du courant. Cela est
la conséquence de la dilution du milieu intraceli@ par le milieu intra-pipette entrainant la
perte de molécules régulatrices du canal. Cet gitett étre limité par l'utilisation de la

configuration en patch perforé.

7.2 Artefacts membranaires

Les membranes cellulaires sont constituées d’'uneubhe phospholipidique et de
protéines transmembranaires. Cette structure leniece des propriétés électriques que I'on
schématise classiquement par une succession dignwnstitués par une capacité (Cm)
correspondant aux phospholipides, mise en paraMde une résistance membranaire (Rm)
correspondant aux protéines et plus particulierémeumx canaux ioniqgues qui nous
intéressent. Cependant, dans le systeme d’enagistt a simple électrode, la résistance de
la pipette (Rp) s’ajoute au schéma initial de lamheane. La résistance de pipette est corrélée
au diamétre de I'ouverture de sa pointe. A la faiomade Gigaseal, la portion de membrane
située sous la pipette forme une vésicule a I'erohore de cette pipette. Lors de la rupture de
cette vésicule, par pression négative, 'emboucldgela pipette se retrouve tapissée de
membrane réduisant par la méme l'accés électriquaibeu intracellulaire. Cela se traduit
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électriguement par une résistance, appelée résistdiacces (Ra) qui s’ajoute a la Rp : la

somme des deux est classiquement appelée résisenme¢Rs) Figure 41).

Vemd

T

Figure 41 : Schéma simplifié d’'une cellule en corguration cellule entiére et
du circuit électrique équivalent a une portion de nembrane. Rm correspond a
la résistance de membrane et Cm a la capacité raeaibe. Vm est le voltage
membrane mesuré. Rs représente les résistances. sécimd est le potentiel de
commande.

Les Rs entrainent alors une erreur dans la leat@rabranaire du potentiel imposé et
par conséquent du courant mesuré. La seule conteosaa I'on souhaite mesurer dépend de
la résistance membranaire. La capacité membrapailes résistances séries sont alors des
composantes contaminantes. Les capacités memlasnaiais aussi celle de la pipette
(variant en fonction de I'épaisseur et de la contmrsde verre) induisent un temps de charge
et de décharge, qui, en présence des Rs, induiléfoemation du créneau de voltage imposé
a la cellule et un ralentissement de la cinétidirembsition de ce potentiel.

Il est possible grace aux fonctions de I'amplifezatde compenser les capacités de la
membrane et de la pipette ainsi que les résistag@ess. Les capacités sont compensées par
addition d'un transitoire capacitif de méme ampléumais de polarité opposée. Les
résistances séries induisent une erreur de laréeclu potentiel de membrane associé a la
capacité membranaire. D’apres la loi d’Ohm, si kaut imposer un potentiel a la membrane
(Vemd), le potentiel vu par la membrane (Em) sema £ Vcmd — ImRs (Im = Intensité

membranaire). Il convient donc de compenser last@sce en série pour espérer que le
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potentiel réellement vu par la membrane soit celyjosé par I'amplificateur. Aussi, le
potentiel est imposé a la membrane non pas inst@m@nt, mais avec un décours
exponentiel, ou représente la constante de temps de cette phafiard_exponentielle de ce
signal est inhérente a la présence de la cap&mgendanty est proportionnel a Cm, Rs et
Rm :t = RsCm. |l est possible de réduire les Rs gratanaplificateur de patch qui va
permettre un contrble rétro-actif consistant adige dans la pipette de patch un signal
correspondant a la différence de voltage existamede voltage de commande et celui percu

par la membrane.

VIII. MIGRATION EN TRANSWELL

Les cellules ayant été maturées ou non apres I@&$eant récupérées, lavées dans du
RPMI seul (centrifugation a 600g pendant 5 minQ&X) avant d’étre resuspendues dans un
volume final de 1 mL de RPMI HSA 1%. Apres comptagebleu trypan, leur concentration
est ajustée a 1,5.96nL.

Evaluation de la migration

insert

\ Cellules + 1% HSA =+ substance a tester

L T ]

w TOT
|
/

Cellules + 1% HSA + CCLx + substance a tester Filtre (pores de 8um de diametr)

Figure 42 : Représentation schématique des tests dmigration in vitro.
(D’apres these de Sébastien ROGER, 2005)

Dans une plaque 24 puits, 600 uL de milieu attractant ajoutés dans le puits. Ce
milieu contient en plus du RPMI-HSA 1% soit la ciakine CCL5 (ligand du CCR5 a 50
ng/mL), soit CCL19 (ligand du CCR7 & 500 ng/mL)nBdes inserts, sont déposés 100 pL de

cellules & une concentration de 1.5/a0).. Les inserts sont ensuite placés rapidemens dan
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les puits correspondant&igure 42). La plaque est ensuite placée a 37°C sous 5% CO2
pendant 5 heures.

Apres l'incubation, les cellules contenues dangléts sont récupérées, celles qui ont
adhéré sous l'insert sont récupérées par un lasadgePMI. Les cellules contenues au dessus
de la membrane polycarbonate de linsert sont getdees cellules récupérées sont
centrifugées a 600 g pendant 5 min, a 20°C.Elle$ spsuite resuspendues dans 200 pL de
volume final de PBS et sont comptées sur une eellied Mallassez avec une dilution de

facteur 2 dans du bleu trypan.

IX. TRANSFECTION CELLULAIRE
TRANITOIRE PAR DES ARN
INTERFERENTIELS (TECHNIQUE DE SIiRNA)

Lors de la mise au point de cette technique, nowmsa établi des parametres
optimums de transfection (durée de la transfectongcentration de siRNA) nous permettant
d’obtenir la plus grande efficacité de transfectibautes les valeurs mentionnées ci-apres ont
été définies pour un puits d’'une plaque de 24 p@B Falcorf, Becton Dickson, USA).
Nous avons travaillé avec un volume réactionnel@uL par conditions expérimentales.

Des si-RNA « pré-désignés » (Santa Cruz BiotechA)JSpécifique de STIM-1(sc-
76589) et de ORAI-1 (sc-76001), sont utilisés pminiber I'expression de ces protéines.
Dans une plaque P24 (BD FalprBecton Dickson, USA), 4.2MC immature (DCi) sont
mis dans chaque puits, dans 400 pL de milieu (M@M®, Invitrogen, France) contenant
10% de SVF décomplémenté mais sans antibiotiqueslaDLipofectamine RNAi-MaX
(1pL/puits ; Invitrgen, France) est diluée dans 5@ milieu Opti-MEM® seul, 5 min avant
de mélanger dans un volume équivalent de miliepr26l de si-RNA. Apres 20 min, 100 pL
du mix Lipofectamine/si-RNA est ajouté aux cellulpspur permettre la transfection
proprement-dite. Du milieu frais (500 pL d’Opti-MEMupplémenté avec 10% de SVF) est
ajouté 4 heures apres transfection a 37°C. Lesleslsont alors mises en culture pendant 36
heures a 37°C, en atmosphéere humide. L’effica@téektinction des protéines est contrélée
par RT-PCR et par western blot ou cytométrie er.flun siRNA, dont la séquence n’est
complémentaire d’aucun ARNm connu, est utilisé cenmontrdle négatif (si-Ctl ; Santa Cruz

Biotech, USA, sc-37007).
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X. STATISTIQUES

Les données sont exprimées en moyenne * I'errandatd moyenne (n = nombre de
cellules en patch clamp ou nombre d'expériencesté@&s en migration). L'analyse
statistique, réalisée grace au logiciel XLSTAT 20€ahsiste en un test non paramétriques de

Mann-Whitney considéré statistiquement significktitque p<0,05.
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Résultats
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Nous avons vu précédemment (chapitre II) que ke dék cellules dendritiques est de
filtrer les informations provenant de leur enviremrent pour en extraire les antigénes vis-a-
vis desquels elles initieront, une fois activéasfponse immune visant a éliminer le danger
Ou au contraire participer activement au maintieadtolérance immune. Au stade immature
de leur développement, les DC agissent comme g#leBrau niveau des tissus périphériques,
sondant continuellement I'environnement antigénidlaite rencontre avec certains produits
provenant soit de micro-organismes, soit de tissudommageés initie la migration et la
maturation des DC vers les organes lymphoides dagen Lors de ce processus, I'antigéne
capturé dans un contexte identifié par la DC commdanger » est apprété pour étre présenté

par les molécules du CMH s a la surface de laleelhux cellules T effectrices.

Par ailleurs, comme toutes les cellules eucaryt@eSalcium est un élément important
a la vie cellulaire. Aucune cellule ne saurait ®tisans une régulation de ses flux calciques.
Le réle du calcium a été tres étudié dans les lesllexcitables (cf Chapitre II) mais reste peu
encore flou dans certains types cellulaires nortaes. En effet, il peut servir a I'excrétion
de protéines (cellules sécrétoires comme les eslfifpancréatiques) mais également a la
mobilité de certaines cellules (les cellules capases, par exemple) (Potier et al., 2006).
Dans la suite de ce mémoire nous allons voir I'icbpde cet ion, qu’'est le Calcium, sur la

physiologie et les fonctions de la cellule dendu& humaine.

Dans un premier temps, nous avons voulu voir smiification du gradient de
concentration du CGajouait un role sur les fonctions de la DC humairt@seffet, des études
de caractérisation phénotypique du statut des D@aimes ont été menées en cytométrie en
flux. Les DC humaines sont connues pour exprimiéndints marqueurs a leur surface en
fonction de leur état de maturation. Le phénotypstune se définit comme I'expression
simultanée des marqueurs suivants : CD80, CD86, -BRA CD83 et CD25. Nous avons
donc évalué I'expression de ces marqueurs lorsedjpgriode de culture en présence de
concentrations croissantes de’Cdans le milieu extracellulaire. Une augmentatien la
concentration calcique extracellulaire résulte are waugmentation de I'expression des
marqueurs CD86 et CD8Bigure 43A).
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Figure 43 : Expression des marqueurs de maturatiordes DC humaines en
fonction de la concentration extracellulaire en C&'. Les cellules sont cultivées
en milieux avec des concentrations calciques anotss. A la fin de cette période
de culture, elles sont récupérées et marquéesi@aucaractérisation phénotypique
en cytométrie en fluxA - Le C&" extracellulaire augmente I'expression du CD83
et du CD86 La population présentée est issue d’'un simplejuzaye par I'anticorps
anti-DC-Sign. Dans cette population, I'expressi@encgs 2 marqueurs spécifiques
(CD86 et CD83) est observée. Le pourcentage deleglldouble positives est
montré dans ce panel. Ces résultats sont repréfentle 7 expeériences
indépendantesB - Expression des marqueurs de maturation en relasioec la
concentration extracellulaire en &a La population, isolé & partir du simple
marquage DC-Sign, exprime simultanément le CD8@ D86, le HLA-DR et le
CD83 dans des proportions croissantes en foncti@s aoncentrations
extracellulaires en CA. Le pourcentage des cellules quadruple positRsts
représenté dans le panel B. Chaque point représem@eexpérience et la barre
noire, la moyenne de ces 6 expériences indéperdd@nhteAnalyse de I'expression
du CD25 apres culture dans des milieux avec deserdrations croissantes en
Ca". Les figures grises représentent I'expression dmgmeur de surface: CD25.
Les résultats sont représentatifs de 6 expériences.
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Ensuite, nous avons analysé le pourcentage ddesslwadruple positives pour ces
marqueurs (CD80, CD86, HLA-DR et CD83®jidure 43B). Le pourcentage est augmenté en
paralléle de celle de la concentration extracdhelan C&" (de 0 & 4 mM). Enfin,
I'expression du marqueur de maturation, CD25, aédteliée en simple marquage. Son
expression est augmentée de 24,6 % a 43,3 % gaamht¢entration calcique passe de 0,4 a 4
mM (Figure 43C). Pour comparaison, seulement 2,7 % des DC humaixgriment le CD25

en absence de &a

|. MISE EN EVIDENCE D'UNE ECC DANS LES
CELLULES DENDRITIQUES HUMAINES

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu q@etfeseul, peut faire maturer
phénotypiquement les DC humaines. Il est donc enaiidable que le calcium, du milieu
extracellulaire, doive intervenir sur les voiessymthése de ces marqueurs de surface. Il est
également connu que le auisse servir de second messager. Mais, pouritelzit entrer

dans la cellule par des difféerentes voies commle del mécanisme SOCE.

Nous avons donc étudié les évenements calciquagpamse a une déplétion des
stocks calciques induite par la Thapsigargine (TG), en réponse a des stimuli
inflammatoires (activation par des agonistes deR ®u par des cytokines inflammatoires) en

microspectrofluorimétrie.

1. Induction d'une ECC en réponse a la Thapsigargm

Dans les types cellulaires, I'entrée capacitiveaeium (ECC) peut étre enregistré en
induisant une déplétion des stocks calciques dupREl'inhibition de la SERCA. Cette
inhibition est induite par la TG. Cette déplétioruit I'activation des canaux CRAC, au
niveau de la membrane plasmique. Une applicatiorv®@ nM de TG induit une ECC
sensible au 2-APB (100 pMirigure 44).
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Figure 44 : Caractérisation de I'ECC dans les DC hmnaines.Les cellules sont
exposées a la Thapsigargine (TG) en absence dedbauite le Cd est réintroduit

dans le milieu (2 mM). Une solution de 2-APB (10®)uest alors perfusée. La
réversibilité de I'inhibition est testée par unetéwduction du C& dans le milieu

(2mM).

2. Caractérisation d'une ECC en réponse au LPS eualNF-a

Les DC humaines peuvent étre activé par différagents exogenes (bactéries, virus)
ou par des agents endogenes (cytokines...). Unelatiorupar un agoniste des TLR, tel le
LPS (a 50 ng/mL, agoniste de TLR-4), ou par unekige pro-inflammatoire, tel le TNE-
(20 ng/mL) va induire une augmentation de®‘Cimtracellulaire, soutenue et irréversible
(Figure 45A et B. Pour démontrer la nature de cette entrée d& Gae solution de solution
physiologique (PSS) est perfusée avec 100 uM d@R-ALette molécule va inhiber I'influx
calcique induit par le LPS et par le TNNFCette inhibition, par le 2-APB, n’est pas totale.
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Figure 45 : Caractérisation de 'ECC durant les évenements praxes de
maturation des DC humaines, traitées par le LPS ole TNF-a. Les cellules sont
exposees au LPS (50 ng/mlA) ou au TNFe (20 ng/mL ;B). Ces stimulations
induisent une ECC soutenue et irréversible. Cef€ Est sensible au 2-APB (100
HM) (Traces grise$. Ces résultats sont représentatifs de 7 expésenc

Par ailleurs, cet influx calcique est constitueddax composantes, une continue et une
transitoire, correspondant a une entrée & Gans la cellule (sensible au 2-APB). Enfin, le

2-APB induit une réversibilité de cet influx calaig (Traces grises Figure 45

3. Caractérisation de I'ECC induite par le Zymosan

A contrarig lors d'une stimulation par le zymosan (agonisteTdLR-2, 25 pg/mL),
une augmentation transitoire et réversible de lacentration intracellulaire de calcium est

observéeKigure 46).
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Figure 46 : Caractérisation de I'ECC durant les éveements précoces de
maturation des DC humaines, traitées par le ZymosanLes cellules sont
exposées au Zymosan (25 pg/mL). Cette stimulatidaif une ECC transitoire et
réversible. Cette ECC est sensible au 2-APB (100 (livace grise). Ce résultat

est représentatif de 6 expériences.

De plus, une inhibition de 'amplitude de cette EE<T observée lors de I'application

d’'une solution PSS contenant 100 uM de 2-APB maes ain effet moindre comparé a celui

observé avec le LPS ou le TNE-

4. Induction d'un courant calcique, krac, résultant de cette ECC

L’ECC induite par la TG, suite a une déplétion giexks calciques, peut étre mesurée
par une autre technique : lgpatch-clamp». En effet, tout déplacement de charge au travers

d’'une membrane semi-perméable induit un couranusNavons donc analysé le courant

résultant de cette entrée de calcium induite paQa

175



— PSS
+50 mV - S 750nM TG
100uM 2-APB

-70 mV

-100 mV

| (PA/pF)
N W -ll> g o
=
x

| J.{"NM Sl “‘N‘,‘M\(\W

L W“ I q;\&mh\‘[‘!l”l\w

500 ms

il
1 lf MR‘\W U

dotbiatd H
T Lk
‘HW W%ﬂm ,

Nyl T T T T T 1
R 41 20 4 e

Pl ol vmew
o 2
" 4]
o ®
7]
8
94

l T
-120

it W»me W‘ i H? b

Figure 47 : Courant Icrac, d’'une DC humaine, en réponse a l'application de
TG. Un protocole de rampe de -120 a +50 mV en 500 vog encadré) est
appligué sur les cellules dendritiques étudiéesomfiguration « cellule entiére ».

lI. IMPLICATION DE CETTE ECC DANS LES
FONCTIONS DE LA CELLULE DENDRITIQUE
HUMAINE

La DC humaine a une place privilégiée dans liriducde la réponse immune. En
effet, elle est en sentinelle dans les tissus hériques ou elle capte les antigénes : stade
immature et ensuite elle les integre et acquidférdintes propriétés durant la maturation.
Comme nous l'avons précédemment, la maturatiomasklit par une expression simultanée
de marqueurs de surface. Mais, la DC humaine ard®donctions comme la synthese de
cytokines et I'activation des lymphocytes T naNgus avons donc étudié I'implication de

cette entrée de €adans ces différentes fonctions.
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1. RoOle de I'ECC dans l'expression des marqueurs deaturation
phénotypique

La DC humaine exprime des marqueurs spécifigussdie sa maturation : le CD80, le
CD86, le HLA-DR et le CD83. Ce dernier semble &r@lus sensible au &a Nous avons
donc évalué le pourcentage de cellules exprimantilsanément ces quatre marqueurs en

présence ou non du 2-APB.
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Figure 48 : Expression des marqueurs de maturatiomlans les DC humaines,

en présence ou non du 2-APHB.es cellules sont cultivées, pendant 18 h, dans un

milieu avec plusieurs agents de maturation (TG @ @®l, LPS a 50 ng/mL,

Zymosan a 25 pg/mL et TNé-& 20 ng/mL) en présence ou non de 2-APB (100

HuM). *p<0,05, N=7

Dans les conditions controle (sans agent de mainjales cellules, qui expriment

simultanément les quatre marqueurs spécifiquea deturation, représentent environ 6,3 %.
Durant le 18 heures de maturation, I'expressiorcele marqueurs est augmentée : 31,1 %
pour la TG, 57,2 % pour le LPS, 57,3 % pour le Zgaroet 31,4 % pour le TN&{Figure
48). L’expression de ces quatre marqueurs est senaibR-APB (1000 pM ; p<0,05). Cette

expression est alors diminuée d‘environ 50 %, dantes les conditions.
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2. Roble de I'ECC sur la capacité de sécrétion desellules
dendritiques humaines

La synthese de cytokines est une des fonctionstamigs des DC humaines. Ces
molécules sont essentielles pour I'activation gegphocytes T naifs et pour leur orientation.
Ces cytokines peuvent étre dosées par la techmgli®A (quantitative) mais elles peuvent
aussi étre identifiées par des marquages intrdaedla en cytométrie en flux (qualitatif).
Nous avons donc évalué la synthése des cytokinasneol'IL-12, I'lL-10 et I'lFN-y par la

technique d’ELISA et par cytométrie en flux, avékc-# en sus.

2.1 Sécrétion de cytokines par les cellules dangdes humaines

Apres 18 heures de culture, les surnageants tieredont récupérées pour ce dosage

de cytokines.

Les DC humaines, traitées par la TG, sont incdagale sécréter aucune des cytokines
analyséesHigure 49). Dans nos conditions, les DC humaines, trait@edepLPS sécrétent de
I'IL-12 et de I'lL-10 alors que celles, traitéesrda Zymosan, ne produisent que de I'lL-10.
Ces sécrétions sont semblables a celles qui stsotivées dans la (Lagaraine, Hoarau et al.
2005; Lagaraine, Lemoine et al. 2008; Lemoine, ¥dRkpussel et al. 2010). Ces sécrétions
sont totalement inhibées par la présence du 2-AFRB® (M) dans le milieu de culture
(Figure 49), ou celle du SKF 96365, un autre inhibiteur de&ClE(Résultats non montrés).
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Figure 49 : Cytokines sécrétées par les cellulesraiitiques humaines. A, B, C

— L'IL-12, IL-10 et IFN-y sont isolés des surnageants de culture de DC hemai
traitées soit par la TG (750 nM), soit par le LB® (g/mL), soit par le Zymosan
(25 pu/mL) ou soit par le TNE-(20ng/mL), en présence ou non de 2-APB. Chaque
point représente un donneur et la ligne noire, tayanne de ces 7 expériences.
(*p<0,05)

Enfin, la production d’'IFNy, sécrété par les cellules traitées par le LP® @iNF,
est significativement réduite par I'addition du PB au milieu de cultureF{gure 48;
p<0,05).
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2.2 Synthese de cytokines par les cellules degdds humaines

La cytométrie en flux permet de détecter la sysgh@des cytokines. En effet, il existe

des anticorps monoclonaux dirigés vers les cyexmtiintérét que sont I'lL-12, I'lL-10, I'lL-

4 ou I'lFN-y. Nous avons donc évalué leur synthése dans nafticms de culture. Aprés 18

heures de maturation, les DC humaines sont margeeisitracellulaire pour mettre en

évidence leurs sécrétions.
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Figure 50 : Marquages intracellulaires des cytoking, dans des DC humaines.
Les cellules sont récupérées, aprés 18 heures tigatian et sont marquées par

des anticorps anti-cytokines.

La synthése d’IL-12, d'IL-10 et d'IFN- (figure 50B et D) sont inhibées par le
traitement au 2-APB (100 uM) pour toutes les coodg de culture (p<0,05F{gure 50A).

Au contraire, la synthése d’IL-4 n’est significaiment diminuée que dans la condition ou les

cellules sont maturées avec le Zymodagyre 500). Il est a noter que les DC, traitées par la

TG, sont capables de synthétiser des cytokines paaisle les excréter (Efgure 49). Pour

conclure, I'action du 2-APB (réduction de I'entrde C&" dans la cellule, joue un role

prépondérant sur la synthése des cytokines.
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lll. CARACTERISATION MOLECULAIRE DE
L'ENTREE CAPACITIVE DE CALCIUM

L'Entrée Capacitive de Calcium (ECC) est un phé&oenqui est assez connu dans
certains modeles cellulaires, autres que les eslldendritiques. En effet, de nombreux
travaux ont été meneés sur cet influx calcique dies modeles de cancérologies (Motiani,
Abdullaev et al. 2010) ou dans la cellule lymphaag T (Cahalan, Zhang et al. 2007). I
apparait donc des candidats notoires pour expliggemécanisme : le complexe ORAI et
STIM. C’est pourquoi hous avons voulu visualiseiptasence et comprendre le role de ce
complexe (s’il est présent) dans les fonctionsadBC humaine. Nous avons donc mené des
expériences de RT-PCR et de microscopie confocale montrer la présence de ces deux

protéines dans les DC humaines.

1. Mise en évidence des ARN messager de ORAI-1 d&-1

La caractérisation moléculaire de cette ECC, dummaturation des DC humaines,
commence par la mise en évidence des ARN messdggersandidats notoires. Nous avons
donc réalisé des RT-PCR semi-quantitative sur dehll fotaux de différentes conditions de

culture.

A ORAI-1 B STIM -1 2P

DCi TG LPS Zym TNF DCi TG LPS Zym TNF

DCi TG LPS Zym TNF DCi TG LPS Zym TNF

e
Ty o
“ salsa — — - RS

Figure 51: ARN messagers de ORAI-1 et STIM-1 dantes DC humaines
traitées par différents agents de maturation, en gksence ou non de 2-APB. A
Analyse du profil d’expression des ARNm de ORAIeh, réponse aux différents
agents de maturation. Une expérience similaireéadisée sur les ARNm de STIM-
1 (panelB).

Le transcrit de ORAI-1 n’est pas exprimé par lesiD@atures mais également pdans
les Dc traitées par le Zymosan. Il est observéaxpeession, aprés 18 heures de culture, pour
les conditions TG, LPS et TN&- De plus, ce transcrit est surexprimé dans tolgss
conditions de culture, en présence de 2-AFR)Ure 51A). Au contraire, le transcrit de

STIM-1 est exprimé par les DC immatures et sont@&sgion ne semble pas modifiée par les
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agents de maturation. Le traitement, par le 2-AR8ifecte pas I'expression de ce transcrit,
excepté dans les DC immatures dans lesquelles auttane du transcrit n'est détectée
(Figure 51B). La RT-PCR est composée de 35 cycles pour ces taascrits. De plus, un

nombre plus élevé de cycles pourrait entraineramglification non spécifique de trancrits.
Donc, c’est pourquoi, nous nous sommes contentéged@ombre de cycles pour ces

expériences de PCR.

2. Expresssion et co-localisation de ORAI-1 et STIM dans les
cellules dendritiques humaines

Il ne suffit pas de mettre en évidence des ARNsagsrs pour affirmer que les
protéines sont présentes dans les DC humainest @&@squoi, nous avons réalisé des
marquages immuno-histochimiques en microscopie coad. Ces marquages nous
permettent d’affirmer la présence des protéines BRAt STIM-1 dans les DC humaines

mais également de visualiser les interactions plessentre ces deux protéines.

Nous avons donc évalué I'expression des protddieAl-1 et STIM-1 dans les DC
humaines par microscopie confocale. Dans la figureles cellules sont fixées et marquées
par les deux anticorps spécifiques de ces proté@BaI-1 en rouge et STIM-1 en vert). Ces
deux protéines apparaissent co-localisées dansstdes conditions, excepté celle avec le
Zymosan. Dans les cellules traitées par le Zymodas, « puncta » de ORAI-1 (en rouge)
sont observés alors que STIM-1 ne semble pas @éétetdns ces structures, qui sont

distribuées de facon homogene dans les cellbigsie 52).
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Figure 52: Expression deORAI-1 et STIM-1 dans lesDC humaines.

L’expression est analysée par microscopie confocgl@ce a un marquage
secondaire avec des anticorps secondaires couplAsexa Fluor®-488 pour

STIM-1 (vert) et I'Alexa Fluor®-555 pour ORAI-1ruge).

3. Implication de ORAI-1 et STIM-1 dans les fonctims des cellules

dendritiques humaines

Comme nous l'avons précédemment, 'ECC, induitelgs différents de maturation,

contrble de nombreuses fonctions des DC humainasmaturation et la synthése de

cytokines.
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3.1 RbOle de ORAI-1 et STIM-1 dans I'ECC, dan€D€simmatures

Dans un premier temps, nous avons testé le rleededeux protéines (ORAI-1 et
STIM-1) dans I'ECC, induite par la TG, dans les D@natures. Nous avons transfecté des si-

RNA, spécifiques de ces deux protéines, pour inldag expression.
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Figure 53 : Implication de ORAI-1 et STIM-1 dans 'ECC, induite par la TG,
dans les DC immaturesLes cellules sont traitées par des si-RNA spéaifsgfsi-
Ctl enC, si-STIM-1 enA et si-ORAI-1 enB). Dans les cellules si-CTL, la TG
induit une augmentation de la concentration inthalgére en C&', lors de la
réintroduction du Cd dans le milieu. Cette augmentation est inhibées dan
cellules traitées par le si-ORAI-B) et le si-STIM-1 A). Ces résultats sont
représentatifs de 5 expériences indépendantes.
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Nous avons, dans un premier temps, regardé l'effela transfection sur I'ECC,
induite par la TG Eigure 53). Aprés la perfusion d’une solution libre en’Ceontenant 750
nM de TG, le C& est réintroduit et une ECC est observée (F340/BB&0environs de 0.25).
Cette ECC a les mémes caractéristiqgues que cgitésentée dans la figure 43. Dans les
conditions de si-STIM-1, 'ECC est inhibée d’envir®5 % (F340/F380 aux environs de
0.09) Figure 53). De plus, 'amplitude de 'ECC, dans les cellulesitées par le si-ORAI-1,
est inhibée de facon équivalente (F340/F380 aukx@msde 0.1)Kigure 53).

3.2 Rb6le de ORAI-1 et STIM-1 dans l'expression desrqueurs de

maturation phénotypigue

La maturation des DC humaines se traduit par w@ession concomitante de
marqueurs de surface (CD80, CD86, HLA-DR, CD83 BRE). Nous avons, donc, mis en
évidence le réle des protéines ORAI-1 et STIM-1sdees phénoménes de maturation, c’est-

a-dire dans I'expression des marqueurs de surface.
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Figure 54 : ROle de ORAI-1 et STIM-1 dans I'expredsn des marqueurs de
maturation. Les cellules, traitées par le si-Ctl (blanc), kS3iIM-1 (gris clair) ou

le si-ORAI-1 (gris foncé), sont cultivés pendant h8ures, en présence des
différents agents de maturation (TG a 750 nM, LPS)ang/mL, Zymosan a 25
png/mL et TNFe a 20 ng/mL). Les cellules sont ensuite marquéemalysées en
cytométrie en flux. (*p<0,05)
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L'implication de ORAI-1 et STIM-1 dans les phénamé de maturation des DC
humaines a été analysée par une étude en cytoreatflax. L’'augmentation du nombre de
cellules quadruple positives, représentée a ladigd, est diminuée par les traitements avec

le si-STIM-1 et le si-ORAI-1, pour toutes les cdiahs de maturatiorFjgure 54).

cf Annexe 1: Article soumis dans The Journal of Immunology débovembre 2010

3.3 La synthese d'IFM-est sous la dépendance du complexe ORAI-1 et
STIM-1

Comme la sécrétion de cytokines est une fonctiérde la DC humaine, nous avons
étudié I'effet d’inhibition de I'expression des pétmes ORAI-1 et STIM-1 sur la synthése de
cytokines. La production d’IFN-est dosée par la technique ELISA.
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Figure 55 : Implication des protéines ORAI-1 et STM-1 dans la sécrétion de
cytokines, par le DC humainesL’IFN-y est isolé a partir des surnageants de
culture de DC immatures traitées par différentsegyde maturation (TG a 750 nM,
LPS & 50 ng/mL, Zymosan a 25 pg/mL et Talx 20 ng/mL). Chaque point
représente un donneur et la ligne noire, la moyelenges 5 expériences. (*p<0,05)
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La synthese d'IFN-est inhibée par le traitement des DC par le siBTlou par le si-
ORAI-1. Ces résultats sont en corrélation avedtesages de la figure 47, a I'exception, peut-

étre, de la synthése d’'IFNpar les DC traitées par la TG.

Les dosages de I'lL-12 et de I'lL-10 ont été réadisnais n'apportent pas de résultats

clairs dds a leur grande hétérogénéité.
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V. DEVENIR DU CALCIUM ISSU DE L'ECC

L’ECC induit une augmentation conséquente deé’* Cdans la cellule. Cette
augmentation de la concentration intracellulaire @€ va entrainer des cascades
d’activation. En effet, il est connu que certaimmaux potassiques sont sensibles afi Ca
intracellulaire : la famille des KCa. Ces canauxtsconnus pour étre impliqués dans des
mécanismes trés spécialisés. Le canal KCa2.3 efijiid dans les processus de migration de
cellules cancéreuses (Potier, Joulin et al. 2006gntome, Girault et al. 2009) alors que le
KCa3.1 est connu pour amplifié 'ECC induite paiE@R dans les lymphocytes T (Cahalan,
Zhang et al. 2007). Par ailleurs, le canal KCasktl lei, impliqué dans les phénomenes de
migration des macrophages (Ahluwalia, Tinker e2804) ou dans la prolifération de cellules
épithéliales (Roger, Potier et al. 2004). Nous malodonc réaliser le profil
électrophysiologique de la cellule dendritique inume, afin d’identifier les canaux
potassiques qui seraient présents a la membrangoment de linitiation de la maturation.
Par la suite, nous verrons le réle des canaux iftEentdans les fonctions des cellules

dendritiques.

1. Profil électrophysiologique des cellules dendriques immatures

1.1 Canaux sensibles au Calcium induisant des otsusartants

Nous avons donc utilisé la technique de « patampl» pour identifier les canaux
potassiques, présents sur la surface des DC imesatBour cela, nous avons placé des hDC
immatures dans une solution physiologique salin8S{P puis nous avons appliqué des
protocoles de stimulation afin d’observer la prégede courants sortants qui pourraient étre
de nature potassique. Sur les figures 55A et 5BB da faciliter la lecture, a été représenté la
moyenne des courbes « courant-potentiel ». Cessigmontrent la présence de deux types de
courant sortant. Pour affirmer la nature potassiqiee ces courants, des solutions
physiologiques enrichies en potassium ont été péefst Un déplacement du potentiel de
membrane suite au changement du potentiel d’égeildu potassium a pu étre observé

(données non montrées).
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Figure 56 : Caractérisation électrophysiologique deourant potassique dans la
cellule dendritigue humaine immature. Un protocole de rampe de -120 a +50
mV en 500 ms (voir encadré) est appliqué sur ldales dendritiques étudiées en
configuration « cellule entiére ». La sensibilitd aalcium a été étudiée par
I'utilisation de deux milieux intrapipette contenabO0 nM (pCa7) et 400 nM
(pCab4) de calcium. Afin de faciliter la lecturesd@sultats, il a été représenté la
moyenne (xSEM) des valeurs obtenues par le praodelrampe pour différents
potentiels imposés. (A : pCa6,4:n=7/pCa%:6) (B:pCab,4:n=11/pCa7:
n=6).

L'un de ces courants présente une rectificatiomaatgd (n = 17) et l'autre une
rectification sortante (n = 13). Afin de faire lierl avec 'ECC déja décrite au laboratoire,
I'utilisation d’'un milieu intrapipette (MIP) ayanine concentration de 100 ou 400 nM de
calcium (respectivement pCa7 et pCa6,4) a permdetirminer la sensibilité de ces courants
au calcium. Le courant potassique a rectificationta;ite est plus important lorsque la
concentration intracellulaire de calcium est de 400 (Figure 56A). Le potentiel de
membrane de la cellule s’en trouve légerement neogidssant de -44,91 £ 4,92 mV en
pCa6,4 a -42,96 £ 8,015 mV en pCa7. Par contreguieant potassique a rectification entrante
est lui plus important pour une concentration icetiulaire de calcium plus faible, de I'ordre
de 100 nM (Figure 3A). Le potentiel de membranelaleellule est la aussi légérement
modifié, passant de -70,79 + 3,82 mV en pCa6,4186&+ 2,72 mV en pCa7. L'amplitude
maximale de ces deux courants se situe entre +3@t¥80 mV. Pour le courant potassique
a rectification entrante, cette amplitude maxinmedede 25,09 + 4,96 pA/pF a + 30 mV avec
un MIP pCa6,4 et de 36,02 + 5,52 pA/pF a + 40 m¥cawn MIP pCa7Rigure 56B). Pour le
courant potassique a rectification sortante, cattglitude maximale est de 18,86 + 3,53
pA/pF a + 50 mV avec un MIP pCa6,4 et de 6,53 B@A/pF a + 50 mV avec un MIP pCa7
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(Figure 56A). Ainsi, ces deux canaux potassiques ne sontgrestdes de la méme maniére a

la concentration intracellulaire de calcium.

1.2 Caractérisation des canaux potassiques présariess DC humaines

L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques desnaax potassiques sensibles au
calcium nous permettra de déterminer la nature cd@sux ioniques responsables de ces
courants. Les allures de courbes observées préoéeieinont permis de suggérer la présence
de canaux potassiques sensibles au calcium a greodductance et a conductance
intermédiaire, que I'on nomme respectivement BKE&k4 (ou IKCa3.1). Pour vérifier la
présence de tels canaux, nous avons donc utiss@héiteurs spécifiques de ces canaux qui
sont le TRAM-34 et I'lbériotoxine (IbTx).
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Figure 57 : Identification du canal KCa3.1 dans les DC humaines.
Caractérisation pharmacologique du courant potassapservé, rectifiant entrant
par l'utilisation de TRAM-34 (100 nM). La figure ggentée est représentative de 3
expériences différentes.

Nous avons observé l'effet engendré par ces irghilstsur les courants observés dans
la figure 55, a l'aide de la technique de « patieimp ». Nous pouvons voir que le TRAM-34
a la concentration de 100 nMigure 57) inhibe de maniere importante le courant potagsiqu
a rectification entrante faisant passer I'amplitudaximale du courant & +40 mV de 26,03
pA/pF & 12,13 pA/pF. Cela suggeéere la présence dald&Ca3.1 a la surface des cellules

dendritiques immatures.
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(p < 0,05)

| (pAYF)

PSS IbTx

Figure 58: Identification du canal KCal.l dans les DC humaines.
Caractérisation pharmacologique du courant potassapserveé, rectifiant sortant
par l'utilisation de IbTx (100 nM). La figure rem@nte I'amplitude du courant a
+40 mV. (N=7)

L'lbTx a été appliqué sur le courant potassiquedification sortanteRigure 58). La
aussi, une forte inhibition du courant peut étreembée, I'amplitude maximale du courant a
+40 mV passant de 17,19 pA/pF a 5,89 pA/pF. Celassuggere la présence du canal
KCal.l.

1.3 Caractérisation moléculaire des canaux potassifCal.l et KCa3.1

Des expériences de RT-PCR ont permis de révélgrdasence de 'ARNmessager
codant pour le canal KCa3.1 dans des cellules dangs cultivées en présence ou non de

différents agents de maturatidriqure 59).

Pour le canal KCa3.1, des expériences en micros@ppifluorescence ont révélé la
présence de ce canal a la surface de la celluldritigne immature et maturée en présence de
LPS pendant 18h. Des expériences similaires sahséés pour le canal KCal.1. Ainsi, nous
pouvons conclure a la présence physique du cartasgique KCa3.1 et du KCal.l a la

surface de la cellule dendritigueimmature et mature
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A

DCi TG LPS Zym TNF-a
GAPDH

B Zymosan TNF-a

Anti-KCa3.1
conjugated
Alexa-Fluor 647
Anti-KCal.l
Conjugated
Alexa-Fluor 647

Figure 59 : Mise en évidence des canaaux KCal.l k€a3.1 en RT-PCR et
épifluorescence.

2. Impact des inhibiteurs des canaux potassiquesrsie@ phénotype
de maturation

Afin de déterminer le role de ces canaux dans dauration des DC humaines, les
inhibiteurs spécifiques TRAM-34 et IbTx ont été Bgpes pendant 18h sur des DC
immatures en présence ou non de LPS. Comme préogelgimes marqueurs de maturation
CD25 et CD83 ont été étudiés en cytométrie en flux.
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Figure 60 : Impact du TRAM-34 et de I'lbTx sur lesmarqueurs de maturation
CD25 et CD83 des hDCLes cellules sont cultivées 18h sans agent mat(faat
B) en présence d’lbTx (100 nM) (A) ou de TRAM-3901nM) (B), en présence de
LPS (50 ng/mL) (C et D) et/ ou d’IbTx (100 nM) (G4 de TRAM-34 (100 nM)
(D). L'expression des marqueurs de surface CD83BR5 est analysé par
cytométrie en flux.

Nous avons observé tout d’abord que I'lbTx n’a aueffet significatif sur ces deux
marqueurs que la cellule soit devenue mature ouligare 60A et 60Q. Le TRAM-34 lui
semble avoir un effet significatif ou proche de significativité sur I'expression de ces
marqueurs sur les DC immaturdsgure 60B). Le TRAM-34 augmente le pourcentage de
DC positives pour ces deux marqueurs, passant pmsile CD25 de 2,44 % a 5,4 % en
présence de TRAM-34, et pour le CD83 de 17,65 %,8 % lors de I'application de TRAM-
34. Un effet négatif significatif du TRAM-34 suekpression du CD83 est observé lors de la
maturation de la hDCHgure 60D) (86,57 % pour les DC maturées par le LPS a 78,07
pour les DC maturées par le LPS en présence de THAMAu final, les marqueurs de

maturation CD25 et CD83 semblent étre modulé peaihal KCa3.1.

193



3. Impact des inhibiteurs des canaux potassiques rslexpression
des marqueurs de migration: CCR5 et CCR7

La cellule dendritique possede la capacité de enign réponse a la présence de
chimiokines attractantes. Ainsi, nous avons voutuifier I'impact de ces canaux dans la
modulation des marqueurs de migration CCR5 et CARapplication du TRAM-34 et de
I'IbTx a été réalisée pendant 18h, en présenceoauwde I'agent de maturation, le LPS.

vy)

A *p<0,05
— p=<0.05
* p < 0,05
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Figure 61 : Impact du TRAM-34 et de I'lbTx sur les marqueurs de migration
CCRS5 et CCRY7 des cellules dendritigues immatures @haturés en présence de
LPS pendant 18 hrs.Les cellules dendritiques immatures sont cultivegls (A)
sans agent maturant en présence de TRAM-34 (100ooMlIbTx (100 nM), (B)
en présence de LPS (50 ng/mL) et/ ou de TRAM-39 {(1@) ou d’IbTx (100 nM).
L’expression des marqueurs de surface CCR5 et G&Ra@nalysé par cytométrie
en flux. Les barres représentent la moyenne ducpatage normalisés de cellules
dendritiques possédant le marqueur = SEM (CondiflddAM-34 : n = 4)
(Condition IbTx : n = 8).

Le TRAM-34 diminue significativement I'expressioru dnarqueur CCR5 sur les
cellules dendritiques immatureSigure 61A) passant d’un pourcentage de DC positives pour
le CCR5 en condition DCi de 46,02 % a 32,9 %. Qdibiteur a également tendance a
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augmenter I'expression du marqueur CCR7 des cslidémdritiques mature&igure 61D)
passant d’'un pourcentage de DC positives pour IRTTén condition DC-LPS de 22,9 % a
31,9 %.

L'lbTx inhibe de facon significative I'expressionudCCR5 sur les cellules
dendritiques immaturegigure 61A), le pourcentage de DC positives pour le CCR5grdss
de 33,05 % a 25,95 %. Aucun effet significatif dbTIx n'a été observé sur le marqueur de
migration des cellules dendritiques matuiegire 61C).

Enfin, aucun effet significatif de I'lbTx et du TRW34 n'a été observé sur le
marqueur de migration CCR7 des cellules dendrisguematures Kigure 61D) et sur le
marqueur CCR5 des cellules dendritiques matuhegife 61C).

4. Impact des inhibiteurs des canaux potassiquesrsia migration
des DC humaines

Pour compléter I'étude précédente realisée emastite en flux, des expériences de
migration au travers une membrane de polycarbamatété réalisées. Nous avons verifié la
capacité de migration des cellules dendritiques atanes et matures respectivement a la
présence d'un gradient des chimiokines CCL5 et GClL1utilisation du TRAM-34 et de
'IbTx permet de déterminer I'impact de ces canaux la migration des DC humaines.
L’application du TRAM-34 pendant 18h semble diminlee capacité de migration des DC
immatures Figure 62A), le pourcentage de DC immatures capable de m@greéponse a la
présence de CCL5 passant de 20,8 £ 9,4 % a 14 408s%le I'application de cet inhibiteur.
A linverse, cet inhibiteur augmente la capaciténtigration des DC mature§igure 62A)

(de 27,84 £ 6,6 % pour les DC maturées avec ledBS$,52 + 10,18 % pour les DC maturées
avec le LPS en présence de TRAM-34).
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Figure 62 : Impact du TRAM-34 et de I'lbTx sur la capacité de migration des
cellules dendritiques humainesLes hDC sont cultivées durant 18h en présence
ou absence de LPS (50 ng/mL) et de TRAM-34 (100 aM'lIbTx (100 nM). La
capacité de migration des cellules dendritiques atomes est étudiée par
I'utilisation d’'un milieu attractant contenant duCC5 (50 ng/mL). La capacité de
migration des cellules dendritiques matures esti&upar I'utilisation d’'un milieu
attractant contenant du CCL19 (500 ng/mL). Lesdsareprésentent la moyenne du
pourcentage (xSEM) de cellules dendritiques ayagtés. (Condition DCi / DC-
LPS : n=11) (Condition TRAM-34 : n = 8) (*p<0,05)

En remplacant le TRAM-34 par I'lbTx, nous remargsajue cet inhibiteur semble
également diminuer la capacité de migration desnidures mais n’aurait pas d’'effet sur

celle des cellules immatureSigure 62B).
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V. PARTICIPATION A DES TRAVAUX
SUPPLEMENTAIRES

1. L'activation des lymphocytes T CD8 allogéniques cytotoxiques,
par les cellules dendritiques humaines est sousd@&pendance de la

synthese d'IFNy, par ces mémes cellules dendritiques

Situation :

Les cellules T cytotoxiques sont un frein signifita I'établissement et au maintien a
long terme d’une allogreffe (Csencsits and Bish6p3 Le Moine and Goldman 2003). En
effet, de nombreuses études ont montré que leslexICD8 responsables du rejet étaient
résistantes aux stratégies immunothérapeutiquesvelNeHe et al. 1999; Trambley,
Bingaman et al. 1999; Bumgardner, Gao et al. 2@2@, Meng et al. 2001; Wang, Gao et al.
2003). Ainsi, trouver de nouvelles stratégies paeontréler l'activité cytotoxique des
lymphocytes T CD8pourrait avoir d’importantes implications en trplasitation.

Les signaux requis pour le développement et latiomales cellules T CO8ne sont
pas complétement décrits mais il existe 2 voiesindi®s pour générer une réponse T
cytotoxique a partir de LT CD8naifs. Il a été montré que les LT CDduxiliaires étaient
essentiels pour le développement des lymphocyteytdtoxiques (Cardin, Brooks et al.
1996; von Herrath, Yokoyama et al. 1996; Stohlnergmann et al. 1998; Zajac, Blattman
et al. 1998; Flano, Woodland et al. 1999; Wild, §kryi et al. 1999mais la présence du
“help” n'est pas indispensable et peut-étre renddapar d’autres signaux (Andreasen,
Christensen et al. 2000; Larsson, Messmer et 8l0;28antodonato, D'Agostino et al. 2003;
Shedlock, Whitmire et al. 2003). De plus, en trédasiation, certaines études ont mis en
évidence des rejets de greffe induits par les L18CBdépendamment des cellules T CD4
(Haskova, Usiu et al. 2000; Vu, Amanullah et al020Habiro, Shimmura et al. 2005; Jones,
Carvalho-Gaspar et al. 2006; Gelman, Okazaki &C4l8).

Les cellules dendritiques (DC) sont les principalesllules professionnelles
présentatrices d’antigéne impliquées dans lindratdes réponses T CD8 (lnaba and
Steinman 1987; Kast, Van Twuyver et al. 1988; Condt/atkins et al. 1996; Banchereau,

Briere et al. 2000). Au niveau des tissus périgjuas, le contact des DC avec des médiateurs
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inflammatoires (TNFet) ou des produits microbiens (LPS) entraine leutunasion et leur
migration vers les organes lymphoides secondaitedes DC sont capables d’activer
efficacement les LT (Steinman 1991; Banchereau&tethman 1998). Cependant, certaines
DC peuvent également down-réguler les réponseshguoypaires T (Roncarolo, Levings et
al. 2001) et certains agents peuvent étre utipeés induire des DC tolérogenes (Morelli and
Thomson 2007). Parmi ces agents, I'acide mycoplgumml(MPA), métabolite actif du
mycophénolate mofétil couramment utilisé en traasgEtion et dans les maladies
autoimmunes (Mele and Halloran 2000; Adu, Crossalet2001) inhibe linosine 5'-
monophosphate déhydrogénase (IMPDH) impliquée @agsgnthesele novades nucléotides

guanosine.

Obijectifs et résumé des résultats

Au laboratoire, nous avons précédemment démontdaguDC traitées avec du MPA
(DC-MPA) avaient une faible capacité allostimulegrdes cellules CD4Lagaraine, Hoarau
et al. 2005). Toutefois, leur capacité a activey cidlules T CD8cytotoxiques n’a jamais été
reportée chez 'homme. Etant donné que les DC hwesapeuvent activer la fonction
cytotoxique des cellules T CD8hdépendamment des cellules T CR4helper » (Young and
Steinman 1990; Lunsford, Horne et al. 2006), nousna voulu savoir comment le MPA
pouvait affecter la capacité des DC a induire uif€rdnciation des cellules T CD8
allogéniques en lymphocytes T CD@&ytotoxiques effecteurs, et cela en l'absence de
lymphocytes T CD4

Pour réaliser cette étude, les cellules T CD&t été purifiées a partir du sang
périphérigue et ont été mises en coculture ave®@egaitées au MPA provenant d’'un autre
donneur afin de mimein vitro une situation de greffe entre le donneur et le vewe du
greffon. Nous avons ensuite analysé d’'un point uke de leur phénotype, de leur capacité a
proliférer et de leur fonctionnalité (fonction ctagique et profil de sécrétion des cytokines)
les lymphocytes T CD8 L’activation de cellules T CO8mémoires alloréactives apparait
comme étant un obstacle majeur pour I'inductiomd’tolérance (Akbar, Amlot et al. 1990;
Csencsits and Bishop 2003; Le Moine and Goldmar32vang, Brook et al. 2007). De plus,
la fréquence élevée des cellules T mémoires claglulte peut étre I'une des raisons pour
lesquelles les stratégies d’'induction de toléranne échoué chez les primates (Adams,

Williams et al. 2003). C’est pourquoi, il est prird@l d’étudier également les effets des DC-
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MPA sur le phénotype et la fonctionnalité des ¢euT CD8 naives (CD45RA et des
cellules T CD8 mémoires (CD45R0).

Les résultats obtenus mettent en évidence queslieses dendritiques traitées avec du
MPA sont incapables d’activer efficacement les Ijwogytes T CD8 naifs et mémoires.
Cette faible activation entraine une diminution ke fonction cytotoxique des CD8
caractérisée par une baisse de la lyse des celtilbdss ainsi que par une diminution
d’expression des différentes protéines associdascgtotoxicité comme la perforine et les
granzymes. Nous démontrons également que les M€esau MPA induisent des cellules T
CDS8" anergiques qui sécrétent des quantités importaited, I1L-5, IL-10 et TGF$. Enfin,
la diminution de synthése d’'IFiN-dans les DC aprés traitement au MPA joue un role

important dans linduction de I'hyporéponse desQID8".

Ainsi, ces résultats pourraient étre une nouvegller@che pour moduler I'allo-réponse

cytotoxique des LT CDBafin de promouvoir la tolérance d’allogreffe.

Article publié dans « Blood »_cf Annexe 2

2. Mise au point de la technigue d'ARN interférencesur les
cellules dendritiques humaines

L’'une des techniques majeures pour inhiber 'exgpicesde protéines est la technique
d’ARN interférentiels Figure 63). Cette technique est trés peu utilisée, seldittéature,
sur les cellules dendritiques huamines. En effkt,est assez répandue dans les études sur les
lymphocytes T ou sur les DC murines.

Le principe consiste a transfecter dans la cetiidee un ARN complémentaire (sous
forme double-brin) de TARNm de la protéine dorgxpression doit étre inhibée. Ce petit
ARNmM (environ une vingtaine de paires de base)treadivé par la protéine DICER, ce qui
va entrainer la libération de deux ARN simple-tlmomplémentaire de TARNm de la protéine
cible. Ces deux brins d’ARN vont se lier a TARNnchver. Le clivage de cet ARNm va
s'effectuer par le complexe protéique RISC. Legsipos d’ARN formées vont étre dégradées

par le protéasome. Ainsi la protéine cible va goin expression diminuée.
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Figure 63 : Schéma simplifié de la technique d’ARNhterférentiels

Lors de la mise au point de cette technique, nawmns établi des parametres
optimums de transfection (durée de la transfectongcentration de siRNA) nous permettant
d’obtenir la plus grande efficacité de transfectiGette technique présente quelques limites.
Les DC humaines, ayant été en contact avec laelgaiine, ne répondent plus de fagcon
physiologique. En effet, les expériences de typdSEl de migration ou d’activation
lymphocytaire sont perturbées par le remodelage bmemaire induit par cet agen lipofectant,
la lipofectamine.

3. Impact des immunosuppresseurs sur la physiolog@alcique des
cellules dendritiques humaines : le MPA (acide myghénolique)

L'acide mycophénolique, ou MPA, est un immunoseppeur couramment utilisé en
clinigue humaine. C’est un inhibiteur de 'lMPDHpnealI enzyme de synthese des dérivés de
guanine. Cet immunosuppresseur a un effet diractesuDC humaines (Rae, Cooper et al.
1991; Lagaraine, Hoarau et al. 2005; Lagaraine, dieenet al. 2008). Nous avons donc
étudié son effet sur ’lhoméostasie calcique dueantaturation par le LPS.
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Figure 64 : Effet du MPA sur la concentration intracellulaire en C&™.

Les DC humaines sont chargées avec du FURA-2AMprésence de 100 uM de
MPA dans le milieu. Aprés un rincage avec du P%S, dellules sont placées sur le
microspectrofluorimeétre pour mesurer les variatiales la concentration intracellulaire de
C&*. La perfusion d'une solution physiologique (PS8}uit une augmentation de la
concentration intracellulaire de €asans stimulus de maturation. Par la suite, léupiem
d’'une solution PSS, contenant 50 ng/mL de LPS,duoiinaucune augmentation de cette

concentration intracellulaire de €acontrairement a la figure 44A.
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Discussion & Perspectives
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Ce travail s’'intégre dans un projet de recherchievige a explorer les possibilités de
modulation de la réponse allogénique au travershdmpies cellulaires en transplantation
d’organe. Mon projet a pour but principal de commgire la physiologie ionique, et plus
précisément calcique, des DC humaines, dans lee aiidne réponse allogénique. Les DC
humaines jouent un rdle central dans l'activation ld réponse immunitaire innée et
adaptative. Ce processus nécessite une activatisn,maturation et une migration de ces
cellules vers le site inflammatoire ou les orgalyesphoides secondaires. Dans la premiere
partie de cette étude, nous avons montré que tuoalest un élément indispensable a la
maturation des DC humaines. Par conséquent, uextergxtracellulaire pauvre enCaans
le milieu extracellulaire modifierait la réponsexaiimuli de maturation.

Dans un second temps, nous avons démontré lelu6@4" dans les fonctions de la
DC humaine, comme la synthése de cytokines, l'atitm des cellules lymphocytaires T
(données non montrées) et indirectement, la maratEn effet, les fonctions de la DC
humaine sont sous le contrble du complexe ORAI IMSTCe complexe fait partie du
mécanisme plus global, d’entrée capacitive dé* @a SOCE. Par ailleurs, une fois ce
mécanisme mis en jeu, I'augmentation de**Qatracellulaire va activer certains canaux
potassiques sensibles & cette concentration ifittmiee en C&". Ces canaux (KCal.l et
KCa3.1) vont contrbler les phénomenes de migratmla DC humaine.

En conclusion, la DC humaine est sous la dépemrddason environnement calcique,

pour pouvoir jouer son role de médiateur de I'atibn de la réponse immunitaire.

1. Le Calcium est un messager de la maturation desellules
dendritiques humaines

Les résultas rapportés dans ce travail souligdaitement I'importance du adans
la maturation des DC humaines. lls suggerent egaieta réle d’ORAI-1 et STIM-1 dans ces
phénomeénes de maturation. De plus, c& (@aie un role dans les événements précoces de la
maturation. Nous montrons donc que les protéineal€lRet STIM-1 — le canal CRAC et son
activateur — sont rapidement recrutés en réponse dtimulation par le LPS ou le TNECe
recrutement se traduit par une augmentation deraentration intracellulaire de EaPar
ailleurs, il est connu que certains canaux ionigs@st impligués dans les fonctions des
cellules immunitaires, plus précisément, dans salks cellules dendritiques. En effet, Zsiros

et al. (2010) suggéerent lI'implication de deux familles @@aux ioniques dans les fonctions
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des DC humaines : une dans la migration,@M\Na) et une dans la sécrétion de cytokines
(Ky1.3), et ceci en fonction de leurs statuts de wifféiation (Zsiros, Kis-Toth et al. 2009).
Mais, leurs résultats montrent que le fait que #'®@e joue aucun role dans la physiologie
des DC humaines. Dans notre étude, nous montrairerolent, pour la premiére fois, que les
agents de maturation, comme les agonistes des TBES gt Zymosan) ou les cytokines
inflammatoires (TNFx) activent la DC humaine par I'activation du mésame SOCE. Ceci
se traduit par une augmentation dé'Gatracellulaire aprés stimulation du récepteur gzt
agoniste. Ces résultats sont confirmés par lecfaé le C&', seul, peut faire induire un
phénotype mature des DC humaines, ceci par destieaus de la concentration extracellulaire
en C&" (de 0 & 5 mM). Dans le modéle murin, I'entrée eue¢ de CH se fait par un
phénomene appelé CRAC (Calcium-Released Activatalti®n) (Hsu, O'Connell et al.
2001). Ces resultats confortent le fait qu’une station par des agonistes de TLR ou des
cytokines inflammatoires entraine une entrée céipacile C&" (ECC). Cette ECC est
sensible a 100 uM de 2-APB, un inhibiteur connucdetype d’entrée calcique. Tous ces
résultats sont confirmés par les expériences d@N#i- qui caractérisent les molécules
impliquées dans ces phénoménes CRAC. En effetcgseit le si-STIM-1 ou le si-ORAI-1,
I'amplitude de I'entrée calcique est diminuée detidoCes résultats suggérent que soit ce
complexe ORAI-1/STIM-1 gouverne seul ce phénomeae/’inhibition d’expression des ces

protéines ne dépassent pas 60% ; soit serait aagprégar d’autres types de canaux.

De plus, cette ECC apparait en réponse a unetuéplétale des stocks calciques
intracellulaires (essentiellement provenant du RE¥ canaux ioniques responsables de cette
déplétion sont des canaux de la membrane rétieul@is IBR ou les membres de la famille
RyR. Dans les DC murines, les protéines RyR1 séantitds comme fonctionnelles dans ce
phénomenes (Uemura, Liu et al. 2007) mais leur dales la DC humaine n’est pas encore
clair. Dans nos mains, le Dantrolene (un inhibitepécifique de RyR1) n’a aucun effet sur
'ECC induite par une stimulation de maturations(iéats non montrés). Toujours dans le
modeéle murin, O’Connelket al. (2002) montrent que ces protéines RyR (essentieté
RyR1) jouent un réle prépondérant dans 'ECC irelpdr la caféine (O'Connell, Klyachko et
al. 2002). Dans nos expériences, la situation serttalt a fait différente car le profil de
I'ECC varie en fonction de I'agent de maturatioecCsuggere que les canaux impliqués dans
'ECC, ou leurs mécanismes de régulation, pourtaiéme différent selon la voie de
maturation (Cahalan, Zhang et al. 2007; Barbet, iDeret al. 2008).
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Par alilleurs, la caractérisation de cette ECC lmtée sur une simple étude
pharmacologique utilisant le 2-APB, connu pour lir@niplusieurs canaux comme les TRPC1,
3,4,5et6;oule SKF 96365, un inhibiteur ptitdrdes canaux TRPC 6 et 7 (Claphatal,
2005). Dans d’autres types cellulaires (cellulascéaeuses), une ECC, en réponse a la TG ou
a I'lP3, peut étre inhibée par le SKF 96365, suggéranblée prépondérant des TRPC6 ou 7
(Pigozzi, Ducret et al. 2006). Les profils des E©@Btenues en réponse aux différents agents
de maturation, permettent la distinction de plusidypes d’agents de maturation. En effet,
deux groupes se distinguent clairement : un regmoupe LPS et le TNF- et un second
représenté par le Zymosan. Le premier regroupagdests induisant une ECC irréversible et
le second, celle réversible. Ces deux profils staygéque I'ECC est composée de deux
composantes : une sensible au 2-APB et une noibtens’ECC, induite par le LPS ou le
TNF-0, comporte une composante continue, insensible -AlPER et une transitoire ou
soutenue, sensible a ce méme inhibiteur. Au coeireEe Zymosan induit une ECC réversible
lorsque I'on perfuse une solution de ringcage (d®PEette réversibilité suggére, méme si le
complexe ORAI-1 / STIM-1 semble majeur, qu’il eristit plusieurs voies calciques, en
réponse a la deéplétion des stocks du RE, dans lahd@aine. Dans nos travaux, les
cinétiques de I'augmentation intracellulaire dé'Cinduite par le LPS ou le TN&-sont plus
lentes que celle induite par le Zymosan. Par cares#tg 'ECC, induite soit par le LPS soit
par le TNFe, semble faire intervenir des canaux différents,nateau de la membrane
plasmique, de celle induite par le Zymosan. Cepetna#s canaux sont vraisemblablement
différents mais de méme nature : ils appartientan a la grande famille des SOCs (Store-
Operated Channels). C’est pourquoi, une analyse gaitch-clamp » serait nécessaire pour
déterminer avec precision les familles impliguéassdces mécanismes d’ECC, dans la DC
humaine. En effet, de résultats préliminaires nenmitfimplication des SOCs dans I'ECC des

DC immaturesKigure 47).

De plus, il parait important de signaler que kEtément par le 2-APB induit une
augmentation du niveau basal d€'Gdans la cellule. En effet, le potentiel de memerdas
DC humaines est gouverné par les conductancessppias. De plus, le spectre d’inhibition
du 2-APB étant assez large, nous observons dongaosgble variation de ce potentiel de
membrane. C’est pourquoi, au potentiel d’équililzid,efflux de potassium est inhibé par le
2-APB au travers des canaux TRP, la membrane pla®rse trouvera dépolarisée et cette
dépolarisation va induire I'activation ou la modétion du courant résultant de I'activité de
canaux dépendants du potentiel, comme I'échang@X [Na-Ca). Cet échangeur va donc

205



étre inhibé. Le résultat de cette dépolarisatiosevéraduire par une diminution de I'entrée de
Na" et de I'extrusion de G§ entrainant une augmentation de la concentratimadellulaire
en C&".

2. Le complexe ORAI / STIM gouverne 'ECC des DC hmaines
induite par les différents agents de maturation

L'élément le plus important dans notre étude es @ principale composante de
'ECC est due a ORAI-1 — le canal CRAC proprementcet a STIM-1 — son activateur. Des
études antérieures ont montré que le complexe ARATIM-1 est une des principales voies
d’entrée du C& dans la DC murine (Matzner, Zemtsova et al. 2088us avons démontré
gue ces protéines sont exprimées dans les DC ham#iaitées par les différents agents de
maturation. En effet, TARNm de ORAI-1 ne sembles paodifié, quelque soit les conditions

et ceci reste en cohérence avec le profil des Hi3€roées.
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Figure 65 : Mécanisme d’activation des DC humainegar le LPS
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Par ailleurs, une confirmation de l'implication dette protéine dans 'ECC est
apportée par les expériences de si-RNA. Quand IEssbnt traitées par des si-RNA
spécifigues d’'ORAI-1 ou de STIM-1, une diminutioa Bamplitude de 'ECC est observé.
Par conséquent, ce résultat suggere que 'ECC whsst la résultante de I'activation de
différents canaux comme les isoformes de la fan@RAIl ou ceux de la famille TRPC.
Motiani et al. (2010) ont montré qu’ORAI-3 intervenait comme upuweau partenaire de
I'entrée capacitive de Gadans les cellules cancéreuses (Motiani, Abdulieal. 2010). De
plus, le marquage de la protéine ORAI-1, dans I€sHdmaines traitées par le Zymosan,
expose des structures ressemblant a des « pumtapsotéines Kigure 52). En effet, le
Zymosan semble étre incorporé dans les DC muringsumaines pour former des vésicules
de phagocytose en réponse a un remodelage menrer@Ragers, Slack et al. 2005; Valera,
Fernandez et al. 2008). Enfin, le recrutement deooaeplexe de protéines est connu pour des
phénomenes cellulaires semblables dans d’autrédeseimmunitaires. En effet, ces deux
protéines (ORAI-1 et STIM-1) sont recrutées et mngrvers la synapse immunologique
quand le lymphocyte T interagit avec la cellulesperéatrice d’antigene (Lioudyno, Kozak et
al. 2008).

3. Les fonctions de la DC humaine sont dépendantda Calcium

La maturation, la synthese de cytokines sont dias<fonctions principales de la DC
humaine. En effet, une DC va recevoir un stimulus/a& y répondre en exprimant des
marqueurs spécifiques a sa surface et en synthétdes cytokines pour permettre

I'orientation appropriée de la réponse immunitaire

L’entrée capacitive de & (ECC), décrite dans les paragraphes précédents, es
impliquée dans les fonctions de la DC humaine. Hat,eun traitement au 2-APB, un
inhibiteur de ce mécanisme SOCE, va entrainer nimbition de I'expression des marqueurs
de maturation (principalement le CD25 et le CD83)edle de la production de cytokines (IL-
12, IL-10 et IFNy). Ces résultats sont confirmés par les expériedeesi-RNA pour les
marqueurs de maturation et pour la sécrétion dyERinsi, il est possible d’affirmer que le
Cd" est absolument nécessaire pour I'activation desh@aines et ceci par 'intermédiaire
d’'une modulation du phénotype de surface et dé&daésion de cytokines par le mécanisme

SOCE. Dans le modele murin, des ECC, de profilattine différente, sont décrites comme
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intervenant dans les fonctions des DC, en répanis@ $e TG soit a la nifedipine. Hsi al.
(2001) ont démontré I'implication d’'une ECC, induipar la TG, dans l'apparition du
phénotype mature des DC murines (Hsu, O'Connell €001).

Par ailleurs, de nombreuses voies de signalisatissociées aux TLR (récepteurs a
Tyrosine Kinase) et aux GPCR (récepteurs coupl&spaniéines G), ont un réle substantif
dans la régulation des fonctions de la DC humadies. voies de signalisation, associées au
TLR-2 et au TLR-4, induisent la maturation des D@matures et modifient le profil de
sécrétion de cytokines. Elles favorisent la syréhéH -12, d’IL-10 et d’IFN+. En effet, dans
les modéles murins ou humains, I'activation du TARrovoque le recrutement de petites
protéines G et de ces régulateurs (RGS : regutdt@ proteins signaling) (Shi, Harrison et
al. 2004). Ces protéines régulatrices semblentigtpdiquées dans la déplétion des stocks

calciques du RE, induite par 'activation de TLRrécepteurs aux cytokines inflammatoires.

Pathogénes intracellulaires

Rejet d'allogreffe g IFN-y
-bet

Autoimmunité

Stat4

IL-12 Bactéries extra-cellulaires

Tolérance immune Autoimmunité

Homéostasie
Régulation de la RT

[ IL-17A
TGF-p (Treg ThiZ), TL-21
IL-10 TFoxps | yor pri 10 00— CRTGFBIL-6 Sragg. LL-17F
(IL-23) IL-22
IL-4
IL-4
of IL-5
IL-13

Parasites extra-cellulaires
Allergie et asthme

Figure 66 : Orientation lymphocytaire T D’aprés Alegreet al, 2007

Cependant, la production de cytokines (essentieligifiL-12) semble également étre
modulée par des GPCRs. Or, dans nos travaux, tétegcd’IL-12 est totalement abolie par
le traitement au 2-APB. Il est donc possible qus gyulateurs des GPCRs, non identifiés
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pour l'instant, interagissent avec les voies deaigation induisant la sécrétion de cytokines
apres une stimulation par LPS ou TNF-

Enfin, I'activation des lymphocytes T, par les D&, divise en plusieurs signaux. En
effet, cette activation comporte trois signaux @paux. Les signaux 2 et 3 sont ceux
responsables de cette orientation lymphocytaireefiat, les protéines de co-stimulation et
les cytokines sécrétées par les CPA (ici, les D@dines) vont permettent 'adaptation de la
réponse au stimulus antigénique. Nous avons vicgsienolécules de co-stimulation, et plus
précisément le CD86, était sensible a la conceotraxtracellulaire, comme intracellulaire,
en C&". Leur expression est inhibée par le 2-APB, ce\guientrainer une modulation de
I'activation lymphocytaire T(Zheng, Manzotti et 2D04).

De plus, l'implication de 'ECC dans la synthése ajgokines permet, a la DC, de
moduler les différentes voies d’activation desue8 T. En effet, les sécrétions des DC
humaines vont jouer un rble dans l'orientation dgsiphocytes T Figure 66). Des
expériences préliminaires, sur l'activation lympytaire, ne soulignent aucune différence
dans le pourcentage de cellules proliférantes neailent que des lymphocytes T, activés par
des DC traitées par la TG, parcourent peu de cytdegrolifération. Ces expériences sont a

confirmer par une étude de cycle cellulaire.

4. Activation des canaux potassiques par le Calcium
intracellulaire

L’'application d’'une concentration extracellulade K+ lors de la maturation des DC
par le LPS a un effet inhibiteur, sur I'expresstnCD83 et CD25, marqueurs de maturation
(Données non montrées). Ces résultats sont enadiction avec ceux obtenus dans la
publication de Braccet al. (2007) ou une augmentation de I'expression du C@88viron
15 % était observée dans des conditions similgdiBeacci, Vukcevic et al. 2007). L'effet
observé par ces auteurs pourrait étre un effesitare de la phase précoce de la maturation.
La modulation des marqueurs de surface constitpeciamiere preuve de I'impact du K+ sur
la maturation de la DC. Cet effet permet de supplasgrésence de canaux ioniques. En effet,
pour un potentiel donné, le courant généré paatalcpotassique sera plus faible lorsque la

concentration en K+ extracellulaire est augmen@ephénomene est lié a la diminution du
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gradient électrochimique de l'ion. Ainsi, les réatd que I'on obtient sur I'expression du
CD25 et du CD83 lors d'une maturation en présenaeedforte concentration extracellulaire
en K+ semblent indiqguer que le courant généré pes danaux potassiques module
I'expression de ces deux marqueurs de maturatiarsarface de la DC.

Dans un second temps, nous avons identifié desuggpatassiques qui pourraient
avoir un impact sur la maturation de la DC. Cesanarpotassiques sont sensibles a*Ca
intracellulaire, issu de 'ECC. Grace a la techeigle « patch- clamp », les canaux de cette
famille peuvent étre discriminés grace a leursibéités au C&" et I'utilisation d'inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques.

Deux types de courant potassiques ont été obsetwda DC humaine immature. Le
premier est caractérisé par une rectification stetat une activité significative pour une
concentration en Gaintracellulaire de 400 nM. Ce courant est inhila¢ papplication de
I'lbériotoxine (IbTx) & 100 nM, inhibiteur spécifig du canal potassique sensible ad*Ca
intracellulaire, KCal.1 (BKCa). Ce courant semitie @&onc le reflet de I'activité du canal
KCal.l.

Le second courant observé est un courant caracigaisune rectification entrante. Ce
courant semble avoir une activité plus importan@urpune concentration en €a
intracellulaire de 100 nM que celle observé powr oancentration de 400 nM. Cela semble
supposer que le canal responsable de ce couraptusssensible et est modulé par I€'Ca
intracellulaire que le canal KCal.l. Toutefoiscoarant peut étre inhibé par I'application du
TRAM-34 a 100 nM, inhibiteur spécifique du canaltgssique sensible au £aKCa3.1
(SK4 / IKCa). Ce canal n'est pas décrit comme pauvétre inhibé par de fortes
concentrations en Gaintracellulaire. Nous pouvons supposer que laétbfice d’amplitude
de courant observé entre les deux concentrationGafieintracellulaire peut étre due & la
présence aléatoire d’un autre canal potassiqueeti étre inhibé par le €aintracellulaire,
comme par exemple le canal KCa3.1. Ces deux cal@ad.1 et KCal.1l ont été mis en
évidence gréace a leurs activités. Pour le canalXCaes résultats sont confortés par la mise
en évidence de son ARNm et par marquage en emfaence. Ce canal semble étre exprimeé
de la méme maniére sur les DC immatures et matungiguant qu’il n’est pas régulé par la
maturation. Le méme travail a été réalisé pouraleat KCal.l. Mais ce canal serait tres peu
exprimé dans toutes les conditions, excepté poutrdiéement au TNF: ou il serait

surexprimé. La présence de ces canaux pose laiaquekt leurs réles éventuels sur les
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fonctions de la DC. Sont-ils seulement présents péguler le potentiel de membrane et
soutenir l'influx calcique lors de 'ECC ou ont-ils autre réle ?

Des canaux de cette famille ont été retrouvés coayaat une action dans la motilité
et la migration de cellules cancéreuses (Potiarlin@t al. 2006; Chantome, Girault et al.
2009) et des éosinophiles (Saito, Sato et al. 1996)canal KCa3.1 a été montré comme
impliqué dans la migration des macrophages maisi alans la prolifération de différents
types cellulaires comme les lymphocytes (Toyama,lf\WWet al. 2008), les cellules
mésenchymateuses (Tao, Lau et al. 2008) et lesonydss (Duffy, Cruse et al. 2008). Le
canal KCal.l a lui été décrit comme étant prineipednt un canal fonctionnant en lien étroit
avec des canaux calciques (Berkefeld, Sailer eR@06; Zhao, Zhao et al. 2007), mais
certains articles indiquent son réle dans la peddifion de cellules cancéreuses mammaires
(Roger, Potier et al. 2004).

Sur les DC immatures, l'inhibition du canal KCalnlavait pas d'effet sur les
marqueurs de maturation CD83 et CD25, mais a et effgatif significatif sur I'expression
du marqueur CCR5. Au contraire, aucun effet n’estouvé sur la capacité de migration en
réponse a la chimiokine CCL5 (ligand du CCR5) dé&3 ibhmatures cultivés en présence
d’'IbTx. Ainsi, le canal KCal.1l ne semble pas jower r6le dans la migration des DC
immatures, mais ne participerait pas non plus tabléssement du phénotype de maturation.
Le canal KCa3.1 a un effet régulateur sur 'expoessles marqueurs de maturation CD25 et
CD83. Il pourrait également avoir un réle activatsur la migration des DCi, puisque son
inhibition diminue I'expression du CCR5 et la capade migration des DCi. Le canal SK4
pourrait avoir un role dans le maintien de la D@giétat immature.

Sur les DC matures, l'inhibition du canal KCal.lseenble pas avoir d’effet ni sur les
marqueurs de maturation, ni sur le marqueur deatayr spécifique de cet état, de méme que
sur la capacité de migration. L’inhibition du cakala3.1, entraine une légere diminution de
I'expression du marqueur de maturation CD83, masancun effet sur le CD25. La capacité
de migration se trouve augmentée ainsi que I'eswsasdu marqueur CCR7. Ainsi, on peut
supposer que le canal KCa3.1 sur les DC maturestaendance a diminuer leurs capacités
de migration et a favoriser un état moins mature.

Au final, des deux canaux potassiques sensible€al intracellulaire, le canal
KCa3 .1 semble présenter un rdle plus importans tesrfonctions des DC. En effet, ce canal
aurait une tendance a maintenir I'état immature@@set a favoriser la migration en réponse

a la chimiokine CCL5, et a I'état mature, diminuetaurs capacités de migration pour la
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chimiokine CCL19. Le canal KCal.1l ne semble pasrdaoméme importance que le canal

KCa3.1 dans les fonctions de la DC humaine.
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Figure 67 : Mécanisme d’activation des DC humainegar le LPS

A l'issue de ce travail, une question reste en andpElle concerne la fagcon dont ces
deux canaux peuvent co-exister sur la DC. En effiet,21 cellules analysées en « patch-
clamp », seules 7 cellules présentent un couragdretié par le canal BKCa et 14 un courant
engendré par le canal KCa3.1. Ces deux couranisg pas été retrouvés simultanément sur la
méme cellule. De plus, il a été observé que lep@#Sentant un courant lié a KCa3.1 avait un
potentiel de membrane moyen de -70,79 + 3,82 mxéaoe les DC présentant un courant lie
au canal KCal.l avait un potentiel de membrane4dd@®1 + 4,92 mV. Pour expliquer ce
phénomene, on peut supposer un état de maturafféredt entre les cellules. Une pseudo-
maturation initiée par un facteur quelconque (pnetédu sérum de veau foetal, effet
meécanique, contaminant lymphocytaire,...) changéarofil de maturation de certaines des
cellules analysées. Des résultats préliminairezpdaences de « patch-clamp » réalisés sur
des cellules matures semblent indiquer la présdanaganal KCal.1. On peut donc supposer
que le canal KCa3.1 soit majoritairement présentesuDC a I'état immature, participant a la

stabilité de cet état et a la fonction de migratiences cellules. Lors de la maturation, il se
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produirait un changement dans le type de canauxjies exprimé a la surface. Le canal
KCal.l serait le plus exprimé que le canal KCaBd.genre de phénomene a déja été décrit
dans la DC humaine, pour les canaux, & Ky (Zsiros, Kis-Toth et al. 2009). Une autre
hypothese serait que le canal KCa3.1 serait capiibleber le canal BKCa. Dans les cellules
acineuses des glandes salivaires de souris, l#& pdfterminale du canal KCa3.1 serait
capable de bloquer le pore du canal KCal.1 (Thompad Begenisich 2009).

5. R6le du mécanisme SOCE dans I'immunodéficience

Nos résultats montrent le réle du complexe ORBTIM dans les fonctions de la DC
humaine. En effet, ces protéines interviennent d&@C des DC humaines, induite par les
agonistes de TLR ou les cytokines inflammatoires.d@nséquent, elles jouent un impact sur
la physiologie immunitaire totale, au travers desnBostasies ioniques de la DC humaine
comme dans le lymphocyte T. Il est a noter que éeamisme SOCE est particulierement
affecté dans les cellules T issues de patientdraotg d’'un syndrome d’'immunodéficience
sévere combinée (SCID). Dans leur cas, la dépléemstocks calciques, induite par la TG,
ne provoque aucune entrée de’‘Caéme si la concentration du milieu extracell@aist
voisine de 2 mM. Ces patients ne présentent autwtation d’'ORAI-1 mais I'expression de
'ARNmM et de la protéine STIM-1 est quasiment imbéable dans leurs cellules T (Picard,
McCarl et al. 2009). Par ailleurs, le phénotypeiglie de ces patients est tres proche de
patients présentant une mutation de la protéine IIRAout ceci suggere que ces deux
protéines agissent dans une méme voie d’activatienla cellule T (Feske 2009). Par
conséquent, des études sur des DC issues de patj@mt une mutation pour I'une ou l'autre
de ces protéines seraient intéressantes a mendimita se présentant est le fait que ces
patients ont une durée de vie assez courte (enumenguinzaine d’années). C’est pourquoi,
des études sur des souris KO pour ces protéinesesgrdans un premier temps, plus
envisageables, méme si, comme nous l'avons vu avgat; la physiologie calcique des DC
murines semble tout a fait différente de celle d€shumaines.

Enfin, 'étude de cellules de la lignée myéloidsues de patients mutées pour I'un ou
l'autre des protéines d’intérét, serait un atouirpcomprendre avec certitude le rble de ces
protéines, responsables de ce mécanisme SOCEledafosctions cellulaires de I'immunité.
Ces études devraient étre confirmées par des expés sur des souris KO mais ceci est

assez difficile a cause de la létalité importanthiite par I'extinction de ces protéines.

213



6. L'homéostasie calcique peut étre gérée par deamaux calciques
différents des SOCs

L’homéostasie calcique des cellules non-excitapéag étre réegulée par d’autres types
de canaux : des canaux connus pour étre sensiblgstantiel de membrane. Ces canaux
dépendants du potentiel (les\Eaont retrouvés dans les cellules non-excitalilaseffet, les
canaux ioniques, plus précisément les calciquas;gm étre des cibles privilégiées pour des
traitements. Nous verrons donc des exemples dertrants ciblant des canaux ioniques : le
réle des Ca dans l'asthme expérimental, le réle immunosupeusslu diltiazem dans la
greffe d’organe et le développement d’'inhibiteupgdfiques de canaux dans des maladies

auto-immunes comme la sclérose en plaques.

6.1 Le r6le des canaux {dans la physiologie des lymphocytes T

Cabralet al. (2010) ont montré le r6le des canaux,Caans I'asthme expérimental
chez la souris (Cabral, Paulet et al. 2010). Crawasont exprimés par les lymphocytes Th2.
lIs ne sont pas activables par la dépolarisationademembrane. En effet, aucun courant
calcique dépendant du voltage n’a été détecté ldarigmphocytes Th2 stimulés par les KCl,
qui dépolarise la membrane. Ceci laisse penserl’gcivation des canaux Ga dans les
lymphocytes Th2 serait régulée d’'une autre faccabbdence de régulation par le voltage peut
étre due soit a une structure différente,soit présence de kinases associées au canal ou soit
a la conformation du canal qui 'empéche d'étresgda au voltage. Les auteurs n’ont pas
retrouvé de différence notoire dans la structureetecanaux. Il est donc tres vraisemblable
gue l'activité de ces canaux soit modulée par degéimes kinases. En effet, les protéines
kinase G et C semblent toutes les deux importgaes|’activation des canaux ¢hdans les
lymphocytes Th2. L’inhibition de lI'une ou l'autreedces kinases abolit le signal calcique
dépendant des canaux\da

Comme nous l'avons précédemment, les DC humairesneent des canaux Ga
récepteurs aux dihydropyridines. L’augmentatiorcdecentration du calcium intracellulaire
est nécessaire a I'endocytose et a la productitnld®, fonctions essentielles aux DC. Cette
augmentation de concentration de’Cest due en partie & la présence des canaux aadciqu
sensibles aux dihydropyridines. De plus, I'endosgtales corps apoptotiques, ainsi que la

production d’IL-12, sont inhibées par des antagesisle ces canaux. L'utilisation d’'une
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dihydropyridine fluorescente montre sa fixatioraamembrane des DC. Enfin, la sous-unité
B1 est présente dans des lysats de DC. Dans cette, é&s auteurs ont montré que le canal
Ca,/1 détecte dans les DC est indépendant du voltaggg(PFRubartelli et al. 1998).

C’est pourquoi, ces canaux \Ceestent des cibles potentielles pour des études su
'homéostasie calcique. En effet, beaucoup de canamiques auraient un rdle dans la
physiologie des cellules immunitaires. Mais ce ndlest pas toujours dit «ionique ». Les
réles dits « accessoires » ou « non-ioniques »d®pius en plus étudiés. Prenons I'exemple
du canal C@l.2 qui aurait un réle non-ionigue dans I'asthmpésinental, chez la souris. En
effet, I'extinction par siRNA de cette protéine an weffet bénéfique sur les souris
« asthmatiques » (Cabral, Paulet et al. 2010).

6.2 Les effets immunosuppresseurs des inhibiteasscdnaux calciques

dépendants du potentiel : les canauy Ca

Des études cliniques sur le réle immunosuppresseuribiteurs des canaux Gaur
le rejet de greffe ont montré que le traitementpadients transplantés par le diltiazem
améliore leur survie, apres 12 mois de transplamgMcDonald and Russ 2002). De plus,
certaines études montrent que cet inhibiteur amehd le taux de rejet (Wagner and
Neumayer 1987). Cependant, tous ces résultats ntestentradictoires. En effet, de
nombreuses études rapportent que cet inhibiteuaucan effet sur les différents paramétres
de la transplantation (Donmez, Karaaslan et al9;1@8gsathit, Sumethkul et al. 2006). Le
résultat significatif ou non est vraisemblablemieés dépendant de la nature de la cohorte de
patients utilisée. La sélection de la cohorte daepts induit donc un biais d’analyse

stastistique.

De plus, les effets immunosuppresseurs du diltiagent observés a des doses supra-
thérapeutiques. C’est pourquoi, son action immuppsassive doit étre moindre lors d’'un
usage thérapeutique. Il est donc trés difficilebderver les conséquences de son action sur le
systeme immunitairgn vivo. Les résultats de I'influence du diltiazem surpasamétres de la
greffe restent donc trées conflictuels. Si une aonétion de ces parametres est observée, il
faudrait donc mettre en évidence le potentiel imosuppresseur du diltiazem ainsi que sa
dose permettant cette possible action. Une métiyssméCross, Webster et al. 2009) conclut
que I'administration d’un inhibiteur calcique anugé la fonction rénale post-transplantation.

Mais, le mécanisme d’action de cet inhibiteur @plei reste encore hypothétique.
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6.3 Les traitements de maladies auto-immunes dibdarcanaux ionigues

Rangarajuet al. (2009) explorent 'effet potentiel d’'un inhibitedles canaux 1.3
comme traitement contre la sclérose en plagues{fggon, Beeton et al. 2009; Rangaraju,
Chi et al. 2009). En effet, les traitements cibl@n$ystéme immunitaire sont non-spécifiques
d'un type cellulaire. Dans certaines maladies ammunes, les lymphocytes T mémoire
auto-réactifs apparaissent comme des médiatewegiés de I'inflammation. Ces cellules
expriment une quantité non négligeable de canauxX Des inhibiteurs de ces canaux vont
inhiber le signal calcique, la production de cytms et la prolifération de ces cellules T auto-
réactives,in vitro ; et vont diminuer la migration de ces mémes cedlil vivo. Enfin, des
expériencesin vivo, montrent une améelioration de I'état des animalans des modeles de
sclérose en plaque, d’arthrite rhumatoide, de tkatteé type | et de dermatoses multiples. En
conclusion, des inhibiteurs de canaux ioniquedegcanaux k1.3, semblent étre de tres bon

candidats dans le cadre de certains traitements.

Les canaux ioniques semblent étre une cible issérge pour le développement de
nouveaux traitements. En effet, le role central B humaines dans l'induction d’'une
réponse immune allogénique et les résultats obtemule réle du complexe ORAI-1 / STIM-

1 font de ce complexe protéique une cible de chaixs le développement de traitements, par

des molécules immunomodulatrices, pour pallierisurunosuppresseurs.
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L'objectif de cette thése était de caractériseprtigéostasie calcique, au cours des
évenements précoces de la maturation des DC husndtoer la premiere fois, une entrée
capacitive de Ca (ECC) a été décrite, en réponse a une déplétisrsteks calciques, dans
ce type cellulaire, suite aux stimuli de maturat{oRS, Zymosan ou TNE- Le C&", entré
par cette derniére, est utilisé comme second mess#ns la DC humaine pour induire
I'expression des marqueurs de maturation et lehgget de cytokines.

Zymosan & %

Em\ K+ \

Migration

Figure 68 : Homéostasie calcique au cours des évements précoces de la
maturation des DC humaines

De plus, nous avons pu mettre en évidence lestgtascprotéiques responsables de
cette ECC. Elle est gouvernée par le complexe ORATIM. En effet, des expériences de
microscopie confocale ont permis de dévoiler le rdés protéines ORAI-1 et STIM-1 qui
apparaissent co-localisées dans les DC humaindquagsesoient les stimuli de maturation.
Ces protéines semblent intervenir dans ce mécan¥D@E car I'expression des marqueurs
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de maturation et la synthése de cytokines sontite&dlorsque leur expression protéique est
inhibée par la technique d’ARN interférence.

Par ailleurs, des canaux potassiques, connus puter @tivés par le CGh
intracellulaire, ont été retrouvés dans les DC hHoesa: les KCal.l et KCa3.1. Il apparait
donc que le canal KCa3.1 est impliqué dans la rigrales DC immatures mais également
des matures. En effen vivo, les DC vont répondre a la chimiokine CCL5 pamigration de
la moélle osseuse vers les tissus périphériqugdiide I'inhibition de la capacité migratoire,
par le TRAM-34, pourrait diminuer la migration de€ immatures vers leur lieu d’activation
(les tissus périphériques). Ce canal va donc fagorila migration vers les tissus
périphérigues. Par ailleurs, les DC matures vogrenj en réponse au CCL19 ou CCL21, des
tissus périphériques vers les organes lymphidesdages. L'activation de la migration, en
réponse au CCL19, par la TRAM-34, pourrait permeetle conclure que ce canal juerait un
réle inhibiteur sur la migration des DC maturessves organes lymphoides secondaires, pour
permettre I'activation des cellules T. Ce canaloféserait donc un état quiescent dans les
tissus périphériques. Ces résultats permettentvdager des pistes de développement
d’alternatives thérapeutiques pour les probleme®e de greffe. En effet, un traitement par
un agoniste de ce canal permettrait aux DC humalaagster en quiescence dans la moélle
osseuse. Ceci permettrait donc d’induire une tolgaimmune pour éviter les rejets
d’allogreffe. Enfin, d’autres thérapies, ciblantdires types de maladies comme le cancer,
peuvent étre envisagé pour stimuler la réponse miaite anti-tumorale, toujours en
inhibant I'activité de ce canal. En effet, les D@aines, activées par un stimulus tumoral,
verraient leur migration augmentée et ainsi unenagation de la réponse immune anti-

tumorale serait observée.

En conclusion, les canaux ioniques (calciques &gstques), régulant les principales
fonctions des DC humaines, pourraient étre deg<iptivilégiées pour d’éventuel traitement
contre des maladies auto-immunes, par exemple. e ges régulations d’expression ou
d’activité de ces canaux permettraient, peut-&fiaduire un type de « tolérance immune »,

tres utile, par exemple, dans le cas de la gréfiedne.
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ABSTRACT

The human dendritic cells (DC) play a key role lne immune response. Although
Ca*-signaling processes are thought to underlie ma@yfubictions, the Ca entry pathways
are known only in mouse model. The depletion ofaicellular calcium stores appears the
most striking pathway to increase the cytosoli¢ Gmncentration. The STIM-1 protein, a
putative C&"-sensor in the endoplasmic reticulum, induces thivation of store-operated
conductance after clustering. The most thoroughlglied of these conductances are thé'Ca
release-activated &a(CRAC) channels, and recent studies have idedtifiee ORAI-1
protein as comprising the essential pore-formingusit of these channels and its activator,
STIM-1. Therefore, we investigated Lasignalling in DC maturation using &aimaging.
The extracellulacalcium, alone, induces a spontaneous maturatidrumian DC. However,
the response to the inflammatory mediators or PAMPathogen-Associated Molecular
Pattern) is due ta cepletion of intracellular C4 stores that induces store-operated’ @atry
(SOCE) across the plasma membrane. Thig iBflux was inhibited by 2-APB and exhibited
a C&'permeability similar to the Gielease-activated €achannel (CRAC) found in T
lymphocytes. Moreover, the level of phenotypic hani¥xC maturation was correlated with
the extracellular CA concentration and enhanced by Thapsigargin or PAKME&atments.
These results suggest that CRAC is a major pattiora@&* entry in human myeloid DC and
support the proposal that SOCE mechanism contnelfitman DC maturation and secretion

of cytokines.
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1. INTRODUCTION

C&” signals, particularly calcium influx, contribute the functional aim of many cell
types in the immune system, including T cells, nwls, macrophages and dendritic cells
(1). Furthermore, G could be taken in as a second messenger in numethar cell types
(whether excitable or non-excitable). In the calseom-excitable cells, different ion channels
such as ROC (Receptor Operated Channel) and S@@ (Sperated Channel) can manage
this influx (2), independently of their type. Innune cells, remain SOCs involved in T cell
function were identified as ORAI-1-STIM-1 couple).(However, even if their presence and
their functionality were demonstrated in murine D@&ry few studies on human DC
addressed the role of these proteins iA* Gameostasis and the role of ion channels in cell
functionality. This is of importance because itkisown that there is a great discrepancy
between murine and human DC as regards their Rgkips for example. In fact, in mouse
model, these channels are responsible of thetioiiaf maturation process. While, the RyR
(type 1) channels initiate the antigen presentgtimecess for hDC before their maturation.
Dendritic cells are highly specialized antigen prémg cells (APC) that are able to induce
both specific immunity and immune tolerance. Beeanfsthese properties, they represent the
most important cells of the immune system (3, @n.the basis of the information gathered
from the tissue where they reside, DCs adjust foeictional activity to ensure that protective
immunity is favoured while unwanted or exaggeratadune responses are prevented. A
wide variety of signals from neighbouring cellseafing DC functional activity has been
describedlmmature DC become mature DC with functional cotepees under a very large
number of stimuli through numerous cell surfaceepéors such as cytokine receptors, TLR or
type C lectins (5, 6). While a sustained increaséiracellular C& accompanies T and B
cells receptor signalling and is necessary for gaotvation, cellular proliferation and
cytokine secretions (7, 8). The process of DC naditem induced by foreign agents plays a

253



key role in immune responses but the function déigen signalling in this phenomenon is
not well understood. A previous study suggested ¢h&&" influx (as well named CCE,
SOCE or CRAC) might be involved in murine DC matima (9). Among different
modalities of entry, the involvement of an ion cheln(selective to Ga) sensitive to ER Ga
stocks, named SOC (Store Operated Channel) cangaarihis influx (2). SOCs have the
property to be activated by ER Tadepletion and lead a €ainflux, named CCE
(Capacitative Calcium Entry). This CCE allows relivay of the C&" stocks of ER, as well as
regulating several physiological functions (10).

In hDC, very few studies addressed the calcium vpayhinvolvement in the
maturation phenomenon, but they all underline tg@artance of this ion. The use of a
calcium ionophore induced a mature phenotype inaruB®C (11), as well as an inhibition of
IL-12 secretion (12). In addition, a study in humahowed the involvement of PLC
(Phospholipase C) in the maturation process of hiliced by LPS (13). Indeed, PLC
activation induces the synthesis of (Positol Triphosphate), which in turn induces kease
of ER C&" stocks through activation of 4R (IP; Receptor). Because store-operated'Ca
entry (SOCE) seems to be the main mechanism useddmy cell types to initiate signal
transduction, we were interested by two molecutegmtly discovered: ORAI-1 and STIM-1
(1). These two molecules have been involved in ITamivation through the MHC complex
(14). These two proteins, as they move to the inotagical synapse, are up-regulated during
T cell activation and provoke cell polarization Y18&ne of the implications of ORAI-1's and
STIM-1’s up-regulation in the early stages of theriune response would be to amplify and
ensure CRAC channel-mediated ?Caignalling for clonal expansion, differentiatiomda
calcium-dependent regulation of gene expressioh aells. Thus, the expression of ORAI-1
and STIM1 carries out a positive feedback oA*@anal (15). A single amino acid change in

ORAI-1 abolishes CRAC channel function and T- eeliivation without any modification in
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protein expression profile. Severe combined immefiogtncy (SCID) patients have been
associated with lack of both functional ORAI andi81. Although the number of CD4 and
CD8 T cells and B cells are normal in ORAI-defidigatients (16), the functional activity of
their T cells is severely compromised and patiearts not able to build a specific and
protective antibody response. To the best of owwkadge, DC functionality in CRAC-

deficient patients has not been addressed (17).

Consequently, G4 signal via the ORAi-1 and STIM1 couple is likely be of
importance in immunological regulation. A clinicstudy done by Weiet al. (18) showed
that transplanted people treated by calcium inbiibjt presented a better renal function or
survival. We therefore made the hypothesis thatintwbitors may have an impact not only
on cardiac cells but also on immune cells and ngaonl dendritic cells, which are the main
cells involved in the induction of the immune respe. To elucidate the mechanisms by
which C&" participates in hDC maturation, we analyzed easlgnts of this process and

functional consequences of its inhibition.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Generation of Dendritic Cells from PeripheBibod Mononuclear Cells (PBMC)

Peripheral blood cells were obtained by cytaphsrdsom healthy volunteers
following informed written consent. PBMCs were et@ld by Ficoll Hypaque density gradient
centrifugation (density 1.077, Lymphoprep; Abcys,3Aance) and resuspended in culture
medium after 2 washings. Monocyte-derived dendrigtls were prepared after selective
adhesion of monocytes to plastic as previouslyrigst (19, 20). Briefly, PBMC were either
incubated for 45 min at 37°C in 5% CO2 in cultulasks (100 million in a 75 cfFalcon
flask, Becton Dickinson, Mountain View, CA, USAnhanon-adherent cells were discarded
and medium containing rhGM-CSF (1000 U/ml) and f41[25 ng/ml) was added. Cells were
suspended in culture medium (containing 1000 UmBM-CSF and 25 ng/ml rhiL-4). On
day 5, immature DC were harvested, washed and sdsgdean culture medium with IL-4 and

GM-CSF.

2.2. Cell treatment

TLR agonists (LPS (50 ng/ml), Zymosan (25 pg/mkl @NF- (20 ng/ml)) and Cd
inhibitors such as Thapsigargin (750 nM), D609 (i) or 2-APB (10QuM) were added
directly to immature DC for 18 hours in individuadells. All drugs and chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavierance).Cells were harvested, washed
and used for analyses in flow cytometry, mixed wnaltreaction or spectrofluorometric
analysis. For reagents suspended in dimethyl sdkoOMSO), an equal volume of DMSO
was added to control cultures. At the concentratiosed, DMSO has no inhibitory or

stimulatory effects on DC.

256



2.3. Solutions

The physiological saline solution (PSS) had thefwihg composition (in mM): NaCl
140, KCL 5.4, Mgd 1, NaHPQO, 0.33, CaCl 1.8, D-Glucose 11.1 and HEPES 10; adjusted
to 7.4 with 1M NaOH. The Ca-free solution had tb#ofving composition (in mM): NaCl
140, KCL 5.4, MgC] 1, NakPO, 0.33, EGTA 1, D-Glucose 11.1 and HEPES 10; adjutie
7.4 with 1M NaOH. Thapsigargin (TG), 2-ABP (2-AmRloenyl Borate), LPS
(Lipopolysaccharide), Zymosan and TFwvere added to the PSS at concentrations indicated

in figure legends.

2.4. Fluorescence measurements

Intracellular C&' concentrations were estimated using the ratiométrorescent dye
Fura-2. Immature DC wer e plated on cover slipsidfddish FD35-100, WPI, UK) coated
with poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, St Quentin Faller, France) in PSS (see Solutions).
Cells were incubated in PSS containing Fura-2 AMM} (Sigma-Aldrich, St Quentin
Fallavier, France), the membrane-permeant acetatkyinester form of Fura-2, diluted in
pluronic acid-F127 (Sigma-Aldrich, St Quentin Fal&a, France), during 60-75 min at 37°C.
Cells were then washed with PSS and left for 2tamdil minutes before recording.
The dishes were placed on the stage of a Nikormp&elTE2000-S inverted epi-illumination
microscope (Nikon, France). The excitation lighume was a 75-W Xenon arc lamp.
Excitation light at the two-excitation wavelengthsaxima of Fura-2 (340/380nm) was
chopped by a monochromator (Cairn Optoscan, UKg @&kcitation protocol was a 50 ms
excitation at each wavelength every 2 s. Excitatight was directed through a 60X oil
immersion objective with a numerical aperture @ (Nikon Plan Apo, France). Fluorescence
emission at 510 £ 20 nm was detected by a photgrhaittube (PMT) placed on the side of

the microscope. The analogical signal of PMT wagtided by a Digidata 1322 A converter
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(Axon Instrument, USA) at a sampling frequency d&f. This numeric signal was analyzed
using Clampex 8.2 (Axon Instrument, USA). Backgmbdimorescence was determined at 340
and 380 nm from an area of the dish free of celter aexperiment and was routinely

subtracted.

2.5. Flow Cytometric Analysis

Dendritic cells were incubated at 4°C with satur@tconcentrations of fluorochrome-
conjugated mAbs in the dark for 30 min, washed éwidéth PBS, fixed in 0.5% PFA-PBS
solution and analyzed with a FACSCanto (Becton D&én, France). Dead cells were gated
out on the basis of their light scatter propertizsta were analyzed with Diva Software.
For intracellular detection of IFN- cells were incubated in Golgistop solution (Beeto
Dickinson) for the last 5 hours of culture, nexe thells were permeabilized with BD
cytofix/cytoperm solution (Becton-Dickinson, Frahcand finally labeled with an APC-
coupled antibody specific for IFM- (Becton-Dickinson, France) according to the

manufacturer’s instructions.

2.6. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)

Cell culture supernatants were harvested and stateeBO °C until assayed for
cytokines. Human IL-10, IFN-and IL-12 p70 concentrations were measured by EluSing
Ready-Set-Go kits from e-Bioscience (MontrougenEea according to the manufacturer’'s
instructions. Briefly, microtiter plates were caatevernight at 4°C with antibodies specific
for IL-12p70, IL-10 and IFNy from e-Bioscience (Montrouge, France). The platese

washed and blocked according to the manufactuiessuctions. Samples and standards
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were analyzed in triplicate, and assayed with thdimperoxydase system. Optical densities

were measured in an ELISA plate-reader at 450 nueleagths.

2.7. RNA extraction and Reverse Transcriptase PCR

Total RNA was isolated using RNA extraction minik@piagen, USA) following the
manufacturer’s protocol. Prior to reverse trangimip total RNA was treated with DNAase |
for 30 min at room temperature. RNA was then res<transcribed using Superscript I
reverse transcriptase and oligodT (Invitrogen, EeanPCR was performed using specific
primers designed for STIM-1 or ORAI-1 (5-GCATCTT@&IGGAGACCGT and 5'-
CAAGACGGACGCATACATCC for STIM-1; 5-GTCACCTACCCGGATGGAT and 5'-
TGGAGGCTTTAAGCTTGGCG for ORAI-1). In order to praveamplification of genomic
DNA, forward and reverse primers used spanned beigting exons. PCR products were

visualized by ethidium bromide (Sigma-Aldrich, Fcai staining.

2.8. Immuofluorescence and confocal analysis
The hDC were spun onto glass LAB-TEK (Nunc Inteioval, USA) by Poly-L

Lysine (Sigma-Aldrich, France) before immunofluaresce labelling of STIM-1 and ORAI-
1. Cells were permeabilized and fixed by BD Cytifixtoperm™ Plus kit (BD Biosciences,
USA) in labelling medium (PBS with 4% FBS and 0,R#ide) at room temperature. After
fixation, samples were then incubated with purifaattibodies diluted in labelling medium
during 1 hour at room temperature. We used a manéhuman STIM-1 (Abnova, USA)
and a rabbit anti-human ORAI-1 (Anticorps-onlinegr@any) as primary reagent. After
washing cells twice with labelling medium, specstaining was detected by Alexa Fluor 488
conjugated goat anti-mouse IgG and Alexa Fluor B6#jugated goat anti-rabbit 1gG

(Invitrogen, France), respectively for STIM 1 andRAl-1. Cover slips were placed in
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mounting medium (Invitrogen, France) and visualizgth a LMS510 meta Zeiss confocal
microscope equipped with a x63 water immersion abje (NA:1.2). Images shown are

single optical slides, with the double labelling.

2.9. RNA interference

Silencers select pre-designed siRNAs (Santa Craie8h, USA) specific for STIM-1
or ORAI-1 were used to inhibit STIM-1 and ORAI-1pegssion. In each experiment, £.10
immature DC were plated in 24-well plates in 40@pdwth medium containing 10% FBS
without antibiotic. Lipofectamine RNAi-Max (1pl/wlelinvitrogen, France) was first diluted
in 50ul Opti-MEM (Invitrogen, France) for 5 minutbefore mixing with an equal volume of
Opti-MEM containing 20pmol of siRNA. After 20 mireg, 2100ul of the
Lipofectamine/siRNA mixture were added to the catigperform siRNA transfection. Fresh
growth medium (500ul) was added 4 hours after teation. Cells were cultured for 36 hours
at 37°C to obtain optimal silencing of targeted egenThe efficacy of gene silencing was
testing by western blot and flow cytometry. A siRikAntrol (Santa Cruz Biotech, USA) was

used as negative control. The sequence of thisAiRbhtrol was not specific to any genes.

2.10. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using a nonpetre&c Mann- Whitney test with XLSTAT

2007 software. For all testspavalue of <0.05 was regarded as statistically siggzit.

260



3. RESULTS

3.1 Extracellular calcium modifies hDC phenotype.

The mature phenotype of human DCs is defined asctimeomitant cell surface
expression of CD86, CD80, HLA-DR, CD83 and CD25u3hwe evaluated the expression of
these markers in presence of different extracellcdécium concentrations by flow cytometry.
We analyzed the percentage of hDC quadruple pesitglls (CD86/ HLA-DR, CD80, CD83)
by flow cytometry. As represented on Fig. 1A, aoréased extracellular €aconcentration
resulted in an increase of the percentage of edfgessing CD80, HLA-DR, CD83 and
CD86.). This percentage of quadruple positive daliseased following the extracellular Ca
concentration (from 2 to 4 mM) (Fig.1 B). Moreovtre surface expression of CD25 that is a
discriminating maturation marker (Mnasré al, 2008) increased from 24.6% to 43.3 %
following the increasing Ga concentration from 0.4 (RPMI) to 4 mM (Fig. 1Q). dontrast,

only 2.7% of hDC expressed CD25 at their surfadiénabsence of €a

3.2. Calcium entry in during hDC maturation is a G@um capacitive entry (CCE)

Since we demonstrated that extracellular calciurm al@de to modify the expression of
phenotype markers in hDC, we hypothesized thatl@uca entry occurs during the earlier
events of hDC maturation. In several cell types, store-operated &aentry or CCE can
routinely be measured upon store depletion by itibibof the vesicular Ca-ATPase using
Thapsigargin (TG, an inhibitor of SERCA-2A) and Lymosan or TNFx treatment may
lead to activation of CRAC channels. A CCE follogiinalcium store depletion (from ER
stocks) was observed after application of TG, dmbitor of SERCA-2A and it was sensitive
to 2-APB (Fig. 2A). Stimulation of hDC with TLR (Tidike receptor) agonists such as LPS
(50 ng/ml) and TNFRx (20 ng/ml) resulted in a rapid and irreversibler@ase in [C&]; (Fig.

2B and 2D, respectively). To demonstrate the naitithis CCE, a PSS solution was perfused
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with or without 100 uM 2-ABP (Fig. 2B and 2D). 2-BFsignificantly blunted but did not
fully abrogate the increase of [Ep following LPS or TNFe perfusions. In the case of TNF-
a and LPS, the GA entry consisted in two components, a continuou arransient one
corresponding to the entry of external calciumraftepletion of the RE as shown by the O
Cc&* period. Moreover, the use of 2-APB induced theersibility of the continuous
component in CCE (Fig. 2B and 2D). In contrastyamlransient and reversible increase of
[Ca’']; was observed when Zymosan (25 pg/ml) was applienXC (Fig. 2C). A decrease of
the Zymosan-induced CCE amplitude was observedasepce of 2-APB with a lesser effect

compared to LPS and TNg&{Fig. 2C).

3.3. Phenotype expressions and cytokine secretmffsDC are under Calcium dependence

As shown in Figure 1, hDC were able to exhibit ature phenotype when the
extracellular calcium concentration increased, tfeure phenotype status being defined as
the simultaneous expression of at least the CD8&-BHR, CD80, and CD83 markers. In
control condition (iDC condition), quadruple posgicells represented 6.3% of the hDC
population. During the next 18 hours of culturgpmesence of different maturating agents, the
expression of these markers increased up to 31.iPo™ME, 57.2% with LPS, 57.3% with
Zymosan and 31.4% with TNé&ireatment (Fig. 3). The expression of these foarkers was
sensitive to 2-APB (p<0.05) and was decreased buytei%, in all conditions.

Cytokine secretion by hDC is an essential stepimgado T cell activation and
polarization. We therefore evaluated the cytokieeration of hDC by ELISA using different
inhibitors (TG or 2-APB) and maturating agents. ¥&ted hDC were not able to secrete any
cytokine (Fig. 4). In our conditions, LPS-treateld( secreted IL-12, IL-10 and Zymosan-
treated hDC secreted IL-10 as cited in the litem{@1-23) (Fig. 4A and 4B). These cytokine
productions were abolished in presence of 2-APB.(#) or SKF 96365, another inhibitor of
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CCE (data not shown). Secreted IFNvas also significantly reduced by the addition2ef

APB (p<0.05).

3.4. Expression of ORAI-1 and STIM-1 in hDC

In order to show both ORAI-1 and STIM-1 proteins loRC, we evaluated their protein
expression by confocal microscopy (Fig. 5) usingaauble staining (ORAI-1 in red and
STIM-1 in green). These two proteins appeared tedsocalized on the same cells for all
conditions except for Zymosan. In this latter cdiodi, puncta of ORAI-1 (in red) were
observed and STIM-1 (in green) was not detectableéhe structures, but it appeared

homogeneously distributed in hDC (Fig. 5).

3.5. ORAI-1 and STIM-1 involvement in hDC functiohactivities

To evaluate the involvement of ORAI-1 and STIM-1hBC maturation, a SiRNA
strategy was used against these proteins in presghmaturating agents. We first checked
whether a CCE was observed in presence of corR/ (si-Ctl) (Fig. 6A). C&" (2mM)
was re-introduced in perfuse solution after a treatt by 750nM TG in Ca free solution.
This re-introduction induced a sustained increade intracellular calcium in hDC
(F340/F380= 0.23 +/- 0.03). The profile of this CSEEomparable to those obtained in Figure
2A. In Si-STIM-1 conditions, the CCE amplitude imdd by TG treatment decreased
(F340/F380= 0.091+/_0.012 ) (Fig 6B). The CCE atudk was equally diminished by a
treatment with Si-ORAI-1 (F340/F380= 0.104 +/_ @PIFig 6C). The western blotting
analyses of cell extracts in the different condisiclearly demonstrated a decrease of protein
expression (Fig 6D) in the si-RNA treated cellseTbtal amount of intracellular Ca2+ was

significantly decreased by both si-RNA treatmestsizown on fig.6 E.

263



The involvement of ORAI-1 and STIM-1 in DC matuaatiwas also studied evaluated
by the analysis of surface markers expression asac@D83, CD86, CD80, and HLA-DR. The
increased of the expression of these markers obdervfigure 3, with TG, LPS, Zymosan

and TNFe was reduced by a treatment with si-STIM-1 or siADR (Fig. 7).

264



4. DISCUSSION

The data reported here clearly underline the itgpoe of C& in human
dendritic cells (hDC) maturation, and suggest & ridr ORAI-1 and STIM-1 in hDC
functions. Moreover, our study demonstrates thelirament of a C& influx in the earlier
events of hDC maturation. In fact, we showed thBRAG1 and STIM-1 - the CRAC channel
and its activator - are rapidly recruited followiigR or TNF-R activation, resulting in the
increase of intracellular calcium concentrationwHs previously known that ion channels
were involved in immune cell functions and moregmely in dendritic cell functionality as
Zsiros et al. (24) hypothesized the involvement of two typesiasf channels in migration
(Na,/1.7) and cytokine secretion (K.3) according to the status of hDC and without
demonstrating a role of &a Nonetheless, their results demonstrated that did not play a
role in hDC physiology. Here, however, we showaedt, the first time to the best of our
knowledge, that maturating agents, such as TLRiatpoar cytokines act through a CCE in
hDC. Indeed, C& alone, via a modification of its concentration gemd, induced a
maturation of hDC. Similar results strengtheneds¢hobtained in a mouse model (9) where
the author described a phenomenon named CRAE -aease Activated-G§ as a major
entry of C&" in murine DC. We showed that, in hDC, stimulatigith TLR agonists induced
a SOCE(Store Operated Calcium Entryhich was inhibited by 2-APB (100uM), an known
inhibitor for this kind of C&" entry. This SOCE is involved in the hDC functidrecause the
treatment by 2-APB inhibited the expression of mation markers (principally CD25 and
CD83) and the inhibition of cytokine production {112, IL-10 or IFNy). These results are
confirmed by si-RNA experiments (Fig.7). Thus,?Cis absolutely necessary for hDC
maturation and activation as evidenced by a modulaif phenotype marker expression and
cytokine secretion by SOCE. In mouse DC modeléer@int CCE have been shown using
TG and nifedipine (a C-type calcium channel intwbit TG was able to induce a matured
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phenotype in murine DC (9). The evidenced CCE apgpfmliowing a total C& depletion
from the ER. The ion channels responsible for deigletion are IER or members of the RyR
family (RyR1, RyR2 or RyR3). In murine DC, the RyRfbtein was shown to be functional
(25) but its status in hDC was not known. In ounds Dantrolene (a RyR1 inhibitor) had no
effect on the CCE induced on hDC by the maturasiggnts TG, LPS, Zymosan and TNF-
(data not shown). O’'Connedt al. (26) showed that the RyR (and particularly RyRbtgins
were involved in the CCE induced by caffeine in ma&rmDC. In our experiments on hDC, the
situation appears to be different as the observelt €xhibited different profiles depending
on the maturating agents used. It is thereforeiplesthat, on each CCE profile, specific ion
channels could be involved (27). Our charactemraif these CCE is mainly based on
pharmacological studies by using 2-APB, which iswn to block different channels such as
TRPC 1, 3, 4, 5 and 6, or SKF 96365, a potent itdiilof TRPC 6 and 7 (28). The CCE
showed is induced in hDC by TG orsfP was inhibited by SKF 96365, suggesting the
involvement of TRPC 6 and 7 as in cancer cells .(2Z9e CCE profiles so obtained
distinguished two types of maturating agent, th&xsgh as TNFe: and LPS that were able to
induce an irreversible CCE with two components Zpehosan that induced a reversible CCE
with a single component. The CCE induced by TiN&nd LPS comprised one component
that appeared 2-APB-insensitive and transient, edgethe other was sustained and 2-ABP-
sensitive. As for Zymosan, the CCE was reversilgenuwashing. This CCE reversibility
suggested that there is at least two differerit @athways used for CCE in hDC. In our work,
the kinetics of the Caincrease induced by LPS or TNFwas slower than the one induced
by Zymosan. In fact, the CCE obtained with LPS NiFfa seemed to involve ion channels of
both the ER and the plasma membrane, whereas tlie db@ined with Zymosan seemed
only to require ion channels of the plasma membraiosvever, analyses using patch-clamp

technique will be necessary to characterize thecigment so observed. Moreover, it can be
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critically important that 2-APB treatment induced mcrease of basal €alevel. As the
specificity of 2-APB is known, these channels asective for C4" and K and the
membrane potential of hDC is governed by potassianductance. At the holding potential,
if the potassium efflux is inhibited through TRPaadhels, the plasma membrane should be
depolarized and the current resulting from Na-Caharger functioning diminished. The
resultant of this depolarization is a decrease & iNflux and C&" efflux, leading to an
intracellular C&" concentration increase.

Moreover, both TLR and GPCR receptor signalling enaubstantive roles in the
regulation of DC function. Signalling through eitid.R2 or TLR4 induces the maturation of
iDC and alters the expression of cytokines, induces IL-12, IL-10 and IFN-synthesis.
Indeed, in mouse and human models, the activatioMLir-4, a GPCR, provokes the
recruitment of G proteins and their regulators (R@&gulator of G protein signalling) (30).
These regulator proteins could be involved in tt& Gtore depletion after TLR or TNF-R
stimulation. Nevertheless, the cytokine produc(iknal2, essentially) is regulated by GPCRs
(31). Here, we showed that the production of ILwigs totally abolished by treatment with 2-
APB. Therefore, non-identified GPCR regulators daateract with signalling pathways that
induce cytokine production after a TLR or TNF-Ratiation.

The most striking finding was that the principaihgmnent of the CCE induced by
store-depletion was mainly due to ORAI-1 and STIM-the CRAC channel pore subunit and
its activator, respectively. Previous works havevah that the ORAI-1/STIM-1 complex in
murine BM-DC is one of the main calcium pathway)(3&e showed that these proteins are
expressed in hDC treated with different maturatiggnts. ORAI-1 mRNA was not modified
and this result was in coherence with the CCE larofis this CCE is reversible whenCis
re-introduced in the bath solution (except for Zwaum), ORAI-1 could be implicated in the

Cd”* entry. A treatment of hDC with specific si-RNA @FIM-1 or si-ORAI-1) induced a
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decrease of the CCE amplitude but not its com@btdition, indicating that only part of this
CCE might be due to the ORAI-1/STIM-1 complex. Mmrer, these two proteins are co-
localized in hDC stimulated by several agents. Thight suggest that the observed CCE is
the result of the activation of different ion chatlmsuch as members of the TRPC or ORAI
families (ORAI-3, for example). Montiamt al (33) showed that ORAI-3 was a novel store-
operated channel in cancer cells. However, ORAdEElling on Zymosan-treated hDC only
showed structures as puncta (Fig. 5C). Indeed, 2gmds up taken in mouse and human DC
forming phagocytosis vesicles following the memleramodelling (34, 35).

Furthermore, our study demonstrates that ORAI-1 @htM-1 - the CRAC channel
pore subunit and its activator, respectively -ramdly recruited to induce a €anflux after
TLR or TNF-R activation. In T cells, these two miois are recruited and migrated to the
immunological synapse (15). Depending on the mahgagent used, the recruitment of this
couple is not identical. When TNk4s used, the maturation is lesser than the oneceul
with LPS or TG. Thus, in this condition, the comglibetween these two proteins has a less
intensity (Fig. 5C). When Zymosan is used, thesgemms are not clearly co-localized. This
is due to the up-take of this maturating agentrduthe activation phase (34, 35).

Beyond their effect on the early CCE in hDC matorgtthe ORAI-1 and STIM-1
complex might have an impact on the whole immunesiathogy through the ionic
homeostasis in hDC as well as in T cell. IndeedCEQs severely impaired in cells from
patients who suffer from combined immunodeficienktythese cases, store depletion with
TG failed to induce CA influx even in the presence of 2 mM [Claand despite normal
release of Cd from ER stores. In those patients, no mutation©AI-1 were found but
MRNA and protein expression levels of STIM-1 wet®rggly reduced or undetectable in
these patients’ cells, which is consistent with dlserved pronounced defect in SOCE (36).

The clinical phenotype associated with STIM-1 deficy in patients is very similar to that of
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ORAI-1 deficiency, suggesting that both genes adhe same pathway and are critical for
SOCE in the same tissues (17).

Additionally, deregulated ion homeostasis has bseown to be associated with
pathophysiological processes in inflammation antbimumune diseases. Increased®'Ca
responses may be involved in the breakdown of B4mdérance and autoimmunity in
systemic lupus erythemateous (37, 38). In additibe, disturbance of G& signalling is
linked to the generation of autoreactive T cellgoimed in several diseases (rheumatoid
arthritis, multiple sclerosis and type | diabeteBenningtonet al (39) are currently
developing therapeutic treatments for these disedsmugh the inhibition of specific
potassium channels (Kv1.3 and Kv1.5). However, éhannels could also play a “non-ion
channel” role as transcription factor. Cabealal (40) showed that a knock-down of \Qa
prevented asthma in a mouse model. This resulh i@greement with our results because
cytokine production by hDC was significantly desea by a treatment with 100uM of 2-
APB or by a specific si-RNA against STIM-1 or ORAl{data not shown). Moreover, in
organ transplantation, some works demonstratedntipact of channel inhibitors in graft
survey (41, 42)The clinical applicability of the immunosuppressizapability of Calcium
Channels Blockers in addition to conventional immauppressive drugs remains to be firmly
established. Early studies with diltiazem and vanaip demonstrate a reduction in early graft
non-function and rejection in cyclosporine-treatedal transplant recipients (18). In fact, the
role of C&*and, more precisely, that of the ORAI-1 and STIMeplex in hDC physiology
could be a good target candidate for ion channelgbitors in immuno-modulatory

treatments.
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Figure 1: Expression of maturation markers in human dendritic cells according
toextracellular Ca®* concentration (in mM). hDC were cultured in medium with increasing
concentrations of G& At the end of the co-culture period, cells weaevested and double or
quadruple staining was assessed by FACS analysisdal conditions.

A - CD83 expression is increased by extracellular’Caoncentration The population
showed on this panel is issued from a simple laigelbf hDC by DC-Sign antibody. In this
population, the expression of 2 specific marker®8& and CD83 was observed. The
percentage of double positive cells is shown inepak Results are representative of 7
independent experiments.

B — Expression of maturation markers in relation toragellular Ca* concentrations The
same population, isolated by simple labelling WidiC-Sign antibody, expressed CD80,
CD86, HLA-DR and CD83 in increasing proportionspiresence of increasing extracellular
Cc&* concentration. The percentage of quadruple pesitiglls is shown in panel B. Each
point represents one experiment and the black kemesent the mean of 6 independent
experiments.

C —CD25 expression in relation to extracellular €aAnalysis of CD25 expression on hDC
after culture with increasing €aoncentrations. Grey histograms represent the ssiome of
the cell-surface markers: CD25. Results are reptasee of 6 independent experiments.
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Figure 2: Characterization of a CCE during the earler events of hDC maturation.

hDC were exposed to thapsigargin (TG), a speaifchitor of SERCA2A, then PSS (2 mM
Ca)(A). 10uM 2-APB PSS solution induced a rapid and reverdilglerease of [Cdi (Grey
trace). According to different maturation signal$$, B; Zymosan, C or TNE; D), the
variations of [C4Ti in presence of CCE inhibitor (Grey trace, at @{BD2-APB) or in its
absence (Black trace) were observed. Results presentative of 7 independent experiments
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Figure 3: Expression of maturation markers in humandendritic cells treated by TG,
LPS, Zymosan or TNF, in presence or not of 2-APBThe hDC were cultured in medium
with several maturating agents (TG (750nM), LPS{§0ml), Zymosan (20g/ml) or TNF«
(20 ng/ml)) in absence or presence of 2-APB (aifipechibitor of CCE). (*p<0,05, N=7)
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Figure 4: Ability of hDC to produce cytokines.
A, B, C - IL-12, IL-10 and IFNy, respectively, were isolated from supernatanto€

treated by maturating agents (TG (750nM), LPS (§0mf), Zymosan (2hg/ml) or TNFa
(20 ng/ml)) in presence or in absence of [{@M02-APB. In each panel, the black line
represents the mean of seven experiments. (*p<0,05)
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Figure 5: Presence of STIM-1 and ORAI-1 in hDC.

The expression of ORAI-1 and STIM-1 was analysedhat transcriptional A and B) or
translational C) level. A - RT-PCR analysis of ORAI-1 showed its expressiorfilgron
reaction to maturating stimuli. The same experimeas done for STIM-1 and is shown in
panel B. C - The expression of STIM-1 and ORAI-1 was analysed tihy confocal
microscopy, using specific antibodies coupled vaitiecondary antibody: Alexa Fluor®-488
for STIM-1 (green) and Alexa Fluor®-555 for ORAI-Iréd) . The cells were treated, during
18 hours, with classic maturating agents (TG (750AMS (50 ng/ml), Zymosan (2§/ml)

or TNF-u (20 ng/ml)). hDC were harvested and double stginuas assessed by confocal
microscopy.
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Figure 6: Characterization of a CCE in hDC transfe¢ed by specific si-RNA (si-STIM-1
and si-ORAI-1). hDC treated by specific si-RNA (Si-CTLC; si-STIM-1, A and si-ORAI-1,
B). hDC were exposed to TG (in €dree solution), a specific inhibitor of SERCA-2after
reintroduction of C& (PSS, 2mM), a PSS solution with 2-APB (80, a specific inhibitor
of this CCE,was perfused on si-Ctl cells)( This large C& rise, induced by TG, was
decreased by a specific Si-RNA treatment (Si-STIM-panelA and Si-ORAI-1 in paneB).

Results are representative of 5 independent expatsn
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Figure 7: Expression of maturation markers on humandendritic cells treated by specific
Si-RNA. hDC treated by si-CTL (white), by si-STIM-1 (liglgrey) or by si-ORAI-1 (dark
grey) were cultured in medium with several matmgtgents (TG (750nM), LPS (50 ng/ml),
Zymosan (2hg/ml) or TNFa (20 ng/ml)). At the end of the co-culture periag)ls were
harvested and quadruple staining was assessed &6 Fa#nalysis for each conditions.
(*p<0,05)
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Résumé

En transplantation d’organes, la réponse immueitde 'hGte contre son donneur reste
une cause trés importante de perte de greffonssi,Aim meilleur contrdle de la réponse par
induction d’une tolérance spécifique reste unerfgé@n transplantation humaine. Dans ce projet,
nous avons donc étudié I'homéostasie calcigue awscdes phénomenes précoces de la
maturation des cellules dendritigues (DC) humaimldsus avons mis en évidence la présence
d'une ECC (Entrée Capacitive de Calcium), dans GaHimaine, lors d’'une stimulation par des
agonistes des TLR (LPS ou Zymosan) ou des cytokimfenmatoires (TNFe). De plus, cett
ECC est gouvernée par le complexe ORAI-1 / STIMEd. effet, 'absence d’expression de ¢es
protéines induit une diminution de la maturatiors d@C humaines (phénotype, synthése| de
cytokines). Par ailleurs, le Calcium, entré parCE va induire lactivation de canaux
potassiques, sensibles a la concentration inttdagt en Calcium : les canaux KCa3.1. Ces
canaux, outre leur role dans la facilitation ded®& par hyperpolarisation de la membrane,
contrélent la migration des DC humaines. En effety activation permet une sorte d’état |de
guiescence ou les DC restent dans les tissus géigples. L'ensemble de ces résultats obtrenus,
in vitro, suggerent que ces canaux ioniques pourraient @iee cible privilégiée pour |
développement de nouvelles thérapies pour I'indadtie tolérance immune en transplantation

D

Mots-clés: greffe d’organe, cellules dendritiques humaineslcim, Potassium, canauix
capacitifs, maturation, migration, cytokines

Résumé en anglais

In organ transplantation, host immune responsenagdonor still remains a major cayse
of graft loss. A better control of allogeneic respe through the induction of specific tolerance is
a major goal in human transplantation. In this wavk studied the calcium homeostasis during
the earlier events of the human dendritic cells B@turation. We showed the presence of a CCE
(Capacitative Calcium Entry), in the human DC, dgrihe stimulation by TLR agonists (LPS and
Zymosan) or inflammatory cytokines (TNE- Moreover, this CCE was managed by the ORAI-1
/ STIM-1 complexe. Indeed, an inhibition of thegetpins expression induced a decrease in the
DC maturation (phebnotype, cytokines productiomef, the Calcium, issued to CCE, could
activate potassium channels, sensitive to intralegllCalcium concentration: KCa3.1 channels.
These channels, excepted their role in the fatditaof CCE by membrane hyperpolarisation,
control the capacity of human DC migration. Theiti\ation induced a kind of steady state where
the DC staied in peripheral tissues. These regaken together suggest that the ion channels seem
to be a good target for the development of newagties to in order to promote allograft tolerance.

Keywords: organ graft, human dendritic cells, Calcium, Psitam, CRAC channels,
maturation, migration, cytokines




