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La défense de l'organisme contre les pathogénasseepur I'activation du systéme
immunitaire. L'immunité innée, non spécifique, &stpremiére a intervenir et se caractérise
par la mise en place d’'une réaction inflammatdies principaux acteurs de ce mécanisme
sont les cellules NK (natural killer), les neutrdeb et les cellules présentatrices d’antigenes
de la famille des phagocytes mononucléés (macr@gshagllules dendritiques). L'immunité
adaptative, plus tardive a se mettre en route,aastcontraire hautement spécifigue de
'antigene et permet la mise en place de la mémoirsunitaire. Elle a pour but I'activation
des lymphocytes ayant un récepteur spécifique ritiglene qui se fait grace aux cellules
présentatrices d’antigénes capables d’exprimemleicules du CMH cl.l et Il (complexe
majeur d’histocompatibilité de classe | et Il) aigsie les molécules costimulatrices de la
famille B7 nécessaires a l'activation des lymphesytT. Les cellules présentatrices
d’antigenes font ainsi le lien entre les deux typdsimunité et leur activation est par
conséquent un point clé d’'une réponse immunitdiieaee. Malheureusement, les réponses
immunes passent par la création d'un milieu hogider le micro-organisme qui peut se
révéler dangereux aussi pour les cellules de I'hgtgironnantes. De ce fait, de telles
réactions ne peuvent pas se dérouler de la méme&mgrartout dans I'organisme et en
particulier le systéeme nerveux central (cerveawetet, moelle épiniére). Enfermé dans une
« coquille » rigide (crane, colonne vertébrale), siipporte difficilement les cedemes
accompagnant les réactions inflammatoires a causel'@ugmentation de pression
intracranienne entrainant la perte de cellulesorales irremplacables.

Ainsi, le systeme nerveux central a évolué pourpsatéger au maximum des
agressions extérieures et éviter le déclenchenenémbnses immunitaires agressives, ce qui
a conduit a décrire ce site comme étant immunolegitent privilégié. Cependant, loin d’étre
completement isolé du systeme immunitaire, le syst@erveux central posséde un statut
immunitaire particulier, caractérisé par un corgracttif des réponses s’y déroulant ce qui se
traduit par une plus grande difficulté a initiereugponse immunitaire par rapport au reste de
'organisme. Les principales caractéristiques deste¢ut immunitaire sont (1) un isolement
physique relatif par la présence de la barriere atérancéphalique, (2) un drainage
lymphatique non conventionnel, (3) la trés faiblgpression des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité de classe | et Il, (@)e immunosuppression constitutive. Un
autre fait marquant est I'absence des cellulesritenees, cellules présentatrices d’antigénes

les plus performantes, dans un parenchyme nenanx s
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La protection immunitaire du systeme nerveux cémsh assurée par une population
de cellules résidentes : la microglie. Ces celluésrigine myéloide, font partie de la famille
des phagocytes mononucléés, assurent I'immunodiane du systéme nerveux central et
sont activement maintenues dans un état quiesears uh cerveau sain. En revanche, a la
moindre perturbation de leur environnement, elted tes premieres cellules a étre activées,
migrent sur le site de I'agression, proliferentoeganisent la réponse immune la mieux
adaptée. Mais ce processus d’activation reste ans¢zaractérisé et de nombreux doutes
subsistent quant aux diverses fonctionnalités demlaroglie : cellule neurotrophique,
neurotoxique, cellule présentatrice d’antigénesvaictce ou inhibitrice ? L’ensemble de ces
fonctions pourrait dépendre de leur propre étattiVation ou pourrait aussi s'expliquer par
I'existence supposée de plusieurs sous populatinitsogliales. Un des premiers frein
concernant I'étude de ces cellules vient de laatiltié a les isoler en nombre suffisant puis a
les maintenir en culture sous leur état quiesaaniui conduit un bon nombre d’équipes a
utiliser a la place les cellules issues du cendmgouris néonatales, nettement plus faciles a
manipuler. Cependant, ces cellules présententitfésedces morphologiques, phénotypiques
et méme fonctionnelles par rapport aux cellulesltadu Ayant réussi a développer un
protocole d’'isolement de la microglie adulte quesde, nous nous sommes intéressé a mieux

caractériser ces cellules.

Les tumeurs cérébrales sont parmi les plus agesssit/les glioblastomes offrent un
temps moyen de survie inférieur a un an. Du faitede localisation, les tumeurs cérébrales
sont difficiles a traiter par les thérapies coni@mielles et un grand espoir vient de la mise au
point de protocoles d'immunothérapie. Généraleménhe des armes privilégiée pour
combattre les tumeurs est I'activation des celldiesdritiques capables d’activer directement
et efficacement les lymphocytes T cytotoxiquesgrasentation antigénique croisée. Dans le
systeme nerveux central, ces cellules sont nornaleabsentes mais elles apparaissent suite
a une inflammation : 'une des hypotheses seradt lgumicroglie puisse dériver en cellule
type dendritique. Les cellules microgliales sorst peemieres a étre confrontées aux cellules
tumorales et il serait donc particulierement irdéemt de pouvoir utiliser tout leur potentiel
pour initier une réponse anti-tumorale précoce.aesse notamment par une meilleure
compréhension de I'environnement propice a leuvaibbn et a leur fonction de présentation
de l'antigéne et par une meilleure caractérisapb@notypique de la microglie afin de la
distinguer des autres cellules présentatrices igames. Par ailleurs, pour pouvoir développer

des protocoles d'immunothérapie dans le cerveawe faut pas oublier I'immunosuppression
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constitutive de ce site qui se combine a celle ggEngar la tumeur elle-méme. Ainsi, il est
fort probable que des traitements efficaces catgetumeurs situées en périphérie échouent
dans le systeme nerveux central. Un challenge est die trouver un protocole multi-
thérapeutique capable de créer un environnemeiiniatoire suffisamment puissant pour
réactiver le systeme immunitaire sans pour autascuder vers des phénomenes d’auto-

immunité.
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|. MICROGLIE ET STATUT IMMUNOLOGIQUE PARTICULIER DU

SYSTEME NERVEUX CENTRAL (SNC)

Le systéme nerveux central comprend le cerveaceneelet et la moelle épiniere. I
est protégé par une structure osseuse rigide (ccah@nne vertébrale) et par trois feuillets
constituant les méninges (Figure 1). De I'extérians I'intérieur, les méninges se divisent en
dure-mére, feuillet conjonctif inextensible et doppant intégralement le cerveau et la
moelle épiniere, en arachnoide, feuillet avasaeilaiccolé a la dure-mére et envoyant des
travées conjonctives vers le troisieme feuilletpla-mere, fine et transparente, qui adhéere
totalement a la surface du cerveau et suit le amemént des vaisseaux sanguins. Entre
'arachnoide et la pie-mére (espace sous araclem)idircule le liquide céphalo-rachidien
(LCR). Synthétisé au niveau des plexus choroidegsidans les ventricules cérébraux a
partir d’'une filtration du sang et résorbé au niveas sinus veineux (Figure 1), ce liquide est
renouvelé jusqu’a quatre fois par jour, assuremaotant la protection mécanique du cerveau
contre les chocs et permet aussi la circulatiomédiateurs de I'immunité. Le parenchyme
nerveux, situé sous les méninges, se subdiviseubatasce grise, contenant les corps
cellulaires des neurones et substance blanche emnicbnt les fibres myélinisées des
neurones (Figure 1). En plus des neurones, lersgsté&rveux central comprend deux grandes
populations de cellules. La macroglie, d'origineumectodermale, est constituée des
oligodendrocytes assurant la myélinisation desores et des astrocytes, cellules de soutien
des neurones et qui participent a la formatioradeakriere hémato-encéphalique. Les cellules
assurant la défense immunitaire du systeme nergentcal, d’origine myélomonocytaire ont
été nommeées par opposition et en raison de lespatte taille « microglie ».

L’originalité des cellules microgliales par rappatix autres cellules immunitaires est
leur appartenance au systeme nerveux, qui étastitende cellules extrémement précieuses

et non renouvelables, s’est doté d’un statut immainei particulier.

1. LE STATUT IMMUNOLOGIQUE PARTICULIER DU SNC

Le systeme nerveux central a longtemps été comsmEnme un site immunologique
privilégié a cause du maintien a long terme defgnsfdans ce site (Medawar, 1948 ; Barker
et Billingham, 1977). Cependant, cette notion datgement revue (Carsan al, 2006) dans
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la mesure ou de nombreuses manifestations du systemunitaire peuvent étre y mises en
évidence, notamment lors de maladies auto-immutesjaladies inflammatoires, ou encore
lors de Iésions simples ou aprés injection de lipygaccharide (LPS) comme montré par les
travaux du laboratoire (Montero-Menei al, 1996). Le systeme nerveux central doit en fait
en permanence mettre en balance le risque li@fadlion et celui lié au déclenchement d’'une
réaction inflammatoire. En effet, les neurones tirent une population de cellules
différenciées ayant perdu la capacité a proliféear. ailleurs, les réactions inflammatoires se
caractérisent par la présence d’'un cedeme. Le sysiémeux central étant enfermé dans une
« boite » rigide, la moindre variation de volumeerdrainer une augmentation de pression
intracranienne et pourra avoir des conséquencegdsisur la population neuronale, de méme
gu’'une concentration importante de cytokines pflammatoires et/ou de facteurs
cytotoxiques libérés au cours de la réponse imraueitLe systeme nerveux central a donc
évolué pour éviter au maximum le déclenchement deamsmes dont les conséquences ne
sont pas controlables.

1.1. La barriere hémato-encéphalique (BHE)

Premiére protection, le systeme nerveux centraised¢ physiqguement du reste de
'organisme par trois barrieres anatomiques : laidy@® hémato-méningée, isolant le liquide
céphalo-rachidien du sang et la barriere méningg@mlique isolant le liquide céphalo-
rachidien du parenchyme nerveux, sont toutes dearmnéfes par les épendymocytes
constituant la névroglie centrale épithéliale gigsent les différentes parois du SNC, telles

gue les parois de I'épendyme ou des ventriculeebcdux. La barriere _hémato-

encéphaligue (BHE) qui nous intéresse plus particulierement g@pare le parenchyme

cérébral de la circulation sanguine et permet denmaintien de I’'homéostasie du systeme
nerveux central (Figure 2).

Les cellules endothélialesconstituant la premiere couche de la BHE n’ont jeas
mémes propriétés que dans le reste de l'organisefles n'ont pas de fenestrations, sont
unies les unes aux autres par des jonctions se¥ta¥eshes et ont une activité pinocytique trés
faible (Bailey et al, 2006). Les conséquences sont d'une part une edsda flux
intercellulaire a cause des jonctions serrées aiti€ part un flux transcellulaire réduit. Le
passage des solutés du sang vers le parenchymeuremest pas absent mais est tres

controlé : les substances de petite taille lipdsielsi ou les gaz passent facilement la barriére ;
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les nutriments tels que le glucose utilisent dassporteurs spécifiques et d’autres substances
comme l'insuline sont soumises a I'endocytose negiar des récepteurs (Ballakh al,
2004). Entourant les cellules endothélialaslame basaledes capillaires sanguins constitue
un rempart supplémentaire. Constituée essentietiede collagéene de type IV, de laminine,
de protéoglycanes et de fibronectine, elle gémedavement des cellules vers le parenchyme.
Inclus dans cette fine lame basale se trouverpdesytes ayant un réle structural important
et régulant la vasomotricité des capillaires et nemcrophages périvasculairdses pieds
astrocytaires viennent compléter cette BHE. Ceux-ci semblentiraem effet un role
fondamental non seulement dans le maintien derdatste de la BHE, mais aussi dans son
développement. Ainsin vitro, les astrocytes sont capables de restaurer lggigiés des
cellules endothéliales cérébrales, ce qui pouétaét du a des facteurs solubles tels que TGF-
B1 («transforming growth fact@l »), GDNF (« glial derived neurotrophic factor bFGF
(« fibroblast growth factor ») (Rubket al, 1991; Ramsauest al, 2002).

La derniére caractéristigue de cette BHE est dalefagxpression constitutive de
molécules d’adhérence comparativement aux autresispaasculaires de l'organisme. La

conséguence majeure est la trés faible infiltraléaicocytaire au sein du SNC sain.

Les lymphocytes T activés ou mémoires, exprimans gbrtement des molécules
d’adhérence telles que VCAM-1 («vascular cell aithe molecule 1 ») vont pouvoir
traverser la BHE méme en dehors de toute inflanumatie qui peut expliquer leur présence
dans le liquide céphalo-rachidien d’individus sai@ils rencontrent I'antigéne dont ils sont
spécifiques, ils persistent dans le parenchymeenret initient une réponse immunitaire. Ce
recrutement initial va conduire a une permeéabibsatelative de la BHE (expression accrue
des molécules d'adhérence) et a une infiltratiorcosdaire de Ilymphocytes T
indépendamment de leur spécificité antigéniquel{Ancbault et al., 2005).

L’infiltration _des lymphocytes T non mémoires vers le parenchyme nerveux au

niveau d'un site inflammatoire n'est pas encores ti@en caractérisée mais se fait
vraisemblablement selon quatre étapes principakgisarit intervenir successivement
différentes familles de molécules d’adhérence (peuues Brown, 2001; Prat al, 2001;
Engelhardt et Ransohoff, 2005)(Figure 3). La preeni&tape va permettre aux lymphocytes
de ralentir puis de rouler a la surface de I'endlbtim vasculaire (étape deulement). Elle
s'effectue par l'intermédiaire d’interactions faébl entre la sélectine L a la surface des
lymphocytes et les sélectines E et P a la surfasecéllules endothéliales activées. Ce contact

initial entre les deux types cellulaires et la pr&e de nombreuses chimiokines a la surface
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de l'endothélium (CCL2, CCL4, CCL5, CCL19, CCL21tmmment) va entrainer une
modification du lymphocyte avec un changement de conformationuret plus forte
expression des intégrines membranaires de cel(étzEipe dactivation). Ainsi LFA-1

(« lymphocyte function associated antigen 1 ») &AM («very late antigen 4 ») vont
interagir fermement avec ICAM-1 («intercellular hadion molecule 1 ») et VCAM-1
respectivement, provoquant I'arrét du lymphocytaggé demarginalisation) et son début de
migration trans-endothéliale (aliapédesg. Cette derniere étape est la plus mal caracerisé
mais il semblerait qu’elle implique principalemel@s molécules capables d’interagir avec la
matrice extra-cellulaire, telles que CD44 se liant hyaluronate ou les protéinases de la
matrice extracellulaire secrétées par les lymplesciit permettant I'ouverture des jonctions
serrées et leur infiltration dans I'espace périukse puis dans le parenchyme nerveux
(Hartung et Kieseier, 2000; Leppeittal, 2001).

Parvenus dans le parenchyme, pour trouver leuerautsein du systeme nerveux
central, les lymphocytes T vont pouvoir suivre tgadients de cytokines et chimiokines
secrétées par les cellules nerveuses lésées ef/aellules gliales. Par exemple, le récepteur
CXCR3 présent sur les lymphocytes T semble pardi@ment important dans leur
infiltration au sein du parenchyme en suivant lesdgnts de CXCL10 (ou IP10: « IFN
inducible protein of 10kD »), CXCL9 ou CXCL11 (Céumenseret al, 2004). L'implication
de la plupart des molécules citées ci-dessus améétrée par l'utilisation d’anticorps
bloguants ou d’animaux déficients pour I'une owlifa de ces molécules d’adhérence ou
chimiokines, le plus souvent en se basant sur I'Eédnme modéle inflammatoire.
Cependant, il ne peut pas étre exclu que dautceples de molécules d’adhérence ou

d’autres chimiokines propres au SNC existent etqarnt guider les lymphocytes T.

Méme si cette BHE se trouve sur 99% des cellulemtbgliales du SNC, il existe
d’autres voies d’entrée possibles pour les lymptescyl (Ransohoffet al, 2003). En
particulier, ceux-ci peuvent suivre les voies darfation du liquide céphalo-rachidien et se
servir des espaces dépourvus de BHE : plexus aewoét organes circumventriculaires
(neurohypophyse, éminence médiane, organe vaszuller la lame terminale, organe
subfornical, épiphyse et area postrema) sont adi@ar#ones ou les lymphocytes T pourront
infiltrer plus facilement le parenchyme nerveuxnBa&es régiona priori plus vulnérables, le
systéme immunitaire est cependant renforcé et cemple nombreuses cellules CMH éL.II
(macrophages, cellules dendritigues) qui permdttsinbesoin de générer une réponse

immunitaire adaptative. Par ailleurs, lors du dégpement tumoral, les nouveaux vaisseaux
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issus de l'activité pro-angiogénique de la tumena,présentent pas les caractéristiques de

I'endothélium de la BHE, et sont donc plus pernfgsail’infiltration leucocytaire.

1.2. Drainage lymphatique non conventionnel

Une autre particularité du SNC est 'absence dsseaux lymphatiques et d’un réseau
de drainage lymphatigue anatomiguement bien défiickey, 2001). Les cellules
dendritiques sont les plus efficaces pour initiee uéponse immunitaire spécifique car elles
migrent vers les ganglions lymphatiques aprés awngiéré I'antigene pour le présenter aux
lymphocytes T (Banchereau et Steinman, 1998). Dar8NC sans inflammation, de telles
cellules n'ont été décrites que dans les plexusoities et les méninges (Matyszak et Perry,
1996). Un antigéne pénétrant par ces sites padisupourra alors étre aisément transporté
vers les ganglions cervicaux de la méme facon gus tk reste de I'organisme. Cependant,
dans le cas d’'un antigene situé dans le parencHgrséuation est différente et il a longtemps
été pensé que ces antigenes intraparenchymateusouneaient pas induire de réponse
immunitaire, ce qui expliquait I'absence de rejet gfeffe dans le cerveau. Pourtant, des
antigenes injectés directement dans le parenchgneux ou dans les ventricules cérébraux
induisent un recrutement massif de lymphocytes ind@t al, 2000). Des expériences
similaires utilisant des antigenes marqués ont réame migration spontanée d’'une partie de
ces antigenes vers les ganglions cervicaux (leh@l, 2003). En revanche, les modalités
exactes de cette migration ne sont pas définiplusteurs routes sont envisagées (Ransohoff
et al, 2003; Walkelet al, 2003) (Figure 4).

La premiere consisterait en ulfrainage des antigénes solublepar le liquide
céphalo-rachidien, suivant les voies de formatiencdlui-ci vers les villosités arachnoides
puis vers les ganglions cervicaux en suivant letirdes nerfs olfactifs a travers les plagues
cribliformes (Fig.4®). Une seconde possibilité est paise en charge par des cellules
dendritiques immatures (Hatterest al, 2006)(Fig.4®), méme si de telles cellules n'ont été
décrites que dans les méninges ou les plexus desr¢Seroet al, 1997; Serott al, 2000).
Une derniére possibilité serait larise en charge de ces antigénes par des cellules
parenchymateuses résidentegFig.4 ®) qui quitteraient le cerveau pour migrer vers les
ganglions. Dans cette optique, les cellules micateg seraient les meilleures candidates,
dans la mesure ou elles semblent pouvoir se diftéee en cellules dendritiques en conditions

inflammatoires (Fischer et Reichmann, 2001). Pdeuas, une étude récente a mis en
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evidence l'expression de CCR7 sur la microglievaetj récepteur qui permet notamment la
migration des lymphocytes T naifs ou des cellulesddtiques matures vers les ganglions
lymphatiques (Dijkstrat al, 2006).

En plus de cette migration hors du SNC, il sembidable qu’une certaine proportion
des antigénes reste dans le parenchyme et permmedténitiation locale des réponses

immunitaires (Linget al, 2003).

1.3. Immunosuppression locale

Lorsque les lymphocytes T ont réussi a franchivdaiére hémato-encéphalique, ils se
retrouvent confrontés a un environnement constgutent immunodéprimé dans lequel les
réactions inflammatoires ne se déclenchent qu'es déabsolue nécessité. Cette
immunosuppression est active et dépend des cefjlildss et neuronales elles-mémes.

Le TGF est I'un des acteurs majeurs de cette immunosspipre Appartenant a une
superfamille trés étendue, le T@Eomprend 3 isoformes chez les mammiferes : BEGH2
et 3. Dans le systeme nerveux central, les trois isods peuvent étre produits mais pas
forcément par tous les types cellulaires, ni dassmémes circonstances (Consteiral,
1992; Gomest al, 2005). Ainsi, les astrocytes constituent la seymincipale de TGFE dans
un cerveau sain en secrétant constitutivemenstderimes 2 et 3 (Unsicket al, 1991), bien
gue les neurones et les oligodendrocytes en pradtuisgalement (da Cunle al, 1993;
Dobbertinet al, 1997; Zhuet al, 2000). Les cellules microgliales quant a ellepreduisent
que lisoforme 1, notamment apres activation paif biéa ou de I'lL-1in vitro (da Cunhaet
al., 1993; Chacet al, 1995; da Cunhat al, 1997) ou dans un cerveau ischémique ou infecté
par le VIHin vivo (da Cunhaet al, 1997; Lehrmanret al, 1998). Les effets du T@Fsont
nombreux et variés mais contribuent généralememthiber les réponses inflammatoires
(pour revue Pratt et McPherson, 1997). Il va aiastiver les astrocytes, les rendre
hypertrophiques et stimuler leur synthese de commissde la matrice extracellulaire
favorisant les cicatrices (Baghdassariein al, 1993) ou encore inhiber leur expression
d'ICAM-1 bloquant I'interaction avec les lymphocgtd infiltrants (Shrikanket al, 1996)
Sur la microglie, le TGE va avoir pour action générale d’inhiber leur fomes immunitaires
(Paglinawaret al, 2003). Il peut ainsi inhiber I'expression de CMHII et des molécules co-
stimulatrices induite par des stimuli inflammatsir@ leur surface (Wei et Jonakait, 1999),
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inhiber leur production de radicaux oxygénés owsnbloquer leur prolifération (Suzumura
et al, 1993).

Un autre facteur important de 'immunosuppressiarsgsteme nerveux central est la
vitamine D3 ou plus particulierement sa forme actilal,25 dihydroxy-vitamine D3(1,25-
(OH),-D3) (pour revue, Lemire, 2000). Son récepteulN R, est exprimé par les neurones
et les cellules gliales (Neveat al, 1994b; Prufert al, 1999; Baast al, 2000). La 1,25-
(OH),-D3 a des effets généralement neuroprotecteurstetiee également une inhibition de
l'activation microgliale (Lefebvre d'Hellencouet al, 2003). Etant donné ce potentiel, des
analogues non hypercalcémiants de la vitamine X3donné des résultats encourageants
dans le traitement de 'EAE, modéle animal de l&rsse en plaques (Garciehal, 2003).

Certainsneuropeptidesont également une fonction immunosuppressiveneage du
VIP (vasoactive intestinal peptide), qui inhibepl@duction de cytokines pro-inflammatoires
(Delgado et Ganea, 2003) ou de chimiokines (Delg2802) par la microglie. Ainsi, VIP,
somatostatine, hormoree stimulant les mélanocytea{MSH) et neuropeptide Y contribuent
au statut immunitaire particulier du systéme nexveantral (Reinke et Fabry, 2006). Les
neurones ont donc un rdle particulierement actifsde contréle des réactions immunitaires
par la sécrétion de ces neuropeptides, de facteunotrophiques, mais aussi en contrélant
I'état d’activation des cellules microgliales (8§f2.3.2).

Un autre élément contribuant au statut immunolagiqantrélé du systeme nerveux
central est la tréfible expression des molécules du CMHRur les cellules nerveuses non
activées, ce qui prévient toute activation lymphaicg T. Cette caractéristique explique en
outre que les cellules nerveuses puissent serviesdgvoir lors d’une infection virale (Joy
al., 1991). En présence de facteurs pro-inflammatoies d'une altération de l'activité
électrigue des neurones (Neumaenal, 1996) ou encore lors d’'une section des nerfs
craniens sans perturbation de la BHE (Rao et Li883), I'expression des molécules du
CMH est augmentée et peut alors contribuer a genéeeréponse antigene specifique.

Une derniére caractéristique expliquant la difti€ud déclencher et entretenir des
réactions immunitaires dans le systeme nerveuxalegst liée & unélimination rapide des
cellules inflammatoires par apoptose(Pender et Rist, 2001). Les lymphocytes T activés,
exprimant CD95 (ou Fas) sont particulierement tésclibe facon intéressante, les neurones
et les astrocytes expriment constitutivement laridydu CD95 (CD95-L ; Fas-L) (Bechmann
et al, 1999; Flugelet al, 2000; Bechmanmt al, 2002)et contribuent donc a empécher le
déclenchement des réponses immunitaires. L'exmmesde CD95-L sur la microglie est

inductible et permet donc plutét de terminer cemondes (Frigeri@t al, 2000). En effet, la
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phagocytose des cellules apoptotiques par leslegllmicrogliales induit chez celles-ci un
phénotype anti-inflammatoire caractérisé par urgression accrue des molécules du CMH
cl.ll mais pas des costimulateurs de la famille &7 qui conduit a I'anergie des lymphocytes
T, ainsi que par l'inhibition de la sécrétion degsokines TN et IL-12, sans affecter celle

d’IL-10 ou de TGB (Magnuset al, 2001; Magnut al, 2002a; Magnust al, 2002b).

Enfin, faisant partie intégrante de ce statut paligr, les cellules microgliales
coordonnent toutes les réponses immunitaires dterags nerveux central, mais étant
soumises a ce micro-environnement particulier, swnont pas réagir exactement comme les

autres macrophages de I'organisme.

2. LES CELLULES MICROGLIALES, PRINCIPALES CELLULESMMUNO-
COMPETENTES RESIDENTES DU SNC

Le terme microglie a longtemps été utilisé abuseempour désigner deux
populations distinctes : la microglie parenchymsgéewet les phagocytes mononucléés
périvasculaires (Figure 5). La confusion initianait de I'impossibilité de discerner ces deux
types cellulaires. Cependant, a I'heure actudliestireconnu que ces deux populations ont un
phénotype et peut étre méme des origines dist)sctfensi, les cellules périvasculaires sont
trés proches des autres macrophages de l'orgarés®e un phénotype CD11HCD45
CD14 CMH cl.II" (complexe majeur d’histocompatibilité de clas3elors que la microglie
est CD116"™"® CD45*""* CD14 CMH cl.II" & I'état quiescent (Foret al, 1995). Par ailleurs,
chez le rat, les cellules périvasculaires sont mégg par un anticorps ED2, reconnaissant un
membre de la famille des récepteurs d’épuration (en Berget al, 2001), ce qui n’est pas
le cas des cellules parenchymateuses (Gralzy 1989). Enfin, si ces derniéres ne sont que
partiellement renouvelées lors d'une greffe de Moebsseuse, les macrophages
périvasculaires subissent quant a eux un renounefietrés régulier (Lassmaenal, 1993).

Pour toutes ces raisons, il est établit aujourdue les cellules microgliales au sens
strict du terme ne représentent que la populatiencellules située dans le parenchyme

nerveux, a I'exclusion de la lame basale des vaisssanguins.
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2.1. Origine et hétérogénéité de la microglie

2.1.1. Origine des cellules microgliales

L'origine des cellules microgliales a longtemps stgette a controverse, du fait de
'absence de marqueurs permettant de les idensfigrs ambiguité et n’est toujours pas
clairement établie a I'heure actuelle. Ainsi, trbigothéses majeures ont été émises : origine
mésodermale ; origine neuroectodermale ; origimaatépoiétique (pour revue : Kaet al,
2001).

Dans la premiere hypothese, formulée initialemeart [Pel Rio-Hortega (1932), les

cellules microgliales seraient issues pi@curseurs du meésodermes’installant dans le

cerveau embryonnaire dans certaines zones pra@iesngu’il avait nommé les « fontaines a
microglie ». A partir de ces sources, les cellulegrogliales amiboides générées par
prolifération des précurseurs coloniseraient I'emsie du systéme nerveux central, puis
finiraient par acquérir leur forme ramifiée défimit retrouvée chez I'adulte. Appuyant cette
hypothese, les travaux de Alliot et collaborate(i®91) ont mis en évidence deux
populations de cellules précurseurs Maagant une capacité de prolifération importante et
générant des cellules filles soit MacR.4GZ et F4/80, phénotype identique a celui des
cellules microgliales, soit Maé12.4G2 mais F4/8Q dont l'identité n’est pas connue. Par la
suite, plusieurs équipes ont réussi a mettre edeéee de telles populations précurseurs
capables de proliférer essentiellement en réponseMaCSF (« macrophage colony
stimulating factor ») (Walkeet al, 1995) ou au GM-CSF (« granulocyte- macrophagensol
stimulating factor ») (Kanzawat al, 2000). L'origine de ces précurseurs reste égaleme
incertaine bien que leur présence dans le sadiwvitet été montrée des le huitieme jour de

vie embryonnaire (Allioet al, 1999).

L’hypothese d’uneorigine neuroectodermale de la microglie a également été

avanceée, selon laquelle des microglioblastes, raiggs du neuroectoderme, seraient les
précurseurs des cellules microgliales (Paterspral, 1973), comme des autres cellules
gliales. Certains auteurs ont d’ailleurs mis endémce des marqueurs d'oligodendrocyte
(Wolswijk, 1995) ou d'astrocyte (Fedorddt al, 1997) sur les cellules microgliales ou encore

ont obtenu des cellules type microglie a partircddures de neurospheres (Papavasigbu
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al., 1996). Allant dans le méme sens, des cellulegogliales issues de cultures mixtes
cultivées sur différents supports et suivant despgutions variables en sérum, peuvent
acquérir des morphologies et des marqueurs de lezllacrogliales, notamment
d’oligodendrocytes (Yokoyamet al, 2004).

Malgré ces résultats intrigants, les travaux mantrane potentielle origine
neuroectodermale des cellules microgliales resémstez rares et ne sont pas considérés

aujourd’hui comme les plus significatifs.

Depuis quelques années, les études montrant unvell@ment au moins partiel des

cellules microgliales par degllules hématopoiétiguese sont multipliées. Cette idée a été

avancée des 1983 par Ting et collaborateurs, piéisaeété démontrée grace aux avancées
technologiques permettant la réalisation des ggeffe moelle osseuse chez I'animal. En
utilisant la moelle osseuse d'animaux transgénigaggrimant constitutivement I§-
galactosidase et en I'injectant a des animauxigsgdennedy et Abkowitz (1997) ont mis en
evidence un renouvellement partiel des cellulesagi@les aprés un délai relativement long.
Cependant, cette étude montrait que peu de cepalesichymateuses étaient renouvelées, les
cellules périvasculaires représentant la majorgé dellules marquées. Plus récemment
cependant, des travaux similaires utilisant la fgrefle moelle osseuse d’animaux
transgéniques exprimant constitutivement le mamgélaarescent GFP (« Green Fluorescent
Protein ») ont montré que les cellules microgligl@senchymateuses étaient renouvelées de
facon non négligeable suite a la greffe et que eumbre était considérablement augmenté
apres une lésion du parenchyme céréebral (Pellexl, 2001; Vallieres et Sawchenko, 2003;
Simard et Rivest, 2004; Bechmaseh al, 2005). Lorsque la reconstitution est effectuée a
partir d'une cellule souche hématopoiétique et pkisn mélange cellules souches
hématopoiétigues et mésenchymateuses comme hbdiitaet, le renouvellement est
nettement plus marqué puisque les cellules ‘GiEprésentent jusqu’a 40% des cellules
microgliales parenchymateuses 12 mois apres lanséitation (Hesst al, 2004). Appuyant
cette idée de précurseurs hématopoiétiques capdélggnétrer dans le systéeme nerveux
central, les travaux de Banati et collaborateu#9{) ont mis en évidence une population
progénitrice ayant les mémes canaux ioniques gaieddules microgliales dans la moelle
osseuse. De méme, les cellules totales de la nmsdkuse de souris cultivées en présence de
FIt3-L et de milieu conditionné de cellules gliafgsuvent se différencier en cellules ayant la
morphologie et les marqueurs de surface de la glierqServet-Delpratet al, 2002).

Récemment, Davoust et collegues (2006) ont égalemenen évidence dans le cerveau de
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souris une population progénitrice myéloide CDB220" CD11b capable de se différencier
in vitro en cellules microgliales et dont la proportionraegte lors d’une inflammation.

Les monocytes eux-mémes dérivant de la lignée tuoidtigue ont été envisagés
comme une source possible des cellules microgli#esndant la vie embryonnaire, cette
hypothese est peu probable dans la mesure oudearpeurs microgliaux sont détectés au
huitiéme jour de vie embryonnaire (Alliet al, 1999) avant la différentiation des monocytes
et méme du systeme vasculaire (Takahashil, 1989). Cependant, si cette voie n'est pas
envisageable lors du développement, il sembletgdllg puisse exister chez I'adulte (Flugel
et al, 2001; Bechmanret al, 2005). En effet, des monocytes de rat ou de donsain
cultivés en présence de milieu conditionné d’agtex acquiérent la morphologie, le
phénotype et les caractéristiques électrophysiglas des cellules microgliales
(Schmidtmayeet al, 1994; Sieverset al, 1994; Leoneet al, 2006).

Finalement, étant donné I'ensemble de ces résultatemble peu probable que la
microglie ait une origine unique. Il est reconntuatlement qu’elle dériverait de précurseurs
mésodermiques colonisant trés précocement le gamrecnerveux puis se différenciant en
microglie amiboide fcetale. Par la suite, ces cedliddopteraient une morphologie ramifiée,
caractéristique de la microglie adulte et ne satajgie peu renouvelées (contrairement aux
cellules périvasculaires). En cas de perturbatianpdrenchyme nerveux, en plus de la
multiplication des cellulesn situ, des cellules hématopoiétiques (précurseurs aeoklle
osseuse et/ou monocytes) pourraient pénétrer dagysieme nerveux central, se différencier
et renforcer localement le pool de cellules miaedgs. A I'heure actuelle cependant, la
contribution relative des cellules microglialesidéstes par rapport aux cellules qui se sont

différenciées sur place n’a jamais été étudiéedessprocessus neurodégeénératifs.

2.1.2. Plasticité et hétérogénéité des cellulesoniales

2.1.2.1. Plasticité morphologique et fonctionnelle

Les cellules microgliales sont caractérisées pa gnande hétérogénéité aussi bien
dans le temps que dans 'espace. En effet, au deules vie de I'individu vont se succéder les
cellules microgliales amiboides fcetales, les oedlubdultes ramifiées puis les cellules

microgliales sénescentes.
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La microglie feetalg présente au cours de la vie embryonnaire jusguedques temps

(deux semaines environ chez la souris) apres tsaate, se caractérise par une morphologie
amiboide. Ces cellules, encore mal connues aujouirdsont soupgonnées de participer au
remodelage du tissu nerveux. Leur grande capaa@téplthgocytose pourrait ainsi leur
permettre d’éliminer tous les débris issus de tenfdion des réseaux neuronaux (Feeteal,
1990). Les cellules microgliales foetales auraigateément une grande influence sur la survie
neuronale, tant en favorisant leur apoptose payuleé la formation des réseaux neuronaux
(Marin-Tevaet al, 2004), que leur croissance et leur survie endeaseurodégénérescence
traumatique notamment (Rabchevsky et Streit, 199dj. ailleurs, leur apparition avant les
vaisseaux sanguins et leur association étroiteua-cedans une greffe neurale suggerent
gu’elles pourraient aussi intervenir dans la vaamtsdtion du systeme nerveux central
(Pennell et Streit, 1997). Souvent prises commeateodour comprendre les fonctions des
cellules microgliales en général et adultes eniquaitr, elles présentent toutefois des
différences phénotypiques et fonctionnelles aves dernieres. Ainsi, si les cellules
microgliales foetales expriment les récepteurs au BDlow density lipoprotein ») ou encore
'estérase non spécifique, ce n’est plus le cag peai cellules adultes (Giulian et Baker,
1986). Les récepteurs de type « scavenger » sa@ragnt éteints sur la microglie adulte
quiescente (Husemanet al, 2002). De méme, si les cellules amiboides ont graade
capacité de phagocytose et de prolifération (jus@9% de cellules en division 9 jours apres
la naissance chez le rat ; Dalmetual, 2003), les cellules adultes ne retrouvent cepriges
gue dans leur état activé (Giulian et Baker, 19@6)si, tirer des conclusions a partir de
cellules foetales pour des processus neurodégésétals que la maladie d’Alzheimer
touchant uniquement les cerveaux agés peut s’adEnegereux comme l'ont récemment
montré Floden et Combs (2006) : en effet, une détimn par le peptide amyloide béta sous
forme fibrillaire entraine une forte capacité degbcytose ainsi que la sécrétion de GNF

par la microglie fcetale alors que la microglie éelelst incapable d’en faire autant.

Chez I'adulte, la majorité des cellules adoptent une morphologmifiée avec un ou
plusieurs longs et fins prolongements munis de m@mbreux spicules permettant de les
distinguer des autres membres de la famille myaoeauytaire (Vilhardt, 2005). Ces cellules
microgliales ramifiées sont diteguiescentesmais ce terme semble finalement bien mal
adapté dans le sens ou cette population est léinednactive. En effet, les travaux récents de
Nimmerjahn et collaborateurs (2005), en utilisané technologie d'imagerie en temps réel,

montrent tres clairement que si leur corps cellelegéste plus ou moins statique, en revanche
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les prolongements cytoplasmiques de ces cellules sp perpétuel mouvement et leur
permettent donc d’analyser en permanence leur emetmnnement. D'un point de vue
phénotypique, les cellules microgliales « quieseemt se caractérisent par une expression
faible du CD11b, du marqueur leucocytaire CD45,qaasiment pas d’expression des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilig€ dasse | ou Il (CMH cl.l ou II).
Assurant une fonction dimmunosurveillance du pamgme nerveux, elles seront tres
rapidemengctivéesa la moindre perturbation de celui-ci (pour reviegjebyet al, 2005).

Une caractéristique principale des cellules micabgg activées, qui la encore les
différencie des autres types de macrophages, wsektraordinaire capacité a proliférer et a
s’accumuler sur le site de la lésion. Une étudbsémsur des cerveaux ischémiques de rat a
ainsi montré une multiplication d’un facteur supéria 7 du nombre de cellules microgliales
dans I'hippocampe des animaux malades (Katal, 2003). Leur programme d’activation est
séquentiel (Ponomareet al, 2006) et comprend des modifications morphologgue
phénotypiques et fonctionnelles. Les cellules ngkates activées perdent ainsi
progressivement leurs prolongements cytoplasmigees qui s’accompagne d’une
hypertrophie de leur corps cellulaire (Figure B)e&vont également exprimer plus fortement
les molécules CD11b et CD45 et induire I'expressientoutes les molécules nécessaires a
une présentation antigénique efficace : CMH cl.ll,etostimulateurs de la famille B7 (cf. §
2.3.1.1). Par ailleurs, elles sont capables deésactout un éventail de facteurs susceptibles
de réguler la réponse immunitaire (cytokines prat anti-inflammatoires, facteurs
cytotoxiques ou neurotrophiques, cf. § 2.3.1.3)irkrselon les circonstances, elles peuvent
également assurer une fonction phagocytaire (&.381.2). Il est intéressant de noter que
cette activation n’est pas du type tout ou riemsAides cellules microgliales activées ne
deviendront pas nécessairement des cellules pafseas d'antigéenes (CPA) et peuvent
retourner a I'état quiescent lorsque le stimulissee

Dans leur dernier stade d’activation, atteint enamneurodégénérescence intense, les
cellules microgliales deviennem¢actives Elles ont alors une morphologie hypertrophiée
avec eéventuellement de rares prolongement épaisomt sous cette forme totalement
indiscernables des macrophages périphériques tanpoitht de vue morphologique que
phénotypique. Conservant les caractéristiques ppg@iqoes et fonctionnelles du stade
précédent, elles ont une activité phagocytairensdeet seront éliminées par un mécanisme
d’apoptose induit par leur sur-activation : Jungdataborateurs (2005) ont ainsi montré une
induction de N-myc aprés stimulation de la micregiar IFN et LPS qui conduisait a leur

sensibilité accrue aux meédiateurs toxiques autesrials que le NO.
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La microglie évolue également en dehors de toutieopagie avec I'age de I'individu
(pour revue,Streit, 2006). Ainsi, elles peuventspréer un phénotype et une morphologie
altérée chez les rongeurs agés, mais ce phénorseneteement plus marqué chez ’homme

et a abouti a la définition de haicroglie « dystrophigue »(Streitet al, 2004). Bien que les

conséquences d'une telle transformation ne soiest gpnnues, il est possible que cette
sénescence microgliale, étant donné le lien trégit énissant cellules microgliales et

neurones, favorise I'apparition des maladies nekgédératives liées a I'age.

2.1.2.2. Hétérogénéité des cellules microgliales

Il existe une hétérogénéité spatiale des cellulesogliales. Elles représentent ainsi
de 5% dans le cortex a 12% dans la substance chomembre de cellules nerveuses totales et
sont généralement plus représentées dans la scbggase chez la souris (Lawsen al,
1990). Chez 'homme, leur proportion varie de 0;8&6% en fonction des régions, mais elles
sont plus nombreuses dans la substance blanchelvinnet al, 2001). Les conséquences
fonctionnelles de ces différences ne sont pas amau’heure actuelle. Décrites comme des
cellules ramifiées chez I'adulte, les cellules migdiales présentent cependant une variation
importante de leur morphologie en fonction desmégji(Figure 7). Ainsi, elle pourront étre
plutét arrondies dans les zones dépourvues deebmrhiémato-encéphalique (éminence
meédiane, organe subfornical), bipolaires dans t@seg riches en fibres nerveuses (corps
calleux, fimbrix) ou présenter des ramificationdiades tres élaborées dans le reste du tissu
nerveux (Lawsoret al, 1990).

D’autre part, I'existence de plusieurs sous-popaat microgliales est fortement
soupconneée. En effet, par dilution limite sur ag@s cellules microgliales de jeune souris et
culture en présence de macrophage-colony stimglatattor (M-CSF), divers clones
morphologiquement, phénotypiquement et fonctiommedint distincts ont été obtenus (Moore
et al, 1992; Walkeret al, 1995; Askewet al, 1996). De méme, Kanzawa et collaborateurs
(2000) ont reussi a dériver plusieurs clones mi@aog en présence de granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF). Aygmi encore cette hypothése, un
anticorps anti-kératane sulfate (épitope 5D4), pémhe distinguein situ deux populations de
cellules microgliales dans le parenchyme nerveuxratu(Bertolottoet al, 1998). Ainsi,
diverses sous-populations de cellules microglighesirraient bien exister au sein du

parenchyme nerveux et assumer différentes foncadfimmage des capacités de présentation
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antigénique variables observées chez les différelotses microgliaux obtenus par Walker

(1995) ou Kanzawa (2000) et collaborateurs.

2.2. Activation des cellules microgliales

Quelle que soit la perturbation touchant le systemeeveux central, I'une des
principale caractéristique est la réponse tréesleages cellules microgliales (pour revue, Rock
et al, 2004), décrite lors dinfections bactériennesiaieis (Olsonet al, 2001), lors
d’'ischémies cérébrales partielles ou complétesli(®toal, 1998), lors de dégénérescence
axonale par coupure de nerf ou Iésions excitot@sgau lors de maladies neurodégénératives
(Giulian, 1999; Heppneet al, 2005; Ponomareet al, 2005b). Cette activation rapide peut
s’expliquer par les tres nombreux récepteurs gsedxpriment (Figure 8) permettant : une
activation directe par les récepteurs de I'immumitéée en cas d’infection, une activation
indirecte par des cytokines pro-inflammatoires &@gs par d’autres cellules ou encore une
activation par la détection d'un dysfonctionnememuronal grace aux récepteurs aux
neurotransmetteurs ou au CD200R, récepteur inhibitles cellules myéloides (Minas et
Liversidge, 2006).

2.2.1. Activation par les pathogénes ou le soi fhiwdi

Les récepteurs de I'immunité innée permettent é@maaissance des pathogénes ainsi
gue du soi modifié (pour revue, Gordon, 2002). pathogenes expriment en effet plusieurs
signatures moléculaires ou PAMPs (« pathogen as®gocmolecular patterns ») telles que des
oligosaccharides, des acides nucléigues modif&sgtycanes reconnus par divers récepteurs
du systeme immunitaire. De la méme fagon, le sdlifidoainsi que les cellules apoptotiques
vont étre reconnus par l'intermédiaire d’'un certadmbre de molécules ou de signaux tell(e)s
gue la phosphatidylsérine, les lipoprotéines oxgdée faible densité ou encore les

changements de potentiels électriques.

Les récepteurs d’épuration («scavenger receptors», SR) permettent Ila
reconnaissance et I'élimination des lipoprotéinesdifiites mais également de cellules
apoptotiques, de bactéries ou encore de substtell@ssque le peptide amyloide béta, génére
lors de la maladie d’Alzheimer (Platt al, 1996; El Khouryet al, 1998; Plattet al, 1999;
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Peiseret al, 2002; Mukhopadhyay et Gordon, 2004). L’expressitenla plupart de ces
récepteurs (SR-A; SR-Bl; CD36, RAGE pour «regepkor advanced glycation end
products » ; LRP pour «low density lipoprotein @ptor-related protein » ; MARCO pour
« macrophage receptor containing a collagenous womaa éeté décrite sur les cellules
microgliales (Alarcoret al, 2005). Cependant, si la plupart sont constitatieet exprimés
par la microglie néonatale, d’autres comme SR-ARtBI s’éteignent a I'age adulte et ne
sont ré-induits qu’en cas d'inflammation. La consgge de I'engagement des récepteurs
d’épuration sur les cellules microgliales n’est pan caractérisée et a surtout été étudiee au
cours de la maladie d’Alzheimer, caractérisée pagrégation de protéines formant des
plaques (plaques amyloides). Le peptide béta adg/lail’'origine de ces plaques est reconnu
et internalisé par la microglie par I'intermédiaite divers récepteurs d’épuration ce qui induit
sa secrétion de réactifs oxygénés (El Khoatyal, 1996; Husemanret al, 2002). Le
récepteur MARCO quant a lui, en plus de fonctiongernalisation, interviendrait également
dans le changement de morphologie des cellulesogiiates aprés leur activation (Granucci
et al, 2003).

Les récepteurs de la famille Toll(« Toll like receptor », TLR), initialement déerit
chez la drosophile, comprennent une dizaine de mesniCes récepteurs sont extrémement
conserveés et ont évolué pour reconnaitre les matifsmuns des bactéries, virus, parasites ou
champignons (Medzhitov et Janeway, 2000; Akira,2®asare et Medzhitov, 2004) (Figure
9). Ces récepteurs transmembranaires sont exprftogs ou partie d’entre eux) par les
cellules immunitaires innées - monocytes, macropdagellules dendritiques, neutrophiles,
lymphocytes NK (Muzicet al, 2000; Visintinet al, 2001; Hoshineet al, 2002; Bellocchicet
al., 2004; Mitsuiet al, 2004; Sabroeet al, 2005; Sivoriet al, 2006)- ainsi que par les
lymphocytes B et T (Sobedt al, 2004; Caroret al, 2005; Dasaret al, 2005; Peng, 2005) et
se situent a la surface de la cellule (TLR1, &,4, 10 11) ou dans la membrane de vésicules
intracellulaires (TLR3, 7, 8, 9). Aprés activatidls, induisent une cascade de signalisation
intra-cellulaire mettant en jeu I'adaptateur MyD@anssens et Beyaert, 2002) et aboutissant a
I'activation du facteur de transcription NdB permettant la synthése de génes de cytokines
ou de chimiokines. De fagon intéressante, pouaitertrécepteurs et en particulier le TLR4,
une voie indépendante de MyD88 a été décrite (Qd&iwno, 2006), aboutissant a
I'activation du facteur de transcription IRF-3 etaasynthése des membres de la famille des
genes inductibles par I'IFN (Figures 9 et 10). I&KR ont également une fonction importante

au sein du systeme nerveux central, dans la mesuréeur expression est rapidement
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augmentée lors de diverses perturbations du payerecherveux (pour revue, Kielian, 2006).
L’'expression des TLR3, 4 et 8 a ainsi été misewte@ce dans les neurones (Prehatl,
2005; Maet al, 2006; Wadachi et Hargreaves, 2006) et tous |d® diht été détectés dans les
astrocytes (McKimmie et Fazakerley, 2005) avecexpession préférentielle du TLR3 (Jack
et al, 2005). Dans les cellules microgliales, les TLR al 9 semblent exprimés
constitutivement aussi bien chez la souris (Olgaditler, 2004) que chez 'homme (Jaek
al., 2005), méme si leur niveau d’expression est bbid’'un individu a l'autre. Les agonistes
des TLR sont des activateurs efficaces des celluliesogliales, en particulier le poly I:C
(agoniste du TLR3), le LPS (lipopolysaccharide,ragie du TLR4) et le CpG (agoniste du
TLR9) qui vont induire la sécrétion de cytokine®o-prflammatoires telles que le tumor
necrosis factoo (TNFa) ou l'interleukine-B (IL-1), de monoxyde d’azote (NO) ou encore
favoriser la fonction de présentation antigénigedadmicroglie (Dalpket al, 2002; Olson et
Miller, 2004).

La stimulation degécepteurs au complémentest un autre moyen efficace pour
activer les cellules microgliales. En effet, leudes microgliales expriment constitutivement
les récepteurs au complément (CR) 1, 3 et 4, domtileau d’expression augmente apres
activation (Katoet al, 1996; Rotshenker, 2003). La plupart de ces réceptfavorisent la
phagocytose des pathogenes ou débris cellulaiesCR3 (CD11b/CD18), souvent utilisé
pour marquer les cellules microgliales situ chez la souris, permettrait par ailleurs une
reconnaissance directe de certains motifs bacttiels que le LPS (Ehlers, 2000) et par

conséquent une activation rapide des cellules fiexant.

2.2.2. Activation par les cytokines

L’activation des cellules microgliales peut égalemétre finement régulée par les
cytokines présentes dans I'environnement. Ainsicadsiles expriment un éventail large de
récepteurs pour les cytokines. Parmi les difféentdokines capables d’activer la microglie,
'IFNy a été particulierement étudié. Il permet d’augraetiexpression des molécules du
CMH cl. | et ll, des costimulateurs CD80 et CD8@&sdrécepteurs au complément, de
molécules d’adhérence comme ICAM-1 a la surfacdeicroglie et potentialise donc leurs

fonctions de présentation d’antigenes et de phdgsey Il entraine également la synthése
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d’autres cytokines par la microglie comme le TNéu I'lL-6 et contribue donc a créer une
cascade inflammatoire lors d’'une infection.

Les cellules microgliales sont également sensible®rtains facteurs de croissance
hématopoiétiques comme le M-CSF, le GM-CSF ou Jllpermettant leur prolifération.
Cependant, ces facteurs peuvent aussi entrainarottnds changements morphologiques et
phénotypiques chez celles-ci. En effet, plusieutswrs ont montré que le GM-CSF entrainait
des modifications moléculaires importantes au sieifa microglie, lui conférant alors une
capacité importante a présenter les antigeneshiist al, 1993; Aloisiet al, 2000; Reet
al., 2002). Par ailleurs, cette méme cytokine apresqges jours de culture, permet a la
microglie d’acquérir une morphologie et un phénetgemblable aux cellules dendritiques

myéloides (Ponomareat al, 2005a).

2.2.3. Autres modes d’activation

Le cerveau est protégé derriere la barriere héeratéphalique, cependant certaines
maladies neurodégénératives s’accompagnent d’'ystereupartielle de celle-ci, permettant
linfiltration intra-parenchymateuse des élémenissdrum. L’albumine est la protéine la plus
représentée dans le sérum et de facon intéressaigeentraine la prolifération et une
augmentation du calcium intracellulaire dans lékiles microgliales (Hoopegt al, 2005).

Les cellules microgliales sont enfin rapidementivéets suite & n'importe quel
traumatisme neuronal méme en dehors de toute imeciinsi, elles expriment des
récepteurs purinergiques (Inoue, 2002) ou a certagurotransmetteurs (Noea al, 2000;
Charleset al, 2003; Farbeet al, 2005), la présence excessive d’ATP ou de glutamdans
'environnement étant synonyme de lésion cellulaibe méme, toute rupture physique du
signal entre neurones et cellules microglialesa@mérait I'activation de ces derniéres, en
particulier par I'absence d’interaction entre laléecole CD200 et son récepteur (Broderatk

al., 2002).
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2.3. Fonctions de la microglie

2.3.1. Fonctions de la microglie dans les répomssaunes du SNC

Comme toutes les cellules du systeme immunitage,ckllules microgliales ont la
particularité d’étre tres mobiles. Ainsi, lors dmute perturbation du parenchyme nerveux,
elles ont tendance a s’accumuler sur le site dislan. Les raisons de cette migration ne sont
pas encore completement élucidées, mais le réseahichiokines et de leurs récepteurs au
sein du systéme nerveux central est certainemeptigngé. La microglie exprime de
nombreux récepteurs aux chimiokines (CCR1, 2, 3 5CXCR1, 2, 3, 4; CX3CR1) lui
permettant de répondre a un grand nombre de chinggskétant donné la redondance
importante de ce systeme (Ambrosini et Aloisi, 20Q4s neurones et les astrocytes étant
eux-mémes capables de sécréter des chimiokiness tglie CXCL10 notamment en cas
d’'ischémie, vont pouvoir recruter les cellules rogirales exprimant le récepteur CXCR3
directement sur le site lésé (Rappetrl, 2002; Rapperet al, 2004). Arrivées sur le site de
la lésion, elles vont pouvoir exprimer tout leurtgrdiel de cellule immunocompétente et
capturer I'antigene, le présenter aux lymphocytéeuf en modulant leur environnement par
la sécrétion de facteurs pro- ou anti-inflammatoire

Une étude récente vient également de montrer lsgion du récepteur CCR7 sur les
cellules microgliales activées (Dijksted al, 2006). De fagon intéressante, ce récepteur est
caractéristique des cellules migrant vers les agdymphoides secondaires, suggérant que la
microglie, comme les cellules dendritiques, puissgrer vers les ganglions drainants pour

alerter les lymphocytes T spécifiques de I'antigene

2.3.1.1. Présentation des antigénes

Les cellules microgliales sont considérées comme [@incipales cellules
immunocompeétentes résidentes du systéme nervetralcarependant, leur réelle capacité a
présenter les antigenes est toujours controvefsée. peut étre di notamment aux divers
types de cellules utilisées : cellules issues deeeeix de nouveau-nés, cellules issues de
cultures gliales mixtes, cellules primaires adultes encore lignées cellulaires et semble

surtout dépendre de leur état d’activation.
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Afin d’activer de fagon optimale un lymphocyte Txdiaire CD4" naif, deux signaux
complémentaires sont nécessaires (Figure 11). émipr est antigene spécifique, et consiste
en linteraction des molécules du CMH de classpréisentant le peptide antigénique a la
surface de la cellule présentatrice d’antigenegcde complexe TCR-CD3 associé a la
molécule CD4 a la surface du lymphocyte T. Ce djghgen que nécessaire, n'est pas
suffisant pour activer le lymphocyte T et au conérde rend anergique en l'absence du
second signal. Celui-ci consiste en l'interacti@s dholécules costimulatrices de la famille B7
sur la cellule présentatrice d’antigénes avec leteonles type CD28 sur le lymphocyte T.
Tous les signaux costimulateurs n'ont pas la méoresédrnuence sur le lymphocyte T et
pourront ainsi I'activer pleinement ou au contralii@eactiver pour terminer la réponse

immunitaire (Figure 12).

Si la plupart des auteurs s’accordent a dire gsarielécules de CMH de classe |l
ainsi que les molécules costimulatrices CD80 et €D8 sont pas exprimées a un niveau
détectable sur la microglie quiescente (Haveeithl, 1998; Matyszalet al, 1999; Becheet
al., 2000; Macket al, 2003), en revanche, elles peuvent étre tres eamdt induites lors de
toute perturbation du systéme nerveux central (M&ckl, 2003; Ponomareet al, 2005b),
en culture de facon spontanée (Dangaidal, 1997) ou aprés stimulation par I'liyN
(Matyszaket al, 1999).

Ainsi les cellules microgliales ont tout le potehtinoléculaire pour pouvoir activer les
lymphocytes T naifs. Cependant, la encore, lesrgliv@sultats ne sont pas aussi clairs. Un
consensus semble pourtant établi sur le fait geieddlules microgliales quiescentes sont de
mauvaises présentatrices d’antigenes, ce qui fitexlé peut s’expliquer par le manque de co-
stimulateurs a leur surface comme expliqué précéamrh Pourtant, elles sont capables
d’activer les lymphocytes T CD@n test de présentation allogénique (Haveetithl, 1998).

Aprés interaction avec un lymphocyte Thl, secrémtparticulier de I'lFN, les
cellules microgliales peuvent acquérir des capaadeprésentation antigénique améliorées et
réactiver tres efficacement les lymphocytes T (hidheet al, 1998; Aloisiet al, 2000).
Allant dans le méme sens, pour Matyszak et colktlears (1999), une simple stimulation ne
serait pas suffisante et il faudrait passer par easzade d’activation de la microglie pour
obtenir ses capacités optimales de cellule présmetad’antigenes. Ainsi, avec une
stimulation par du GM-CSF combiné a l'ligNet éventuellement au CD40-L, les cellules

microgliales auraient une efficacité équivalenteedle des splénocytes pour activer des
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lymphocytes T naifs. De méme, une étude récentéépupar Ponomarev et collaborateurs
(2006) a clairement mis en évidence, grace a dasssthimeres déficientes en CD40 dans le
cerveau, plusieurs stades d’activation de la mli@agu cours de I'encéphalomyélite auto-
immune expérimentale (EAE), dépendant ou non déefaction avec les lymphocytes T. De
facon intéressante, il semble que les cellulesogi@es n'ayant pas été activées de maniére
optimale soient tout de méme capables d’actives dax@ certaine mesure les lymphocytes T
en induisant leur différentiation en lymphocyte ecrétant IFMet IL-2 mais sans toutefois
les faire proliférer (Carsoat al, 1999; Matyszalet al, 1999). Ces résultats sont confirmés
par des études vivo, notamment au cours d’'une infection par le viresl'dncéphalite
murine de Theiler ou les cellules microgliales weiopent au pic de la maladie sont des
cellules présentatrices d’antigenes efficaces saidiprolifération et sécrétion d’ Iypar les
lymphocytes T (Macket al, 2003). Par ailleurs, Ponomarev et collaboratéR@)5b) ont
montré que l'activation des cellules microglialegité corrélée avec linfiltration de
lymphocytes T et l'apparition des signes clinigws I'EAE, bien avant l'arrivée des
macrophages périphériques. De méme, une « paralykgs cellules microgliales, en utilisant
une souris chimére avec la microglie sous l'infeceid’'un géne suicide, a pour conséquence
une inhibition de la maladie (Heppnet al, 2005), suggérant ainsi que les cellules
microgliales ont un rdle prépondérant dans la pr@sien de I'antigéne aux lymphocytes T
encéphalitogéenes.

Ainsi, il semblerait que ce soit le contact aves lgmphocytes T qui révele les
capacités de présentation antigénique de la mier@dgigure 13). Ce contact initial serait de
faible affinité, les molécules a la surface de liaroglie quiescente n’étant que faiblement
représentées, entre le complexe CMH classe e le TCR ainsi qu’entre les molécules
costimulatrices B7 et CD28 (Fig.18). Cette interaction entrainerait la sécrétion enne de
TNFa par la microglie puis d’IL-12 permettant alorsddférentiation du lymphocyte T en
Thl (Fig.13@ et ®). Celui-ci secréterait de I' IFN(Fig. 13®) ayant pour conséguence une
augmentation d’expression des molécules de CMH guns des costimulateurs a la surface
de la microglie (Fig. 1®) et donc une interaction renforcée entre les dgoes cellulaires et
une activation optimale de la microglie par I'imtgddiaire de I'interaction entre les molécules
CD40 et CD40-L (Fig. 13®), permettant la proliféeration du lymphocyte T (Fi§3
@)(Becheret al, 2000; Ponomarest al, 2006).

De facon intéressante, I'existence de diverses popslations microgliales pouvant
avoir des fonctions différentes pourrait expligles résultats variables observés avec ces
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cellules. Ainsi une sous population pourrait éthespefficace que les autres pour présenter

I'antigéne aux lymphocytes T CD4t/ou aux lymphocytes T CD8Walkeret al, 1995).

2.3.1.2. Phagocytose

La phagocytose est un mécanisme important et reoesgour I'élimination des
micro-organismes et/ou des déchets issus de léiaeanflammatoire et pour I'élimination
des cellules mortes avant leur nécrose en conditiphysiologiques. Au cours du
développement, cette fonction a un réle prépondé&tams le remodelage du systeme nerveux
central et les cellules microgliales foetales ert & principales responsables (Feetrl,
1990).

Chez l'adulte, les cellules microgliales, comme teacrophages, sont capables de
phagocytose, méme si cette fonction est atténuéz &b microglie quiescente. En cas
d’'inflammation, en revanche, elles récupérent ce#igacité, notamment en exprimant plus
fortement les récepteurs d’épuration de type SRtAeerécepteur au complément CR3
(Reichert et Rotshenker, 2003). En particulier,eslléliminent les lymphocytes T
apoptotiques, inhibant ainsi l'inflammation (Chat al, 2003) et la prolifération des
lymphocytes T adjacents (Magnesal, 2001). Ainsi, cette fonction peut étre bénéfigoer
terminer une réponse inflammatoire, mais elle péatérer néfaste lors de la phagocytose de
la myéline aboutissant a la présentation antig@nigu a l'activation des lymphocytes T
encéphalitogénes (Smith, 2001). Il semblerait toigeque les cellules microgliales soient de
moins bons phagocytes que les macrophages pégpkéri(Mosley et Cuzner, 1996).
Cependant, face a une démyélinisation du nerf oetites macrophages périphériques sont
moins efficaces que lorsqu’il s’agit du nerf saae, montrant que I'environnement
particulier du systéme nerveux central serait nasgble au moins en partie de cette moindre

performance de la microglie (Kuhimaehal, 2002).
2.3.1.3. Sécrétion de cytokines et autres facteurs
Pour communiquer entre elles et réguler les rémomsammatoires, les cellules
immunitaires utilisent des facteurs solubles qua s cytokines. Les cellules microgliales

sont ainsi capables de sécréter tout un éventaitytiekines aussi bien pro- que anti-

inflammatoires, ou encore des facteurs cytotoxigqueseurotrophiques (figure 14).
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Elles sécretent notamment du « transforming grdadtor 3 » (TGF), généralement
apres avoir été activées (Chaial, 1995; da Cunhat al, 1997), ce qui contribue au statut
immunitaire particulier du systeme nerveux centts®. méme, les cellules microgliales sont
une source potentielle de 1,25-dihydroxyvitamine (D&veu et al, 1994c), responsable
notamment de la sécrétion de facteurs neurotropkigar les astrocytes (Neveiual, 1994a;
Neveuet al, 1994b; Naveilharet al, 1996). Elles peuvent également contréler leupggo
activation et un environnement pro-inflammatoirencoe au cours de I'EAE en secrétant de
'IL-10 dont les activités anti-inflammatoires sont bienmues (Jandeat al, 1998; Aloisiet
al., 1999a). Malheureusement, elles secretent égateneerfacteur au sein des tumeurs
cérébrales et peuvent donc contribuer a I'échappeie celles-ci au systeme immunitaire
(Wagneret al, 1999).

En cas dinflammation, elles deviennent une sounsportante de cytokines pro-
inflammatoires ou de facteurs cytotoxiques qui panitr avoir des effets bénéfigues comme
néfastes. UL-1 par exemple, participe normalement a la régulatitan sommeil, de
lalimentation ou a la transmission synaptique. d.ai’'une inflammation, les cellules
microgliales sont une source importante et tresque de cette cytokine (Daviesal, 1999)
qui provoque alors la production de médiateursidéidmmation tels que TN&, IL-6 ou la
cyclo-oxygénase 2 (Baset al, 2002), ce qui placerait I'lL-1 en téte des cassad
inflammatoires dans le systéme nerveux centralBasl, 2004). LeTNFa produit par la
suite montre également des effets ambigus. Il aagtien pro-inflammatoire et par un effet
autocrine permet une activation plus importantdadenicroglie (Kunoet al, 2005). Cette
cytokine a aussi une action toxique directe sunkasones et les oligodendrocytes (Cagtci
al., 2005), montrant un coté néfaste de l'activatidoragliale. Pourtant les effets du TNF
ne sont pas uniquement délétéres et des sourisieafis pour cette cytokine sont plus
sensibles aux affections neuronales (Bratal, 1996). Dans le méme sens, le TNpeut
favoriser la survie et la prolifération des neusoren induisant la sécrétion de facteurs
neurotrophiques (Carlsogt al, 1999; Nicholaset al, 2002). Ainsi, de faibles concentrations
en TNFa seraient bénéfiques alors que de fortes concemtsagt/ou une présence chronique
auraient des effets toxiques. L'action toxique dMF& peut étre médiée en partie par
I'induction de la NO synthétase inductible (iNO%)d les cellules microgliales.

Le monoxyde d'azote NO), produit constitutivement par lactivité des NO
synthétases neuronale et endothéliale joue un pbisiologique important en tant que

neurotransmetteur, pour I'établissement de synamsepour la différenciation de certaines
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populations neuronales (Yuat al, 1997). Le NO produit en grande quantité lors de
l'activation microgliale aprés stimulation par diP®, peut entrainer la mort des cellules
neuronales. En se combinant & un anion superoxidenment, il va générer du peroxynitrite
et devenir hautement toxique pour les oligodendesciLi et al, 2005a). Mais la encore, les
effets observés du NO sont variables et sembleperdfre de I'état d’oxydation de cette
molécule, le radical libore NO étant toxique et wionitrosonium NO étant plutét
neuroprotecteur (Liptoet al, 1993).

Apres stimulation par de I'lFjNou du LPS ou aprés contact avec des lymphocytés Th
(Aloisi et al, 1997), les cellules microgliales sont capablesél@éter des cytokines de la
famille de I'lL-12 ce qui plaide en faveur de leur capacité a présdeseantigénes. La
microglie, en plus de I'lL-12, peut ainsi secrétler I'lL-23 (Li et al, 2003; Sonobest al,
2005; Liet al, 2007) et de I'lL-27 (Liet al, 2005b; Sonobet al, 2005) et favoriser une
réponse Thl comme cela a été montré au cours ddé I'Becheret al, 2003; Liet al,
2005b). En contrélant balance Th1l/Th2 dans le cerveau, (Krakowskiwe, 1997), la
microglie peut ainsi favoriser le développementng'uéponse cytotoxique bénéfique pour
I'élimination d’une infection virale ou d’'une tumeumais néfaste dans le cas d’'une maladie

auto-immune dépendant des lymphocytes Thl telld’BAE.

2.3.2. La microglie, cellule neuroprotectrice

L’activité des cellules microgliales a longtempé ébnsidérée comme néfaste vis-a-
vis des neurones. Cependant, une idée de plususnr@pandue est que finalement, les
cellules microgliales seraient fondamentalement rop@otectrices et que seule leur
suractivation ou leur dysfonctionnement pourraitraner des dommages neuronaux (pour
revues Polazzi et Contestabile, 2002; Streit, 20&2) effet, les relations entre cellules
microgliales et neurones, longtemps ignorées, oattpnt un réle crucial dans la physiologie
de ces deux types cellulaires qui sont en reladétooite et communiquent par des jonctions
gap (Dobrenist al, 2005). Comme discuté précédemment, la ruptuténderaction entre le
récepteur neuronal CD200 et son ligand microglidtadnerait I'activation de la microglie.
Au cours de l'uvéite auto-immune, des souris défites en CD200 montrent ainsi des signes
cliniques plus précoces et des cellules microgli@OS en nombre supérieur par rapport
aux animaux sauvages. L'une des hypotheses actesieque les neurones maintiendraient la
microglie dans son état quiescent par l'intermeéeligie cette interaction (Broderiak al,

2002). Ce contrble de I'activité microgliale pas leeurones se confirme notamment par les
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travaux de Neumann et collaborateurs (1998) montfarhibition de I'expression des
molécules du CMH cl.ll sur les cellules microglmlen présence de NGF, BDNF et NT-3
d’origine neuronale.

Par ailleurs, contrairement a ce qui a longtempspénsé, I'activation des cellules
microgliales n'a pas forcément de conséquencesste&fasur I'activité neuronale et peut
méme s’avérer tres bénéfique. Dans un modele dareull’agrégats cellulaires, le milieu
conditionné de cellules microgliales activées par UPS favorise la migration et la
différenciation des précurseurs neuronaux (Aaairal, 2003). Apres ischémie cérébrale ou
Iésion de la moelle épiniere, les neurones sortégés ou repoussent mieux apres greffe de
cellules microgliales (Rabchevsky et Streit, 198ftamura et al, 2004). Ces fonctions
bénéfiques pourraient s’expliquer par la sécrétiderogliale de facteurs neurotrophiques lors
d’'une inflammation (Heeset al, 1998) : bNGF (« nerve growth factor »), NT-3, M/b
(neurotrophines 3, 4, 5), BDNF (« brain derived ro&ophic factor »), GDNF (« glial cell
derived neurotrophic factor ») ont ainsi été déctiéns les cellules microgliales (Elkalets
al., 1996; Miwaet al, 1997; Batcheloet al, 1999; Nakajimaet al, 2001)(Figure 14). De
facon intéressante, en plus de leur action troghgwr les neurones, ces molécules ont des
effets variés sur la microglie. Ainsi NT-3 et BDNRvorisent la prolifération et/ou la
phagocytose des cellules microgliales (Elkaltsal, 1996), NGF ou NT-3 inhibent
laugmentation de B7 et de CD40 induite par le GBIFC(Wei et Jonakait, 1999) et les
neurotrophines NGF, BDNF et NT-3 inhibent l'indwcti de CMH cl.ll due a I' IFM
(Neumanret al, 1998).

Ainsi les cellules microgliales sous le contrdles deeurones restent dans leur état
quiescent. Lors de la rupture de ce contact, Idsleg microgliales sont immédiatement
activées et tentent de protéger les neurones &sésrmant une barriére autour d’eux et de
favoriser leur réparation en secrétant des factaatgotrophiques, aidées en cela par les
astrocytes (cf. 8§ 2.4.2). En cas déchec ou d'emviement trés inflammatoire, elles
atteignent un stade d’activation plus important ceptible de causer des dommages

collatéraux (Figure 15).
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2.4. Microglie et autres cellules immunocompétentks SNC

2.4.1. Microglie et macrophages périvasculaires

Les cellules périvasculaires, incluant notammest péricytes et les macrophages
périvasculaires, sont comprises totalement ougli@mnent dans la lame basale des vaisseaux
sanguins, contrairement a la microglie, extérieareelle-ci. Leur phénotype est proche de
celui des macrophages périphériques, a savoir CDTID11¢, CD45, CMH cl. II', FcR
(Fordet al, 1995; Thomas, 1999). Les cellules périvasculges/ent étre identifiéan situ
chez le rat par I'expression d’'une protéine memdiranreconnue par l'anticorps ED2
(Graeberet al, 1989), par I'expression de CD163 chez I'hommeb(iek et al, 2005), et par
I'expression du récepteur au mannose chez la s@baikeaet al, 2005). Il semblerait que ces
cellules soient capables de présenter les antiga@e® si la difficulté a les isoler en quantité
suffisante limite les investigations directes. Gefant, Ford et collaborateurs (1995) ont trié
les cellules CD4%" du cerveau et ont montré leur capacité & actiesr lgmphocytes T
encéphalitogénes, méme si dans cette étude, ssaileraportion des cellules était ED2es
autres études concernant le role des cellules gsmiNaires ont surtout été réalisées par
I'utilisation de liposomes contenant du chlodrongiermettant I'élimination sélective des
macrophages et des cellules périvasculaires séttafla microglie. Le role protecteur des
cellules périvasculaires lors d’'infection par destBries ou des champignons a ainsi pu étre
montré de méme que leur importance pour le recrnéndes cellules immunitaires
périphériques mais sans réelle conclusion quardua dapacité a présenter les antigenes
(Polfliet et al, 2001; Aguirre et Miller, 2002; Polfliedt al, 2002; Silvaet al, 2004).

Il pourrait par ailleurs exister un lien phylogégée entre microglie et macrophages
périvasculaires, ces derniers pouvant infiltrepégenchyme nerveux en traversant la lame
basale des vaisseaux sanguins et se différenciari@oglie (Thomas, 1999; Bechmaenh
al., 2001).

2.4.2. Microglie versus astrocytes

Les astrocytes, originaires du neuroectoderme,rippaent a la macroglie et ont un
réle fondamental au sein du systeme nerveux cefigalontribuent ainsi a la formation de la

barriere hémato-encéphalique par leurs pieds eartbla lame basale des vaisseaux sanguins
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et ont une fonction primordiale dans 'homéostakiesysteme nerveux central (sécrétion de
facteurs neurotrophiques, régulation du pH, rémniades fonctions neuronales).

A coté de ces fonctions de soutien, lors d’uneupkeation du parenchyme nerveux, les
astrocytes s’activent (phénomeéne appelé astrogjlietseontribuent a la protection puis a la
réparation des tissus lésés, puisque leur élinnagtar la thymidine kinase aggrave les
conséquences d'une blessure pratiquée dans lechgirea cérébral ou la moelle épiniére
(Faulkneret al, 2004; Myeret al, 2006). Avec les autres cellules gliales, ils @iment la
formation de cicatrices gliales entourant des neesdéseés afin de les isoler du tissu sain et
sont également une source importante de factewnotnephiques (Condorellt al, 1994;
Neveuet al, 1994a; Condorellet al, 1995). Les astrocytes peuvent par ailleurs ppeic
directement aux réponses immunes (Dong et Beneer801). lls expriment ainsi certains
membres de la famille des TLR et peuvent donc negibre les pathogenes (Jakal, 2005),
peuvent secréter des cytokines telles que I'ILHENIB, le GM-CSF ainsi que de nhombreuses
chimiokines (Falsiget al, 2006). Ces cytokines ont notamment pour partitélae recruter
et d'activer tres efficacement les cellules miciagk, qui a leur tour vont entretenir
l'activation astrocytaire par la sécrétion d’IL-Bn revanche, leur capacité a présenter les
antigenes est trés controversée. En I'absenceirdalss, les astrocytes n’expriment pas les
molécules du CMH cl. Il. Aprés activation par detés concentrations d’'IFRjN ils peuvent
exprimer ces molécules ainsi que les costimulatedis vitro (Nikcevichet al, 1997; Taret
al., 1998; Cornett al, 2000). Malgré cela, ils ne semblent pas tresafs pour activer les
lymphocytes T par comparaison aux autres cellulésgmtatrices d’antigénes et en particulier
la microglie (Aloisiet al, 1999b). De facon intéressante, I'expression delgécules du CMH
cl.ll astrocytaires semble beaucoup plus contrglée celle des cellules microgliales. Ainsi,
les gangliosides, tres présents dans le systemewercentral, provoquent l'inhibition de
'expression des molécules du CMH cl.ll induite pHfNYy sur les astrocytes (Massa, 1993).
De méme, si la protéine amyloigeou une combinaison IRNet TNFa ou IFNy et IL-1
bloquent I'induction de CMH cl.ll sur les astrocytees stimuli ont plutét tendance a activer
trés efficacement la microglie (Pazmagityal, 1999; Gresseet al, 2000). Les travaux de
Soos et collaborateurs (1999) montrent égalemeat lgsl astrocytes seraient capables de
présenter I'antigene efficacement aux lymphocyteseldlement aprés un certain temps passé
en culture : les lignées immortalisées 7 jours fgélement n'’expriment pas B7-1, méme
apres activation par I'lFy alors que des lignées immortalisées 45 jourssaja@ement

deviennent capables de favoriser une réponse Théxpnmant B7-1. De méme dans un
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modele d’EAE monophasique chez la souris, les agEe n’expriment ni au pic
inflammatoire ni en phase de rémission les costiteurs B7 pourtant observés dans les
infiltrats inflammatoires (D. Couez, communicatiggersonnelle). Ainsi, les astrocytes
nécessitant une stimulation importante pour exprilee molécules immunostimulatrices
interviendraient tardivement et moduleraient lgsoréses inflammatoires en favorisant une
réponse type Th2 (Aloist al, 1998; Kortet al, 2006), voire en induisant des lymphocytes T
régulateurs (Trajkoviet al, 2004). Finalement, les astrocytes ne seraientdgsecellules
présentatrices d’antigenes accessoires, plutbtfigaeés pour ingérer et préparer les
antigénes, contrairement a la microglie (Gres$ei, 2001; Kortet al, 2006) et induisant un

environnement propice a 'arrét des réactions imfteatoires.

2.4.3. Microglie et macrophages périphériques

Un certain nombre de maladies neurodégénérativescaoactérisées par l'infiltration
au sein du parenchyme nerveux de cellules sangwehesotamment de monocytes se
différenciantin situ en macrophages. A cause de la difficulté a diggngnicroglie activée et
macrophages, les fonctions respectives de cestgpas cellulaires dans le systeme nerveux
central sont difficiles a déterminer.

Chez I'homme, l'antisérum hGLUT5 reconnait spéciément les cellules
microgliales (Sasaket al, 2003) et I'anticorps ED2 chez le rat marque tessmacrophages
sauf la microglie (Graebest al, 1989). Malgré ces outils, peu d’'informations kufonction
respective microglie — macrophages ont été apport€bez la souris, aucun outil n’est
actuellement disponible obligeant a utiliser desdétes plus complexes. Ainsi dans un
modeéle de souris chimeére reconstituée par une enosbeuse de souris transgénique GFP,
dans lesquelles les cellules sanguines sont’ @ERes cellules microgliales restent GFP
Schilling et ses collaborateurs (2003) ont montré kgs cellules microgliales GF¢taient les
premieres a étre activées et les plus nombreustesasune ischémie cérébrale. En mettant les
cellules microgliales sous le controle de la thyrmaedkinase, Heppner et collaborateurs (2005)
ont également montré que leur déplétion bloquadédeeloppement de 'EAE. Mais malgré
ces astuces ingénieuses, il ne peut pas étre guella construction de la souris ne biaise pas

les fonctions immunitaires des diverses cellules.
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2.4.4. Microglie et cellules dendritigues

Les cellules dendritigues sont les cellules prégeoes d’antigénes les plus
performantes de l'organisme (Banchereau et Steinh@88). Situées principalement aux
portes d’entrées stratégiqgues des pathogéenes (petastin, muqueuses), elles sont
caractérisées dans leur stade immature par ure dagacité a endocyter les antigenes, une
faible expression des molécules du CMH cl.ll et cletimulateurs B7. Au moindre signal de
danger (pathogénes, cytokines pro-inflammatoireselles entament un processus de
maturation comprenant une migration vers les ganglilymphatiques drainants sous
'influence notamment de CCR7 (Riol-Blanebal, 2005; Sanchez-Sanchetzal, 2006), un
changement de morphologie avec l'acquisition de breox prolongements cytoplasmiques
augmentant la surface de contact avec les lympasdytet un changement de phénotype, les
cellules dendritiques matures exprimant fortemeatrholécules du CMH cl.Il ainsi que les
costimulateurs B7 (Amigorena, 1999). Sous cettméomature, elles sont les seules a pouvoir
activer des lymphocytes T naifs CDdt CD8. La famille des cellules dendritiques n’est pas
homogene et de nombreuses sous-populations saitedgprésentant un phénotype et/ou des
fonctions différentes, aussi bien chez la souris gbez 'homme (Hochreiet al, 2001;
Kuwana, 2002; Ardavin, 2003; Heathal, 2004; Dubskyet al, 2005).

Dans un systeme nerveux central sain, elles s@@nads, a I'exception de certaines
zones en contact avec le liquide céphalo-rachi@ii@minges, plexus choroides) (Matyszak et
Perry, 1996; Seragt al, 1997; Serokt al, 2000). Par contre, ces cellules ont été décaites
cours de phénomenes inflammatoires tels que I'mehé&érébrale (Reichmaret al, 2002),
une infection par le bacille de Calmette-Guérin {§daak et Perry, 1996), paoxoplama
gondii (Fischeret al, 2000), ou encore au cours de 'EAE (Fischer etliteann, 2001). Ces
cellules pourraient étre responsables de lindiatdes réponses immunitaires contre les
antigenes du systeme nerveux central en migraist lesrganglions lymphatiques drainants
(Karmanet al, 2004). Leur implication dans I'activation des fyhocytes T n’est pourtant
pas aussi claire : dans un modele d’EAE, Suteol&gues (2003) ont montré la capacité des
cellules dendritiques issues du cerveau de sounsainflammatoire de la maladie a inhiber
la prolifération des lymphocytes T alors que damsnodele d’infection par le toxoplame, les
cellules CD11t isolées du cerveau semblent au contraire avoirfarh pouvoir de
présentation antigénique (Fisclegral, 2000).
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L’origine de ces cellules reste également incegtalres trois possibilités évoquées
sont (1) une prolifération importante des celludétsiées dans les plexus choroides et les
méninges, (2) l'infiltration de monocytes se diff@ciantin situ en cellules dendritiques et (3)
la difféerenciation de cellules résidentes en cefiudendritiques.

La premiere hypothése est basée essentiellementastapidité d’apparition des
cellules et le fait qu’elles ne sont pas toujolrsesvées en présence d'infiltrats sanguins. De
facon intéressante, Nataf et collaborateurs (2Qf)8&) récemment montré chez le rat la
présence de précurseurs myéloides dans les pléxusides, capables vitro de générer
aussi bien des macrophages (source potentielleelides microgliales), que des cellules
dendritiques.

Concernant la seconde hypothése, Newman et colégne2005, lors d’'une lésion
cérébrale induite par de I'acide kainique, ont m@ue les cellules dendritiques apparaissant
lors de la phase inflammatoire n’étaient pas afkest par la déplétion des cellules
périvasculaires, mais étaient éliminées par ursgli@tion de I'animal, démontrant I'origine
périphérique de celles-ci. Cette différenciatiomdécurseurs hématopoiétiques ou monocytes
sanguins infiltrants en cellules dendritiques sendwnc probable méme s’il semble de plus
en plus évident que des cellules précurseurs dveaerpuissent étre une autre source
(Reichmanret al, 2002).

Comme expligué précédemment, des cellules préagrseyeloides existent toute la
vie de lindividu dans le parenchyme nerveux (Alla al, 1991). De plus, le phénotype des
cellules dendritiques cérébrales CD112D11¢ CD45 F4/80 CD8x™ CD205 penche en
faveur d’'une origine myéloide de celles-ci. EnBlies expriment un niveau intermédiaire de
CD45. Toutes ces raisons ont amené de nombreusagesga penser que la microglie
pourrait se différencier en cellules dendritiquéstte idée a depuis été confirmée puisque des
cellules issues de cultures mixtes (Fischer etirgky, 1999; Fischeet al, 2000) ou des
cellules microgliales adultes quiescentes CD10D11¢ (Fischer et Reichmann, 2001;
Ponomarewet al, 2005a) cultivéesn vitro en présence de GM-CSF deviennent CDleftc
acquierent une morphologie typiguement dendritidliealement, les cellules microgliales ne
seraient pas vraiment engageées vers la voie maagepbu la voie dendritique et seraient des
précurseurs myeéloides immatures capables de s&dayt diverses situations existant dans
le systeme nerveux central (Santambrogical, 2001). Les astrocytes semblent avoir une
fonction primordiale dans cette différenciationtant que source de GM-CSF et de M-CSF
(Fischer et Bielinsky, 1999; Santambroget al, 2001). Les cellules microgliales

différenciées en cellules dendritiques présentffitaeement I'antigene aux lymphocytes T
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naifs et provoquent leur différenciation en lympftecThl en secrétant de I'lL-12 (Fischer et
Reichmann, 2001). Cependant, I'environnement d#sleg microgliales est primordial et

cette fonction de cellule présentatrice d’antigem@sfessionnelle peut étre modulée
positivement par I' IFN, le TNFa ou le LPS (Santambrogit al, 2001) ou négativement par
le TGH3 (Xiao et al, 2002).

[I. M ICROGLIE ET TUMEURS DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

1. PRESENTATION DES TUMEURS CEREBRALES

Les tumeurs cérébrales représentaient en 1985 tig®odéces par cancer, chiffre
atteignant 2% apres 35 ans (www.onco-paysdeladaise.fr). Elles représentent par ailleurs
le cancer solide le plus fréquent chez I'enfariaedeuxiéme cause de décés par cancer chez
ceux-ci. Les tumeurs cérébrales touchent beauasumdiividus jeunes et représentent ainsi la
troisieme cause de mortalité par cancer des addéies la tranche d’age 15-34 ans. Tous
traitements confondus, le taux de mortalité es€sapr a 50% aprés 5 ans mais dépend
largement de l'agressivité de la tumeur, les gistiimes laissant une espérance de survie
moyenne inférieure a 12 mois. Les signes clinigieeta maladie sont variés et dépendent de
la localisation et de la vitesse de croissanceadarheur (www.pharmclin.uhp-nancy.fr). Les
tumeurs cérébrales sont ainsi généralement didgoéss en raison d'une fonction
neurologique altérée (vision, langage, mémoirections motrices) ou de signes associés a
une augmentation de pression intracranienne (naugeémissements, vision altérée, pertes de
conscience) (Figure 16).

Les tumeurs cérébrales sont de deux grands tyhemeurs primaires et tumeurs
secondaires. Les premiéres proviennent de la ria#ttppn anarchique d'une cellule
originaire du systeme nerveux centilaés tumeurs cérébrales primairessont classées par
I'Organisation Mondiale pour la Santé en foncti@leur origine cellulaire ainsi que de leur
grade histologique. Les gliomes sont les tumeurgbcales primaires les plus fréquentes
(>40%). Inclus dans cette catégorie, les astroogtofariginaires des astrocytes) sont les plus
représentés et peuvent évoluer selon quatre graassocytome pilocytique, généralement
pédiatrique (grade 1), astrocytome de bas gradel€g?), astrocytome anaplasique (grade 3)
et glioblastome (grade 4). Les autres gliomes smtoligodendrogliomes (originaires des
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oligodendrocytes, de grade 2 ou 3) ou les oligmagtomes (ou tumeurs mixtes). D’autres
types de tumeurs cérébrales sont les épendymomasvetoppant le plus souvent dans les
ventricules cérébraux et la moelle épiniére et wdog la circulation du LCR, les
meédulloblastomes, tumeurs malignes les plus frégserthez I'enfant, les adénomes
hypophysaires produisant des hormones ou non ssédaselon I’hormone synthétisée, les
méningiomes, tumeurs les plus communes et pratigaetoujours bénignes pouvant poser
des problemes d’ablation. Elles comprennent awesilymphomes primitifs du systeme
nerveux central, plus rares, qui pour une rais@orinue, restent limités au cerveau et se
rencontrent notamment chez les malades du SIDA/ant gubi une greffe d’organe.

Les tumeurs secondairessont le résultat d’'une métastase provenant d’umneau
organe. Bien que n'importe quel cancer puisse naasdans le cerveau, les plus fréquents
sont ceux du poumon, du sein et les mélanomesi@asurs sont loin d’étre négligeables
puisqu’elles représentent jusqu’a 30% de I'enserdbegetumeurs cérébrales et sont donc aussi

fréquentes sinon plus que les glioblastomes.

2. REPONSE DU SYSTEME IMMUNITAIRE FACE A DES CELLWHS
MALIGNES

2.1. Réponse cellulaire anti-tumorale idéale

Les tumeurs ne sont pas nécessairement reconnogsec@trangeres par le systeme
immunitaire et ne sont donc pas considérées commaanger a éliminer. Cependant, dans
certains cas, elles peuvent exprimer a leur surtsEs antigenes tumoraux (normalement
absents du tissu sain ou exprimés en tres faildatqé) ou présenter un soi altéré, c'est-a-dire
des molécules du CMH cl.lI absentes ou modifieesisk@s deux cas notamment, le systéme
immunitaire va pouvoir mettre en place une immuratéi-tumorale adaptée permettant
eventuellement leur élimination (Figure 17). L'eegsion de molécules du CMH cl.I altérées
ou leur absence va entrainer 'activation des EdIlNK (natural killer). Celles-ci vont alors
lyser avec l'aide des macrophages les cellulesesildt secréter des cytokines pro-
inflammatoires permettant le recrutement des aulisurs du systeme immunitaire. La
croissance de la tumeur va également conduire rdd des cellules les plus enfouies,
n‘ayant plus acceés aux nutriments nécessaires la detvie. Les cellules dendritiques

sentinelles vont ingérer les cellules tumoralegdgsou leurs débris et vont mignga la
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lymphe ou le sang vers les organes lymphoides dages. Arrivées dans les ganglions
lymphatiques drainants, elles vont présenter léigéames tumoraux aux lymphocytes T CD4
Une fois activés, ils vont envoyer par le biais@D40-Ligand (CD40-L) le second signal de
maturation aux cellules dendritiques qui synthétisaelors de I'IL-12. Différenciés en
lymphocyte Th1l, ils vont alors fournir l'aide nésase pour l'activation des lymphocytes T
CDS8’ cytotoxiques spécifiques de la tumeur. Ces desnient retourner sur le site d’ou sont
venues les cellules dendritiques et vont lyserifiggement les cellules tumorales exprimant
l'antigene ayant permis leur activation (Calzaseta al, 2005). Les lymphocytes Thl
permettent aussi dans une certaine mesure la @uildn et la différenciation des
lymphocytes B en plasmocytes qui par I'interméeéiaie leurs anticorps lyseront également la
cellule cible en présence du complément (Catrosi@@ueret al, 2003).

2.2. Intérét de la présentation croisée

Ainsi, dans le cadre d’'une immunothérapie, I'un dbgectifs majeurs est de réussir a
activer efficacement les lymphocytes T cytotoxiquesecteurs principaux spécifiques de la
tumeur. Dans ce sens, une attention particulieérgp@sée sur un mode de présentation non
classique de l'antigene : la présentation croig@assiquement, les antigénes protéiques
exogenes (bactérie, tumeur...) sont endocytés pacaliesges présentatrices d’antigénes, puis
suivent une voie d’apprétement de l'antigene cosahii a leur dégradation sous forme de
peptides dans les vésicules d’endocytose ou deophimge, puis a leur association aux
molécules du CMH cl.Il suite a la fusion avec l&sigules MIIC contenant ces derniéres.
Cette voie de présentation aboutit & I'interactimec les lymphocytes T CD4Figure 18a).
Les antigenes endogenes (propres a la celluleraux)i quant a eux, sont dégradés dans le
cytosol grace au protéasome, puis vont intégraegtieulum endoplasmique ou se trouvent les
molécules du CMH cl.I vides, par l'intermédiairaud’ complexe multimoléculaire enchassé
dans la membrane de celui-ci: le complexe TAPrardporter associated with antigen
processing »). Le complexe CMH cl.l/peptide antigaa, potentiellement exprimé par
n'importe quelle cellule nucléée de I'organismernpet I'interaction avec les lymphocytes T
cytotoxiques (Figure 18b). La présentation croisgeun intermédiaire entre les deux autres
voies et permet la présentation des peptides ersgdimectement dans les molécules du
CMH cl.l et permet donc I'activation directe demlyhocytes T cytotoxiques (Figure 18c). Ce

mécanisme de présentation antigénique a été désdu’alors principalement dans les
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cellules dendritiques et les macrophages (Mellmaisteinman, 2001; Brode et Macary,
2004), méme si certaines études ont montré queelgsophiles (Tvinnereinat al, 2004) et
les lymphocytes B (Heit al, 2004) seraient également capables d’activerylaphocytes T
cytotoxiques dans certaines conditions. La préfientaroisée n’est pas encore completement
comprise et de nombreuses questions restent osvéetles que la ou les forme(s)
d’antigene(s) présenté(s) de cette manieére ou eresrvoies intracellulaires utilisées pour
amener l'antigene exogéne au sein des moléculeEMH cl.I (Shen et Rock, 2006). Il
semblerait toutefois que les protéines soient leésuxnadaptées ou éventuellement les
peptides associés aux chaperonnes de la famille ({d®Bat shock protein », protéines de
choc thermique) (Delneste, 2004). De méme, si eliesont pas complétement élucidées,
cing voies possibles de présentation croisée seéntitds (Guermonprez et Amigorena,
2005)(Figure 19) : la voie phagosome vers cytoswok \phagosome (fig 19a) ou I'antigéne
apres avoir été ingéré, est exporté vers le cytasgradée par le protéasome puis ré-intégré
dans le phagosome par le complexe TAP ; la voiauoalage (fig 19b) ou I'antigene est
dégradé directement dans le phagosome ; la vophdgosome vers le cytosol (fig 19¢) avec
une sortie de l'antigene vers le cytosol, sa dé&grad par le protéasome puis I'entrée des
peptides résultants dans le reticulum endoplasmagenaniere TAP-dépendante ; la voie
endosome vers réticulum endoplasmique (fig 19dyasii laquelle les antigénes solubles
suivent un transport rétrograde jusqu’au reticulendoplasmique, sont ré-exportés vers le
cytosol, dégradés par le protéasome puis ré-imédgereticulum endoplasmique via TAP et
enfin, la voie des jonctions gap (fig 19d) concetr@utét des peptides entrant dans la cellule

par une jonction gap puis intégrant directemengétieulum endoplasmique via TAP.

3. STRATEGIES D'’ECHAPPEMENT DES TUMEURS

Dans le systeme nerveux central, certaines étdpssle la réponse anti-tumorale ne
peuvent pas se dérouler tout a fait de la mémeearaugju’'en périphérie, dans un soucis de
protection des neurones qui ont perdu leur capacisé renouveler (Walkest al, 2003).
Ainsi, présentation des peptides antigéniques dansontexte inflammatoire, migration des
antigénes vers les ganglions lymphatiques, actimagt migration des lymphocytes T dans le
parenchyme nerveux sont autant d'étapes beaucopcphtrélées qu’en périphérie. Toutes
ces précautions ont une importance capitale poésepver la population neuronale des
conséquences d’une réaction inflammatoire non o@r Cependant, elles posent un

probleme supplémentaire lors du développement d’tureeur cérébrale : le systeme
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immunitaire, pour se débarrasser des cellules medigdevra non seulement surpasser tous
les mécanismes d’inhibition apportés par la tumeuaijs également ceux liés au systeme
nerveux central lui-méme.

Les tumeurs cérébrales ont une grande capacitiltéeemle tissu sain, méme sur de
grandes distances, ce qui rend leur élimination pteét@ par chirurgie difficile voire
impossible et explique les nombreux cas de rectuite & une exérese initiale. En revanche,
ces tumeurs restent cloisonnées dans le systémveumecentral sans jamais générer de
meétastases. Par ailleurs, elles sont protégéasmeia barriere hémato-encéphalique, dont les
pompes a efflux ont tendance a éliminer les drogministrées au cours de séances de
chimiothérapie (Baret al, 2000; Tamai et Tsuji, 2000; Steuetr al, 2005). De maniére
générale, elles peuvent tirer profit de touteplasicularités du systéeme nerveux central (peu
de molécules du CMH, drainage lymphatique non coteenel, cellules présentatrices
d’antigenes maintenues sous controle, présencéittbing de facteurs immunosuppresseurs)
pour proliférer.

En plus de tout cela, les tumeurs savent tireigpedd toutes les faiblesses du systeme
immunitaire et surtout ont trouvé de nombreusess/piour échapper a son controle (Figure
20). Ces mécanismes d’échappement, surtout étddigs les tumeurs situées en périphérie,
peuvent aussi étre utilisés au moins pour certaamdes tumeurs cérébrales (Walletral,
2002).

3.1. Phénomenes de tolérance, cellules suppressives

La tolérance centraleest un mécanisme indispensable a la survie ddiviolu. Cette
étape essentielle se déroule dans le thymus, oceldes dendritiques, macrophages et
cellules épithéliales thymiques présentent aux tiogtes les antigénes du soi. Seuls les
thymocytes capables d'interagir avec les molécdasCMH sont conserves (sélection
positive). Parmi ceux-ci, ceux ayant une faibleind# pour les antigenes du Soi sont
conserves et constituent le répertoire T alorsague qui ont une affinité importante pour les
auto-antigénes sont dangereux et sont donc élinfgsédsction négative) ou constituent une
population particuliere de lymphocytes, les lymphies T régulateurs (Coutinted al, 2005).

De cette maniere, les lymphocytes T susceptibleecennaitre les auto-antigénes tumoraux
(qui par définition appartiennent au Soi), aurdgt@iminés et ne pourront plus participer a la

réaction immunitaire, ce qui explique qu’ils regéent moins de 1/1 000 000éme du
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répertoire T. De facon intéressante, il semble opégne les antigénes « cachés » dans le
systeme nerveux central soient présentés au nokedoymus (Wekerlet al, 1996; Brunocet

al., 2002). Pourtant, ce mécanisme n’est pas parfaiegains lymphocytes T spécifiques
d’antigenes de la myeéline notamment, font partieébertoire T de nombreux individus sains
(Fazilleauet al, 2006; Wekerle, 2006).

Ces lymphocytes T potentiellement auto-réactifsiagahappé a la sélection négative
seront alors soumis a des phénomenesoldeance périphérique Ainsi, si la plupart des
cellules de I'organisme expriment les molécules@JH cl.I et sont donc susceptibles
d'interagir avec les lymphocytes T CD&ine trés faible proportion exprime en parallé |
molécules de costimulation nécessaires a |'actwmateffective de ces lymphocytes T,
conduisant plutdét a leur anergie. Il en va de mémer les cellules de gliomes qui
généralement n’expriment pas les costimulateurgadetrs de la famille B7.

D’autres acteurs contribuant a I'échappement desetus sont lesymphocytes T
régulateurs (pour revue, Beyer et Schultze, 2006). Ills ont détouverts suite a des
expeériences de thymectomie chez la souris quijgueds avant le troisieme jour de vie,
entrainent des maladies auto-immunes séveres rasges (Bonomet al, 1995; Sakaguchi
et al, 1995). Des animaux dépourvus de thymus (sounisde ») recevant une injection de
lymphocytes T déplétés en cellules CD2Bveloppent le méme phénotype que les animaux
thymectomisés, alors que l'injection de la mémeytagion comprenant les cellules CDX&e
traduit par un phénotype normal (Sakaguehal, 1995). Les lymphocytes T CDLD25
ont ainsi été nommeés régulateurs pour leur capacaéntroler I'activité des lymphocytes T
auto-réactifs et donc a empécher le développemenmhaladies auto-immunes. Longtemps
caractérisés par leur expression constitutive d@3C(@haine du récepteur a I'lL-2), il s’est
avéré que ce marqueur n'était pas parfait, les hooptes T effecteurs activés I'exprimant
aussi. La mutation du geriexp3 responsable du syndrome IPEX (« immunodysreguiati
polyendocrinopathy, enteropathy, X linked syndrosjese traduit par de multiples maladies
inflammatoires ainsi que par I'absence de la pdjmrade lymphocytes T régulateurs. Les
souris déficientes en Foxp3 générées par la suite permis de mettre en évidence
limportance de ce facteur de transcription dansdéveloppement et la fonction des
lymphocytes T régulateurs, puisque le simple faitrdnsfecter ce géne dans des lymphocytes
T effecteurs leur confére le phénotype suppresstdieur permet d'inhiber la prolifération des
autres lymphocytes (Fontenet al, 2003; Fontenot et Rudensky, 2005). Ainsi, le pigoe
commun des lymphocytes T régulateurs naturelsts€@d’, CD25, Foxp3, CTLA-4" et
GITR" (Sakaguchi, 2005). Comme pour tous les lymphoc¥teids seraient activés par un
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signal antigene spécifique. Une fois activés, ilviendraient capables de supprimer
l'activation et la prolifération des lymphocytesatijacents de facon non antigene spécifique.
Il a été montrén vitro que cette suppression était contact-dépendant@ensén vivo des
cytokines telles que I'lL-10 et le T@Fpourraient avoir des fonctions importantes (von
Boehmer, 2005). Les lymphocytes T régulateurs aassi capables de bloquer I'activité des
lymphocytes T CD8en inhibant leur fonction cytotoxique par un mésare dépendant du
TGH3 (Mempel et al, 2006). Les lymphocytes T régulateurs sont cepankdétérogenes et
plusieurs familles ont été décrites (Maggial, 2005; Beisseret al, 2006) : aux lymphocytes

T régulateurs « naturels » décrits ci-dessus seitejt les lymphocytes T régulateurs induits
a partir des lymphocytes T CD4conventionnels: les lymphocytes Trl et Th3,
majoritairement FoxP3et agissant exclusivement par lintermédiaire dgtokines anti-
inflammatoires IL-10 et TGF qu'ils sécrétent respectivement et les lymphocjteGD4"
CD25 FoxP3, trés semblables aux T régulateurs naturels maing & role et le mode
d’action ne sont pas déterminés précisément aréhactuelle (Wang, 2006a). Un déficit dans
le nombre ou la fonction des lymphocytes T régulateest fréquemment associé au
développement de maladies auto-immunes, notammecowars de 'EAE (McGeachgt al,
2005). Au contraire, leur action a tendance a figeorla croissance des tumeurs en inhibant
I'activation des lymphocytes T CDdu CDS8, des lymphocytes B, des cellules dendritiques,
des cellules NK et NKT (Orentast al, 2006; Wang, 2006b) et de nombreuses études ont
rapporté un nombre ou une proportion plus impoetalas cellules COACD25 FoxP3 dans
divers modeles tumoraux, notamment les gliomes §nabsi et Lesniak, 2006; Feati al,
2006).

Les lymphocytes NKT sont une population particuliéere reconnaissant@pertoire
restreint de peptides dans le contexte des moculeCMH cl.I non classiques CD1d. Ces
cellules seraient impliguées dans I'échappement tdeteurs puisque l'implantation de
cellules cancéreuses dans des animaux déficier@Déd entraine un rejet plus important de
ces tumeurs par rapport aux animaux sauvages @etah, 2006). Deux populations ont été
décrites, la mieux caractérisée exprimant un TCRservé \614-018 (NKT de type 1) et
intervenant dans I'immunosurveillance et l'autrey1M-J18 (NKT de type Il) pouvant étre
impliquée dans limmunoévasion des tumeurs. En teffes travaux de Terabe et
collaborateurs (2005) ont montré que quatre modi#degimeurs implantées dans des souris
CD1d" étaient rejetées plus facilement que dans lesanirsauvages, ce qui n’était pas le

cas dans des souris déficientes erl8) Les mécanismes permettant I'échappement des
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tumeurs par ces cellules NKT ne sont pas encodéls, I'lL-13 et le TGB pouvant étre
impliqués pour certaines tumeurs (Teradieal, 2000) et pas dans d'autres (Teradeal,
2006).

Les cellules myéloides suppressivespriment les marqueurs de surface CD11b et
Grl ainsi que CD31, spécifique des cellules myélwidhmatures (pour revue, Serakial,
2006). En temps normal, elles sont principalemectlisées dans la moelle osseuse et
circulent trés peu dans le reste de l'organismes Gadlules peuvent maturer en cellules
dendritiques, macrophages ou granulocytes dansontexde inflammatoire (Brontet al,
2000). Dans un environnement de type Th2, leurctara suppresseur est au contraire accru.
Les tumeurs secrétent de nombreux facteurs telsligd®, IL-6 ou VEGF favorisant
I'acquisition du phénotype immunosuppresseur paroedules myéloides ainsi que du GM-
CSF permettant leur recrutement (Bromteal, 1999). Les cellules myéloides immatures,
retrouvées dans tous les cancers, inhibent lesHgoyes T CD8 par contact direct, sans
interagir avec les lymphocytes T CDdans la mesure ou elles n’expriment pas les migécu
du CMH cl.ll (Kusmartsewet al, 2004). Leur mécanisme d’action passe entre apaeses
réactifs oxygénés (Kusmartseat al, 2004) et une activité trés importante de I'enzyme
arginase, impliquée dans le métabolisme de I'aifbelriguez et Ochoa, 2006).

3.2. Mécanismes liés aux cellules tumorales

Les tumeurs participent aussi activement a l'absete réponse immunitaire anti-
tumorale (pour revue, Gomez et Kruse, 2006)(Fig20¥ soit en se cachant du systeme
immunitaire (stratégies d’évasion), soit en le cattdnt (stratégies d’attaque).

Une desstratégies d’évasionles plus utilisées par les tumeurs est leur faible

expression des molécules @MH cl.I. ou des molécules altérées empéchant l'interaction
avec le TCR (Zagzagt al, 2005). Généralement, I'acquisition d'un tel phgpe est le
résultat d'une pression exercée par le systéme mmtaie, qui €liminant au fur et & mesure
les cellules tumorales qui présentent un antiggmaunogéne a leur surface, va sélectionner
indirectement les variants échappant a son conffi@f&nomene d’ « immuno-editing »)
(Algarraet al, 2004). Certains lymphocytes T cytotoxiques onirfant évolué pour éliminer
spécialement les cellules déficientes dans la ptaésen antigénique dans le cas d'une
altération du complexe TAP (van Hell al, 2006) mais I'absence compléte des molécules du

CMH cl.I (mutation de 1432 microglobuline par exemple) rend impossible énaiction avec
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de tels lymphocytes. Dans ce dernier cas, leslesllumorales devraient étre sensibles a la
lyse par les cellules NK.

Pour éviter cette lyse, les tumeurs peuvent utiligee molécule du CMH non
classique HLA-G . Contrairement aux autres molécules du CMH clLUAKG n’est exprimée
gue par quelques tissus et ne peut présenter gepamtoire restreint de peptides (Diehlal,
1996). Son expression est augmentée sur de nonaréwseurs, dont les gliomes, et peut
participer a leur immunoévasion. En effet, elleliseau CD8 et blogue I'activation des
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de tumemsiajue leur phase effectrice en inhibant
la phase lytigue. HLA-G peut également se lier aréeepteur inhibiteur a la surface des
cellules NK (Munzet al, 1999) et protége ainsi les gliomes exprimant &atement un
CMH cl.I muté de la lyse par ces effecteurs cytmogs (Wiendlet al, 2002; Wiendlet al,
2003).

HLA-E est une seconde molécule du CMH cl.I non classieg@imée par les
gliomes. Elle se lie également a un récepteur disles NK (CD94/NKG2A) et bloque leur
activité anti-tumorale (Wischhuse al, 2005).

D’autres stratégies d’évasion comprennent la fakpression deténascine de
certaines tumeurgpour revue, Orend et Chiquet-Ehrismann, 2006)teCptotéine de la
matrice extra-cellulaire, exprimée normalement deof restreinte dans le cerveau en
développement ou dans le cartilage est ré-expriotaés certaines tumeurs, dont les gliomes
(Ventimiglia et al, 1992; Mahesparagt al, 2003). La ténascine et notamment I'isoforme
soluble C, semble impliquée dans les processusigetmon, adhérence, prolifération des
cellules ainsi que dans l'angiogenése (Deryugindairdon, 1996; Enanet al, 1998;
Zagzaget al, 2002; Ruizet al, 2004). Une forte expression de ténascine danswmeur est
donc plutdt associée a un mauvais pronostique (das#t al, 1994; Herold-Mendet al,
2002).

Les galectinesappartiennent a la famille des lectines, strustw@ecialisées dans la
reconnaissance de motifs sucrés a la surface dédeseou au sein de la matrice
extracellulaire. Les galectines participent a denbkeuses fonctions cellulaires, telles que
'adhérence, la migration, la régulation du cyctldaire ou encore I'apoptose. Certaines
tumeurs expriment de facon accrue des membrestdefamille de protéines, notamment les
galectines 1 et 3 qui vont contribuer a la tramsftion maligne des cellules par I'activation
de l'oncogene Ras (Yamaoket al, 2000) ainsi qu’'a leur échappement en favorisant
'angiogenese, leur résistance a l'apoptose, owrenteur migration (pour revue, Liu et
Rabinovich, 2005).
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Enfin, un mécanisme d’échappement trés importasittuimeurs est leugsistance a
I'apoptose induite par contact direct (Fas, TNF-R...) ou pa Veies de la perforine et du
granzyme utilisées par les cellules cytotoxiqueni(pevue, Malaguarnera, 2004). Ainsi, de
nombreuses tumeurs présentent une mutation ou ocad® des récepteurs induisant
'apoptose tels que Fas ou TRAIL (« TNF related @psis-inducing ligand ») ou encore
surexpriment des compétiteurs pour les ligandsederécepteurs comme le Fas soluble ou le
DcR3 (« decoy receptor 3 ») (Ro#t al, 2001). Par ailleurs, des mutations sont souvent
associées aux voies de transduction de ces récemetouchent notamment les caspases
(surtout la caspase 8 dans le cerveau), la molé8ABS (« small accelerator for death
signaling ») ou encore la molécule Bax, pro-apogtet (Yin et al, 1997; Grotzeret al,
2000). Les points de contr6les ultimes du cycléutate, représentés par la protéine p53 et
d’autres membres de la méme famille comme p73,&gaiement trés souvent mutés dans les
tumeurs (plus de 50% des tumeurs ont une proté&feajiérée) (Sigal et Rotter, 2000; Douc-
Rasy et al, 2002). En revanche, les cellules tumorales ontlaece a surexprimer des
molécules anti-apoptotiques telles que Bcl-2, FEliples molécules de la famille des IAP
(« inhibitor of apoptosis protein ») telles queslarvivin (Adidaet al, 1998; Djerbiet al,
1999).

Les tumeurs ont parallélement développé de nomeéeseiisatégies d’attaque du

systeme immunitaire (figure 20). Un des facteurgemra d'immunosuppression lié aux
tumeurs eske TGFB. Normalement présent dans le parenchyme nervieux étre sécrété en
grande quantité par les gliomes et va donc blodjaetivation des cellules présentatrices
d’antigenes, des lymphocytes T, mais aussi la 8éorde facteurs inflammatoires tels que I’
IFNy (Plattenet al, 2001; Thomas et Massague, 2005). Par ailleursjre I'lL-10, il peut
contribuer a augmenter le pool de cellules suppessn favorisant la différenciation des
lymphocytes T naifs en lymphocytes T régulateurar{&kt al, 2005).

Un mécanisme original de contre-attaque de diftésetumeurs est I'expression de
'indoleamine 2,3-dioxygéenagéDO). Cette enzyme intervient dans la dégradation atedé
aminé tryptophane. De fagon intéressante, les lgayibs T sont trés sensibles a I'absence de
cet acide aminé essentiel, ce qui conduit a l'adeéteur prolifération. Ce mécanisme est
notamment utilisé par les cellules placentaires goiter le rejet du foetus. Les tumeurs [DO
vont localement dépléter 'environnement en trypeoge, et présentent ainsi une proportion
plus faible de lymphocytes T spécifiques d’antigertamoraux que les tumeurs IDO
(Uyttenhoveet al, 2003).
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De nombreuses tumeurs, incluant les gliomes, strégalement de RGE,, grace a
l'action de la COX-2 (cyclo-oxygénase 2)(Nathebal, 2004). Cette enzyme fait partie du
métabolisme de I'acide arachidonique et le converi prostaglandines et thromboxanes,
substances meédiatrices de linflammation. La P@Edes actions anti-inflammatoires et
favorise une réponse lymphocytaire T de type Thieuva différenciation de lymphocytes T
régulateurs (Baratelkt al, 2005; Sharmat al, 2005). Par ailleurs, von Bergwelt-Baildon et
collaborateurs (2006) ont mis en évidence que disles dendritigues maturées en présence
de PGE exprimaient I'DO ainsi que du CD25 soluble, prquant une inhibition de
I'activation des lymphocytes T infiltrant les turmsu

L’expression des moléculdsas/Fas ligand(Fas-L) sur la tumeur bloque également
l'activation du systéme immunitaire (Gratesal, 1997; Husairet al, 1998; Frankekt al,
1999a). L'interaction entre ces deux membres dartalle du TNF provoque une cascade de
signalisation intracellulaire qui peut entrainemtart par apoptose de la cellule exprimant
Fas. Les cellules de gliomes exprimant Fas dewralenc étre susceptibles a I'apoptose
induite par Fas-L, ce qui a été montré dans cerizas (Freet al, 1998; Ambaret al, 1999).
Cependant, elles surexpriment en parallele desudextde survie, tels que Bcl-2 (Frankel
al., 1999b), les rendant résistantes aux signaux poptatiques (Riffkinet al, 2001). Par
ailleurs, elles se servent de cette voie de siggadn pour exprimer des cytokines pouvant
aider a leur survie et a leur croissance comme@’([Choiet al, 2002). L'expression de Fas-
L peut tourner de la méme facon a leur avantagetleninant au fur et a mesure les
lymphocytes T infiltrants qui expriment Fas. Ainlg,niveau d’expression de Fas-L dans les
gliomes humains est inversement corrélé au nombrdymiphocytes T présents dans la
tumeur (Ichinoseet al, 2001), et les lymphocytes T apoptotiques obsetads les tumeurs
sont en contact avec les cellules Fagidenkoet al, 2002). Une autre équipe a montré que
sans nécessairement induire d’apoptose, l'intemactintre la cellule tumorale Fa$-kt le
lymphocyte T Faspeut induire un changement de phénotype de cekdmduisant & une
sécrétion accrue d'IL-10 (Yargt al, 2003) favorisant une réponse type Th2 et unditibin
de fonction des cellules présentatrices d’antigéredes.

Suivant le méme principe, I'expression @®70 peut conduire a l'apoptose des
cellules T, B ou NK infiltrant la tumeur (Chahlaati al, 2005).

Dans un tissu sain, les cellules mourant par ageptont exprimer a leur surface la
phosphatidylséring normalement séquestrée du coté intracellulaira découche lipidique,
qui va se lier au récepteur de la phosphatidylsé&iur les phagocytes. Cette liaison provoque

linternalisation de la cellule morte par le phagecet lui fait adopter un phénotype
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immunomodulateur caractérisé par la sécrétion tlekines anti-inflammatoires telles qu’lL-
10 ou TGR. Certaines tumeurs expriment a leur surface laspatidylsérine, sans pour
autant étre en apoptose, ce qui confere un cagagténunosuppresseur aux macrophages
infiltrants.

Enfin, les cellules tumorales expriment souvenmembre de la famille B7PD-L1
(B7-H1) (Blank et al, 2005), qui contrairement a ses homologues CD801(B=t CD86 (B7-
2), est un puissant inhibiteur de l'activation lymopytaire T (Zhaet al, 2004). De plus,
méme si les lymphocytes T ont été activés efficargran dehors de la tumeur, I'liFigu’ils
vont secréter sur place peut augmenter I'expresd®B7-H1 sur les cellules tumorales,
renforcant alors la paralysie du systeme immumtiice a un gliome (Wintterlket al, 2003;
Wilmotte et al, 2005).

3.3. Détournement des fonctions microgliales

De maniére générale, les gliomes sont caractépgesine faible infiltration par les
cellules immunitaires a I'exception notable dedube$s microgliales qui représentent jusqu’a
5 a 20% des cellules dans la masse tumorale. tarrale cette infiltration massive n’est pas
encore comprise : engagement de la réponse antiklenou détournement des fonctions
microgliales par le gliome a son avantage ? Langpa cette question n’est pas claire et des
arguments existent en faveur des deux possib{i8édie et Schartner, 2001).

En effet, les cellules microgliales infiltrant lesmeurs ont un phénotype activé. Elles
ont conservé leurs fonctions innées et sont amgotirs capables de phagocytose, suggérant
gu’elles puissent capturer et préparer I'antigemer e présenter aux lymphocytes T (Hussain
et al, 2006b). Allant dans ce sens, elles peuvent exgrias molécules du CMH cl.Il ainsi
que CD86 et éventuellement CD80 selon I'agressilétda tumeur (Badiet al, 2002). Les
cellules microgliales expriment également fortemdéat molécule Fas-L et sont donc
susceptibles de favoriser I'apoptose des cellule®tales Fas

Cependant, les gliomes ont réussi a détourneraregidéns des cellules microgliales
contre le systeme immunitaire périphérique et emiquéier les lymphocytes T. Ainsi, une
forte infiltration microgliale est plutbt associ@eun mauvais pronostique et les gliomes ont
tendance a attirer de fagon active ces cellulesemmétant des facteurs chimioattractants
comme le MCP-1 (« Monocyte Chemoattractant Prateip-ou le bHGF (« hepatocyte
growth factor ») (Badie et Schartner, 2001; Plat¢ral, 2003). En retour, la microglie
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faciliterait la migration des gliomes et donc augieeait leur caractere invasif : en utilisant
un modele de gliome murin, Bettinger et collabaregeen 2002, ont mis en évidennevitro

la migration des cellules GL261 en réponse au gaanat de culture de cellules microgliales,
migration encore plus importante si les cellulesrogliales étaient au préalable activées.
Dans le méme sens, les travaux de Platten et oofisdurs (2003) ont montré que des
tumeurs transfectées avec le MCP-1 recrutaient idérablement plus de cellules
microgliales, mais étaient nettement plus agressétesntrainaient une mort plus rapide des
animaux, par rapport aux tumeurs non modifieeserthble donc que la microglie infiltrant les
tumeurs n’'arrive pas a déclencher une réponse inamgnefficace. Ceci peut s’expliquer en
partie par I'altération de leurs fonctions de debuprésentatrices d’antigenes. En effet, plus la
tumeur est agressive, plus I'expression des maéatii CMH cl.ll, CD80 et CD86 diminue
sur la microglie (Badieet al, 2002; Schartneet al, 2005). L'inhibition imposée par la
tumeur est suffisamment importante pour diminueaugmentation de CMH cl.ll
normalement induite a la surface de la microgliedes signaux pro-inflammatoires tels qu’
IFNy, oligodéoxynucléotides CpG, ou LPS (Scharteteal, 2005). Cet effet est bien da a la
tumeur puisque des cellules microgliales activéasI'lFNy puis cultivées en présence de
surnageant de cellules de gliome ont une expresséiuite de CMH cl.ll (Taniguchet al,
2000). Par ailleursx vivoet libérées de I'environnement tumoral, elles récapt au moins

en partie leurs facultés (Hussa@h al, 2006b). Dans ces conditions, la présentation des
antigénes tumoraux risque d’aboutir a I'anergielgegphocytes T.

La microglie va également favoriser la tumeur ecréant certains facteurs solubles
comme le TNHE, I'lL-10 ou encore I'lL-13. Le TNFa, comme discuté précédemment peut
avoir des fonctions bénéfiques ou néfastes dasysEme nerveux central. Secrété dans le
cadre d'un gliome, le TNk va favoriser la prolifération de celui-ci en augaent
'expression du récepteur a 'EGF, son alimentaBanguine en augmentant la sécrétion de
VEGF et sa migration grace a la protéase de laiceadtracellulaire MMP-9 (Ryutet al,
1996; Esteveet al, 2002). De facon similaire, I'lL-1 pourtant a laté de nombreuses
réactions inflammatoires, favorise le caractere asiflv des gliomes ainsi que son
approvisionnement en nutriments en augmentantibgegese (Estevet al, 1998; Estevet
al., 2002; Voronowet al, 2003). L'IL-10 est le prototype des cytokinesiamiilammatoires.
Elle est retrouvée en grande quantité dans lesngboet semble corrélée avec le grade de la
maladie (Huettneet al, 1997). Bien que son role ne soit pas clair danses les tumeurs
(Huanget al, 1996), I'lL-10 semble favoriser la proliférati@t la migration des cellules de
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gliome (Huettneret al, 1997), mais sans modifier la sécrétion des MMRagWéret al,
1998). Bien que longtemps considérée comme unuactemunosuppresseur de plus sécrété
par la tumeur, il semblerait en fait que les cebulmicrogliales et/ou les macrophages
infiltrants en soient la source principale (Wageeml, 1999). En plus de son action sur la
tumeur, I'lL-10 inhibe les fonctions de présentatiantigénique des cellules dendritiques,
macrophages et cellules microgliales (Wei et Johak@99; McBrideet al, 2002; Williams

et al, 2004). Elle peut également renforcer I'action fesphocytes T régulateurs qui sont
une source supplémentaire de ce facteur (Nicad$ah, 2006; Larmonieet al, 2007). Enfin,
bien que la plupart des gliomes expriment Fas-tqya 50% de I'ensemble des molécules
Fas-L exprimées dans la tumeur peuvent étre ageedba la microglie (Badit al, 2001), qui

contribue ainsi largement par cette voie a tuelyi@phocytes infiltrant la tumeur.

4. TRAITEMENT DES TUMEURS CEREBRALES

4.1. Traitements conventionnels

Comme les autres tumeurs, les gliomes bénéficierds dtraitements
« conventionnels » : chirurgie, radiothérapie, dbtirérapie. Malgré tous les progres réalisés
dans ces domaines, généralement, ils n'ont qu’'tileaeté limitée dans le cas de tumeurs
agressives comme les glioblastomes.

L'utilisation dela chirurgie dépend surtout de la localisation de la tumeuretet,
'ablation d’une tumeur située dans une zone fonctellement muette ne pose normalement
pas de problémes alors qu'elle peut entrainer dregles neurologiques importants dans
d’autres régions. Les cellules tumorales sontdiiés a differencier par rapport aux cellules
saines, ce qui rend compliquée l'appréciation deztme a enlever et l'importance
fonctionnelle du tissu cérébral exclut une résacttendue. Par ailleurs, les gliomes sont
caractérisés par leur haute capacité a infiltrdisku sain, ce qui rend quasiment impossible
I'élimination compléte de la masse tumorale et éb@uesque invariablement a une récidive
évoluant généralement vers les grades élevés.

La radiothérapie reste un traitement de choix dans les gliomes r@aisncore

n‘apporte qu’'une modeste augmentation du temps wleies Le probleme majeur de
'application de rayons est la toxicité associéeedte thérapie. Initialement dirigée sur

'ensemble du crane, la radiothérapie peut aujtwidétre ciblée sur la zone tumorale.
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Cependant, les effets secondaires pour les patmmgvants a long terme restent tres
importants et peuvent devenir invalidants (jusqui@e démence), ce qui explique que
généralement, la radiothérapie ne soit pas indigaés les tumeurs de bas grade.

La chimiothérapie semble le traitement le plus efficace. Cependant,obstacle

majeur a cette stratégie est la barriere hématépdratique, qui empéche le passage de la
plupart des molécules actives. De ce fait, il fsit utiliser un agent perméabilisant en plus
de l'agent actif, soit utiliser un agent chimiotgeutique petit et lipophile. Une autre
approche prometteuse consiste a vectoriser 'ageétapeutique et a le déposer par
stéréotaxie ou au cours de l'acte chirurgical deeent dans le lit tumoral. Les avantages
d’une telle approche sont d’'une part une libéraporgressive de I'agent et d’autre part une
action plus localisée dans la mesure ou la barhiéneato-encéphalique empéche la diffusion
systémique des molécules hydrophiles et réduit deums potentiels effets toxiques (Fournier
et al, 2003; Garcioret al, 2006), méme s'il reste encore a trouver la maideformulation
possible pour les vecteurs et s’assurer de lewobipatibilité a long terme (Fourniet al,
2006). Par ailleurs, les cellules cancéreuses @esbsont particulierement résistantes a la
chimiothérapie, a I'exception pres de certains ag@ndrogliomes présentant une mutation
particuliere. Un autre probléme plus grave vierdétr@ mis en évidence dans plusieurs
publications récentes ou a paraitre montrant dadteds qui remettent en cause la théorie de
longue date selon laquelle les drogues chimiotheériigues ciblent uniquement les cellules
en division rapide et épargnent les cellules qeietss et matures. En effet, dans un systeme
de culture cellulaire, Dietrich et collaborateu?®@6) mettent en évidence que les doses de
chimiothérapie nécessaires pour tuer les cellulséreuses endommagent de la méme
maniére les neurones sains. Chez la souris traéeehimiothérapie a des doses comparables
a celles utilisées chez 'homme, le nombre de ledlmerveuses diminue jusqu’a plusieurs
semaines apres l'arrét du traitement, les neurdeebhippocampe et les oligodendrocytes
étant les plus touchés. Ces expériences vont dasenbk d’études sur des patients traités pour
des tumeurs du sein notamment qui rapportent quadreux patients souffrent de déficits
cognitifs (pertes de mémoire, confusion, difficaltde concentration) a la suite de leur
chimiothérapie et que certaines de leurs régionsbcgéles sont altérées (Silvermainal, a
paraitre ; Reddickt al, 2006; Inagaket al, 2007).

Etant donnés tous ces résultats, le développementtraitements hautement

spécifiques tels que 'immunothérapie semble utesrative prometteuse.

58



4.2. Le potentiel de 'immunothérapie

L'immunothérapie est donc une perspective intérésesa&n tant que traitement
alternatif ou comme adjuvant aux traitements cotiwanels. Son avantage par rapport aux
traitements conventionnels est la trés grande figéeide cette stratégie qui permet de cibler
les cellules tumorales en épargnant le tissu $onr parvenir a ce résultat, plusieurs voies
sont envisageables : immunothérapie passive, asféeifique d’antigenes ou active non
spécifigue d’antigenes (appelée aussi immunothéragrrectrice ») (pour revue, Gomez et
Kruse, 2006).

L’immunothérapie passive consiste a injecter a I'individu malade des eHacs du

systeme immunitaire tels que des anticorps ouydepHocytes T cytotoxiques activés, cette
derniere stratégie étant également appelée imméragtie adoptive. L'utilisation dnhticorps
a déja montré des résultats intéressants pouaitertrent de certaines tumeurs telles que les
tumeurs du sein surexprimant l'antigene Her-2 éest par un anticorps anti-Her-2
(« trastuzumab ») ou certains lymphomes B CDP4ités par le « rituximab ». La production
d’anticorps monoclonaux est bien maitrisée chesolais, le souci étant de les modifier afin
gue le systéme immunitaire humain les tolére (arpE humanisés, ne comprenant plus que
les régions hypervariables d’origine murine). Mélgres résultats trés prometteurs, des
antigénes spécifiques a chaque type tumoral, notrhmn ce qui concerne les tumeurs
cérébrales, n'ont pas été décrits. Par ailleursimfunothérapie par les anticorps ne permet
pas de générer de mémoire immunitaire.

Un autre moyen consiste a récupérerlyesphocytes infiltrant la tumeur du patient,
de les activer, de les expandre vivoen utilisant en particulier de I'lL-2 et de lesingecter
au patient. L’ensemble des cellules infiltrantes lymphocytes T ou les lymphocytes NK
peuvent ainsi étre transformigsvitro en « lymphokine activated killer cells » (LAK, kéés
tueuses activées par des lymphokines). Ces divets®ggies ont été utilisées sur des cas de
gliomes récurrents avec un taux de succes varrabls encourageant (Krusg al, 1997;
Quattrocchiet al, 1999; Ishikawaet al, 2004). Il est également possible de sélectionner
exclusivement les lymphocytes T cytotoxiques sjifs de la tumeur en les cultivant en
présence de cellules tumorales irradiées, ce qymante la spécificité du traitement (Tsuboi

et al, 2003). Cette stratégie semble surtout adaptéélimihation de cellules tumorales
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résiduelles suite a I'exérese de la masse tumafaaue les lymphocytes T ne subissent pas

immunosuppression propre aux tumeurs.

L'immunothérapie active, nettement plus intéressante, permet en réactilant

systeme immunitaire contre la tumeaarvivo, d’'induire un effet mémoire, évitant ainsi les
récidives. Cette activation peut se faire contreamtigéne ou un ensemble d’antigenes
particulier(s) (immunothérapie active spécifiquardigene ou vaccination), ou en stimulant
de fagcon non spécifique I'immunité anti-tumoralenfiunothérapie active non spécifique
d’antigenes).

La vaccination anti-tumorale actuelle utilise lepacités exceptionnelles dedlules
dendritiques a activer les lymphocytes T CDgrésentation classique dans le CMH cl.Il) ou
CD8' (présentation croisée dans le CMH cl.) spécifiqdain antigéne tumoral. Il est ainsi
possible de purifier les cellules dendritiques gchanimal le plus souvent) ou de les générer
a partir des monocytes ou des progéniteurs de klenosseuse puis de les charger avec
I'antigene voulu sous forme peptidique, de proté&aokible ou d’ARN tumoral (Mocelliret
al., 2004). Si certaines tumeurs expriment un antiganeral bien caractérisé (comme les
mélanomes MelanA-MART1ou les cancers du sein Hei2le choix pour les tumeurs
cérébrales est réduit a I'heure actuelle méme gplde en plus de cibles potentielles sont
décrites, comme SOX11 (Schmat al, 2007), EphA2 (Hatanet al, 2005), EGFRVIII (Wu
et al, 2006), TRP-2 (Liwet al, 2003; Liuet al, 2005), HER-2 et gp100 (Liet al, 2004) ou
la famille MAGE (Sasaket al, 2001; Liuet al, 2004). L'inconvénient de cette approche est
de se limiter a un seul antigene dont I'expresgioarra diminuer ou disparaitre au cours de
I'évolution de la tumeur.

Une méthode moins restrictive consiste alors akiacles cellules dendritiques avec
un lysat tumoral, susceptible d’offrir 'ensemblesdantigénes potentiellement exprimés par la
tumeur. Cette alternative semble prometteuse aiessichez I'animal (Pellegattt al, 2006)
gue chez I'homme (résultats de phase Vlll: ¥ual, 2004; Yamanakaet al, 2005).
Malheureusement, les cellules de gliomes ne samtt@gours accessibles, sont difficiles a
cultiver ce qui limite la quantité de matériel digble pour le chargement des cellules
dendritiques, et peuvent dériver en culture dudaitleur grande hétérogénéité (Inedial,
1993).

Une autre alternative originale évite le probleme ahargement de l'antigéne en
fusionnant directement les cellules dendritiquescdes cellules tumorales. Les hybrides ainsi

générés présentent constitutivement les antigem@®raux devenus endogénes dans les
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molécules du CMH cl.l. Cette idée a été mise en reemotamment par Kikuchi et
collaborateurs (2001), lors d’'une phase | sur pattents atteints de gliome, qui ont montré
'absence d'effets toxiques ou secondaires majdiuse telle stratégie, mais sans pouvoir
conclure quant a la réelle efficacité du traitem€&tte stratégie vaccinale bien qu’induisant
de fortes réponses immunitaires dans les modegeslipiques, peut néanmoins conduire a la
sélection de variants de cellules tumorales n'emant plus I'antigéne cible. De plus, un
protocole laborieux et onéreux doit étre mis ere@laour chaque patient.

La derniere difficulté concerne le choix de la spopulation a utiliser: tres
hétérogenes, elles n'ont pas toutes la méme cépagénérer une réponse anti-tumorale. Par
ailleurs, les différentes équipes dérivant desutad| dendritiques a partir des monocytes des
patients n’utilisent pas forcément le méme enviemnent cytokinique, rendant difficile la
comparaison des résultats obtenus. Le cas du ceesad’autant plus compliqué que le
phénotype des cellules dendritiques s’y rendarg’pdéveloppant n’est pas connu et que les
chemins d’accés au parenchyme nerveux ne sontqgieénfent aussi évidents que pour
d’autres organes, ce qui demande encore un chggl&uentaire sur la meilleure voie
d’administration possible pour étre sOr d’atteinthecible voulue. Pourtant, comme I'ont
montré Calzascia et collaborateurs (2005), il egtartant d’utiliser des cellules provenant du
cerveau pour activer les lymphocytes T cytotoxigals-tumoraux afin qu’ils retournent sur
place lyser la tumeur. Par ailleurs, l'un des ptwes problémes concernant le systeme
nerveux central est d’étre sar que les cellulesimates ne seront pas inactivées sitét qu’elles

pénetreront dans le parenchyme constitutivementinoaéprimé de ce site.

Ainsi, la derniére grande stratégi@mmunothérapie, active mais non spécifique
d’antigenes a pour but de restimuler de facon globale leesgstimmunitaire, en créant un
environnement le plus propice possible au chargemevivo des antigenes par les cellules
présentatrices d’antigénes, afin que celui-ci gmtisé de facon physiologique et non imposé
par I'expérimentateur. Un moyen trés efficace dvartla réponse immunitaire est ainsi de
mimer une infection virale ou bactérienne.

Dans ce sens [l'utilisation des agonistes des TURb&e particulierement appropriée.
Exprimés pour la plupart sur les cellules myélojadestains TLR sont aussi présents sur les
lymphocytes activés (Caragt al, 2005), les neurones (Prehagetdal, 2005) et les astrocytes
(Carpentieret al, 2004; Jaclet al, 2005) et permettent d’envisager une utilisaticdnma au
sein du systeme nerveux central. Les oligodéoxyaticles non méthylés CpG ont un intérét

particulier par leurs multiples effets sur les @iéints acteurs de la réponse immunitaire. Ils
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favorisent de maniére générale une réponse Thttemuat les cellules dendritiques (Hoshino
et al, 2002; Boonstraet al, 2003) et en augmentant leur capacité a « crasepter » les
antigénes (Dattat al, 2003; van Mierloet al, 2004; Datta et Raz, 2005; Kuchtey al,
2005). lls permettent d’activer les cellules midialgs (Olson et Miller, 2004; Ebest al,
2005) et favorisent leur phénotype pro-inflammatdgécrétion de TNF, IL-12 ou NO) ainsi
gue leur capacité a présenter les antigenes (Datplk 2002). lls peuvent aussi activer les
lymphocytes B et induire leur différenciation enaghocytes (Heitet al, 2004), les
lymphocytes Tyd (Rothenfusseet al, 2001), les lymphocytes T conventionnels de manier
indirecte (Kranzeet al, 2000), les lymphocytes NKT (Montow al, 2006; Tsujimotcet al,
2006) ou encore les cellules NK (Sivai al, 2006). Par leur large spectre d’action, les
oligonucléotides CpG ont donc eété utilisés avecceasicdans différents protocoles
d'immunothérapie dans des modeles de tumeurs nsu(ineluant des gliomes) en tant que
traitement (Carpentiest al, 2000; Lonsdorkt al, 2003; Kunikataet al, 2004) ou adjuvant
(Heckelsmilleret al, 2002; Weigelet al, 2003; Menget al, 2005; Brownet al, 2006;
Buhtoiarov et al, 2006). Ces molécules prometteuses sont égaleemnées en tests
cliniues de phase | chez des patients atteingglidielastomes récurrents (Carpentetral,
2006).

Afin de réactiver le systtme immunitaire, il estsiupossible de lever les différents
points d'immunosuppression ou de tolérance existemalement. Dans ce sens, I'inhibition de
l'effet du TGH3 peut s’avérer trés intéressante dans le cervdauf@s pour ré-activer les
cellules localement (le TGFinhibe I'activation microgliale, Kimet al, 2004) et pour
contrebalancer la production de cellules suppressiZhanget al, 2006). Un mécanisme de
tolérance commun a la plupart des tumeurs es€ésepce de lymphocytes T régulateurs (cf. 8
11.3.1). La déplétion de ces cellules face a deglétes de sarcomes, des leucémies, des
myélomes ou des mélanomes notamment, en tant gu&ad@éement ou en tant qu’adjuvant,
est capable de ralentir, voire d’'inhiber complétetria croissance tumorale en fonction de
'agressivité de la tumeur (Onizulkat al, 1999; Tanakeet al, 2002; Nagaiet al, 2004;
Knutson et al, 2006). Une alternative complémentaire pour inactices cellules est de
bloquer la voie CTLA-4, capable d’agir en synergiec les anticorps anti-CD25, comme

'ont montré Sutmuller et collaborateurs (2001).

Il semble ainsi de plus en plus évident que pouivear a trouver un traitement

efficace, il faudra combiner plusieurs approchés dé stimuler les différents bras effecteurs
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du systeme immunitaire et de lever au moins phetrent 'immunosuppression liée aux
tumeurs. Une limite a I'immunothérapie sera toutefte ne pas basculer dans I'excés inverse
en générant une réponse auto-immune qui, si ellé pae acceptable dans certaines

localisations, peut s’avérer néfaste dans le systegnveux central.

Les illustrations de cette partie sont consultaldass la partie Annexe de TEL, dans

le fichier Figures Intro.ppt
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La survie de patients atteints de tumeurs cérébredste toujours de pronostic
extrémement défavorable malgré les efforts incdssaans le domaine chirurgical, la
radiothérapie ou la chimiothérapie. De nouvellespraghes thérapeutiques, comme
limmunothérapie, sont donc envisagées afin deomger cette survie. L'immunothérapie
active notamment, a pour but d’'induire des répomsesunes a long terme sans affecter le
tissu normal environnant et permet de prévenirélapparition de la tumeur. Cependant,
développer des stratégies d'immunothérapie coaréumeurs cérébrales nécessite avant tout
de mieux comprendre le microenvironnement partculie cet organe. En effet, le systéme
nerveux central a évolué pour se protéger des @sgausystéme immunitaire : isolement
physigue par la barriere hémato-encéphalique, pexprkssion des molécules du CMH,
drainage antigénique non conventionnel et immunm®gsion constitutive. Pourtant, les
lymphocytes T mémoires patrouillent en permanenaasdle cerveau et des réponses
immunitaires efficaces peuvent aussi s’y déclendWealker et al, 2003). Loin d’étre
immunologiquement muet, le SNC possede méme somprgraéseau de cellules
immunocompétentes spécialisées : les cellules gliates. D'origine myéloide, ces cellules
présentent un haut degré de plasticité morpholegigu fonctionnelle et sont aussi bien
capables de protéger la population neuronale atl'quiescent que de participer aprés
activation a des réponses inflammatoires en prasthds antigénes aux lymphocytes T ou en
secrétant des cytokines pro- ou anti-inflammatoi@kisi, 2001; Hanisch, 2002; Streit,
2002; Streitet al, 2005).

Les cellules microgliales jouent certainement ule g@imordial dans le devenir des
tumeurs cérébrales et représentent jusqu’a 30%cedkges infiltrantes. Or, lors de ces
processus tumoraux, la barriere hémato-encéphalppig étre |ésée et laisse pénétrer
notamment des monocytes/macrophages périphérisusseptibles de jouer un role, peut étre
différent, dans la défense anti-tumorale au seirsylitéme nerveux central. Cependant, un
probleme récurrent en neuro-immunologie est de @ioudiscriminer chez la souris les
cellules microgliales activeées des macrophagelrarits, préalable pourtant nécessaire pour
mieux comprendre le comportement des principauguastde la réponse immune lors de ces
processus tumoraux (ainsi qu'au cours d’autresopagies nerveuses)(Guillemin et Brew,
2004). Des travaux précédents du laboratoire awvajermis d’isoler les ARNmM
différentiellement exprimés par deux clones deutedl microgliales activées par I'ligN
(Maheet al, 2001). Aussije premier objectif de ce travail de thése a été de déterminer si

parmi les 16 messagers constituant la banque aotigt, certains d’entre eux pouvaient
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permettre au moins dans certaines conditions _dénglier cellules microgliales et

macrophages périphérigues

Au début du développement tumoral, du fait de laid@ hémato-encéphalique et en
'absence de cellules dendritiques, les cellulesraogliales sont les premieres a étre
confrontées aux cellules cancéreuses et sont dormosition idéale pour déclencher une
réponse anti-tumorale efficace. Dans le resteatgdnisme, les cellules dendritiques assurent
cette fonction. Ce sont les cellules présentatridemtigénes les plus performantes de
l'organisme (Banchereau et Steinman, 1998) cars eleigrent vers les ganglions
lymphatiques, présentent efficacement les antigdoesqu’elles sont matures et sont
également capables d’effectuer la présentations@egice qui les rend particulierement
intéressantes dans le cadre d’'une immunothéragikuamorale (Amigorena, 1999). De facon
intéressante, en présence de GM-CSF, les cellut@sghales se différencient en cellule type
dendritique, expriment le marqueur CD11c et présgnune morphologie typiquement
dendritique (Fischer et Reichmann, 2001; Santambregal, 2001). Elles sont aussi des
cellules présentatrices d'antigénes efficaces alition d’étre activées de maniere optimale
(Matyszaket al, 1999; Ponomaregt al, 2006) et le GM-CSF permettant leur différentiatio
en cellule dendritique favorise leur potentiel édlude présentatrice d’antigenes (Fiscle¢r
al., 1993; Aloisiet al, 2000). Par ailleurs, une étude récente montratgllgs expriment
CCRY7, suggére gu’elles pourraient éventuellemergrenivers les organes lymphoides
secondaires dans certaines conditions (Dijk&taal, 2006). La microglie ayant ainsi
plusieurs caractéristiques communes avec les eslldéndritiquedge second objectifde ce

travail de thése a consisté a étudier si la mieeaghit aussi capable de présentation croisée

Dans le but de pouvoir a terme mettre en applioatims résultats vivo, nous avons
en parallele développé deux modeles de tumeurcirhrale chez la souris. Dans la mesure
ou il n’existe pas beaucoup d’outils pour analyyaeréponse immunitaire face a un gliome,
notre choix s’est porté sur deux lignées murinesgl@les : la B16-F1f)33.43 tres agressive,
peu immunogéne, provenant d'un mélanome transf@ete le peptide 33-41 de la
glycoprotéine du virus de la chorioméningite lymgytaire murine (LCMV) et la lignée
EG.7, plus immunogene, provenant d’un thymome @éegi&L4) transfecté par I'ovalbumine.
Les tumeurs ont tendance a créer autour d’ellegnwironnement immunosuppresseur de
maniére a tenir sous contréle a la fois les cdlyeésentatrices d’antigenes ainsi que les
lymphocytes T. Ainsi, toute stratégie d'immunotipéeadans le systeme nerveux central doit
non seulement surpasser la tolérance immune indpde la tumeur, mais aussi

immunosuppression liée au cerveau lui-méme (GonetzKruse, 2006). L'un des
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mécanismes majeur de suppression dans les tumsura @résence de lymphocytes T
régulateurs (Wang, 2006b), or au commencement deeail, I'influence de la déplétion des
lymphocytes T régulateurs sur le développement ueetirs intracérébrales n’était pas
connue. De plus, 'un des meilleurs moyens pouvercte systéme immunitaire est de mimer
une infection en engageant les récepteurs de ldldafoll. Parmi les divers agonistes TLR,
les oligodéoxynucléotides non méthylés CpG semlpanticulierement prometteurs dans le
cadre d’'une immunothérapie anti-tumorale, dansdaure ou ils entrainent I'activation de la
plupart des cellules immunitaires directement alirectement (Carpentiet al, 2003). Dans

le systeme nerveux central, les cellules microggiabxpriment le TLR9 et les CpG-ODN
favorisent leur sécrétion de cytokines pro-inflantwiras ainsi que leur fonction de cellule
présentatrice d’antigénes (Dalp&eal, 2002). Letroisieme objectif de ce travail de thése a

donc été d'évaluer un protocole combinant déplétilms lymphocytes T réqulateurs et

injection de CpG-ODNsur les deux modeles de tumeurs intra-cérébrateplace au

laboratoire.

L’état d’activation des cellules présentatricesntd@enes détermine le succes d’'une
réponse immunitaire. Il est donc particuliéerementéressant de mieux connaitre les
mécanismes régissant cette activation. Parmi lssagers isolés dans la banque soustractive,
I «immune responsive gene 1 » présentait un lpddixpression particulier étant nettement
plus exprimé ou fortement induit dans les diversnes microgliaux aprés activation par
'IFNy (Maheet al, 2001). Cette induction était rapide, ce qui condiit les seules données
bibliographiques disponibles a ce moment préciscsttie molécule, montrant une induction
en moins d’'une heure de I'IRG-1 dans des macroghatgeulés par du LPS (Lest al,
1995). Induite dans les macrophages et les cellniesogliales, par I'IFN ou le LPS, I'RG-

1 représentait donc une molécule potentiellememiiguée dans I'activation des cellules
présentatrices d'antigénes et située au carrefaurl'idhmunité innée et adaptative.
L’identification et le clonage de son homologue limainsi qu’une meilleure caractérisation

de I'RG-1 murin et humain a donc représentééenier objectif de ce travail.
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Dans un systeme nerveux central sain, les cellmliesogliales, d’origine myéloide,
sont les principales cellules immunocompétentegleétes (Aloisi, 2001). Elles expriment
constitutivement les molécules CD11b, un faibleeniv de CD45 et pas ou tres peu de
molécules du CMH cl. | ou Il ainsi que de costintelas de la famille B7 (Foret al, 1995).
Sous cette forme, elles assurent I'immunosurveitadu parenchyme nerveux grace a leurs
nombreux prolongements cytoplasmiques (Nimmerjatn al, 2005). A la moindre
perturbation de son microenvironnement, la micegliactive, migre sur le site Iésionnel,
prolifere et exprime plus fortement les moléculesGMH ainsi que les molécules CD80 et
CD86, ce qui lui permet de présenter efficacememhtigénes aux éventuels lymphocytes T
infiltrants (Macket al, 2003; Rocket al, 2004). Cette activation s’accompagne également de
changements morphologiques avec une perte progeesse leurs prolongements et
I'acquisition d’'une morphologie amiboide (Gehrmastral, 1995).

En cas de neurodégénérescence, les monocytesniittnéri le parenchyme nerveux,
se différencier en macrophages et sont alors totaieindiscernables morphologiquement et
phénotypiquement des cellules microgliales activéesqui rend la compréhension de leurs
fonctions respectives difficile (Guillemin et Bre®004). Aucun marqueur spécifique de la
microglie murine adulte n’existe jusqu’'a présennofe et collaborateurs (2005) ont
récemment publié une analyse protéomique comparatintre différentes populations
macrophagiques, incluant la microglie néonatake.nlont cependant pas trouvé de profil
distinct pour la microglie a I'exception de leuibig@ expression de superoxide dismutase
comparé aux autres macrophages sans malheureusdemeodnfirmer en conditions
inflammatoires. D’'autres études ont donné des m&bions quant au transcriptome de la
microglie activée par rapport a la quiescente reaiss réellement s’intéresser aux molécules
discriminantes (Paglinawaet al, 2003; Moraret al, 2004; Gebicke-Haerter, 2005).

Ainsi, le seul moyen consiste a I'heure actuellgéaérer des souris chimeres en
reconstituant la moelle osseuse d’'un animal irrad&r la moelle osseuse d’un second animal
exprimant un marqueur particulier. Cette technigueemet alors de discernan situ les
macrophages périphériques exprimant le marquesrceiules microgliales ne I'exprimant
pas (Schillinget al, 2003; Schillinget al, 2005).

Au laboratoire, une banque soustractive entre ddomes de cellules microgliales
présentant des différences morphologiques et fomuotilles importantes avait permis d’isoler
16 ADNc dont la plupart n’avaient jamais été dé&catiparavant dans la microglie (Madte

al.,, 2001). Parmi ces messagers, certains permettalenimettre en évidence I'état
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d’activation de la microglie ou encore de distingugaventuellement plusieurs sous-
populations. Dans ce travail, nous avons cheraiétérminer si un ou plusieurs ADNc de la
banque pouvaient discriminer les cellules micrdgiades macrophages périphériques

(monocytes, macrophages spléniques, péritonéaux).
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Il n'existe a I'heure actuelle aucun moyen de dgtier les cellules microgliales
activées des macrophages infiltrant le parenchyergenx en cas d’inflammation chez la
souris (Guillemin et Brew, 2004). En utilisant umenque soustractive générée au laboratoire
a partir de deux clones microgliaux activés (Mahal, 2001), nous avons mis en évidence
gue trois des seize messagers n’étaient pas exqi@eles macrophages péritonéaux ou
spléniques. L'absence d’expression dans les moe®aytontre par ailleurs que les trois
messagers sont discriminants dés l'infiltratiorcde cellules dans le parenchyme.

Le premier ADNc, présent dans I'ensemble des clangsogliaux, est la sulfatase
dégradant I'héparine décrite par Morimoto-Tomita2€02. Cette enzyme est spécifique des
groupements glucosamine 6 phosphate trouvés daéygarine et les héparanes sulfate de la
matrice extra-cellulaire. De facon intéressants, @eux substrats pourraient étre impliqués
dans la régulation de la disponibilité des cytokinatour des cellules (Uchimugaal, 2006).
L’ARNmM de la sulf-2 étant moins exprimé dans lebubes microgliales stimulées par I'lRN
il pourrait participer au statut immunitaire pawlier du systéme nerveux central sain en
régulant la disponibilité des facteurs neurotropbi et/ou cytokines secrétées par la
microglie. Le messager 1D12, non encore caracteestéexprimé dans 'EOC20 activée et
faiblement dans 'EOCS8 activée, présente une footmologie avec la protéine de liaison du
fragment Fc des immunoglobulines du rat et de I'mem(Haradaet al, 1997) et pourrait
représenter ’'homologue murin de cette moléculefdration de la FgBP n’est toujours pas
connue a I'heure actuelle. Le dernier messager pode la protéase nexine 1 et est présent
seulement dans 'EOC20. La protéase nexine 1 estnhibiteur des activateurs de la
dégradation de la matrice extra-cellulaire et pmic favoriser I'ancrage des cellules a la
matrice (Cuzner et Opdenakker, 1999). Elle inhigalément la thrombine et a donc des
effets plutét anti-inflammatoires (Chet al, 1990; Smirnovaet al, 1996). Certains auteurs
I'ont mise en évidence dans les jonctions neuroenlages, dans le systéme nerveux central
ou périphérique et lui attribuent des fonctions am@ntes dans la régulation de la plasticité
synaptique (Festofét al, 1996; Smirnoveet al, 1996; Akaabounet al, 1998). Dans le
systeme nerveux central, la protéase nexine aététel jusqu’alors essentiellement dans les
astrocytes et cette protéine s’accumule en caysfertttion neuronale, confirmant ses effets
neuroprotecteurs (Chat al, 1990). Etant donnés nos résultats, il semble giriebque la
protéase nexine soit aussi secrétée par les celierogliales ou au moins certaines sous-

populations.

72



Les macrophages infiltrent le parenchyme nerveugasnd’inflammation. Or les trois
messagers ne sont pas induits dans les macropb@ggesnéaux ou spléniques méme apres 24
heures de stimulation par I'lFiN le TNFax ou PI'IL-10 confirmant leur intérét dans la
discrimination précoce de la microglie et des mplages au cours de maladies
inflammatoires. Par ailleurs, nous avons confifmeivo leur expression au sein du systeme
nerveux central en général ek vivo dans les cellules microgliales adultes triées par

cytofluorométrie stimulées ou non par de I'NeN

Ainsi 1F3 (sulf-2), 1H4 (PN-1) et 1D12 sont de neawux outils moléculaires pour
étudier la localisation respective des cellulesragiales et macrophagiques au cours de
divers processus neurodégénératifs et étant doleugerépartition différentielle dans les
clones microgliaux, pourraient aussi étre de nouxeearqueurs de sous-populations

microgliales.
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Chez le nouveau-né, les cellules microgliales aiddmassurent surtout des fonctions
de remodelage du tissu nerveux et régulent la sw®s neurones (Marin-Teea al, 2004).

Au cours du développement de I'individu, elles éewvient quiescentes et expriment moins
fortement CD11b et CD45 que les autres macrophdgd®rganisme (Forct al, 1995).
Sous cette forme, elles assurent 'immunosurvaibadu parenchyme nerveux (Nimmerjahn
et al, 2005). A la moindre perturbation de leur envirement, elles se réactivent rapidement,
changent de morphologie, expriment plus fortemeDi1h, CD45 et expriment toutes les
molécules nécessaires a la présentation de I'argigax lymphocytes T (c'est-a-dire CMH cl.
| et Il et costimulateurs CD80 et 86) (Aloisi, 200ack et al, 2003).

La présentation classique de l'antigene s'effecegdon deux voies majeures
dépendant de la nature de celui-ci. Ainsi les anigg endogénes seront dégradés et associés
aux molécules du CMH cl.I suivant une voie protéasaet TAP dépendante pour activer les
lymphocytes T cytotoxiques. Les antigénes exogeorsquant a eux endocytés puis associés
aux molécules du CMH cl.ll afin d’interagir avecslgymphocytes T auxiliaires. Il existe
cependant une troisitme voie, réservée aux cellupésentatrices d’antigenes
professionnelles, qui sont capables dans certaimesnstances, de présenter les antigenes
exogenes dans le contexte des molécules du CMHual.phénoméne nommé présentation
croisée.

Dans le systeme nerveux central, il semble quedsemtation croisée puisse avoir lieu malgreé
'environnement constitutivement immunodéprimé desite, et entraine I'élimination d’'une
tumeur cérébrale (Walkest al, 2000). De facon intéressante, Calzascia et awitdburs
(2003) ont montré que lorsque la tumeur ne peutpp@senter I'antigéne, certaines cellules
présentatrices d’antigenes présentes au sein tlamlaur pouvaient jouer un role dans le
recrutement et la rétention des lymphocytes T $§ipéeis. Cependant, les cellules
responsables n’avaient pas été déterminées. Lamsgutumeur se développe dans le
parenchyme nerveux, les cellules microgliales sestpremieres a étre en contact avec les
cellules tumorales du fait de la barriere hématephalique et sont donc idéalement placées
dans le cadre d’'une immunothérapie pour initier téonse anti-tumorale précoce. Nous
avons donc cherché si elles étaient capables dtaffela présentation croisée chez la souris.
De plus, dans la mesure ou les cellules microglia®nt pas les mémes propriétés en
fonction de leur stade de maturation, nous avongaoe les capacités de présentation croisée
d’une lignée microgliale et des cellules microgdg@primaires néonatales ou adultes.
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ABSTRACT

Some observations have suggested that cells frencehtral nervous system (CNS) could
present exogenous antigens on major histocompgtibdmplex (MHC) class | molecules to
CD8 T cells (a process called cross-presentation).rddlm are the major myeloid
immunocompetent cells of the CNS. When activatelfoiong injury of the nervous
parenchyma they become fully competent antigeneptesy cells (APC) that prime CD4
lymphocytes. We therefore tested the cross-pres@mtaapacity of murine microglia. We
report that a microglial cell line (C8-B4), neorlatacroglia and interestingly adult microglia
cross-present soluble exogenous antigen (ovalbumginin OVA-specific CD8 T cell
hybridoma and cross-prime OVA-specific naive OTR8C T cells. In both these cases, C8-
B4 and neonatal microglia cross-present OVA as wsllperitoneal macrophages. While
cross-presentation by adult microglia is less #ffit it is increased by GM-CSF and CpG
oligodeoxynucleotide (ODN) stimulation. Using mighal cells either exposed to an inhibitor
of proteasome, lactacystin, or purified from TAmice, we demonstrate that microglia cross-
present antigen in proteasome- and TAP- dependdhwpys respectively. Lastly, microglia
purified from adult mice injected intracerebrallyittv OVA efficiently stimulate OVA-
specific CD8 T cells, thereby showing that microglia take up @nocess exogenous antigen
into MHC class lin viva. This first demonstration of the cross-presentafwoperty of

microglia offers novel therapeutic approaches tautate CD8 T cell responses in the brain.
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INTRODUCTION

Microglia are the main resident antigen presentiels (APC) of the central nervous
system (CNS) parenchyma. They originate from mgejmiecursors and invade the brain
parenchyma before formation of the blood-brain ibar(Hess et al. 2004; Kennedy and
Abkowitz 1997). Among all the myeloid cells chaex@zed byCD11b expression, resident
microglia are distinguished by a lower level of GDANeonatal microglial cells display an
amoeboid morphology, high proliferative capacityd gophagocytic activity correlated with
their FCR expression (Giulian and Baker 1986). dlt thought that neonatal microglia
contribute to the remodelling of thldeveloping brain by enhancing apoptosis or survofal
neuronal cells, and by phagocytosing cellular delfferrer et al. 1990; Marin-Teva et al.
2004; Rabchevsky and Streit 1997). In healthy adbuttin, ramified microglia become
quiescent and display a down regulated or lessereéifftiated phenotypesompared to
peripheral macrophages, characterized by low le¥&€D45, decreasing of FCR and low to
undetectable MHC class Il and costimulatory molesulFord et al. 1995). In this resting
state, adult microglia continuously sense the emwirent and are involved in the local
immune surveillance (Nimmerjahn et al. 2005). Thag highly sensitive to pathologic
changes and have been implicated in neurodegererdiseases of the CNS (such as
experimental autoimmune encephalomyelitis or Alatezis disease), in viral or bacterial
infection and in tumor development (Bauer et aP3;9Giulian 1999; Mariani et al. 2006;
Minagar et al. 2002; Olson et al. 2001; Ponomateal.€005; Rock et al. 2004).However, the
magnitude and characteristics of microglial respsndiffer considerably depending on the
pathology. Following any perturbation, adult regtmicroglia are rapidly activated, express a
wide range of innate immune receptors such as TatRscavenger receptors (Alarcon et al.
2005; Husemann et al. 2002; Jack et al. 2005; CGésmhMiller 2004), migrate to the lesion

site, proliferate, present an upregulation of eostatory molecule expression and become
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able to prime naive T cells (Aloisi et al. 2000;vdaith et al. 1998). In parallel, activated
microglia also secrete a large panel of solubléofac(cytokines, chemokines, neurotrophic
and cytotoxic factors) and modulate the local immuesponse (Ambrosini and Aloisi 2004,
Hanisch 2002; Nakajima and Kohsaka 2004).

Professional APCs (e.g., dendritic cells (DCs) aratrophages) process antigens into
peptides that are subsequently bound to MHC matscahd presented on cell surface to T
lymphocytes. Classically, peptides derived from gerwus proteins are presented in the
context of MHC class Il molecules (MHC-II) to CD7 cells (Harding 1995; Watts 1997). In
contrast, endogenous proteins, such as self amadl pioteins, are usually degraded by the
proteasome and then transported, in a TAP-depemdd¢imvay, to the endoplasmic reticulum
where they are complexed to MHC class | molecutesmesented on cell surface to COB8
cells (Yewdell and Bennink 1999). However in sonrewnstances, DCs and macrophages
present exogenous antigens into MHC class | madscuh process called antigen cross-
presentation (Guermonprez and Amigorena 2005; Simeh Rock 2006). Antigen cross-
presentation is essential to generate CD8ell specific responses against antigens expdess
exclusively in parenchymal cells (e.g. from mutas@r tissue-tropic viruses).

Walker and colleagues (2000) observed that crosseptation was efficient in the
CNS and involved in brain tumor elimination (Walketr al. 2000). Interestingly when the
tumor itself is deficient in antigen presentati@mmme APC present in the stroma of an
intracranial tumor play a key role in the recruitthand retention of tumor specific cytotoxic
T lymphocytes (Calzascia et al. 2003) thereby ssigug that some cells within the CNS are
able to cross-present Ag. To date, the natureasgltells remains undetermined.

During the early phase dirain tumor development, due to the limited passaige
peripheral blood immune cells through an intacoblbrain barrier (BBB), microglia are the

first APC in contact with tumoral cells (Proeschiatial. 2001).
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In this study, we then evaluated whether microgtiells could cross-present exogenous
antigens. Most of the studies on microglia havenbperformed with neonatal microglial
cells, easier to isolate and culture than primatyltamicroglia. However, the phenotype of
neonatal and adult microglial cells differs and diimnal data performed with neonatal
microglia should be carefully extended to adultnmgtia. In our study, we therefore analyzed
and compared the cross-presentation capacity eé thnicroglial populations: the microglial
cell line C8-B4, primary neonatal and adult micralgtells. We demonstrate that these three
populations cross-present exogenous antigens asd-prime naive T cells vitro, that adult
microglia present exogenous antigen in the MHCsclasholeculesn vivo, and that a pro-

inflammatory stimulation upregulates adult micragtross-presentation efficiency.
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MATERIALS AND METHODS

Mice
C57BL/6 mice and OVA-specific TCR transgenic micd-0 specific for the
ovalbumin peptide SINFEKL bound to H22Kwere purchased from Charles River
laboratories (L'Arbresle, France). B6;123&P1™A® (TAP™) mice were from Centre
National de la Recherche Scientifique (CDTA, Orkakrance). Mice were bred in our
animal facility under specific pathogen-free coiwtis and were manipulated according to

institutional guidelines.

Microglia Isolation and culture

The spontaneously immortalized microglial cell li@8-B4), kindly provided by Pr.
B. Pessac, was cultured in DMEM (Biowhittaker, Mers, Belgium) supplemented with 10%
FCS (Alliot et al. 1996).

Adult microglia were isolated from eight to twelweek-old mice as previously
described (Donnou et al. 2005). Briefly, glial seltere enriched by a discontinuous 30:70%
isotonic Percoll gradient (Sigma-Aldrich, St LouidO) from perfused CNS of adult
C57BL/6 mice. Intraparenchymal microglia were thpasitively selected by incubation with
10 pg/ml biotin-conjugated anti-CD11b mAb (clone /W11, eBioscience, San Diego, CA) and
magnetically sorted using anti-biotin coated mieatls (Myltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) according to the manufacturasguction. Cell purity, determined by
flow cytometry using anti-CD11b and -CD45 mAbs, wastinely >95%. Adult microglial
cells were cultured in 24-well plates in DMEM cantag 10% FCS, 20% of LADMAC cells-
conditioned medium (as a source of M-CSF), 50 uM2-ohercaptoethanol and antibiotics

(Sigma-Aldrich). Cells were allowed to recover tHapolar morphology before use.
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Neonatal microglia were derived from newborn (ooetwo days old) mice. After
careful removal of the meninges, brains were machiy disrupted andiltered through 100
pm nylon strainers. Cells were seeded in DM&Mplemented with 10% FCS and antibiotics
for 12-14 days. Confluent mixed gliediltures were vigorously shaken and non adherdist ce
were seeded in new culture Petri dishes. After hdm adherent cells were eliminated and
adherent microglial cells were maintained in c@tuo allow cells to recover normal

morphology. Purity was evaluated by cytometry usdigfi1b and CD45 antibodies.

T cell isolation and culture

CDS8' T cells from OT-1 transgenic mice were isolatedrfrepleen and lymph nodes
by negative selection using MACS technology acewydo the manufacturer’s instructions
and followed by DCs depletion using CDIhsicrobeads (Miltenyi Biotec). Resulting cells
were >98% pure, as determined by FACS-stainingCid8 and CD8. The B3Z CD8r-cell
hybridoma (B3Z), specific for the H-2KOVA 257.264 complex, was kindly provided by N.
Shastri (Sanderson and Shastri 1994) and was edliarRPMI 1640 medium supplemented
with 10% FCS. In this CD8 hybridoma, B-galactosidase is under the control of IL-2

promoter.

Flow cytometric analysis
The phenotype of the cells was analyzed by flowoftybrometry using a
FACScalibur cytofluorometer (BD Biosciences, Eremdgem, Belgium). Biotin- and FITC-
labelled anti-CD11b (clone M1/70, rat IgG2b), PBdked anti-CD11c (clone HL3, Hamster
lgG1), FITC- and biotin-labelled anti-CD45 (clon8-B11, rat IgG2b) mAbs were from e-
Biosciences (San Diego, CA). Anti-CD16/CD32 (cléhéG2, rat IgG2b), FITC-labeled anti-

MHC class Il (I-2; clone AF6-120.1, mouse 1gG2a), FITC-labeled MHC class | (H2-¥;
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clone AF6-88.5, mouse IgG2a), -CD80 (clone 16-10AAmster IgG) and -CD86 (clone
GL1; rat IgG2a) mAbs and isotype control mAbs waltdrom BD-Pharmingen (San Diego,
CA). In all the experiments, cells were first inatdd for 20 min with 10 pg/ml anti-
CD16/CD32 mAD (clone 2.4G2, rat IgG2b; BD-Pharmmg® saturate Fc receptors and 30
min with 10 pg/ml mAbs. Fixation of biotin-labeledAb was revealed by Cy-Chrome-

conjugated streptavidin (BD-Pharmingen).

OVA cross-presentation and cross-priming assays

Microglia from wild type or TAP mice (2x18 cells/well) were incubated with OVA
for 8 h, before fixation with 0.008% glutaraldehyide 3 min at room temperature, and then,
co-cultured either with 1xP0B3Z hybridoma cells/well for 18 h or with OT-1 CD® cells
(10° per well) for 24 h. The LB27.4 B-cell line cellATCC, Manassas,VA) (negative
control) and F4/80 peritoneal macrophages, obtained from thioglyeoltieated mice
(positive control), were treated accordingly. B3Zivaation was monitored by the induction of
lacZ using the fluorogenic substrate methyl-umbeii-D-galactoside (MUG, Sigma-
Aldrich) (Sanderson and Shastri 1994). Resulteapeessed in stimulation index determined
as follows: Sl = A/B where A is the B3Z responséha presence of OVA pulsed cells and B
is the B3Z response in the presence of cells alone.

OT-1 activation was evaluated by quantifying IL-2oguction by ELISA (BD
Pharmingen, San Diego, CA). OVA, purchased fromil&ffl (Ans-Liege, Belgium), was
dialyzed before use (Reis e Sousa and Germain 1995pme experiment, microglia were

incubated for 30 min with 10 uM lactacystin (Sigélakich) before addition of OVA.
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EX vivo cross-presentation

For intracerebral (IC) antigen delivery, mice weaaesthetized by intraperitoneal (IP)
injection of a mixture of 90 mg/kg of ketamine abh@ mg/kg of xylazine. OVA (400 pg

diluted into 40 ul sterile PBS) or an equal voluRRS were injected into both right frontal
lobes (20 ul per hemisphere) through an insulinnggr attached to a penetrating depth
controller. The injection was restricted to the tvalposterior region of the frontal lobe, and
the penetrating depth of the syringe was 2.5 mmftbe surface of the brain. For each IC
injection, the solution was delivered slowly, amern the syringe was held in place for an
additional minute to reduce backfilling of injectedlution. Adult microglia were isolated 18h

later and OVA processing was measureditro using the B3Z assay.

Statistical analysis
Data are shown as means + SD and were analyzdeebyidnn-Whitney test to reveal
significant differences. P < 0.05 was taken aslelrel of significance. InStat 2.01 software

was used for all statistical analyses.
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RESULTS

1) Phenotype, morphology and activation status of &B4, neonatal and adult microglia

In addition to microglia, DCs and CNS macrophagbsent in the brain parenchyma,
have been identified in the meninges, the chorplesus and in the perivascular space in the
healthy CNS of mice (Lassmann et al. 1993; Matysaad Perry 1996; McMenamin 1999).
To ascertain that all experiments were conduct@tgusatraparenchymal microglia devoid of
any meningeal and perivascular contamination, vadyaad by FACS the purity of neonatal
and adult primary microglia isolated from perfusefi7BL/6 mice CNS without meninges.
We obtained a homogenous population of cells, agsaed by forward and side scatter
characteristics (data not shown), that as expeategressed low levels of CD45 and
undetectable CD11c (Aloisi et al. 2000; Ford etl@P5), allowing to exclude the presence of
contaminating macrophages (C¥% and dendritic cells (CD11k (Fig. 1a). Neonatal and
adult primary microglia express CD11lb and presentypical amoeboid or bipolar
morphology respectively (Fig. 1b), confirming thenogeneity of isolated cells. The C8-B4
cell line is also CD11h CD45%", CD11¢" and exhibits a ramified bipolar morphology (Fig.
la and 1b).
Activated microglia show an up-regulation of MHCald of CD80 and CD86 costimulatory
molecules (Rock et al. 2004). We therefore evatldie degree of activation of the three
microglial subsets by analyzing the expressionhalsé markers by FACS. No significant
expression of MHC-II and CD86 molecules was deteav@ primary microglia. While
neonatal microglia expressed CD8O0, it was unddiéetan adult microglia, suggesting a more
qguiescent state (Fig.la). The C8-B4 cell line atumstly expressed MHC-Il, CD80 and
CD86, showing that these cells are spontaneousilyaéed. Lastly, these three microglial cell

types expressed MHC-I molecules at an equivalee Ig-ig. 1a).
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2) Ag cross-presentation by microglia

We next analyzed and compared the cross-presentatipeipies of the C8-B4 microglial
cell line, neonatal and adult primary microglia.cktiglial cells were pulsed with increasing
concentrations of OVA and used to stimulate the BE¥" T-cell hybridoma.
Results showed that the three microglial cell typese able to cross-present OVA to the B3Z
T-cell hybridoma although with different efficiees. C8-B4 and neonatal microglia were
more efficient in cross-presenting OVA (SI = 6, HH10 uM OVA) than primary adult
microglia (SI =2.2). Moreover, C8-B4 and neonatatroglia were more efficient than
peritoneal macrophages, used as positive contrattivate the B3Z hybridoma. Stimulation
of the CD8 T cell hybridoma was dependent on the concentraifdOVA used to pulse the
different types of microglia (Fig. 2). As a negaticontrol (Kovacsovics-Bankowski et al.
1993), the LB27.4 B lymphoma cell line did not sfgrantly cross-present OVA, even at the
highest concentrations of OVA tested (Fig. 2). Bhessults demonstrate for the first time that

microglia cross-present exogenous antigens.

3) Naive CD8 T cells cross-priming by microglia

The B3Z hybridoma only requires T cell receptor-Mii@ss | engagement for activation.
We then investigated whether microglia could beedbl activate naive OT-1 OVA-specific
CD8" T cells. As shown in Fig. 3, the three types of AGpulsed microglia induced IL-2
secretion by OT-1 CDST cellsin vitro. Adult microglia was less efficient than neonatells
to cross-prime OVA antigen to OT-1 cells (IL-2 =09@nd 1450 pg/ml at 100 uM OVA,
respectively), while the C8-B4 cell line was moféceent (IL-2 = 1900 pg/ml at 100 uM
OVA). No IL-2 was detected in the supernatantshaf different types of microglia pulsed

with OVA in the absence of OT-1 (data not showrggdther, these data show that, not only
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the C8-B4microglial cell line, but also neonatal and adulicroglia cross-prime soluble

antigen to naive COF cells.

4) Cross-presentation by microglia is TAP- and pratasome-dependent

Presentation of exogenous antigens on MHC classdceules by APCs can occur through
different mechanisms. One of the major pathway irequproteasomes and the TAP-
transporter (Kovacsovics-Bankowski and Rock 19@%b)an attempt to identify the pathway
involved in antigen cross-presentation by micrqgl@8-B4, the most efficient cross-
presenting microglial cells, were pretreated wiltécystin prior to be pulsed with OVA.
Results showed that lactacystin prevented the dspEdC8-B4 to cross-present OVA to OT-
1 CD8 T cells (80% reduction compared to untreated C&&ls; Fig. 4a).

To examine the role of the TAP pathway, adult ngieofrom C57BL/6 wild type and

TAP-deficientmice were pulsed with OVA and used to stimulate DTDS T cells (Fig.
4b). Results showed that the ability of OVA-pulseigroglia from TAP" mice to cross-prime
OT-1 CD8 T cells was dramatically reduced compared to mieadgom wild-type mice (85
% decrease of IL-2 production). Together, thesdifigs indicate that microglia process and

cross-present exogenous antigen in a TAP- andguotee-dependent manner.

5) Ex vivocross presentation by microglia

Based on thesm vitro data, we then analyzed whether microglia haveatiligy to take
up and process exogenous antigens into MHC cldssud peptidesn vivo, in the
immunosuppressed environment of the CNS. OVA wgied into the brain of C57BL/6
mice and we analyzed the ability of purified midragcells to cross-present OVA to B3Z
cells. For technical reasons, experiments were dahewith adult microglia. Results showed
that microglia isolated from mice injected with OVBut not from mice injected with PBS,
cross-presented OVA to the CD¥ cells (stimulation index = 2.2 and 1, respedyiv&ig.

5b). Few CD4%' cells (activated microglia and/or contaminant pleeral macrophages) were
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present in our preparations, certainly due to thery caused by the syringe, but constantly
represent less than 2% of total cells (Fig. 3&)s concentration of contaminant cells was not
sufficient to stimulate B3Z (data not shown), there confirming that the observed effect
was due to microglia. These results demonstrateaithalt microglia take up and efficiently

process exogenous antigen into MHC class I-bouptigesin situ.

6) GM-CSF and CpG-ODN enhance cross-presentation gdult primary microglia

Adult microglia cross-present OVA less efficientlyan macrophages or other types of
microglia. In the brain, microglial cells must betigated by stimuli such as GM-CSF and/or
IFNy to acquire their full APC function (Fischer et 8893; Havenith et al. 1998). Type | IFN
and CpG-ODN, a TLR9 agonist, have been shown tee@&se cross-presentation by DC
(Durand et al. 2004; Kuchtey et al. 2005; Laperntale2006). We therefore tested whether
these stimuli either alone or in combination, coudprove the efficiency of cross-
presentation by adult microglia. While alone th&y dot modulate OVA cross-presentation
by adult microglia, GM-CSF plus CpG significantlp<Q.05) upregulated their cross-
presentation capacity (Fig. 6). We did not obseaug effect of type | (IFM/B) or Il IFN
(IFNy) used either alone or in combination with GM-CSFOpG (data not shown). These
data suggest that some TLR agonists and pro-inflaiomy cytokines may upregulate adult

microglia cross-presentation capacity.
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DISCUSSION

Recent data have demonstrated that cross-preseniatiefficient in the CNS and
involved in brain tumor elimination ( Calzasciaakt2003; Walker et al. 2000 ). To date, the
nature of these cross-presenting cells remains funede Using highly purified microglia
from adult mouse brain and neonatal microglia, wendnstrate here for the first time that
microglia cross-present soluble antigens in a psmme- and TAP-dependent manner. We
also report that adult microglia take up and pred®¥A for presentation in MHC class |
moleculesn vivo. Moreover, we underline that cross-presentatiguacigy of adult microglia
can be regulated by some exogenous stimuli.

We show that microglial cells, the resident APCshaf CNS, cross-present antigens to
naive and memory CDS8T cellsin vitro. According to the nature of the antigen, cross-
presentation in peripheral professional APCs (D@d aacrophages) can occur by two
different mechanisms (Shen and Rock 2006). Oneinexjthe TAP transporter and includes
pathways dependent or not on proteasomes; the mthiekP-independent. Using microglia
from TAP-deficient mice and the proteasome inhibitactacystin, we report that soluble
OVA cross-presentation by microglia depends onTtA® machinery and on proteasomes.
Peripheral DCs and macrophages also cross-presieies OVA via this pathway (Chefalo
et al. 2003; Rodriguez et al. 1999).

We also report here that the three microglial dgfle tested (C8-B4, neonatal
microglial and primary adult microglial cells) wer®t equivalent in their cross-presenting
capacities.This could be related to their degree of differambtin and/or activation. In
agreement with previous data (Alliot et al. 199%€ observe that the C8-B4 cell line is
constitutively activated (as shown by MHC classMHC class 1l, CD80 and CD86
expression), a phenotype that can contribute tdaexpvhy they are the most efficient in

cross-presenting antigen to naive T C8lls. The neonatal microglial cells efficientipss-
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presented antigen, although in a lower extent tb&B4. Generated from mix glial culture,
neonatal microglia appeared less activated thaB£&hey expressed undetectable levels of
MHC class I, constitutively expressed MHC clasarnd CD80 and no or low CD86).
However, neonatal microglia are characterized byga phagocytic activity, associated with
high levels of mannose and scavenger receptoressipn that may favor antigen uptake
(Alarcon et al. 2005). These characteristics ctvaldesponsible, at least in part, to their cross-
presentation efficiency. Adult microglia were legficient than the two other microglia types
in cross-presenting antigens. This observationccdd related to the resting phenotype of
adult microglial cells derived from brain (they egpsed undetectable levels of MHC class II,
CD80 and CD86), showing that our isolation procedbas not activated these cells. In
addition, adult microglia are heterogeneous and ithought that different subpopulations
exist. Supporting this hypothesis, EOC microgliall dines display opposite capacity to
activate naive CDBor CD4 T cells (Walker et al. 1995). More recently, Kawaaand
collegues (2000) derived at least four microgliabgopulations from mouse brain by
stimulation with GM-CSF, that exhibit a particulability to activate T lymphocytes
(Kanzawa et al. 2000). Although the existence a#séh subpopulations has not been
demonstratedn vivo, due to the absence of specific markers for eddhem, we can not
exclude that, in our experiments, only a fractidrtatal microglia population cross present
antigen.

Adult microglia in the CNS are confined in an immssauppressed environment and
have a downregulated phenotype (Bailey et al. 20083 therefore tested whether adult
microglial cells were still able to process exogenantigen in the MHC class | molecuies
vivo. We show that microglial cells isolated from OVi#jacted brain cross-present antigen as
efficiently as OVA pulsed-primary adult microglitnereby demonstrating for the first time,

that adult microglia efficiently take up antigerrpgess and present it in the MHC class |
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contextin viva. In vivo, antigen cross-presentation leads to naive ‘CD8ell proliferation
and give rise either to the induction of CD&ytotoxic T cells (cross-priming) or to the
deletion of specific T cells (cross-tolerance) (Byet al. 2002; Heath and Carbone 2001).
The observation that microglial cells cross-prinaéve T cellsn vitro suggest that microglia
may actively control the outcome of CD& cell response to exogenous antigenivo.
However,we cannot conclude about the induction of crossHmg versus cross-tolerance.
The origin of the antigens (i.e. sekrsusnon self), the type of the antigen cross-presgntin
cells (i.e. professional APGersusendothelial cells) and the microenvironment (Stk&ssus
inhibitory signals) control the outcome of crossgmntation. The brain parenchyma is a
highly specialized site in which the anatomy, delu composition, and the
microenvironmental soluble factors have the po#&tnto affect and suppress immune
reactivity (Bailey et al. 2006; Carson et al. 200Based on our data, it is tempting to
speculate that, in a physiological context, cragsentation by resting microglia may
contribute to maintain CO8T cell tolerance against self antigens. Duringirbraumor
development, the immunosuppressive environmeringarced by factors secreted by tumors
such as TGE (Hinkerohe et al. 2005; Wick et al. 2006). Thisyneantribute to explain why,
although microglia cross-present antigens andtiafé brain tumor in large number, the
brain’s immune system seems unable to halt therpssiye growth of glial tumors (Badie
and Schartner 2001).

Although their activation in the CNS is tightly daoiled to avoid any neuronal injury,
microglial cells activated by pathogen derived algrand/or by pro-inflammatory cytokines,
can become efficient APC (Ponomarev et al. 2008)y is commonly used to stimulate
APCs, including microglia (Walker et al. 1995). figlia also express members of the TLR
family and are activated by some TLR-agonists (Erel2006; Olson and Miller 2004).

Among these, CpG-ODN increase microglia APC functiDalpke et al. 2002). To achieve
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full microglial activation, and notably their AP@rfction, more than one stimulus are often
required (Matyszak et al. 1999; Ponomarev et d&620nterestingly, it has been reported that
DC’s cross-presenting efficiency is increased bynesoTLR agonists, and/or IFN-or

B (Durand et al. 2004; Kuchtey et al. 2005; Laperttale 2006). However, we failed in
detecting an effect of CpG-ODN and of type | oreyjpIFNs used alone or in combination,
on adult microglial cells cross-presentation. GMFQf&s been also shown to potentiate adult
microglia antigen presentation (Aloisi et al. 20(8scher et al. 1993; Re et al. 2002).
Moreover, some studies reported that microglia tamed under GM-CSF influence for few
days, could generate a dendritic-like subpopulafféscher and Reichmann 2001; Ponomarev
et al. 2005; Santambrogio et al. 2001). In our @rpents, we showed that the combination of
GM-CSF plus CpG enhanced adult microglia crossemiasion property, thereby underlining
that the Ag cross presentation potential of adultroglia can be regulated by exogenous
stimuli, including cytokines and TLR agonists.

The prognosis for most patients with gliomas isrpmad standard therapies often fail
resulting in tumor recurrences, which has fosteaed interest in the development of
alternative treatments such as immunotherapy. Gowgrnresults, it could be of great interest
to test the cross-presentation ability of tumorltirdting microglia submitted to a local GM-
CSF plus CpG treatment. In conclusion, this newperty of microglia opens novel

perspectives to improve brain tumor immunotherapassed on CTL generation.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Phenotype and morphology of microglial ells. a) Flow cytometric analysis of
C8-B4, neonatal microglia and adult microglia, &l for the indicated markers (white
histograms) or with corresponding isotype contréllbm (grey histograms). b) Phase contrast

photomicrograph of the three microglial types (mfgation : x 200, bar = 20m)

Figure 2 : Ovalbumin cross-presentation by microgkh. C8-B4 cells (), neonatal
microglial cells #), adult primary microglial cellsgk), peritoneal macrophageg, (positive
control) and LB27.4 cellsX , negative control)rev@ulsed with different concentrations of
ovalbumin and used to stimulate the OVA-specific&D cell hybridoma. B3Z activation
was monitored by quantifying th@-galactosidase activity. Results are expressed in

stimulation index (Sl ; n=4) as described in mallsrand methods.

Figure 3 : Microglia cross-present ovalbumin to nare OT-1 CD8 T cells. OVA-pulsed
C8-B4r{ ), neonatal microglia ( ), adult micr@g# ) and peritoneal macrophagds ( ) were
incubated with naive OVA-specific CD8T cells from OT-1 mice. After 24h, IL-2 was
quantified by ELISA in the supernatants. Resulesextpressed in ng/ml (mean = SD, n=3).

Figure 4: Microglia cross-present antigen in a TAPand proteasome dependent manner.
a) C8-B4 cells, treated or not with lactacystinyavpulsed with OVA and used to stimulate
OT-1 CD8 T cells. b) Adult microglia from wild type (WT) anTAP” mice were pulsed
with ovalbumin and used to stimulate OT-1 COBcells. a & b, after 24h, IL2 concentration

was determined by ELISA. Results are expressed/mlnmean + SD, n=3.

Figure 5: Microglia cross-present antigen after angen uptake in vivo. a) Mice were
challenged with OVAntracerebrally and CD11kxells were purified. Their CD45 expression
was analyzed by flow cytometry to discriminate betw CD45" quiescent microglia and
CD45" peripheral APCs. b) Microglial cells from OVA-imjed (“OVA-microglia”) or PBS-
injected (“microglia”) brains were purified and inedhiately used to stimulate B3Z

hybridoma. *means p<0.05.
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Figure 6: Influence of GM-CSF and CpG on OVA crosgresentation by adult
microglia. Primary adult microglia were pre-treated with GM¥C&nd/or CpG, pulsed with
OVA and incubated with OT-1 CD8 cells. T cell activation was assessed by meaguki-

2 in the supernatants. Results are expressed inl figean + SD of 3 separate experiments).
p<0.05.

Les illustrations de cette partie sont consultablless la partie Annexe de TEL, dans le

fichier Figures Article2.ppt
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Le groupe de Walker et collaborateurs (Walkeral, 2000; Calzasciat al, 2003)
avait démontré que la présentation croisée poétatun mécanisme efficace dans le systeme
nerveux central pour éliminer une tumeur, mais sapyorter de données concernant les
cellules responsables de cette présentation croisée

Par ce travail, nous montrons que les cellules aglales (une lignée, les cellules
néonatales et la microglie adulte) « cross-présemtein antigéne soluble et sont capabtes
vitro d’'activer efficacement I'hybridome CD83Z ainsi que des lymphocytes T naifs. Cette
présentation croisée fait intervenir, comme poardellules dendritiques, le protéasome ainsi
gue le complexe TAP comme montré par I'utilisatiban inhibiteur du protéasome ainsi que
de cellules issues de souris déficientes en TAP.

Les trois types de cellules n'ont pas la méme &ffié pour activer les lymphocytes T
CDS§', ce qui pourrait s’expliquer par leur état d’aatien respectif. La ligne C8-B4 est ainsi
constitutivement activée et exprime les moléculeCtH cl.I et 1l ainsi que CD80 et 86, ce
qui peut expliquer leur plus grande performances ¢ellules néonatales ont quant a elle un
niveau intermédiaire d’activation (CMH cl,ICMH cl.I', CD86, CD8C0) mais sont
guasiment aussi efficaces que la lignée. Une caisiijue des cellules microgliales
néonatales est leur grande capacité a phagocgiemkiggenes ainsi que leur expression des
récepteurs d’épuration qui peuvent leur permetegadbcyter plus efficacement les antigénes
ce qui expliquerait leurs performances. Quant aebules adultes, malgré un processus
d’'isolement assez long, elles sont restées quitscer qui est en corrélation avec leur plus
faible capacité a présenter les antigénes. D’apie, les cellules microgliales sont
hétérogénes et I'existence de sous-population® swjgérée par I'obtention de clones de
cellules morphologiquement et phénotypiquemenindits a partir de cellules du cerveau de
souris saines cultivées en présence de M-CSF @M} SF (Walkeret al, 1995; Kanzawa
et al, 2000). Ainsi, les résultats obtenus pourraientepgésenter que I'activité d’'une sous-
population parmi toutes les cellules isolées.

En injectant de I'ovalbumine dans le cerveau desisonous avons également montré
gue les cellules microgliales, malgré le microemwirement particulier du parenchyme
nerveux, étaient capablesvivo de capturer, appréter et présenter 'antigene aosntexte
des molécules du CMH cl.l. La présentation croipéet aboutir soit a I'activation des
lymphocytes T ou a leur déplétion ce qui dépendadeellule présentatrice d’antigene, du
contexte cytokinique ou encore de la nature ddijane (Heath et Carbone, 2001). Dans le
cerveau, les conséquences de cette présentatis@ecme sont pas encore connues a I'heure

actuelle.
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Les cellules microgliales quiescentes sont pewadfés pour présenter les antigenes.
En revanche, aprés activation, elles deviennerdldap d’activer les lymphocytes T CDét
CD8" (Mack et al, 2003; Ponomareet al, 2006). L'IFNy est fréqguemment utilisé pour
favoriser les fonctions de présentation antigénidgida microglie méme si certaines équipes
ont montré que cette seule stimulation n’était paisante (Matyszalet al, 1999). D’un
autre coté, la présentation croisée par les celldendritiques est augmentée par les
oligodéoxunucléotides CpG par l'intermédiaire deN lde type | (Lapentat al, 2006). Cet
agoniste du TLR9 est également efficace pour actasecellules microgliales et potentialise
leur fonction de présentation antigénique (Dalgkeal, 2002). Mais la stimulation de la
microglie adulte par ces divers stimuli n’a pasnper d’augmenter leur capacité de
présentation croisée.

Plusieurs travaux ont montré que le GM-CSF entialaalifférenciation des cellules
microgliales en cellule type dendritique et amd@ibteur capacité a présenter les antigenes
(Fischer et al, 1993; Fischer et Reichmann, 2001; Santambrogfioal, 2001). La
combinaison entre GM-CSF et CpG a significativensrgmenté leur efficacité pour activer
les lymphocytes T CD8 montrant la possibilité de potentialiser encoettec fonction de

présentation croisée chez la microglie adulte.

A T'heure actuelle, les traitements pour les tursegérébrales sont limités et
immunothérapie représente une voie prometteuse pliminer ces tumeurs trés agressives.
En particulier il serait trés intéressant de tektarapacité de présentation croisée de cellules
microgliales infiltrant une tumeur cérébrale etra@es a un traitement local par du GM-CSF
et des CpG-ODN. La démonstration que la microgsiecapable de présenter les antigenes
exogenes dans le CMH cl.l ouvre ainsi de nouvglespectives dans la mise en place de

thérapies antigénes spécifiqgues au sein du systermaeux central.
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Les tumeurs cérébrales sont parmi les plus agesssig I'organisme. Elles tirent en
effet parti du statut immunologique particulier sigstéeme nerveux central, notamment son
isolement relatif par la barriere hémato-encéphaligt sont également caractérisées par leur
grande capacité a infiltrer le tissu sain, ce gsirend extrémement difficiles a traiter par les
thérapies conventionnelles (Proeschoddtal, 2001). L'immunothérapie offre donc des
possibilités trés intéressantes, d’autant plus lgueerveau posséde son propre réseau de
cellules immunocompétentes résidentes : la miao@dioisi, 2001). Infiltrant largement les
tumeurs cérébrales (Strid al, 2004), ces cellules, comme les autres cellulésgmtatrices
d’antigenes de I'organisme, savent endocyter og@bder les antigenes, les préparer et les
associer aux molécules du CMH cl.l ou Il, sécrékes cytokines, des chimiokines et ainsi
organiser au mieux la réponse immunitaire localehf@annet al, 1995; Hanisch, 2002;
Hussainet al, 2006a; Hussaiet al, 2006b). Il paraitrait donc intéressant d’utiliseut le
potentiel de ces cellules face a la tumeur (Mamdril, 2006) tout en réussissant a recruter le
systeme immunitaire périphérique de fagcon préc@mpendant, toutes ces cellules seront
soumises non seulement a 'immunosuppression totisti du systeme nerveux central mais
aussi a celle générée par la tumeur (Gomez et KAEH). Ainsi, il faudrait réussir a lever
au moins en partie cette immunosuppression pouirespombattre efficacement les tumeurs
cérébrales.

Dans ce sens, les agonistes des TLR sont trés fieurse Appartenant a une famille
tres conservée, les TLR reconnaissent certaindsraimmuns des microorganismes tels que
les peptidoglycanes de la paroi bactérienne, Feflime ou encore le matériel génétique des
virus et bactéries (Akira, 2003). Les oligodéoxygotides contenant des motifs CpG non
méthylés (CpG-ODN), agonistes du TLR9, sont pdicement attractifs car ils activent
guasiment toutes les cellules immunes ainsi quecé#isiles nerveuses et favorisent une
réponse de type cellulaire (Weiner, 2000; Carpestial, 2003). lls ont ainsi déja été utilisés
avec succes, surtout en tant gu'adjuvants, dangrd@ement de diverses tumeurs
expérimentales et sont en évaluation clinique (Metreg, 2005; Carpentiegt al, 2006).

Les lymphocytes T régulateurs participent aussinariunosuppression de la plupart
des tumeurs en inhibant I'activation des lymphoeyle spécifiques des auto-antigenes
tumoraux (Wang, 2006b). L’injection d’anticorps ia@D25 permet de les dépléter au moins
fonctionnellement de facon temporaire et a pernesfaire régresser certaines tumeurs
périphériques (Onizukat al, 1999; Knutsoret al, 2006). Par contre, leur implication dans
'échappement des tumeurs cérébrales n’était pasusoau début de ce travail. Apres avoir

mis en place et caractérisé deux modéles de turpigou moins immunogenes implantées
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par stéréotaxie dans le cerveau de souris adabes, avons évalué l'effet de la déplétion des
lymphocytes T régulateurs sur le développementutasurs. Afin de potentialiser la réponse
obtenue, nous avons combiné cette déplétion aigedtion locale de CpG-ODN et avons

compareé le résultat de cette thérapie sur les méumesurs implantées dans le flanc des

animaux.
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ABSTRACT :

Brain tumors are often difficult to treat due atade to high infiltrative properties.
Immunotherapy thus seems a promising approachgtat these aggressive cancers. Non
specific active immunotherapy strategies are isterg because they avoid the choice of a
specific target tumoral antigen that are not wefirted for cerebral malignancies. Regulatory
T cells (Treg) generated in the thymus or by pexiph mechanisms have often been
demonstrated to favour tumor immune escape. We dingaracterized two tumor models
implanted in the brain of normal adult mice andleated consequences of Treg depletion on
their growth. We showed either a net benefit or clear effect depending on the
aggressiveness of the tumor. To increase immum®mness, we co-injected phosphorothioate
oligodeoxynucleotides (CpG-ODN) in the tumor be@spite an ameliorated survival time in
mice bearing the less aggressive tumor, this treatwasn’t synergistic with Treg depletion.
All our results suggest that a more drastic treatnshould be developed to fight poorly

immunogenic brain tumors or to cure totality ofraals bearing more immunogenic tumors.
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INTRODUCTION

Cerebral tumors are hidden in a constitutively umwesuppressed site, behind the
blood-brain barrier. Their highly infiltrative beliar renders conventional treatments such as
surgery, chemotherapy or radiotherapy either icéffe or on the contrary dangerous for
healthy tissu. However, despite a particular immstaus, the immune system is not absent
from the brain parenchyma and local microglialcethn assume different functions including
antigen phagocytosis and processing, antigen pegmnto T lymphocytes, secretion of pro-
inflammatory or anti-inflammatory factors, secretiof chemokines to recruit peripheral
immune system and also neuroprotective functionsi¢A 2001; Hanisch, 2002; Mack al,
2003; Nakajima et Kohsaka, 2004; Steital, 2005). Active immunotherapy could thus be a
new interesting way to cure cerebral malignancigsitecifically targeting malignant cells
and not healthy neuronal cells and by generatingnanunological memory. But a great
attention must be taken by the fact that in thetexinof a growing tumor, constitutive
immunosuppression of the cerebral parenchyma idargied by immunosuppressive factors
secreted by tumor cells such as BGEGH3 or IL-10 (Gomez et Kruse, 2006). It would thus
be imperative to reverse this environment to allwefficient reactivation of the immune
system.

Toll-like receptors (TLRs) are innate immune reocept homologues of Toll receptor
in Drosophila, that recognize conserved pathogeonegted molecular patterns (PAMPS)
expressed by a lot of micro-organisms (Akataal, 2001). TLRs are mainly found on innate
immune cells, likely to be the first to encountethpgens, but are also found on many other
cell types (Visintinet al, 2001; Bellocchicet al, 2004; Olson et Miller, 2004). To date, at
least 10 different TLRs have been described andgreze different classes of PAMPs
(Kaisho et Akira, 2004): TLR2 after dimerizationtwieither TLR1 or TLR6 allows for the
recognition of bacterial lipoproteins, TLR3 recagmidouble stranded RNAs, TLR4 is the
receptor for lipopolyssacharide, TLR5 is implicated flagelline detection, TLR7 and 8
recognize viral single stranded RNA and TLR9 bitmlson methylated CpG motifs found in
bacterial and viral DNA. TLR10 agonists are not wno CpG-ODN, synthetic form of the
TLR9 agonists, allow the activation of many celpeg including microglia (Dalpket al,
2002), monocyte/macrophages family (Visinghal, 2001), dendritic cells (Hoshinet al,
2002), NK cells (Sivoret al, 2006) or even lymphocytes (Rothenfusseal, 2001; Heitet
al.,, 2005; Montoyaet al, 2006) and favour their acquisition of a pro-infl@atory

phenotype. As such, they have been successfullgdtéa anti-tumor immunotherapy and
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seem to represent efficient adjuvant (Heckelsméleal, 2002; Menget al, 2005; Brownet
al., 2006).

Another possible source of tumor escape is brobghsuppressive cells, especially
regulatory T cells (Terabe et Berzofsky, 2004). i@bgerized by expression of CD4 and
CD25, they also express the transcription factotPRBoand are able to suppress activation of
“conventional” CD8 T lymphocytes by direct contact or via inhibitaytokines (Beisseret
al., 2006; Mempelet al, 2006). Their implication in the tolerance agaitghors in now
widely recognized (Sakaguchi, 2005; Wang, 2006) #meir depletion is thus a very
promising way to enhance anti-tumor responses,aagsbeen shown by numerous studies
(Onizukaet al, 1999; Tanakat al, 2002; Knutsoret al, 2006).

In this work, we evaluated the efficiency of a treant combining regulatory T cell
depletion and CpG-ODN injection in two tumor modplesenting different agressiveness
implanted in the brain of C57BI/6 mice. For compan, this treatment was also applicated on

the same cells implanted subcutaneously.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

C57BL/6J mice were purchased from Charles Riveoriaories (France), bred in our animal
facilities under specific pathogen-free conditioasd were manipulated according to

institutional guidelines. They were used betweam® 12 weeks of age.

Cells

E.G7-OVA (Moore et al, 1988) is derived from EL4 cell line (resultingpin T lymphoma
induced by 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene), teatsd by electroporation with pAc-neo-
OVA plasmid to express chicken ovalbumin. Cells)dky provided by Pr P. Jeannin, were
grown in RPMI supplemented with 10 % heat inacedaFBS (fetal bovine serum), 1mM
sodium pyruvate, 10mM HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)pgoeene-N-(2-ethanesulfonic acid)),
2mM L-Glutamin, 25 nM non essentials amino acid @ridmg.mL* G418.

B16F1Qsp33-43, kindly provided by Dr D. Klatzmann, is an adherenelanoma cell line
transfected to express the peptide 33-41 of theogiptein of LCMV (lymphocytic
choriomeningitis virus). Cells were grown in DMEN{lbecco’s Modified Eagle Medium)

supplemented with 10 % heat inactivated FBS.

CpG ODN injection and Treg depletion :

Cytosin-guanosin (CpG) oligodeoxynucleotide 1826 wweeviously described as a specific
ligand of TLR9 (Yi and Krieg, 1998). CpG 1826, digil single-stranded phosphorothioate
oligodeoxynucleotides of sequence “TCC ATG AJGC CTG ACGTT", was purchased
from MWG-biotech. The same oligodeoxynucleotidenaiit CG sequences (TCC ATG AGC
TTC CTG AGC TT) served as a negative control.

Depletion of regulatory T cells was performed bjeating 100ug of PC61 antibody in the
peritoneal cavity of adult mice. As a control, mrezeived the same volume of PBS or an

irrelevant antibody.

Tumor implantation :
For cerebral implantation, mice were anesthetizath van intraperitoneal injection of
ketamine 10 mg/mL and xylazine 0.1 mg/mL (10 pL peam) and were placed in a

stereotactic frame (David KOPF instruments). Thiemahunderwent a delicate injection (0.5
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pL/min) of 3 pL of solution (sterile PBS, 2 x *Lumoral cells and/or 10ug CpG) with a
Hamilton syringe, 2mm on the right of the medialuse and 0,5mm in front of the Bregma at
a depth of 2,5mm. Syringe was held in place fodd@teonal minute and was slowly removed
to avoid backfilling of the solution.

For peripheral injection, 2.20cells were injected subcutaneously in the riglainkl of

anesthetized animals in a final volume of 50pL.

Antibodies

Anti-CD16/CD32 (clone 2.4G2, rat 1gG2b), biotin a8D80 (clone 16-10A1, hamster IgG)
biotin anti-CD86 (clone GL1, rat IgG2a) mAbs werenmh BD-Pharmingen (Le Pont de Claix,
France). PE- or biotin-anti-CD4 (clone RM4-5, rgGRa), biotin-anti-CD8 (clone 53-6.7,
rat 1gG23, biotin-anti-CD11b (clone M1/70, rat IgGRIbiotin anti-CD11c (clone N418,
hamster IgG), biotin anti-CD19 (clone MB19-1, mougA), biotin-anti-CD25 (clone 7D4 or
clone PC61.5, rat IgG1), biotin-anti-CD45 (clone-R0L, rat IgG2b) biotin anti-NK (clone
DX5, rat IgM), biotin anti-Grl (clone RB6-8C5, rigiG2b), biotin anti H-2Db (clone 28-14-
8, mouse IgG2a), biotin anti-I-Ab (clone M5/11425rat 1gG2b), and all corresponding
isotype controls were from e-Biosciences (San DidgBA). Biotin anti-CD3 (clone 145-
2C11, Hamster IgG) was from Southern Biotech (Baghiam, USA).

Flow cytometric analysis:

Cells were incubated at 4°C for 30 minutes withudmL of indicated primary mAb, after Fc
receptor saturation by 20 min incubation with 1@plg/of anti-CD16/CD32 mAb. Isotype-
matched species specific mAbs were used as conelés were then washed and further
stained where needed for 20 min at 4°C with Cy-@le@onjugated streptavidin
(1.25pug/mL, BD-Pharmingen). After extensive washicglls were gated according to scatter
characteristics, and FACScalibur analyses wereopadd with the CellQuest (Becton
Dickinson) software.

Immunohistochemistry :

Mice were euthanized by anaesthetics overdose.r@@amtrvous system (CNS) was snap-
frozen in isopentan prechilled with nitrogen, endetlin Tissue Tek and serially sectioned at
10 um in a cryostat. For immunochemistry stainirglgles were defrosted, fixed during 5

minutes in absolute ethanol, saturated 30 min 1% normal mouse serum and incubated at
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4°C overnight with 10 pg/mL biotin-coupled mAb diéd in 4% BSA. Isotype-matched
species specific mAbs were used as controls. Siae then washed and incubated 15 min
with PBS containing 0.3% 1@, to inactivate endogenous peroxydase. Revelatichmede
with Avidin—biotin-peroxydase complex (VectastaiB® kit, Vector, Burlingame, USA) and

5 to 8 min incubation with a Tris solution contaigiO,4mg/mL DAB, 0,03% kD, and 2,5%
NiCl.

Magnetic Resonance Imaging :

Experiments were performed with a Brucker AvanceXBB0 equipped with a vertical
superwide-bore magnet and shielded gradient inBeaiins of animals bearing an intracranial
tumor were analysed 7, 10, 12, 14 and 17 days tafteor cell implantation. For E.G7 model,
gadolinium diethyl-anatriaminepenta-acetic acid waed as a contrasting agent and was

injected intravenously 5 minutes before analysis.
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RESULTS

development and analysis of the two tumor models

In order to better appreciate effects of our treatis, we first characterized our two tumor
models. After injection of 2000 cells in the rigdttiatum of the mice, we observed no
behavioural changes of the animals until two dagfore their death, that was
correlated with a rapid loss of weight. We thusdues weight indication to euthanize
mice during all experiments. Follow up of the tuadadevelopment by MRI showed
no sign of tumor mass until day 12 for B16-F10 melaa and day 15 for E.G7
(Figure 1) and a subsequent very rapid increaskertumor volume resulting in the
death of the animals on average day 16 for B16dfiDday 22 for E.G7. Both tumor
types developed exclusively in the right hemisphearghout invasion of the
ventricular system and occasionally reached th&asairof the brain. No metastases
were ever observed in the cervical lymph nodegdior intestinal tracts.

Cerebral malignancies grow behind the blood braimiér, that restrict infiltration of
peripheral immune cells. We thus analysed by imrhigstochemistry the immune cells
associated with our two tumor models at the enti@tumor development.

Photomicrographs figure 2 show results obtained e E.G7 model. We observed a
very strong CD45 staining associated with strondl@f) CD11c, MHC |, CD4 and MHC I
stainings. There was only weak staining with aridi80 and anti-CD86 antibodies and few
Grl" cells could also be detected. For each of thesibaalies, staining was absolutely
restricted to the tumor mass and didn’'t concerredl rest of the brain parenchyma (not
shown). By contrast, no CD19CD3’, CD8" or CD25 cells were ever detected (results are
summarized in table 1). Concerning the B16-F10 rhodgltration was very poor (see table
1) and only very few cells were observed, quitemin close proximity with blood vessels or
in the haemorrhagic zones, and preferentially atpriphery of the tumor (data not shown).
CD11b cells were the most represented immune cells.oAEfG7, no significant staining

was observed outside of the tumor mass.

Effect of Treg depletionon the intracerebral tumagrowth :

Regulatory T cells (Tregs) are implicated in theigdeeral tolerance of T cells against
self antigens, but can be deleterious during cadeeelopment by inhibiting specific T cell
responses (Sakaguchi, 2005; Memgtehl, 2006; Wang, 2006). Their depletion has therefore

been shown to be beneficial to fight some perigheralignancies (Onizukat al, 1999;
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Knutsonet al, 2006). To see if they contribute to immune escajpeur two models, we

injected depleting PC61 (anti-CD25) antibodies incemperitoneum and studied the
consequences on the tumor development. As showigure 3A, application of the antibody
resulted in a significant reduction in the numbérGd4" CD25 T cells. We then first

determined the optimal time for Treg depletion ahdwed that injection of the antibody ten
days before tumor implantation gave best resultd @hown). When practiced in these
conditions, Treg depletion resulted in a marke@atfon the E.G7 tumor, allowing 80% of
mice to reject their tumor (Figure 3B). On the cany, this treatment didn’t significantly
improved survival time of mice bearing the B16-Fil@nor, with on the best cases an

improvement of the survival time of 10 to 15% ofreomice (Figure 3B).

Combination of Treg depletion and CpG-ODN injection

Our results thus show that Treg depletion alometssufficient to eliminate a cerebral
tumor. Indeed, the cerebral parenchyma is charaeterby an immunosuppressed
environment and we reasoned that to enhance tla¢ iloenune response and allow antigen
presenting cells to mature, it should be necedsatfight this immunosuppression. One of the
best way to activate all arms of innate and adeptivmune system is to engage the TLRs
(Akira et al, 2001). CpG-ODN (TLR9 agonists) especially, aréedlo activate quite all
immune cells including microglia that constitutiyelxpress the TLR9 (Weiner, 2000; Dalpke
et al, 2002). We therefore evaluated a therapy combifineg depletion and CpG-ODN local
application and compared results obtained for perig and cerebral tumor localizations. As
illustrated figure 4A, when this treatment was &aplon subcutaneous E.G7 cells, all treated
mice rejected the tumor. It also leaded to a delaihe B16-F10 subcutaneous tumor growth
but mice bearing these cells invariably succumibewh ftheir cancer.

By comparison, results obtained in the brain wesss|levident. Concerning the
melanoma, the treatment was not sufficient to fidjid aggressive tumor (data not shown).
For the E.G7 cells, 80% of treated mice rejectedttimor, but the combined treatment didn’t
improved the survival time of mice treated by Tapletion alone (Figure 4B). However,
CpG-ODN had a positive effect on the antitumoramume response, allowing a 30%
increase in the overall survival time but also gaton of the tumor in 30% of the mice
treated by this component alone (Figure 4B). A# thice that survived were re-challenged
with E.G7 cells but remained tumor free duringth® experiment time (120 days, data not

shown).
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DISCUSSION

In this study, we showed that a treatment combifingg and CpG-ODN injection
allowed or not to cure majority of mice bearingratranial tumors with moderate or high
aggressiveness respectively.

We developed two models of intracranial tumors wdifferent aggressiveness to
compare the efficiency of our treatment. The veggrassive melanoma B16-F10 was
characterized by a poor infiltration with cellstbe immune system. Most of them were only
found at the periphery of the tumor mass in clasximity with blood vessels. The B16-F10
tumor being haemorrhagic at least in the brainsdheells may represent non specific blood
cells trapped in the blood stream. Microglial cetlsn occasionally be observed on the
margins of tumor but are no more stained in theaethe hemisphere or in the controlateral
side. In agreement with this, the E.G7 model wa® adoorly infiltrated with peripheral
immune cells and no CD3CD8', CD25, CD19 or NK cells were observed. However, rare
Gr1’ cells were scattered in the tumor mass and ceylcesent myeloid suppressive cells that
are often recruited by tumors. In the brain, GM-G3R be secreted by astrocytes (Al@si
al., 1992; Fischer et Bielinsky, 1999) and allows #ltieaction of these myeloid cells that in
the context of a tumor, adopt an immunosuppregsnemotype (Brontet al, 1999; Bronteet
al., 2000). The CD4 staining was not very strong aras wot found on all tumor cells.
Moreover, E.G7 cells at least vitro don’t express this marker (not shown) and it issth
probable that some microglial cells could be resgna for this expression (Allioet al,
1996; Dicket al, 1997). We also observed a strong CD11c and MHalhing. Given the
fact that no other blood cells are present, it seemlikely that only dendritic cells are
recruited. On another hand, these two staining sdeim be colocalized with some CD11b
cells most probably representing microglia knownb#o highly infiltrating cerebral tumors
(Badie et Schartner, 2001; Hussainal, 2006). In these conditions, one might hypothesize
that some microglial cells, under the influenceEoG7 secreted factor, hypothetically GM-
CSF, could differentiate in dendritic cells. Indesdme researchers have demonstrated that
microglial cells cultivated in the presence of tbygokine were able to generate a population
of dendritic like cells, but it has not been ddfy provenin vivo (Fischer et Reichmann,
2001; Santambrogiet al, 2001; Ponomaregt al, 2005). Nevertheless, despite the presence
of these dendritic cells that express MHC I, thenor was not eliminated, suggesting that

other factors direct the phenotype of the cellsai@man immunosuppressive one. Candidates
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will be IL-10, TGFf, PGE or a combination of these, known to be highly esped in brain
tumors (Gomez et Kruse, 2006). Moreover, there wasor very few CD80 and CD86
staining confirming that the local APCs were nolkealo generate an optimal costimulation
signal and to efficiently activate T cells, as l&®n already shown by others (Badteal,
2002).

Tumors often use many ways to escape the immummmes and this include the
recruitment and generation of regulatory T lymphesyNomura et Sakaguchi, 2005). These
CD4" CD25 cells allow tolerance to self antigens, thus idalg tumor antigens, and are
often over-represented in cancer patients (Véb@l, 2002; Andaloussi et Lesniak, 2006;
Fecciet al, 2006). To study if they were implicated in toleca against our two models, we
depleted this population using well known PC61ady. This treatment leaded to a great
increase in the survival time and 80% of mice r@pgcthe intracranial E.G7 tumor. On the
contrary, there was no clear benefit of this treattron the B16-F10 tumor, thus suggesting
that depending on the aggressiveness of the tubenmefits of Treg depletion will be
translated or not in survival time increase. In pleephery, depletion of Treg is not sufficient
to eliminate the B16-F10 tumor and must be coupgtedther strategies such as IL-12
expression (Nagaet al, 2004) and it is thus probable that such compleangrstrategies will
be necessary to fight the same tumor located ifbthm. Using glioma models, other groups
obtained intermediate results with an overall iaseein survival time but ultimately tumors
that continued to grow (ElI Andalousst al, 2006a). Nevertheless, all these results suggest
that elimination of regulatory T cells has a pesiteffect to eliminate brain tumors, but is not
sufficient to eradicate them. To complete thiststyg, we choose to inject a pro-inflammatory
mediator to convert the local immunosuppressiveireninent toward a pro-inflammatory
one. TLR agonists are very efficient to activateate immune cells including microglia but
also T and B lymphocytes (Medzhitov et Janeway,02@xlpkeet al, 2002; Akira, 2003;
Kaisho et Akira, 2004; Olson et Miller, 2004; Careiral, 2005; Kielian, 2006). In particular,
CpG-ODN have already been shown to be efficientnadjts in diverse tumor models,
justifying their evaluation in clinical protocolérpentieret al, 2003; Carpentieet al,
2006). We therefore tested a therapy combining Teggetion and CpG-ODN injection on
our two tumor models. We first analysed the coneage on the tumor implanted in
periphery. For the most aggressive tumor modelpbszrved a delay in the tumor growth but
all the mice ultimately died from the melanoma. Mtihe E.G7 model, the treatment allowed
all the mice to reject malignant cells, thus vdiigg efficiency of this therapy. When the

same experiment was performed on cells implantethenbrain, no clear significant benefit
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was observed on the melanoma but 80% of mice lpdfiG7 cells were cured. This
combined treatment did however not amelioratedltesibtained with Treg depletion alone,
suggesting that the two treatments were not systeegit is known that APCs activated by
TLR agonists and notably CpG-ODN are able to inhibie suppressive functions of
regulatory T cells (Pasare et Medzhitov, 2003; Boehmer, 2005) and as such our two
treatments act by the same way. But given all tineroactivating mechanisms engaged by
CpG-ODN, we were surprised to not ameliorate theliame survival time of our mice.
Nevertheless, CpG-ODN had positive effects becaudsan used alone, they provoked a 30%
increase in survival time and cured 30% of mice theeived E.G7 cells. Interestingly, CpG-
ODN injection also provoked a great increase inrthmber of infiltrating cells (not shown)
that could explain the increased survival time. B¢ window of action of CpG-ODN is
maybe to short to allow for a sustained infiltrati@and several successive injections could be
evaluated. Our results correlates quite well withse of Andaloussi and colleagues (2006b)
working on a glioma model showing a significantremse in survival time by a single CpG-
ODN injection. But in this study, they also demoatdd a direct toxic effect of CpG on
glioma cells, that could explain their better résutompared to our B16-F10 model.
Carpentier and colleagues (2000) performed sineiigreriments in the rat and obtained nice
results with, depending on the conditions testedpst all the animals rejecting their glioma.
Differences with our results could be due to speddferences or different kind of CpG-
ODN used. Indeed, there exist many different type€pG-ODN that can harbour varying
effects on the anti-tumor response (Carpergieal, 2003; Vollmeret al, 2004). It would
thus be interesting to test other CpG-ODN famitiea combination of them.

In conclusion, our results show that combinatiod tdg depletion and a single CpG-
ODN injection can have variable effects dependingh@ tumor aggressiveness. In all cases,
it would be necessary to find another complementay to increase the anti-tumor response
to cure all the animals. One possibility would baise other TLR agonists, such as Pam3Cys,
that is able to reverse the suppressive phenotypiregs and favour a pro-inflammatory
response (Sutmulleet al, 2006a; Sutmulleet al, 2006b). Another possibility is that no
sufficient amounts of tumoral antigens are releasedbe efficiently taken up by antigen
presenting cells. In this sense, it would be irdténg to take advantage of our two models and
to direct the immune response toward a given tulmaméigen by injecting the antigenic
peptide or protein and to evaluate if it increabesanti-tumor response.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : MRI images of the two brain tumor models Mice were analysed at days 7, 10,
12, 14 and 17 following tumor implantation for theesence of a tumoral mass. No tumors
were visible until day 14 for B16-F10 and day 17 EoG7 models. The haemorrhagic B16-
F10 tumor appeared black whereas the E.G7 tumatedeeontrasting agent injection and

appeared yellow.

Figure 2 : immunohistochemical analysis of the immue response at the endpoint
development of intracranial E.G7 tumor. Mice were euthanized and 10um brain slices
were stained with the indicated biotinylated antiles. Inserts show control staining with

appropriate isotype matched antibody. Magnificad®0.

Figure 3 : Treg depletion with the PC61 antibody. A) Mice received a single
intraperitoneal injection of 100ug irrelevant or@Cantibody and were euthanized five days
thereafter. Splenocytes were then analyzed by figtometry for the presence of CD4
CD25" lymphocytes (encircled populatior(B) Survival curve of mice bearing intracranial
B16-F10 (black) or E.G7 (grey) tumors and treatedquéres) or not (lines) with PC61
injection ten days before tumor implantation. nS¢erper group.

Figure 4 : Effect of the combined treatment on B16-10 and E.G7 growth. (A)
Development of B16-F10 or E.G7 subcutaneous tumorsiice treated (squares) or not
(lines) with PC61 antibody and CpG-ODN injectionic® were assessed daily for the
presence of a palpable tumor. n=3 mice per group, representative result is showB)
Survival curve of mice bearing intracranial E.Gmtr and treated or not with PC61 injection
ten days before tumor implantation (circles), CpBPMD injection the day of tumor
implantation (squares) or both (full line). n=7 ejger group.

Table 1 : Assessment of immune cell infiltration INE.G7 and B16-F10 intracranial
tumors at endpoint development.10um brain slices, at the approximate initial iampation
site, were analysed by immunohistochemistry forghesence of the indicated cell markers.
Five analyzed fields per marker.
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Les illustrations de cette partie sont consultaldass la partie Annexe de TEL, dans
le fichier Figures Article3.ppt
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Les thérapies conventionnelles (chirurgie, chinuo-radiothérapie), malgré tous les
progres réalisés dans ces domaines, restent etegivt inefficaces pour éliminer les tumeurs
cérébrales. Une immunothérapie active offre I'aagatde cibler spécifiguement les cellules
tumorales, mémes infiltrées a grande distance dendase tumorale principale, tout en
épargnant les cellules nerveuses et permet une mmeenmomunologique pour éviter les
récidives.

Afin de mieux comprendre le développement de répom@mti-tumorales spécifiques
d’antigenes dans le cerveau, nous avons développg thodeles de tumeurs ayant une
agressivité moyenne ou tres forte (modéle E.G7-OMA B16-F10gp33-41), déja bien
caractérisées en périphérie et pour lesquellesrdivatils ont été développés (antigene
« tumoral » connu, souris transgéniques ayantyaeghocytes T cytotoxiques spécifiques de
ces antigénes disponibles, tétraméres permettantétecter les lymphocytes T CD8
spécifiques). Apres implantation intracérébrals, deux tumeurs se développent rapidement
et entrainent le déces des animaux dans un détbb @22 jours respectivement. L'analyse
par immunohistochimie de la réponse immunitaireteume de la maladie a révélé une
infiltration tres modeste, voire inexistante, pausysteme immunitaire périphérique. Dans les
deux cas, les cellules microgliales sont les plosibbreuses, ce qui est en accord avec de
précédents travaux (Proeschoktt al, 2001; Striket al, 2004), et suggererait que les
tumeurs, en particulier le modéle E.G7 attirentaadhiles, comme cela a déja été montré par
ailleurs (Platteret al, 2003). Dans ce modele, de fagcon intéressantejarquage CD11c et
CMH cl.ll est associé aux cellules microglialesj gaurraient donc, sous l'influence d'un
facteur sécrété par cette tumeur (le GM-CSF partiin candidat sérieux), dériver en cellule
type dendritique (Fischer et Reichmann, 2001; Sabtagioet al, 2001).

La déplétion des lymphocytes T régulateurs a dal@sérésultats variables en fonction
du modéle : sur le modele le plus agressif (B16}Ftette seule déplétion n'a pas de
conséquence significative sur la survie de l'anini&nalyse immunohistochimique de la
réponse immunitaire a des temps précoces devraiighiee de déterminer si juste aprés ce
traitement quelques lymphocytes T cytotoxiquedtiefit quand méme la tumeur. Concernant
le modele E.G7, 80% des animaux sont capables e@aseal traitement d’éliminer leur
tumeur. Dans la mesure ou cette tumeur dérive tiymome, nous nous sommes assurés au
préalable par cytofluorométrie en flux ainsi que pamunohistochimie apres implantation
dans le cerveau de I'absence d’expression du EeefD25. Ces résultats confirment donc

gue les lymphocytes T régulateurs, bien que nomctitles dans le cerveau, ont une
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influence sur les réponses immunitaires localeb@dz et Kipnis, 2005; Yet al, 2005).

Par ailleurs, nos résultats vont aussi dans le derpériences réalisées sur des gliomes ou ce
traitement améliore le temps de survie des aninsans toutefois les guérir (El Andaloussi

al., 2006a), ce qui montre que selon I'agressivitéuetimmunogénicité de la tumeur, la
déplétion des lymphocytes T régulateurs se tradmiranon par un bénéfice concernant la
survie de I'animal.

En couplant cette déplétion a I'injection d’agemts-inflammatoires comme les CpG-
ODN, aucun changement n’a été observé quant avéesides animaux porteurs de tumeurs
intracérébrales. Pourtant, lorsque la méme expeziest réalisée sur les tumeurs implantées
en périphérie, toutes les souris rejettent la turkeG7 et la croissance de la tumeur B16-F10
est retardée. Les CpG-ODN ont malgré tout un gfetitif au moins sur le modele E.G7
intracérébral puisque leur utilisation seule augeémtemps de survie des souris et provoque
le rejet de la tumeur chez 30% de celles-ci, cel@uwaussi est en accord avec des études
réalisées sur des gliomes (Carpengieal, 2000; ElI Andaloussét al, 2006b). De plus, tous
les animaux survivants ont été re-soumis a l'ingecde cellules tumorales en sous-cutané
mais aucun n’'a développé de tumeur, montrant darigng mémoire immunitaire a été
développée suite a notre traitement.

Nos résultats suggerent donc que ces deux thérdipijestion de CpG-ODN et
déplétion des cellules CD25ne permettent pas de cumuler leurs effets, cepquirait
s’expliquer par le fait que les CpG-ODN agissergsgucomme les anticorps anti-CD25, sur
linhibition de l'effet des lymphocytes T régulatsu(von Boehmer, 2005). Pourtant, étant
donné leur large spectre d’action, les CpG-ODN iantgpu permettre une réponse immune
plus efficace. Dans la mesure ou différentes ctadeeCpG-ODN existent (Carpentigtral,
2003), il serait intéressant d'évaluer d’autregyadiéoxynucléotides stimulants, voire un
meélange de plusieurs oligodéoxynucléotides. De, pllgourrait étre bénéfique de les injecter
a plusieurs reprises pour favoriser un recrutenmeassif d'effecteurs immunitaires a
proximité de la tumeur. Une autre possibilité pexpliquer nos résultats serait que les
antigénes tumoraux ne soient pas assez relargmasl’davironnement pour permettre une
initiation de la réponse immunitaire adéquate. Dapssens, nos deux modeles sont
intéressants puisqu’ils nous laissent I'opportumit@nalyser cette question en injectant, en

plus de notre traitement, les antigénes tumoraprogpiés.
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Les processus d’activation des cellules microgdiadent encore mal connus. Une
banque soustractive réalisée au laboratoire ertig dones de cellules microgliales stimulés
par I'lFNy avait permis de mettre en évidence 'immune respergene 1 (IRG-1) comme un
nouveau marqueur d'activation de la microglie (Matel, 2001). Auparavant, il avait été
décrit dans des macrophages stimulés par le LPSetla, 1995) puis ensuite il a été mis en
evidence dans des cellules dendritiques activéekd®S (Hoshinaet al, 2002). De facon
intéressante, ces auteurs avaient également mamgrénduction originale de cette molécule
par le TLR4 dans la mesure ou elle peut étre ird@ibmme les autres genes de réponse a
'IFN, par une voie dépendant du facteur MyD88, sraiissi par une voie indépendante de ce
facteur. D’autre part, I'expression de ce gene dg&segulée aprés infection par certaines
souches de mycobactéries (Baglkeal, 2006).

Bien que son réle dans I'animal adulte ne soit@amu, I'ensemble de ces résultats
ainsi que sa grande conservation dans I'évolutguggerent que IRG-1 pourrait étre un
facteur important de I'activation des cellules préatrices d’antigenes suite a leur stimulation
par I'lFNy ou les agonistes des TLR.

Pour ce travail, nous avons ainsi cherché a mieuactériser I'lRG-1. Aprés avoir
cloné les séquences murine et humaine, leur expreasété analysée dans divers tissus et
types cellulaires. Par ailleurs, son expressiogsaptimulation par les IFN de type | ou Il et
par les agonistes TLR a également été étudiée] guns sa régulation au cours du

développement de tumeurs cérébrales.
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ABSTRACT

Microglial cells are the major immune competeniscef the central nervous system
but their activation process is still poorly undecsl. In a subtractive bank between two YN
stimulated microglial clones, we previously highligd IRG-1 as a new potential activation
marker of microglial cells. With the aim to bettdraracterize this molecule, we derived the
human counterpart and showed that IRG-1 is expidessguite all activated immune cells
except T lymphocytes. We also demonstrated its amoln in antigen presenting cells
stimulated with type I/ll IFNs or TLR agonists. Mamver, we observed its downregulation
during intracerebral development that could be n&a with pro-inflammatory treatment,

suggesting its potential application as a predictharker of efficient anti-tumor response.
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INTRODUCTION

Microglial cells are the main resident antigen premg cells (APCs) of the central
nervous system (Gehrmamt al, 1995; Aloisi, 2001). Quiescent in a healthy brdirey are
rapidly activated following any injury of the braparenchyma (Kim et de Vellis, 2005).
However, their activation process is still poorlyderstood. As for other APCs, IMllows
microglial cells to be activated and to increasartantigen presentation potential (Alogd
al., 2000). In order to better characterize thesescalle previously studied differentially
expressed genes between two yr¢tivated microglial clones and highlighted themiome
responsive gene 1 (IRG-1) as a novel activatiorkaerasf these cells (Mahet al, 2001). The
initial description of IRG-1 concerned lipopolyshacide (LPS)- activated macrophages (Lee
et al, 1995), and many subtractive hybridization or Dblips analysis on dendritic cells or
macrophages stimulated by LPS Miycobacterium tuberculosifighlighted IRG-1 as an
upregulated gene (McCaffret al, 2004; Shiet al, 2005) Even if its role in adult animals is
still unclear, the only functional available dateowed its implication in embryo implantation
(Chenet al, 2003; Cheoret al, 2003), andsuggested that it could represent an important
factor of APCs activation, either following IRMNr toll-like receptor (TLR) stimulation. The
TLR family plays a crucial role in innate immunggainst microbial pathogens as well as in
the subsequent induction of adaptive immune resohERs are conserved evolutionary
receptors that have evolved to recognize consepagistogenic motifs and allow to activate
very efficiently the immune system by inducing eegsion of pro-inflammatory cytokines,
chemokines, interferon inducible genes or by favmuthe maturation of antigen presenting
cells (Medzhitov et Janeway, 2000; Pasare et Méazh2004; Kielian, 2006). To achieve
these functions, TLRs ultimately lead to the E-transcription factor activation, by
transducing the signal via MyD88 except for the BL®hich uses the TRIF (TIR domain—
containing adapter inducing IFB)- adaptor molecule and the IRF3 (IFN regulatoryda®)
transcription factor. Interestingly, a MyD88 indedent pathway implicating TRIF has also
been associated with TLR4 (Akira et Takeda, 20C\v#i et Akira, 2006).

Belonging to the interferon inducible genes, inducetably by a TLR4 stimulation,
IRG-1 has however a distinct regulation profilemiacrophages and dendritic cells, the IRG-
1 mRNA is rapidly upregulated following TLR4 stinatilon in a MyD88 dependant pathway
but also in a MyD88 independent pathway as indicde the use of TRIF, MyD88 and/or
STAT1 deficient mice (Hoshinet al, 2002; Hirotaniet al, 2005). Moreover, infection of
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macrophages witltMycobacterium tuberculosimduces IRG-1 expression, even if MyD88,
TRIF, TIRAP, TLR2 and/or TLR4 are disrupted (Stial, 2005), thus suggesting that other
membrane receptors and/or other adaptors couldgponsible for this induction. The unique
features of IRG-1 induction among interferon indei genes and the highly conserved
sequence of this molecule throughout evolution thls® suggest a key role of immune
responsive gene 1 in the activation of antigengtsg cells.

Analysis of the activation process of APCs is aywdrallenging issue. Indeed, at the
interface between innate and adaptive immunityy thee implicated in every immune
response of the body. As a consequence, pathodgmstry to subvert these cells. Notably,
during infection with Mycobacterium paratuberculosiseven if the membrane cell’'s
phenotype is not altered, some intracellular mdéscare disturbed and allow the pathogen to
proliferate (Zur Lageet al, 2003). Following the same idea, APCs during tuahor
development are submitted to immunosuppressedamagnt and are unable to assume their
pro-inflammatory effects even if they express pgrotsuch as MHC class Il or B7
costimulatory molecules, suggesting that some itapbintracellular pathways are inhibited
(Dutta et al, 2003; Schartneet al, 2005). Manipulation of all these altered pathwslysuld
thus give some new therapeutic options to fighseéhtemoral diseases.

To get further insights into the potential functioh IRG-1, we cloned the mouse
microglial sequence, found the human counterpadt stadied their expression in diverse
tissues and cells. IRG-1 regulation by type | driéfNs and TLR agonists was also studied at
the messenger and protein level. Moreover, we aadlyits expression during the
development of an intracranial tumor and followilogal treatment with pro-inflammatory

signals.
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MATERIALS AND METHODS

MICE

C57BI/6J mice were bred under specific pathogea-ftenditions in our animal facilities
using breeding pairs originally obtained from CharRiver Laboratories (France). For all
experiments, animals were used between 6 and 1Rswaekeage and were manipulated

according to European Union guidelines.

CELL CULTURES

Murine cells
EOC microglial cell linegEOC 20, 9), kindly provided by Dr W. S. Walkeresg cultured in
polymethylpentene (PMP) dishes (Nalgen, Rochekité)y,and maintained in DMEM medium

supplemented by 10% heat-inactivated foetal calimg(FCS), 2 mM L-glutamine and 20%
conditioned medium from the mouse bone marrow te# LADMAC, which secretes
macrophage-colony stimulating factor (M-CSF).

Isolation of primary_adult microglial celleras described elsewhere (Donneual, 2005).

Briefly, brains from 10 to 20 perfused animals wezenoved and homogenized tissue was
fractionated on a discontinuous 30:70% isotoniccélergradient (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France). CD11icroglial cells from the interface were then meiigally
sorted with biotin anti CD11lb mAb (M1/70, eBiosates) and anti-biotin microbeads
(Miltenyi Biotech) and further highly sorted by Wocytometry when indicated as previously
described (Donnoat al.2005).

To isolate splenicCD11 macrophages, CD1lcdendritic cells, CD4 and CD8 T
lymphocytes, CD19B lymphocytes and DX5NK cells, spleens were subjected to enzymatic
dissociation by DNAse | (0,1mg/mL) and collagengg®J/mL) (Roche), red cells were lysed
by osmotic shock and wanted cells were magneticaiyed with appropriate biotinylated
antibodies and anti-biotin microbeads. Purity & tells was assessed by flow cytometry. To
isolate dendritic subpopulations, CD11ells were first enriched by magnetic cell sortamgl
CD11b, CD& " and B220 were highly purified by flow cytometry sorting @n FACStaf
(Becton Dickinson).

The DO11.10CD4" T cell hybridoma was cultivated in DMEM supplemahivith 10% FCS
and the_B3ZCD8" T cell hybridoma was maintained in RPMI medium gemented with
1mM sodium pyruvate, 10mM HEPES, 2mM L-glutaminGln) and 25nM non essential
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amino acids. The B16-F10gp;melanoma cell line was grown in DMEM supplementéith w
10% FCS. E.Gthymoma cells were maintained in RPMI medium sep@nted with 1mM
sodium pyruvate, 10mM HEPES, 2mM L-glutamin (L-GIBpnM non essential amino acids
and 0.5mg/ml G418.

HUMAN CELLS

CHME microglial cell line was maintained in EMEM mlemented with 10% FCS, 7,5%
NaPO4, NaHCQ and 4mM L-GIn. Jurkat (T lymphocytes) and SK64lyBiphocytes) cell
lines were cultivated in RPMI supplemented with 1B&S.

Ex vivo human monocytes, NK cells, B and T lymphocytesewebtained after blood
centrifugation on a Ficoll gradient, platelet elvaiion, red blood cell lysis and cell isolation
by magnetic sorting. Dendritic cells were generdteth the enriched monocyte fraction after
a 5 to 7 days culture in RPMI supplemented with 108& and 20ng/mL GM-CSF and IL-4.
Where indicated, dendritic cell maturation was icetliby 20ng/mL LPS.

TISSUE BANKS:

Mice received an intravenous injection of steri ABS or PBS (1pg/g) and were euthanized
18 hours later. Organs were isolated after 2 mimtodcardiac perfusion with 0,9% NaCl and
were rapidly frozen in liquid nitrogen. Human cDN#A®re from Clontech (Mountain view,
USA).

REAGENTS AND TREATMENT CONDITIONS

Murine type | (IFNx, IFNB ; 100U/mL) and type Il (IFM ; 50U/mL) IFNs and human
recombinant IFN (100U/mL) were all from R&D (R&D systems, UK). TLRgands were
obtained from Invivogen (Toulouse, France) and wesed at the following concentrations :
PamCSK,; (TLR2), 1ug/mL ; zymosan (TLR2 and 6) ; Poly(l:CJLR3), 0.5ug/mL ;
ultrapure LPS (TLR4), 0.5pug/mL ; flagellin (TLR3)pg/mL ; R837 (TLR7 and 8), 1pg/mL.
CpG oligodeoxynucleotides (5' TCC ATG ACG TTC CTG@ CT 3', TLR9 ligand) were
purchased at MWG biotech and used at 1uM. TLR datimn were performed during 2 or 6
hours as indicated. T lymphocytes were stimulatéeére indicated for 24 hours with anti-
CD3 antibody (1pg/mL, BD-Pharmingen, San Diego, GAi-CD28 antibody (2pg/mL BD-
Pharmingen), PMA (100ng/mL) and/or ionomycin (1puM).

For kinetics studies, EOC cells were plated at2mbD 24h before stimulation and were then

analysed 1 to 48 hours after stimulation. Primalsq0.5X16/mL) were stimulated during
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24h with recombinant human IFN100U/mL), recombinant murine IFN50U/mL) or LPS
(5ug/mL for murine cells and 50ng/mL for human gekfter 12 to 24 hours of culture to

allow adherent cells to recover their normal motpbyp.

FLow CYTOMETRIC ANALYSES

In all the experiments, cells were first incubated20 min with 10 pg/ml anti-CD16/CD32
mADb (clone 2.4G2, rat IgG2b; BD-Pharmingen) to sattl Fc receptors and 30 min with 10
pag/ml mAbs. Fixation of biotin-labeled mAb was reled by Cy-Chrome-conjugated
streptavidin (1,25 pg/mL, BD-Pharmingen). The foliog mAb, either biotin or
fluorochrome conjugated, were from e-Biosciencean(®iego, CA) : anti-CD11b (clone
M1/70), anti-CD11c (clone HL3), anti-CD45 (clone-B01), anti-I-Ab (clone AF6-120.1),
anti-CD49b (clone DX5), anti-B220 (clone RA3-6B2anti-CD4 (clone RM4-5), anti-CD8
(clone 53-6.7), anti-CD19 (clone MB19-1). Anti-CDO®32 (clone 2.4G2, rat IgG2b) mAbs
and isotype control mAbs were all from BD-Pharmmg&an Diego, CA). Phenotype or
purity of the cells was analyzed by flow cytofluoretry using a FACScalibur

cytofluorometer (BD Biosciences, Erembodegem, Begi

RT-PCR ANALYSIS

Total cellular RNA was extracted using TRIzol reatgas indicated by the manufacturer
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). To avoid geito DNA contamination, RNA was
treated by DNAse | (1U/ug of RNA) for 15 minutesrabm temperature (Sigma). 2ug total
RNA was then reverse transcribed at 37°C for 1 mowr 50 pL reaction containing 200uM
of dNTP, 1pg of random primer pd@NjAmersham Biosciences, Orsay, France), 40U of
RNAse inhibitor (Invitrogen,.Cergy-Pontoise, Francand 200U of MMLV reverse
transcriptase (Promega, Lyon, France).

For PCR, 2 pL of the reverse transcription produatse used for amplification in a 50 pL
reaction containing 1.5mM Mg&1800uM of dNTPs, 1uM of each primer and 0.5U of Ta
DNA polymerase (Promega, Lyon, France). PCRs weropned in a Hybaid PCR Express
thermal cycler (Hybaid, Ashford, UK) with a denahgr temperature of 94°C (45 sec),
annealing temperature depending on the primers (&®dec) and extension temperature of
72°C (60 sec/1000bp) repeated for 34 cycles, thiecile being followed by an extension of
15 min at 72°C. Negative control lacking RT wereluded in each experiment to ensure

specificity.
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Real-time PCR was performed using a Biorad DNA BagPTC-200 (Biorad, Marnes-La-
Coquette, France). The PCR reaction mixture coethithe following : 0.5uL of reverse
transcription product, 7.5uL of Sybr Green Mastex (Biorad) and 5uM of each primers in a
final volume of 15uL. The PCR amplification profieas as follows : initial denaturation at
94°C for 10min, followed by 30 cycles of denatuatiat 94°C for 15 sec, annealing at 55°C
for 11 sec and extension at 72°C for 22 sec. Sp#gibf the amplified product was verified
by generating melting peaks and by confirmatorgtedphoretic analysis of a tenth aliquot of
PCR products. The modulation factor (Q) determirtimg relative variation of expression of
the tested mRNA in a stimulated cell compared ®rthn stimulated one was calculated as

follows : Q=2 | with Ct corresponding to the crossing point @iCt = (Ctyrna —

CtGAPDH)stimuIated cells— (CtnRNA - CEBAPDH)unstimulated cells.

Cloning and Sequencing

PCR products were first purified using Wizard SM ged PCR clean up System from
Promega (Madison, USA) following manufacturer’stinstions. Selected sequences were
then inserted into pcDNA3.1 V5/His TOPO TA vectoideE.Coli bacteria were transformed
as indicated by the manufacturer (pcDNA3.1/V5-HISPIO TA expression Kit, Invitrogen,
France). Insert’s orientation was checked by PGRgusne primer in the insert and the other
on the plasmid and sequencing was performed onutomatic DNA sequencer (Beckman
Coulter) using CEQ2000 sequencing kit (Beckman t@oul

Recombinant protein expression and Polyclonal adtds

pcDNA vectors containing IRG-1 sequence were textistl into COS or CHO cells using
lipofectamine as the transfection reagent. The saewmtor containing thgs-galactosidase
sequence was transfected separately as a posidivieco COS or CHO cells were then
cultivated for 24 or 48 hours before being harvébe Western blotting.

Polyclonal antibodies raised against the murinelRe&re generated by immunizing rabbits
with 2 different 14mers peptides, and specific laodies were purified on affinity column

(Covalab, Nice, France).
WESTERN BLOTTING .

Cells were harvested, lysed in a buffer contaifi@mM Tris ; 0.01% Nonidet P40 ; GnM
sodium orthovanadate ; 150mM NaCl ; 21 \M EDTA ; 2.5mM sodium fluoride ; 19
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mM PMSF and 1X complete protease inhibitor mixtgRoche). Cell lysates were then
separated on a 7.5% acrylamide gel in denaturimglitons and protein were transferred to
Immobilon membrane. Membranes were then saturaigd5&0 nonfat dry milk powder and
incubated with anti-IRG1 antibodies (3pug/mL). Déimt was made with an anti rabbit
horseradish peroxydase secondary antibody (1/50@®uthern Biotech) and ECL Plus

detection system (Amersham Pharmacia Biosciences).

Immunocytofluorescence

Cells grown on a glass microscopic slide were ¢& minutes with absolute ethanol. Non
specific binding sites were saturated with 10% radrmouse serum for 30 minutes and cells
were incubated overnight with following primary @nadies : mouse anti rabbit IRG-1
polyclonal antibodies at 1/500 and FITC coupledlg&2b anti mouse CD11b monoclonal
antibody at 1/100 (clone M1/70, eBiosciences). A#igtensive washing in 1X PBS, slides
were incubated 1 hour at room temperature with B&pled goat anti-rabbit secondary
antibodies (Biosources, Nivelles, Belgiur@bservations were made on a Olympus Fluoview
confocal microscope using 488 and 543nm lasers.

Intracranial Tumor Models

For intracerebral tumor implantation, mice were plgeanesthetized by intraperitoneal (IP)
injection of a mixture of 90 mg/kg of ketamine ab@ mg/kg of xylazine and placed into a
stereotaxic frame (Kopf). 2X£0tumoral cells or PBS were slowly injected into tfight
frontal lobe (2mm right to the median suture, 0.5mimead the Bregma and 2.5mm from the
surface of the brain) through a Hamilton syringe@dted to a penetrating depth controller.
After each injection, the syringe was held in plémean additional minute and was slowly
removed to reduce backfilling of injected soluti@even (B16-F10 cells) or ten (E.G7 cells)
days later, animals were re-anesthetized ang [ENO0U) and/or CpG-ODN (20ug) or PBS
solutions were injected in the same coordinatdsviahg the same procedure as for tumoral
cells. Animals were euthanized 48 hours after theosd injection, were intracardiacally
perfused with cold NaCl and their brain was remoaed snap frozen in liquid nitrogen.
Total RNA of the right hemisphere were then exgdcand used for RT-PCR analyses as
described above.
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RESULTS

Identification of IRG1 as an activation marker of murine adult microglia

The molecular events occurring during NFMctivation and the identification of
potential markers of the CNS-resident macrophagbp®ulations were previously
investigated by our group using the subtractivecgss of cDNA representational difference
analysis (cCRDA) on IFM activated EOC20 and EOC9 microglial cells. Outtioé 16
molecules differentially expresseithe IRG-1 messenger originally found in LPS stineda
macrophages (Leet al, 1995), was identified and reported for the finste as a novel IFiX
activation marker for microglial cells (Mahet al, 2001). As shown by RT-PCR in Figure
1A, IRG-1 displayed a characteristic profile beistgongly upregulated in the EOC20 and
induced in the EOC9 following IFNor LPS stimulation. To confirm the results obtalimath
EOC clones, CD1Tbl-Ak™ CD45°" parenchymal microglia were highly purified fromabr
of normal adult mice as shown by flow cytometrialgsis (Fig 1B) and analysis of IRG-1
expression was performed by RT-PCR (Fig 1C). AlgiolRG-1 cDNA was not expressed in

primary microglia, the stimulation by IRMr LPS induced its expression.

Identification and cloning of the human IRG-1 homobgue

With primers designed using the previously publislsequence by Lee and co-
workers (sequence with accession number 950649 fteal, 1995), we cloned the
microglial murine IRG-1 open reading frame by PCHRp#fication. The sequence we
obtained present three major differences involvin@ shift of the reading frame (Figure 2)
but perfectly matched with the fourteen’s chromomosequence and the predicted mRNA
sequence (gi94398293) in NCBI data bases.

Murine IRG-1 cDNA sequence was used to screen timean genomic National
Center for Biotechnology Information database, andsequence with more than 80%
homology was found on the thirteen’s chromosomg 8A). The murine IRG-1 matched also
with the same homology to a predicted cDNA (gil1B8#21), already named “homo sapiens
similar to IRG-1". Primers pairs were designed arsed to identify cell lines expressing a
corresponding mRNA. Human IRG-1 open reading frarf@®Fs) were independently
isolated from human activated microglial and mahbsegpc cells, cloned in a pcDNA
expression vector and sequenced. As show in FigM@Bobtained an open reading frame of
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1506bp encoding a predicted polypeptide of 502a&dwes. Our sequence was slightly
different from the predicted one, lacking a 156egion (position 187 to 343 on the predicted
sequence) without disturbing the reading frame.

As for the murine one, the human sequence displaggaosylation and
phosphorylation sites but no predictable transmamdregion or sequence signal (Fig 3B).
Thesein silico predictions were confirmed by expressing our hue@NA in COS and CHO
cells. The protein was expressed as a V5 and ggethprotein allowing us to reveal a 50 to
60kDa band in the cell lysate (Fig 4) but not ia fupernatants (not shown)

Murine and human IRG tissue and cell distribution

To assess the tissular distribution of the IRG+jans were isolated from normal
adult mice or human and RT-PCR analyses on totah Rire performed. IRG-1 mRNA is
detectable only in the spleen in mice (Fig 5A) andpleen and barely in thymus and lung in
human (Fig 5B). However as indicated by our resattd by previous reports (Lest al,
1995; Maheet al, 2001), IRG-1 is induced or highly amplified aft@llular activation. We
then evaluated its expression in animals submitieal septic shock. 24h after an intravenous
injection of LPS, IRG-1 was still expressed in §meen but was now detectable in the CNS,
the heart, the lung and weakly in the thymus. Theime IRG initial description in the RAW
macrophagic cell line (Leet al, 1995) and in microglial EOC (Mahet al, 2001), its
expression in lung that might be attributable téltmating alveolar macrophages, and its
major expression in lymphoid organs, led us to labits repartition in cells of the immune
system.

Expression of IRG-1 in microglia and subsets o&splcells (macrophages, dendritic
cells, neutrophils, NK cells, T and B lymphocytés) mice and blood cells for human was
analysed by RT-PCR after purification. As shown Rigure 5C, the IRG-1 mRNA
distribution was strictly the same in the murinel &mman cells analyzed. Whereas IRG-1 is
not or very weakly detected in resting cells, xpression is clearly induced in microglial,
macrophagic, dendritic, NK, B cells after lifNr LPS stimulation. Distribution of IRG-1 was
further studied in the three distinct subpopulaiah mouse spleen DC (Fig 5D). Whereas
IRG-1 was expressed constitutively in plasmacyi@&20") DCs, its expression could be
induced in myeloid (CD1Th DCs by LPS. Our results indicate a preferentigression of
IRG-1 in the innate immune cells rather than inpyrocytes in the tested conditions.
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Requlation of IRG-1 expression by type | and Il Erferons

Plasmacytoid dendritic cells that express constgiy IRG-1 have been shown to
correspond to a specialized cell population thatlpces large amounts of type | interferons
upon viral infection(Nakanoet al, 2001; Martinet al, 2002).Moreover, LPS response are
mediated via TLR4 by both MyD88 dependent pathwessential for the inflammatory
response and the TRIF pathway, involved in IRF3vatton and induction of type | IFN
(Akira, 2006). Once secreted, IENand 3 can bind to the type | interferon receptor, a
heterodimer molecule consisting of IFNAR-1 and IFRE&, and can enhanced expression of
a set of IFN inducible genes. As type | and Il IFAdivate STATL1 transcription factor, we
compared the ability of IF& B ory to induce IRG-1 in the EOC20 cell line.

The IRG-1 messager appears in macrophages 1.5 fudlosing LPS exposure (Lee
et al, 1995). To determine if the kinetic of apparitiohthe IRG-1 mRNA following IFN
stimulations was the same, induction of IRG1 waalwated in microglial EOC20 by
guantitative real time PCR. The time course analysvealed a very rapid (less than two
hours) and potent induction of the IRG-1 mMRNA by tthree types of IFNs (Fig 6A).
However, type | IFNs caused only a transient exgpoesof the messenger with a maximum
expression at two hours post-stimulation and adrdpcrease leading to basal level between 8
and 12 hours for IFd and between 12 and 24 hours for (=NDn the contrary, stimulation

by IFNy provoked a sustained upregulation of the mRNAafdeast 48 hours.

Regulation of IRG expression by the TLR agonists

Among the characterized TLRs, TLR4 like TLR1, 2akd 6 are represented on the
cell surface and seem to specifically recognizedvad and fungal products that are not made
by the host whereas TLR 3, 7, 8 and 9 residestiadallular endosomes and specialize in the
detection of nucleic acids of pathogens. If all flemembers of this conserved TLR family
use the MyD88 adaptor, only TLR3, TLR4, TLR7, TLR& TLR9 induce type | IFN (Kawai
et Akira, 2006). Since microglial EOC are deriveoni C3H/HeJ mice naturally deficient in
TLR4 (Poltoraket al, 1998) and are cultured with M-CSF that pertutties €pG response
(Sweetet al, 2002), we then tested if stimulation of each TWRs able to induce IRG-1
upregulation in DC2.4 dendritic cells (Fig 6B). Myel APCs express TLRs, but it was
recently described that T lymphocytes were als@lbkpto respond to certain TLR agonists
(Sobeket al, 2004; Caroret al, 2005). We thus also stimulated T lymphocytes whté
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different TLR agonists. After 6 hours of stimulatjdRG-1 was upregulated by all the TLR
agonists tested in the dendritic cell line (Fig 6Bn the contrary, there was no detectable
IRG-1 expression in T-cells whatever the stimulasdi(Fig 6C). TLR2, TLR5 and TLR7/8
have been reported to be functional in T-cells emdynergize with TCR dependent stimuli
(Sobeket al, 2004; Caroret al, 2005). We thus activated CD4r CD8 T cell lines with
anti-CD3 mAb, anti-CD3 plus anti-CD28 mAbs and/bege TLR agonists. Once again, no
clear induction of the IRG-1 was noted (Fig 6D).

Detection and localization of the IRG protein

14 mer peptides were used to immunize rabbits argkherate polyclonal antibodies
against the murine IRG-1 protein. Western blottaxgeriments were carried out in EOC20
and 9 cells stimulated or not for 24 hours with ¢ or y using rabbit anti-IRG-1 Ab. As
shown in Fig 7A, a band of approximately 55kDa waly detected in the IFNactivated cell
lysates and not in the culture supernatants (dztahrown). No such band was obtained in the
IFNa and[3 activated cells, in agreement with our previougekc analysis on the messenger.
We then looked at the kinetic of expression ofgh&tein induced by IFistimulation of the
EOC20 cells (Fig 7B). Results clearly show the otthn of the protein 4 hours after
stimulation and its subsequent accumulation indbiks for at least 24 hours in complete
agreement with the mRNA expression.

We next studied by confocal microscopy the loc#lmaof the protein in the EOC 20
cells before and after 24 hours WrMctivation, a time sufficient for protein accuntida.
Photomicrographs confirmed the predicted cytoplalméalization of the protein colored in
red, in all the cell including its ramificationsigF7C). This was confirmed with the green
staining of the CD11b at the cell membrane whichrt colocalize with IRG-1. Activation
of the cells did not modify its cellular repartitignot shown).

REGULATION OFIRG-1DURING TUMORAL DEVELOPMENT

It is thought that IRG-1 could represent a markerthe activated toxic form of
microglial cells in the CNS (Liet al, 2006). During tumoral development, APCs are
confronted to an immunosuppressed milieu and aus thot fully activated. Notably,
Schartner and colleagues (2005) shown that in ¢émeegt of a glioma, microglia were not
able to normally respond to an INtimulation by upregulating MHC Il molecules. Wai$

wanted to assess if the IRG-1 expression was affeict the same way. We implanted two
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types of syngeneic tumoral cells in the CNS of achite, the immunogenic lymphoma EG7
and the very aggressive melanoma B16-F10, ancettédhem or not one week after (50% of
their predicted survival time without treatment}twa single injection of IFi§ CpG-ODN or
both. Expression of the IRG-1 mRNA was then analyse treated hemispheres by
guantitative RT-PCR. Healthy mice who received oRBS injection served as a reference
and their IRG-1 expression level was normalized. t@~ig 8). In the presence of the more
immunogenic E.G7 tumor, IRG-1 was upregulated &¥s$ but only 3.7 times with the very
aggressive B16-F10 tumor, what is in great coriatatvith the infiltration level of these two
tumors by cells of the immune system (Donretual, in preparation). Following IFN
treatment, we observed a 36 times upregulationR@-1 mMRNA in tumor free mice but
surprisingly, we did not found any significant uguétion of IRG-1 in mice bearing the two
types of tumor after IFinjection compared to mice bearing the tumor alddeG-ODN
were more potent in inducing IRG-1, with valuesgiag from 136 times overexpression in
tumor free mice to 73 times overexpression in B16-Bearing mice. The combination of
CpG-ODN plus IFN was dramatically more efficient to induce IRG-lithaa considerable
660 times upregulation in the tumor free mice, thas reduced to 390 times in the context of
the E.G7 tumor. On the contrary, there was onlyodest IRG-1 upregulation in mice bearing

the B16-F10 tumor, compared to the non treated.ones

144



DISCUSSION

The IRG-1 messenger, originally found in LPS stiatetl macrophages (Lext al,
1995), was identified for the first time in micragin our previous subtractive bank between
two IFNy activated EOC clones (Mahet al, 2001). Its expression was confirmed here in
activated primary adult microglia stimulated by Nbut also by LPS. Using the previously
published sequence by Lee and coworkers (1995)lareed the murine microglial IRG-1
open reading frame. The sequence we obtained peestmee major differences resulting in
a shift of the reading frame, but perfectly matchatth the fourteen’s chromosomic sequence
and the predicted mRNA sequence with accession augiB4398293 in NCBI data bases.
Since IRG-1 is highly conserved throughout evohlutiour murine IRG-1 sequence was used
to search for the human counterpart. A genomic esacpl was found with more than 80%
homology on the thirteen’s chromosome. Encoding -IR@DNAs were independently
isolated and cloned from human activated microgiiadl macrophagic cells. The fragments
we obtained presented a major difference with thegliption, lacking a 156bp region that
could reflect either an alternative splice or atman oversight in the predicted sequenice.
silico analyses gave no indication for a potential fuorctf this molecule. Human and mouse
sequences can potentially be glycosylated, but thegk a sequence signal or a
transmembrane region indicative of an extracellldealization, suggesting that IRG-1 would
rather be cytoplasmic. This cytoplasmic localizatiwas confirmed by our western blot
results revealing the IRG-1 protein only in thel dgtate and by our confocal microscopy
study. These data reinforce results from Li andeegiues (2006) showing that the IRG-1
protein was regulated by phosphorylation.

To gain insight into its potential function, the pegssion profile of the immune
responsive gene 1 was further characterized. Bgal#ér distribution of IRG-1 was restricted
to spleen in mice and to spleen and barely thymmdslang in humans. In mice subjected to
systemic inflammation, IRG-1 was also found in thgmus, the brain, corresponding to
microglia, the lungs, where the many alveolar mplcages could be responsible for this
expression, and the heart. Its major expressiotymphoid organs led us to look at its
repartition in immune cells. As was already showaiole, we found IRG-1 in activated
macrophages (Leet al, 1995), microglia (Mahet al, 2001) and dendritic cells (Hoshired
al., 2002), that would have suggested a preferentiaession in myeloid antigen presenting

cells. However, we also detected it for the firste in activated NK cells and neutrophils,
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thus suggesting that IRG-1 is a molecule playimgla in the activation of cells of the innate
immune system.

A classical way to activate innate immune cell®iengage TLRs or to stimulate them
with interferons. Type | and Il IFNs provoked aichpnduction of IRG-1 at the mRNA and
protein level in microglial and dendritic cells,ggesting a direct induction. This upregulation
was only transitory with type | IFNs but was suséal with IFN. The IRG-1 mRNA
upregulation was previously shown following TLR4nsilation via a MyD88 dependant
pathway but also in a TRIF dependant pathway, fngbby IRF3 (Hoshinoet al, 2002;
Hirotani et al, 2005). We showed for the first time that all wehlaracterized TLRs are able
to induce IRG-1 upregulation although with differezfficiencies. Given the fact that just
some TLRs are able to induce type | IFN secretoum,data show that TLR signalling could
directly induce IRG-1 expression. Our results ds® an agreement with the induction of
IRG-1 in TLR4" and/or TLRZ" macrophages infected witklycobacterium tuberculosis
suggesting that other receptors could be resp@n$plthis induction (Shet al, 2005). All
these informations thus suggest that IRG-1 carebalated by at least STAT-1, NF-kB and
IRF-3 transcription factors.

T lymphocytes also express TLRs. However, we wemnable to induce IRG-1
expression in these cells after TLR stimulationb&oand collegues (2004) showed that
TLR2 can act as a costimulator and as such needBGR signal to activate T cells. But even
with anti-CD3 mAb stimulation and eventually antd28 mAb costimulation, TLR agonists
did not induce IRG-1 in these cells. These resutgest either a different TLR transduction
pathway between APCs and T lymphocytes, or thatstimeuli applied were not optimal to
induce IRG-1 expression.

Despite all these results, few is known about threetion of IRG-1 in immune cells.
Recently, Li and colleagues (2006) observed th&-IRexpression was correlated with
different activities of microglial cells: neuropeative cells were IRG-Iwhereas neurotoxic
cells were IRG-1 During tumoral development, APCs are subjected do
immunosuppressed environment and it is not knowretlhdr they can efficiently be
reactivated in this context. Using tumor modelsealeped in the laboratory, we studied IRG-1
regulation before and after application of an imifaatory treatment. Interestingly, there was
an existing IRG-1 signal even without any treatmsnggesting that activated cells infiltrated
the tumor mass. After IFNapplication, IRG-1 expression was greatly enhar{ceare than
30 times) in the brain of healthy mice, but was uyptegulated in the presence of the tumors,
showing an altered transduction pathway. If CpG-Oldte used as the treatment, there was
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again a considerable increase in IRG-1 expressidrealthy brains, but even in the presence
of the two types of tumors, suggesting the greaticiency of these compounds to fight a
cerebral tumor. Interestingly, E.G7 bearing mieated by this way were often able to reject
their tumor (Donnouwet al., in preparation). When the two treatments were coethi we
observed a synergistic effect, because IRG-1 egmresvas much more important than with
either treatment alone. Surprisingly, even in thedr mass, this combination provoked a
very important increase in IRG-1 expression attléasthe E.G7 model, showing that CpG-
ODN were able to reverse the inhibition of the IpBthway. However, this treatment was
very aggressive and provoked the death of more tiadinof the mice, probably through a
massive cytotoxic response of local antigen prasgrmells (Adachiet al, 2006; Schrodeet

al., 2006). Concerning the very aggressive B16-F10aehdBG-1 was clearly less expressed
in all the condition tested but this correlatedIwgth the modest benefit of these treatments
to increase mice survival time.

Other functional data concern macrophages infewt#gd different mycobacterium
species (Basleet al, 2006). In this work, authors showed that someabgcterium species
were able to block the acidification of the endosaamd its fusion with lysosomes and also
showed that in this case, the IRG-1 mMRNA was dd&tal), thus suggesting that the protein
was involved in one of these altered functions. @&beer, it is also known that
mycobacterium can alter MHC Il presentation (Zurgéaet al, 2003). During tumoral
development, Schartner and colleagues (2005) denated that the MHC Il induction on
local APCs was altered and given our results shgWRG-1 regulation in this context, it is
tempting to speculate that this molecule couldrbplicated in the antigen processing and/or
antigen presentation machinery of immune cells. bést way to elucidate IRG-1 function
will certainly be to generate knock-out mice, bahsidering work from Chen or Cheon and
colleagues (Chewrt al, 2003; Cheoret al, 2003), showing IRG-1 implication in embryo
implantation, it will be necessary to generate domobl knock-out mice.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: IRG-1 is highly upregulated or induced in activated microglial cells. (A)
EOC20 or 9 cells were stimulated or not for 24 kowith IFNy or LPS and IRG-1 or
GAPDH cDNA were amplified by 35 cycles of PCHB) (Flow cytometric profile ofex vivo
microglia showing great purity of the cell<C)(Highly purified adult microglial cells were
stimulated or not for 24 hours with IgMNr LPS and RT-PCR analyses were performed to
amplify the IRG-1 or GAPDH cDNA.

Figure 2: Murine IRG-1 sequence.Alignment between the previously published sequence
of IRG-1 (“950649”) and the sequence obtained ia taboratory from microglial cells
(“labo”). Discrepancies between the two sequencesshown in blue (substitutions) and

black (gaps).

Figure 3: Identification and cloning of the human IRG-1 sequace. (A) Drawing
illustrating homology between the murine IRG-1 @rsequence obtained in the laboratory,
the human thirteen’s chromosome and the prediatedah IRG-1 mMRNA available in NCBI
databank under the accession number gi113424B83hucleic acid and proteic sequence of
the human IRG-1 cloned in the laboratoihe predictable glycosylation (squares) and

phosphorylation (circles) sites of the human segeeme shown.

Figure 4 : Expression of the recombinant human IRGL. Cloned human IRG-1 sequence
was transfected in COS or CHO cells and Westernn &halyses were performed after 24
hours to detect the recombinant protein. Line lockntransfected ; lines 2 to 4 : IRG-1

transfection.

Figure 5: Localization of the IRG-1 mRNA in murine and humantissues and cells(A)
Mice (n=3) were subjected to intravenous PBS or kij&ction and organs were isolated as
indicated in materials and methods. RT-PCR analysse then performed on total RNA to
reveal IRG-1 mRNA and GAPDH mRNA as a positive cont(B) Human organs cDNAs
were obtained from Clontech and used to amplify{R@&fter 35 cycles of PCRC] RT-PCR

analyses of mouse and human cells stimulated (HpbK-) with IFNy or LPS for 24 hours.
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(D) IRG-1 expression in sorted splenic dendritic salbpopulations. CD11c splenic dendritic
cells were isolated, and CDI1kCD8x" or B220 subpopulations were highly purified by

flow cytometry before 24 hours stimulation with LB&d subsequent RT-PCR analyses.

Figure 6: Regulation of IRG-1 expression by interfeons or TLR agonists (A) Kinetic of
expression of IRG-1 following IF&, IFNB or IFNy stimulation (1 to 48 hours) of the EOC20
microglial cell line. The modulation factor was @alhted as described in materials and
methods and represents the relative variation pfession of the analysed mRNA in the
stimulated cells compared to the non stimulated avfeose expression level is normalized to
1 (n=3, one representative result is showR).Nlodulation of IRG-1 expression in the DC2.4
cell line following 6 hours stimulation with theffdirent TLR agonists. Pam : Pg@8K; ;
Zym : zymosan ; I:C : poly I:C ; LPS : lipopolysheride ; Fla : flagelline ; R848 : imiquimod

; CpG : CpG-ODN 1826.G0,D) RT-PCR analyses showing the absence of IRG-1lesgpn

in T lymphocytes after stimulation with the diffateTLR agonists €) or stimulation with
PamCSK, flagelline or imiquimod combined or not with antiD@ and/or anti-CD28

activation D).

Figure 7: Expression of the IRG-1 protein in murine cells (A) Western blot analysis of
IRG-1 expression in EOC20 cells stimulated or not 24 hours with IFN, IFNa or
IFNB. (B) kinetic of expression of IRG-1 in EOC20 cellsldaVing IFNy stimulation. C)
Photomicrographs of EOC20 stained with rabbit polyal anti-IRG-1 antibody (red) and rat
anti-CD11b antibody (green) and analysed by comfiméeroscopy. The insert shows staining
with the secondary goat anti-rabbit antibody (&) the rat anti-CD11b antibody (green).

Figure 8: Regulation of the IRG-1 mMRNA expressionn a tumoral environment Adult
mice received an intracranial injection of PBS, E& B16-F10 tumor cells as described in
materials and methods. They were subsequentlyette@ or 9 days following tumor
implantation for E.G7 and B16-F10 respectivelynot with IFNy or CpG-ODN alone or in
combination. Treated hemispheres were then isolatedtotal RNA was used to study the
expression of IRG-1 by quantitative RT-PCR. Resalts expressed in modulation factor
representing the fold induction of IRG-1 in the efise brains compared to the PBS injected
tumor free brain whose IRG-1 expression level ismmadized to 1 (n=2, one representative

result is shown).
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Les illustrations de cette partie sont consultabtss la partie Annexe de TEL, dans le
fichier Figures Article4.ppt
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L'immune responsive gene 1 (IRG-1) avait initialenété décrit dans les cellules
microgliales (Maheet al, 2001), les macrophages (Let al, 1995) puis les cellules
dendritiques (Hoshineet al, 2002) activées par I'lFNou le LPS, laissant penser qu'il
s’agissait d’'une molécule impliquée dans l'activatdes cellules présentatrices d’antigénes.
Afin de mieux caractériser cette molécule, nousnawdoné la séquence murine, en révélant
des différences par rapport a la précédente segqumiridice (Leeet al, 1995). En se servant
de notre séquence, nous avons également clondgpremiere fois ’'homologue humain de
I'RG-1, présentant plus de 80% d’homologie aveséguence murine et confirmant donc le
haut degré de conservation de cet ARNmM au coufgwdaution, jusqu’au xénope (Schmidt
et Richter, 2000). L'IRG-1 est exprimé constitutivent dans la rate des souris ainsi que dans
la rate, les poumons et le thymus de 'homme. Aprgstion systémique de LPS aux souris,
'IRG-1 est induit dans le cerveau, le thymus, pesimons et le cceur des animaux. Ces
résultats suggerent donc un lien étroit de I'lR@véc le systeme immunitaire, les raisons de
'expression dans le cceur n’étant pas connuesearéhactuelle. Au niveau cellulaire, 'RG-1
a été detecté comme attendu dans les cellules ghales, macrophagiques et dendritiques
activées (Leeet al, 1995; Maheet al, 2001; Hoshincet al, 2002). Cependant, nous avons
mis en évidence pour la premiere fois son exprassams les neutrophiles et les cellules NK
activés, alors qu’elle est trés faible ou indételetalans les lymphocytes B et les lymphocytes
T dans les conditions testées, ce qui montre upeession préférentielle de ce messager au
sein du systeme immunitaire inné.

En plus de l'induction d’expression de I'lRG-1 ddFNy ou le LPS, déja montrée
auparavant (Leet al, 1995; Maheet al, 2001; Hoshincet al, 2002; Shiet al, 2003), nous
avons mis en évidence que les IFN de type | ainsilgnsemble des agonistes TLR étaient
capables d’induire au moins transitoirement ce agssdans les cellules présentatrices
d’antigénes, ce qui suggeére la encore une fondtiportante d'IRG-1 dans l'activation de
ces cellules. Etant donné que seuls certains THRisent la sécrétion d’'IFN de type | (Kawai
et Akira, 2006), nos résultats suggerent que léssvde signalisation des TLR sont capables
d’'induire directement I'lRG-1. Des analyses par Wgs Blot ont également permis de
révéler une régulation tout a fait superposabldaderotéine. Par ailleurs, I'IRG-1 a une
localisation cytoplasmique, aussi bien dans ldsilesl quiescentes qu’aprés activation.

La capacité des cellules présentatrices d’antigarassurer leur fonction au sein d’'une
tumeur est capitale pour espérer obtenir une r&pansg-tumorale efficace. Nous avons donc
analysé la régulation d'IRG-1 dans le cerveau deis@orteuses de tumeurs intracérébrales
avant et aprés application de traitements profimit@toires. L'environnement tumoral est
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régulierement décrit comme immunodéprimé (Gomedgrase, 2006) et nos résultats mettent
en évidence une expression atténuée d’'IRG-1 suiteednjection d’IFy dans ce contexte.
En revanche, les CpG-ODN s’avérent tres efficacas pé-induire I'expression d'IRG-1, ce
qui se traduit a terme par une augmentation dugatepsurvie de I'animal voire le rejet de la
tumeur (Donnouet al, en préparation). Une combinaison CpG-ODN et ViR permis
d’augmenter considérablement I'expression d'IRGdisns’est traduite par une mort précoce
des animaux, certainement en raison d’'une répafisenimatoire et cytotoxique trop violente
(Adachi et al, 2006). Ces résultats vont aussi dans le sensralmux effectués par Li et
collegues (2006), montrant une forte expressiolR@4L dans les cellules microgliales
neurotoxiques et une absence d’expression daneelkgdes neuroprotectrices dans divers
modeles de pathologies cérébrales.

Malgré toutes ces données, la fonction d’IRG-1 tnfesjours pas connue. Les seules
données disponibles montrent un réle important @4R dans I'implantation embryonnaire
puisque le blocage de son expression empéchedtiondle I'ceuf (Cheet al, 2003; Cheon
et al, 2003; Catalanet al, 2005). Les travaux de Basler et colléegues (2@d6)également
montré une corrélation entre le blocage de la fudw lysosome avec le phagosome dans des
macrophages infectés par des mycobactéries et um@ution de I'expression d’'IRG-1,
suggérant une possible implication de celui-ci danprocessus.

Afin de mieux préciser sa fonction, la technologie l'interférence d’ARN est

actuellement en cours de mise au point au laboeatoi
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DISCUSSION
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Les cellules microgliales sont les principalesudel immunocompétentes résidentes
du systeme nerveux central mais restent encorentascaractérisées a I'heure actuelle.
D’origine myéloide, elles expriment constitutiverhé@D11b ainsi qu’un faible niveau de
CD45. Colonisant trés tot le parenchyme nerveugsealssurent chez le foetus le remodelage
du tissu nerveux, régulent la survie des neurokksig-Tevaet al, 2004) et ont donc une
grande capacité de phagocytose (Giulian et Bak#g)l Chez I'adulte, elles deviennent
guiescentes et ont un phénotype moins activé quauges macrophages de I'organisme, en
exprimant de tres faibles niveaux des moléculesC#MH cl.I ou Il ainsi que des co-
stimulateurs de la famille B7 (Foet al, 1995). En cas de perturbation méme mineure de leu
environnement, elles s’activent, migrent sur le sle la lésion, proliferent puis expriment
plus fortement les molécules nécessaires a lamatg® de I'antigéne (Aloisi, 2001; Ma&k
al., 2003; Rocket al, 2004). Elles changent également de morphologieretent petit a petit
les prolongements caractérisant leur état quiesgent adopter une morphologie de type
macrophage (Gehrmanet al, 1995). En cas de neurodégénerescence, des sellule
immunitaires périphériqgues sont susceptibles dtiefi le parenchyme nerveux et en
particulier des monocytes se différenciamsitu en macrophages. Un des probleme majeur en
neuroimmunologie est de réussir a différencier sanbiguité ces macrophages des cellules
microgliales activées (Guillemin et Brew, 2004).

Au laboratoire, une banque soustractive obtenud’a@plification de la différence
représentative entre deux clones de cellules nlieteg activées par I'lFil avait permis
d’isoler seize ADNc (Mahet al, 2001). Nous avons donc cherché si parmi ces messa
certains pouvaient permettre la discrimination ergllules microgliales et macrophagiques.
L’analyse initiale par Northern blot a révélé quais messagers (1F3, 1H4 et 1D12) étaient
absents de la lignée macrophagique J774 ainsi egiendcrophages péritonéaux primaires, ce
qui a ensuite été confirmé par RT-PCR, techniqu#ement plus sensible. Ces trois
molécules n'ont également pas été détectées danmderophages primaires purifiés de la
rate, ni dans les macrophages dérivant de monosgigguins, plus susceptibles de pénétrer
dans le parenchyme nerveux. Par ailleurs, aucuest exprimée de facon constitutive dans
les monocytes, précurseurs des macrophages. Hiesetiraient donc une discrimination
précoce entre cellules microgliales et macrophagas cours d'une pathologie
neurodégénérative. L'IFN le TNFa et I'lL-10 sont trois cytokines ayant un role &dans le
systeme nerveux central, que ce soit pour induaetivation des cellules microgliales,

réguler l'activité neuronale ou encore terminer wéponse immunitaire, mais aucune n'a

158



permis d’'induire I'expression de 1F3, 1H4 ou 1DBaslles macrophages, suggérant que ces
messagers puissent rester discriminant méme dass eogironnements cytokiniques
particuliers. Cependant, les réactions immunes sanactérisées par un environnement
beaucoup plus complexe avec de multiples facteacséges par les difféerentes cellules
présentes et il ne peut pas étre exclu que l'ufiamire des messagers soit induit dans ces
conditions.

Nos résultats montrent également que ces trois agess sont exprimés dans la
microglie adulte primaire etx vivo In vitro, ils se répartissent differemment dans les lignées
EOC, 1F3 étant présent dans toutes les lignées t€€§i€es, alors que 1H4 serait restreint a
'EOC20 et 1D12 a 'EOC20 activée. L'existence dms populations microgliales étant
soupgonnée, ces molécules pourraient étre de naxivearqueurs permettant de dévoiler ces
sous populationsn situ. Ainsi, il serait particulierement intéressant pleuvoir analyser
'expression de 1F3, 1H4 et 1D1# situ, au cours du développement d'une maladie
neurodégénérative telle que I'EAE. S’ils restaidisicriminants aux différentes phases de la
maladie, cela permettrait de mieux analyser laligation respective de la microglie, voire de
sous populations microgliales, par rapport aux otages et peut- étre de déduire certaines
fonctions différentes pour ces types cellulaires.

La molécule 1F3 correspond a la sulfatase extrdeett sulf-2. Cette enzyme, active
a pH neutre, fonctionne a la surface de la celjuliela secréte ou peut étre excrétée dans le
milieu. Elle élimine les groupements sulfate deaicbs d’héparane sulfate constituant la
matrice extra-cellulaire et peut également avourmubstrat I’'héparine (Morimoto-Tomitd
al., 2002). De fagon intéressante, le niveau de suifet des héparanes détermine leur
possibilité de lier différentes molécules tellesegdes cytokines, chimiokines ou encore
facteurs de croissance (Uchimwiaal, 2006). Ainsi, sulf-2 permet de réguler la prakifigon
des cellules, l'angiogenese ou encore la dispot@bildes cytokines dans le
microenvironnement immédiat de la cellule la seoret Par conséquent, I'expression
constitutive de sulf-2 dans la microglie suggére gette molécule soit impliqguée dans le
maintien de 'lhoméostasie du parenchyme nerveuxtaDen intéressante, la dérégulation de
cette enzyme peut avoir des conseéquences trestegfaissulf-2 est considéré comme un
facteur de risque lié aux tumeurs cérébrales nommi@ohanssoat al, 2004). Les cellules
microgliales infiltrant trés largement les gliomésserait intéressant de voir si elles peuvent
contribuer par I'expression de Sulf-2 a favoriseiptolifération et 'angiogenése associée a

ces tumeurs.
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Le messager 1H4 correspond a la protéase neximibjteur des activateurs de la
cascade de dégradation de la matrice extracebutdifaisant partie de la famille des serpines.
Elle avait déja été décrite au sein du systemeen@reentral notamment dans les astrocytes
(Choi et al, 1990), mais pas jusqu’alors dans la microglie. pt@téase nexine est aussi un
puissant inhibiteur de la thrombine qui présentea@breux effets dans le systeme nerveux
central : prolifération astrocytaire, blocage dedaissance neuritique, clivage de la protéine
basique de la myéline, chimiotactisme des monogcwetvation des cellules endothéliales,
perméabilisation des vaisseaux sanguins. En blaagesnactivités, la protéase nexine 1 aurait
plutét des fonctions anti-inflammatoires, notamment cours de 'EAE, méme si des
expeériences complémentaires sont nécessaires poéires certain (Beiliret al, 2005). En
effet, cette protéine peut avoir des conséquenassi dien bénéfiqgues que néfastes sur la
population neuronale, le tout dépendant généralenhersa concentration (Smirnoea al,
1996; Luthiet al, 1997; Meinset al, 2001; de Castro Ribeiret al, 2006). En bloquant la
dégradation de la matrice extracellulaire, la @s¢e nexine peut également réguler la
migration des cellules I'exprimant, suggérant gee tellules microgliales exprimant 1H4
soient moins mobiles que les cellules ne I'expritas. Il est de ce fait tentant de penser que
les cellules microgliales 1H4 soient proches des vaisseaux sanguins (localisatio
juxtavasculaire par exemple) et régulent précocériactivité de la thrombine, ainsi que
linfiltration leucocytaire, a I'image de la fortexpression de la protéase nexine 1 dans les
pieds astrocytaires au contact des vaisseaux @labj 1990).

Le troisieme messager permettant de discriminaeanicroglie et macrophages est
1D12. Toujours pas identifié a I'heure actuellgyriésente 90% d’homologie avec la protéine
de rat liant les fragments Fc des immunoglobuli@g$o/BP). Bien que les tailles observées
sur les Northern Blot soit tres différentes, il psssible que 1D12 représente I'homologue
souris de cette FBP. La FgBP peut lier toutes les IgG, est produite par aeetacellules du
colon et est sécrétée dans le mucus de la lunmtgstinale ou elle participe certainement a la
protection immunitaire de l'intestin chez I'homnigafadaet al, 1997). Elle a été également
décrite dans la thyroide ou son niveau d’expresserait un marqueur diagnostique possible
de différents types de tumeurs (O'Donoeaml, 2002) et son niveau d’expression sérique est
plus élevé chez les patients atteints de maladiésinamunes (Kobayashet al, 2001).
Cependant, la fonction de cette protéine dans ifigsehts organes et par conséquent dans le
cerveau est inconnue. Son expression sélective [#DE€20, au méme titre que la protéase
nexine, pourrait signifier qu’elle joue un rble dala protection du parenchyme nerveux

contre l'infiltration d’lgG potentiellement autoréaves.
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Ces trois messagers pourraient donc représentemalgeaux marqueurs de
discrimination entre cellules microgliales et matragiques. Jusqu’a présent, aucun outil de
ce type n'a encore été développé chez la sourissedide autre étude s’intéressant a ce
probleme a utilisé une technique de protéomiquesatds cellules microgliales néonatales et
différents autres macrophages, sans réussir aifidertte réelles différences (Enos¢ al,
2005). La seule protéine ayant un profil différétit la superoxide dismutase, plus exprimée
dans les macrophages, mais la microglie pouvangrgénune flambée oxydative est
susceptible d’exprimer cette protéine apres adtimatAinsi, 1F3, 1H4 et 1D12 sont de
nouveaux outils moléculaires susceptibles d’appatte nouvelles informations quant aux
fonctions respectives de la microglie et des mdwagps. Il serait ainsi particulierement
intéressant de voir si les protéines correspondastat exprimées de la méme maniére et
donc de réussir a cloner la séquence de 1D12. Heammtée leur répartition dans les EOC, |l
est aussi envisageable que ces molécules permektentistinguer au moins deux sous-
populations microgliales et des expériences de ldootarquage par hybridatian situ et
immunohistochimie pourraient étre envisagées pdsewer la colocalisation ou non des

messagers ou protéines.

Lors d’'inflammation du parenchyme nerveux, en plas macrophages périphériques,
des cellules dendritiques, absentes d’'un cerveia) ggparaissent. Hormis linfiltration par
des cellules sanguines, l'une des hypothéses pxpiigeer leur apparition est qu’elles
pourraient dériver des cellules microgliales. Efetefcertains auteurs ont montré que la
microglie cultivée en présence de GM-CSF pouvaiéggr une population de cellules de type
dendritique, tout au moins vitro (Fischer et Reichmann, 2001; Santambragial, 2001,
Ponomarevet al, 2005a). Les cellules obtenues expriment CD1lclXBbDet selon les
modeles un faible niveau de CD205, mais par contegpriment pas CD8, ce qui les
placerait dans la famille des cellules de type oigéls (Fischeet al, 2000; Suteret al,
2003). Elles expriment aussi les molécules du CMHainsi que des costimulateurs comme
CD80 et sont donc capables d’interagir efficacemaméc les lymphocytes T naifs.
Cependant, les conséquences de cette interactiohlesg# dépendre des situations ou des
modeles employés : isolées de cerveaux de soteistas d'EAE, Fischer et Reichmann en
2001 ont montré que ces cellules étaient capaleldsik proliférer des lymphocytes T en test
de présentation allogénique ou en présentatiogéamitue directe, avec une efficacité accrue
au pic de la maladie ; peu aprés, Suter et cole@®@03) ont quant a eux montré que les

cellules issues de leur modele EAE inhibaient lalif@ration des cellules T. Lors d’'une
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infection par le parasite toxoplasme, ces cellutesdritiques semblent encore plus
performantes que les cellules spléniques et setrbeaucoup d’IL-12 (Fischeat al, 2000)
alors que dans un modele d’ischémie, elles retdantdes Iésions et ne semblent méme pas
interagir avec des lymphocytes T (Reichmagtnal, 2002). Ainsi, a I'image des cellules
microgliales, les cellules dendritiques « cérélral@ourraient avoir des fonctions bénéfiques
comme néfastes, et contribuer a l'inflammation au c@ntraire inhiber I'activation des
lymphocytes T. Pour le moment, il n’existe pas deyem de distinguer ces cellules d’origine
microgliale des cellules sanguines infiltrant legmehyme nerveux. Aussi, il serait intéressant
d’exploiter a nouveau la banque soustractive dwrktbire pour voir si une ou plusieurs
molécule(s) pourraient étre spécifiquement expr{s)éaar ces cellules. En effet, des analyses
préliminaires ont montré que si tous les messagtagent présents dans les cellules
dendritiques générées a partir de moelle osseeigerépartition était inégale dans diverses
sous populations dendritiques spléniques. Malhearaent, dans la mesure ou les cellules
microgliales sont difficiles a cultiver et qu'elle® générent qu’une certaine proportion de
cellules dendritiques filles, il est trés compligliérriver a isoler suffisamment de ces cellules
pour les analyser plus précisément. L'immortal@atile quelques cellules permettrait donc

de travailler plus facilement.

Ainsi, cellules microgliales et dendritiques ont lien particulier. Or, les cellules
dendritiques offrent des potentiels tres intéretssdans le traitement de diverses pathologies
et en particulier des tumeurs. En effet, ce santckules présentatrices d’antigénes les plus
performantes dans la mesure ou elles migrent gsrgdnglions lymphatiques et sont capables
d’activer les lymphocytes T naifs par présentatiotigénique classique ou par présentation
croisée. Ce dernier mode de présentation de l'améigest particulierement important dans le
cadre de la réponse anti-tumorale puisqu’il perdiattiver directement les lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques de la tumeur. Il avaitadéjé montré que la présentation croisée
pouvait avoir lieu dans le parenchyme nerveux ait éuffisamment efficace pour éliminer
une tumeur située dans cet environnement immurguegparticulier (Walkeet al, 2000;
Calzasciaet al, 2003; Calzasciaet al, 2005). Cependant, les cellules responsables de
l'activation des lymphocytes T n’avaient pas éténiifiees. Les candidats potentiels étaient
les cellules dendritiques et les macrophages nafits, dont la capacité a présenter les
antigénes de cette maniére a déja été démontréegRat Macary, 2004) et/ou les cellules

microgliales, dont la capacité de présentationsé®in’avait jamais été étudiée.
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En utilisant I'antigéne modéle ovalbumine et desphocytes T CDBspécifiques de
cet antigene, nous avons démontré pour la prerffuérda capacité de la microglie a effectuer
la présentation croisée. La plupart du temps, lgsipés travaillant sur la microglie
choisissent comme modele les cellules primairesessde cultures mixtes de cellules
néonatales. Or, ces cellules n'ont pas nécessaitel@e mémes propriétés que les cellules
adultes, enfermées dans un environnement immuncesggur (Floden et Combs, 2006). De
ce fait, nous avons inclus dans notre étude laagiier adulte primaire, les cellules primaires
néonatales issues de culture mixte et une lignézogliale. La présentation croisée de
'ovalbumine par les trois types cellulaires prouweda sécrétion d’IL-2 par un hybridome T
CDS8". Cependant, I'hybridome ayant une dépendanceefgiblur le signal costimulateur,
nous avons reproduit nos expériences sur des lyoy®T naifs isolés de souris OT-1, avec
un résultat similaire. Les cellules microglialedisgnt une ou plusieurs voies de présentation
croisée dépendant au moins en partie du protéasbrde complexe TAP, ce qui permet
d’exclure a priori la voie vacuolaire de présentation croisée pouracgigene modeéle
(Guermonprez et Amigorena, 2005; Rock et Shen, 2005

Toutes les microglies testées ont donc été capdtdetiver les lymphocytes T CD8,
mais avec une efficacité difféerente. La lignée CB(Blliot et al, 1996) est systématiquement
la plus efficace. De facon intéressante, elle ptésée phénotype le plus activé des trois
cellules, avec une expression constitutive des en@é du CMH ainsi que de CD80 et CD86.
Les cellules néonatales sont un peu moins perfdesaiklles ont un niveau d’activation
intermédiaire, mais elles sont généralement décktenme ayant une grande capacité a
endocyter/phagocyter les antigénes, ce qui peutigergp leur efficacité a présenter les
antigenes par la voie croisée. Quant aux celluliesogliales adultes que nous avons isolées,
elles sont quiescentes et n’expriment pas ou te&s lps molécules nécessaires a la
présentation de I'antigene, ce qui peut étre geliéur plus faible performance. Par ailleurs, il
est possible que diverses sous populations mialegliexistent et qu’elles n’aient pas la
méme capacité a présenter les antigénes, a l'imagse qui est rencontré pour les cellules
dendritiques ou les cellules CD8emblent plus efficaces (Heathal, 2004; Schnorreet al,
2006). De ce fait, les résultats obtenus avec leragiie adulte pourraient ne représenter
l'activité que d’'une sous population donnée, ce expliquerait également la présentation
croisée modeste obtenue avec ces cellules. Dasense il serait aussi intéressant de pouvoir
utiliser les données de la banque soustractive figurdiverses sous-populations potentielles

et d’analyser leur capacité respective a préséggeantigéenes.
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En injectant I'ovalbumine directement dans le caweet en isolant les cellules
microgliales par la suite, nous avons égalementtr@ayue la microgliex vivoétait capable
de présenter l'antigene aux lymphocytes T CDB®écifiques, malgré I'environnement
particulier du systeme nerveux central.vivo, I'issue de la présentation croisée peut étre
double : soit induction de la proliféeration du lyngeyte T («cross-priming »), soit
élimination de celui-ci (« cross-tolerance »)(Heah Carbone, 2001). L'environnement
cytokinique, le type de cellule présentatrice dganes et le type d’antigene ont un role
prépondérant dans cette issue. Il est donc prolzpl#ela microglie selon les circonstances
puisse induire une tolérance (parenchyme non 3Jctmé une activation (situation
inflammatoire).

Dans l'idée d’améliorer sa capacité de présentatioisée et de favoriser si possible
I'activation des lymphocytes T, nous avons applidivers stimuli pro-inflammatoires sur la
microglie adulte. Les interférons de type | soréstrefficaces pour activer les cellules
présentatrices d’antigénes et permettent mémevdeidar la présentation antigénique croisée
des cellules dendritiques (Lapermtaal, 2006). Quant a I'lFM il augmente I'expression des
molécules de CMH ainsi que des costimulateurs\airige donc la fonction de présentation
de l'antigene (Aloisiet al, 1999a). Cependant, aucun de ces stimulus n'aipatams nos
conditions d’améliorer significativement ['efficaéi de la microglie a « cross-présenter »
'antigene. Les oligonucléotides CpG sont aussi dBswulateurs efficaces du systéme
immunitaire, y compris dans le systéme nerveuxraeotl les cellules microgliales expriment
leur récepteur TLR9 (Dalpket al, 2002; Kuchteyet al, 2005). La encore, la stimulation par
les CpG-ODN seuls n’a pas eu deffet visible sumlizroglie. Une autre alternative pour
optimiser les fonctions de présentation antigénidaela microglie est de les stimuler au
préalable par du GM-CSF, ce qui leur permet d’adgui&s propriétés proches des cellules
dendritiques (Fischer et Reichmann, 2001; Santagret al, 2001). La combinaison GM-
CSF et CpG s’est ainsi révélée efficace pour amelisignificativement la capacité de la
microglie a présenter l'antigéne aux lymphocytesCD8". Il serait particulierement
intéressant de ré-analyser le phénotype de la glieresoumise a cette stimulation afin
d’apprécier les éventuels changements concerrexyréssion des molécules du CMH et des
costimulateurs associés.

Par ailleurs, il sera important de réussir a metiré&vidence la présentation croisée de
la microglie in vivo. Pour cela, des souris chimeres dans lesquelle®® $&@ microglie
exprimera les molécules du CMH cl.l seront générAgses injection de I'antigéne dans le

cerveau, la réponse des lymphocytes T cytotoxigpesifiques de celui-ci sera évaluée et

164



permettra de déterminer la réelle capacité desleslimicrogliales a assurer la présentation
croisée dans le contexte du systéme nerveux ceBtraffet, leurs potentiels de présentation
croisée et de dérive en cellule dendritigue poemas’'avérer intéressants pour lutter contre
les tumeurs cérébrales.

Les tumeurs cérébrales sont a I'heure actuellerdeogtique défavorable : leur site
d'implantation ne permet pas toujours I'exéreseligtite I'utilisation de la radio ou
chimiothérapie. Une alternative intéressante est daimmunothérapie active, un traitement
non toxique permettant d’'induire de facon spécdige rejet tumoral et une mémoire
immunologique évitant les récidives. Bien que laciaation par les cellules dendritiques soit
trés intéressante, notre choix s’est porté surinmeunothérapie active mais non spécifique
d’antigénes pour plusieurs raisons : (1) tout drdbd n’existe pas encore d’antigéne tumoral
spécifique aux tumeurs cérébrales bien défini, m&rde plus en plus de publications mettent
en évidence des antigenes communs a d’autres taneegmrimés chez certains patients
(Sasakiet al, 2001; Liuet al, 2003; Liuet al, 2004; Schmitzt al, 2007 ; (2) il est tres
difficile d’obtenir des quantités suffisantes detén@l tumoral pour envisager le chargement
des cellules dendritiques, d’autant plus que lesygs dérivent trés rapidement en culture et
changent donc de profil antigénique (Bilatral, 1991; Imaiet al, 1993) ; (3) le choix de la
population de cellules dendritiques a injecterpgeblématique, notamment dans le cerveau
ou ces cellules sont normalement absentes ; (4)imneunothérapie non spécifique évite
toutes les déviations introduites par I'expérimania(choix de I'antigene, choix de la cellule
dendritique, méthode de chargement de l'antigenet..laisse les cellules présentatrices
d’antigénesn situ se charger physiologiquement avec un antigeneé&p(®) le transfert en
clinique parait plus aisé dans la mesure ou lgetreent ne demande pas de protocole
completement individualisé.

De plus, il nous semble évident que pour pouvaipasser 'immunosuppression de la
tumeur combinée a celle liée au systeme nerveukrateni-méme, il faut envisager une
multithérapie levant simultanément différents peide tolérance sans basculer pour autant
vers l'autoimmunité.

Dans le but d’étudier de tels protocoles, nous s\aéveloppé deux modéles murins
de tumeurs intra-cérébrales. Dans la mesure oumtedeles de gliomes chez la souris ne
proposent pas beaucoup d’outils d’analyse, noussagpté pour le mélanome B16-GJ4. 45
transfecté par le peptide 33-41 de la glycoprotélneLCMV, trés agressif, et pour le
thymome E.G7 exprimant I'ovalbumine, plus immunagélh existe en effet pour chacun de

ces modeles des tétrameres permettant de repérenfant la présence de lymphocytes T
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spécifiques de la tumeur et des souris transgésiguant des lymphocytes T CD&vec un
TCR spécifique de I'antigene tumoral (souris Pldurpe gp33-41 et souris OT-1 pour
'ovalbumine), laissant I'opportunité de mieux caéiser les réponses immunes antigenes
spécifiques au sein du systeme nerveux central.

Dans un premier temps, afin de mieux évaluer pasuiée les conséquences de
différents traitements, nous avons caractérisadrag modéeles de tumeurs implantées dans le
cerveau de souris adultes. Apres implantation deO2€ellules B16-F10, les animaux
décédent dans un délai de quinze jours. Le secatkle, moins agressif, offre un délai de
survie plus important, de I'ordre de 20 a 25 jouoar le méme nombre initial de cellules. Les
analyses effectuées par immunohistochimie au tatenéa maladie révélent pour les deux
modéles une infiltration trés modeste par les E=€limmunitaires a I'exception notable de la
microglie. Dans le modéle B16-F10, quelques celub4 (lymphocytes T auxiliaires),
CD8' (lymphocytes T cytotoxiques), CDI1(cellules dendritiques) ou CMH cl'I(cellules
présentatrices d’antigénes) ont pu étre obsenessentiellement en périphérie de la masse
tumorale et/ou a proximité des vaisseaux sanglingevanche, trés peu de cellules ont été
trouvées au cceur de la tumeur. Concernant le mdeé&&, la situation est a peu prés
similaire a I'exception remarquable d’'un fort maage CD11b, CD11c, CMH cl.ll et CD4
occupant une grande partie de la tumeur. En I'atesede marquage CD3 ou CDS, il semble
peu probable que les cellules CDdoient des lymphocytes T. Elles représentent plus
certainement des cellules microgliales susceptibkgprimer ce marqueur (Dickt al, 1997;

Yu et al, 1998). De méme, il semblerait étonnant, dans ésume ou les autres cellules
sanguines sont trés peu représentées, que le mardiiallc soit du a une infiltration
massive par les cellules dendritiques périphériglieserait donc possible que les cellules
microgliales aient dérivé en cellules dendritiquesurtant, malgré cette présence importante
de cellules dendritiques, la tumeur n’'est pas @ék®mj suggérant que ces cellules
présentatrices d'antigenes infiltrantes aient aglapt phénotype immunosuppresseur. L'effet
du surnageant de cette tumeur sur la différenciaties cellules microgliales va donc étre
analysé au laboratoire.

Nos résultats sont ainsi en accord avec la plugestétudes sur les tumeurs cérébrales
montrant I'intervention limitée du systeme immuigpériphérique, par rapport aux cellules
microgliales (Badie et Schartner, 2001; Seikal, 2004). Dans ce sens, il serait intéressant
de trouver un moyen permettant de recruter leslesllimmunitaires périphériques et en
méme temps de réactiver le systeme immunitaird.l@spendant, il parait indispensable de

réussir auparavant a lever au moins en partie lumosuppression locale. L'un des
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mécanismes d'échappement le plus important dé@&demment est l'existence de
lymphocytes T régulateurs CD#résents au site méme de la tumeur (Wbal, 2002) ou
parmi les cellules sanguines des patients atteiotamment de gliomes (Andaloussi et
Lesniak, 2006; Fecaet al, 2006). Ceux-ci sont capables d’induire une toléeaspécifique
d’antigene (Nomura et Sakaguchi, 2005; Wang, 200&ang, 2006b) et dinhiber les
fonctions effectrices des lymphocytes T cytotoxgjapécifiques de la tumeur (Memgeelal,
2006). La dépléetion de ces cellules s’avere aigsiégalement bénéfiqgue dans le cadre de
traitements anti-tumoraux, ce qui a été montréghigieurs modeles de tumeurs périphériques
(Onizuka et al, 1999; Tanakaet al, 2002; Nagaiet al, 2004; Knutsonet al, 2006).
Cependant, au début de ce travail, leur implicatians le systeme nerveux central n'avait pas
été mise en évidence. Aussi, hous avons dans mmgrréemps analysé les conséquences de
la déplétion de ces cellules a I'aide d’'un antisaapti-CD25 sur la croissance des deux types
de tumeurs. Les résultats obtenus avec le mod@eFRQ révelent une efficacité tres limitée
de ce traitement sur une tumeur agressive avecldangilleur des cas un temps de survie
amélioré d’environ 10%. Ces résultats sont cepdaneiaraccord avec une étude réalisée par
Nagai et collaborateurs (2004) montrant que laétépl des cellules CD25 n’avait pas d’effet
sur la croissance de la tumeur B16-F10 implantésoais-cutané sauf si elle était combinée
avec une thérapie génique a I'lL-12, montrant &t de cette déplétion en tant que
traitement adjuvant. En revanche, les résultatsmilst avec les cellules E.G7 sont nettement
plus positifs dans la mesure ou 80% des animaibédrde cette maniere ont été capables de
controler la croissance de la tumeur et de I'élanitotalement. Nos résultats sont ainsi en
accord avec des données obtenues en clinique f&nafez I’'hnomme, une protéine de fusion
entre I'lL-2 et une toxine diphtérique (« denilemkliphtitox, ONTAK ») a été évaluée en test
clinique (Foss, 2006) et semble étre intéressasgentiellement contre les lymphomes (Dang
et al., 2004; Frankel et al., 2006), alors qu’alke donné aucun résultat probant dans le cas de
mélanomes (Attia et al., 2005). Une nouvelle mdkcy LMB-2 », générée selon le méme
principe, a été évalude vitro et permettrait d’éliminer les lymphocytes FoXR® épargnant
les autres. Mais cette derniére n'a pas encoregestéein vivo (Attia et al., 2006). Nos
résultats sont également en accord avec une atlte écalisée tres recemment chez des
souris porteuses d’'un gliome ou la déplétion degplyocytes T régulateurs améliore le temps
de survie des animaux, sans pour autant les gli#rkndaloussiet al, 2006a). Par ailleurs,
des études récentes ont montré que certains ag®iiss TLR, en plus de leur fonction pro-
inflammatoire, étaient capables de réverser lestimms suppressives des lymphocytes T

régulateurs et pourraient donc représenter desculel® thérapeutiques prometteuses. Dans
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ce sens, il pourrait étre intéressant de compaeeefifets de la déplétion des lymphocytes T
régulateurs CDZ5par l'anticorps PC61 et ceux obtenus par notamnestagonistes du
TLR2 et du TLR8 (Pengt al, 2005; Sutmulleet al, 2006).

Cette thérapie, bien qu’encourageante, n'est poupas suffisante pour traiter les
tumeurs implantées dans le cerveau des animawefféf) une autre cause majeure de la
tolérance pourrait étre la non maturation des lesldendritiques. Une voie prometteuse pour
provoquer leur maturation est de leur donner leaigle danger qui leur manque dans le
contexte tumoral en mimant par exemple une infactiBarmi les différents ligands
microbiens des TLR identifieés, les CpG-ODN, agasstiu TLR9, nous paraissaient trés
intéressants pour leurs différentes propriétés imoatimulatrices. Afin de favoriser une
réponse pro-inflammatoire, nous avons donc envisagéthérapie combinant déplétion des
lymphocytes T régulateurs et injection d’oligodéangléotides CpG (CpG-ODN). L'intérét
des CpG-ODN est gu'ils permettent d’'activer ledéddnts bras de la réponse immunitaire
(Weiner, 2000). Il existe cependant différentess#s de CpG-ODN n’ayant pas les mémes
propriétés sur les cellules immunitaires, certdalasse A), plus efficaces pour activer les
cellules NK et d’autres, les plus utilisés (claB3epermettant aussi d’activer les lymphocytes
B, les deux favorisant l'activation des cellulesdigtiques. Les CpG-ODN de la classe C,
activent I'ensemble de ces types cellulaires, marg moins bien connus (Carpentetral,
2003; Vollmeret al, 2004; Abelet al, 2005). Nous avons donc choisi un CpG-ODN de la
classe B déja décrit pour bien fonctionner en wnadjuvant en immunothérapie anti-
tumorale chez la souris (CpG-1826), que ce sois dias modeles de fibrosarcomes (Masbn
al., 2005), de mélanome (Swita} al, 2004) ou encore de neuroblastome (Sanefleal,
2003).

Lorsque qu’un tel traitement, combinant dépléti@s dymphocytes T régulateurs et
injection de CpG-ODN, est appliqué sur les tumemdantées dans le flanc de I'animal, les
résultats sont encourageants puisque le temps deamdétecter une masse palpable B16-F10
est doublé chez les animaux méme si ceux-ci dépeldpinvariablement une tumeur par la
suite. Par contre, lorsque les cellules E.G7 somilantées en périphérie, ce traitement
provogue un rejet systématique de la tumeur. Darta$ d’'une implantation intracérébrale,
aucun bénéfice net n'a été observé sur la tumeGreBiles expériences complémentaires sont
nécessaires pour optimiser le traitement sur dett@geur. Concernant la lignée E.G7, le
traitement combiné n'améliore pas les résultaterlg avec la déplétion des lymphocytes T
régulateurs seuls. Il est possible que I'absencgydergie entre déplétion des lymphocytes T
CD4'CD25" et CpG-ODN soit due au fait que les CpG-ODN omssaun effet indirect sur les
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lymphocytes T réegulateurs en rendant les lymphgcyle effecteurs insensibles a leur
suppression (von Boehmer, 2005). Pourtant, les OpBF ont un effet positif puisque
lorsqu’ils sont utilisés seuls, ils entrainent emps de survie de 30% supérieur a celui des
animaux sans traitement et surtout permettent a @8@animaux d’éliminer la tumeur. Ces
résultats montrent encore une fois que les répansasinitaires ne peuvent pas évoluer tout
a fait de la méme maniére dans la périphérie et damvironnement particulier du
parenchyme nerveux (Proeschadtial, 2001).

Dans un modéle de gliome chez le rat, Carpentierothborateurs (2000) avaient
obtenu un rejet de la tumeur chez 30 a 88% desaamirpar un simple injection de CpG-
ODN, dépendant de la dose et du temps d’injecfiams la méme idée, différentes doses et
temps d'injection des CpG-ODN sont évalués sur ehate nos modeles. Récemment, El
Andaloussi et collégues (2006b), la aussi en iajgatles CpG-ODN, ont doublé le temps de
survie de souris porteuses de gliomes GL261, ngent également montré que l'effet était
d( a une action pro-apoptotique directe sur la tunT@R9". Nos résultats intermédiaires
suggerent donc un effet variable des CpG-ODN ewtimm de I'agressivité de la tumeur.
L'effet d’autres classes de CpG-ODN ou d’'un mélangeplusieurs classes pourrait étre
évalué sur nos modeles pour voir s'’ils offrent dalieurs résultats.

Par ailleurs, dans la mesure ou les deux modéilésatexpriment un antigéne cible,
il serait intéressant de voir si le fait d’injectamtigéne en méme temps que les CpG-ODN
permet d’augmenter la réponse anti-tumorale. Eat,effos deux modeles s’averent plutét
compacts (notamment la tumeur B16-F10) et peut gtre les antigenes ne sont pas
suffisamment accessibles aux cellules présentatiic@ntigenes. Si cette stratégie s'avéere
payante, l'injection d’'un facteur favorisant I'agope ou la nécrose des cellules tumorales
pourra étre envisagée. En effet, la mort par néatdes cellules tumorales induit la maturation
des cellules dendritiques (Saugétral, 2000) de méme que I'apoptose a condition que-cell
soit accompagnée d’'un signal de stress (Fetrad, 2003; Obeicet al, 2007). Par ailleurs, les
travaux de Meng et collaborateurs (2005) avaienhtndol’intérét de la radiothérapie pour
libérer plus d’antigénes tumoraux et favoriserdgtr d’un gliome expérimental chez le rat.
Les agents chimiothérapeutiques pourraient égales@verer particulierement utiles en tant
gu’'adjuvant dans cette optique, notamment en é@ctorisés pour permettre une libération
directement dans le lit tumoral et réduire lesteffcondaires (Fourniet al, 2003; Garcion
et al, 2006).

De plus, étant donnés nos résultats sur la présantaocisée de la microglie adulte, il

serait intéressant de tester un protocole combidéplétion des lymphocytes T régulateurs,
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injection de CpG-ODN et GM-CSF afin de recrutermnaximum de cellules immunitaires et
de favoriser la présentation croisée aux lymphacyteytotoxiques. L'analyse de la présence
des lymphocytes T spécifiques des antigenes tumatans les ganglions cervicauximtsitu
dans le cerveau permettra non seulement dévakuar dctivation mais également leur
recrutement. Si celui-ci s’avere toujours insuffisal pourrait étre envisagé I'utilisation de
chimiokines en complément, telles que CXCL9 et $8na pour récepteur CXCR3 et qui
semblent importantes pour le recrutement et le neairdes lymphocytes T dans le cerveau
(Rebenko-Mollet al, 2006) ou encore MIRBet 3 a priori impliquées dans la migration
intracérébrale des monocytes/macrophages au celiS8AE (Serafiniet al, 2000; Trebset

al.,, 2001). Il sera également important d’appligues d¢kérapies sur des gliomes par
comparaison et sur des tumeurs déja établies. fem, dfnjection des CpG-ODN et la
déplétion des lymphocytes T régulateurs de faconulséanée a lI'implantation de la tumeur
s’apparente plus a un cas ou la masse tumoral@ @&tgaeliminée par chirurgie et ou I'on

chercherait a éliminer les cellules tumorales rédids.

Au cours de la mise en place de telles thérapigsexiste pas vraiment de moyen
prédictif de déterminer si le traitement a ou nam effet quelconque sur le systeme
immunitaire, il faut généralement attendre queitial décéde ou non. En particulier, il est
important de pouvoir suivre I'état d’activation desllules présentatrices d’antigénes qui
déterminent en grande partie la réussite ou nda d&ponse anti-tumorale. L’'expression des
molécules du CMH n’est pas un bon marqueur d'atttimapuisque comme nos résultats
notamment l'indiquent, un fort marquage CMH cl.dyp étre observé au sein d’'une tumeur
sans empécher celle-ci de croitre.

Au sein de la banque soustractive, une moléculentifite comme l'immune
responsive gene 1, montrait un profil d’expresspanticulier, étant fortement induite ou
surexprimée dans toutes les lignées microglialessagtimulation par I'lFM(Mahe et al,
2001) Ce travail montrait pour la premiere fois I'exmiesm de I'IRG-1 au sein de la
microglie, la seule autre publication relative ansessager concernait son induction rapide
dans une lignée macrophagique stimulée par le UR® €t al, 1995), suggérant donc
guIRG-1 puisse représenter un nouveau marqueuctidadion précoce des cellules
présentatrices d’antigenes. Nous nous sommes ddéressés a mieux caractériser cette
molécule. Le clonage de la séquence exprimée pacddules microgliales a révélé des

différences importantes avec la séquence précédempubliée, puisque 3 délétions ou

170



insertions par rapport a celle-ci provoquaient @talhge dans le cadre de lecture. Nos
résultats étaient néanmoins en parfait accord #eséquence nouvellement publiée du
génome murin ainsi qu’avec des résultats de séqgescautomatisés disponibles dans les
banques de données de NCBI. Une caractéristiquerierge de ce géne est son trés haut
niveau de conservation tout au long de I'évolutmmsqu’'une séquence homologue est
retrouvée depuis le xénope (Schmidt et RichterQP@d que par exemple entre le rat et la
souris, elle présente plus de 99% d’homologiedisdtit notre séquence murine, nous avons
donc cherché son homologue sur le génome humamsBguence homologue a plus de 80%
sur plus de 1000 pb a pu étre identifiée sur igitnme chromosome et associé a celui-ci une
prédiction du transcrit. En se basant sur ce deraieséquence codante potentielle de I'lRG-1
humaine a été clonée a partir d’'une lignée micabglhumaine et de monocytes humains.
Dans les deux cas, notre séquencage est parfaitéeatique aux prédictions informatiques

a I'exception notable d’'une région de 156 pb siteée5 absente de notre fragment. La
transfection de celui-ci dans les cellules COS #OCa permis de repérer une protéine
recombinante d’environ 50kD dans le lysat cell@aindiquant que notre séquence pouvait
étre traduite. La région absente pourrait donc éugggl’'existence d’'un épissage alternatif

pour I'IRG-1 humaine, ou I'oubli d’'un intron dare prédiction informatique.

Les analyses informatiques réalisées a partir de sémuences n’‘ont pas permis
d’identifier de domaines communs avec d’autres gmes humaines, la seule homologie
retrouvée concernant un domaine PrPD bactérien ntodzour la méthyicitrate
deshydrogénase, dont la fonction potentielle dasséllules immunitaires n’est pas connue.
La séquence IRG-1 est potentiellement glycosylabigis I'absence d'une région
transmembranaire et d'une séquence signal suggeéneet localisation cytoplasmique,
confirmée par nos résultats de microscopie condoettle Western Blot montrant la protéine
recombinante uniquement dans le lysat cellulaire. rEBvanche, elle présente aussi de
nombreux sites potentiels de phosphorylation, notant une tyrosine (position 338 dans
notre séquence), suggérant que l'activité de I&pre puisse étre régulée de cette maniére, ce
qui semble confirmé par les travaux récents de todaborateurs (2006).

Afin d’en savoir plus sur sa répartition dans langsme, et donc de gagner des
indications quant a sa fonction, I'expression d'HRG été analysée dans des banques de
tissus murins et humains. L'IRG-1 est exprimé atustement dans la rate des souris, ainsi
gue dans la rate, les poumons et le thymus de hmenApres injection systémique de LPS

aux souris, son expression est induite dans leeaervce qui confirme nos précédents
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résultats montrant sa présence dans la microghsj que dans le thymus, le cceur et les
poumons ou I'expression est dle probablement awxaphages alvéolaires.

La répartition d'IRG-1 plus particulierement dares lorganes lymphoides nous a
poussé a analyser plus précisément son expresaim lds cellules immunitaires. Comme
attendu, cette molécule a été détectée dans ldaleselmicrogliales primaires, les
macrophages activés et les cellules dendritiquesnm précédemment montré (Lee al,
1995; Maheet al, 2001; Hoshincet al, 2002). En revanche, pour la premiéere fois, nous
avons décrit 'IRG-1 dans les neutrophiles et lelfutes NK activés alors qu'il est tres faible
ou indétectable dans les lymphocytes B et T. Ail;-1 serait preférentiellement exprimeé
par les cellules du systeme immunitaire inné.

Pour activer les cellules immunitaires innées, il@erférons de méme que les
agonistes des TLR sont classiquement utilisés. issltats montrent une induction rapide
(entre une et deux heures) et transitoire de I'lIR@&ans la microglie par les IeNet 3 alors
gu’elle est nettement plus soutenue avec KFiMontrant que ce messager est induit par au
minimum STAT1, facteur de transcription commun erdes trois interférons. Par ailleurs,
nous deécrivons aussi pour la premiere fois que lesisagonistes TLR testés sont capables
d’'induire I'expression d'IRG-1 dans la microglienai que les cellules dendritiques. Nos
résultats sont en accord avec l'induction de I'RGlans des macrophages déficients en
TLR2 et TLR4 infectés paMycobacterium tuberculosisuggérant que d’autres récepteurs
pouvaient étre responsables de cette inductiongiSili 2005). Auparavant, seule I'induction
par le TLR4 et le TLR9 était connue (Hoshiabal, 2002). Dans ces travaux, les auteurs
avaient toutefois montré qu’en plus de la voie M@REEpendante, aboutissant a I'activation
de NFkB, IRG-1 pouvait étre exprimé aussi par la voie MgOndépendante du TLR4 sous
l'influence du facteur de transcription IRF-3. Btalonné que seuls certains TLR aboutissent
a la production d’IFN de type I, nos résultats memt que la signalisation par les TLR peut
induire directement IRG-1. Ainsi, IRG-1 pourraiteétégulé par STAT-1, NkB ou IRF-3.

Les lymphocytes T expriment également la plupag @ER (Sobeket al, 2004;
Caronet al, 2005) mais ne répondent qu’'a certains d’entre Ainxsi, Sobek et collegues
(2004) ont montré une fonction costimulatrice dgsréstes TLR2 chez la souris, alors que
Caron et collaborateurs (2005) ont montré un effietct des agonistes TLR5 et 7/8, en
particulier sur les lymphocytes T mémoires efferddwmains, induisant leur prolifération et
la sécrétion d’IFN notamment. Néanmoins, nous n‘avons pas été enrenabimduire

'expression d'IRG-1 dans des lymphocytes T mudpges stimulation par les agonistes TLR
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seuls ou en combinaison avec la stimulation du ¢exepCD3 et CD28. Ces résultats
étonnants suggérent donc des voies de transductionsignal différentes entre les
lymphocytes T et les cellules du systeme immumtaimé. Alternativement, il peut étre
envisagé que les stimulations utilisées ne soiastgptimales pour ce type cellulaire pour
réussir a induire IRG-1 et des expériences compiéiures seront donc réalisées.

Malgré I'ensemble de ces résultats, peu d’inforamiexistent quant a la fonction
d’'IRG-1. Des travaux récents de Li et collegue0@0montrent que les cellules microgliales
fortement activées, avec un potentiel cytotoxiggerienent le récepteur de chimiokine CCR9
et IRG-1, alors que les cellules neuroprotectrimmst CXCR3 IRG-1. Dans le cadre d’'une
immunothérapie anti-tumorale, il paraitrait donctérmassant d'arriver au phénotype
cytotoxique permettant d’éliminer les cellules tuaies.

En se basant sur ces données, nous avons voulsendhns les deux modeles de
tumeurs développés au laboratoire, la régulation I'd&pression d’'IRG-1 lors du
développement d’'une tumeur cérébrale et aprescapipin de divers traitements. La présence
d’'une tumeur établie est associée a une faibleesgfm de I'IRG-1 suggérant la présence de
cellules infiltrantes nouvellement activées. Apriégection d’IFNy, I'expression de ce
messager est fortement induite dans les cervedns ators qu’elle n'est pas modifiée en
présence du lymphome ou du mélanome, montrantajuei¢ de transduction de I'lj\est
altérée au sein de la tumeur. Par contre, I'exppes$IRG-1 est largement augmentée apreés
application de CpG-ODN en présence ou en I'absdeceimeur. De fagon intéressante, nos
résultats précédents avaient montré une surviamasux ayant été traités par les CpG-ODN
seuls, notamment dans le cas de la tumeur E.GEoBbinant les deux stimuli, I'induction
d'IRG-1 est nettement plus importante qu'avec kestdments séparés, montrant un effet
synergique des voies de transduction des TLR dilleldy. Dans la tumeur, ce traitement
réussi aussi a surpasser 'immunosuppression pssafgs cellules immunitaires et provoque
une tres forte augmentation d’'IRG-1, suggérant méoeela stimulation du TLR9 réussisse a
lever l'inhibition de la voie IFN, étant données les nombreuses interconnections kestr
deux voies (Schrodest al, 2006). Cependant, ce traitement est trés agretsaifprovoqué la
mort de plus de la moitié des animaux, certaineneantaison d’'une réponse cytotoxique
massive des cellules présentatrices d’antigeneslel®c(Adachiet al, 2006). Toutes ces
données suggerent que I'IRG-1, dans les modeleslipiques, pourrait étre un marqueur

préedictif intéressant de I'efficacité et/ou de yaéotoxicité d’un traitement inflammatoire.
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D’autres données fonctionnelles concernent des aphages infectés par diverses
souches de mycobactéries: une souche provoquarttibition de ['acidification du
phagosome et de sa fusion avec le lysosorivycgbacterium avium subspecies
paratuberculosiskentraine aussi une diminution de I'expression @G4R '’ARNm ayant une
demi-vie raccourcie (Basleat al, 2006). De facon intéressante, ces macrophagssient
aussi une capacité de présentation antigéniqueéalt@ur Lageet al, 2003), suggérant
gu’IRG-1 puisse intervenir dans I'un ou l'autre ais phénomeénes. Durant le développement
tumoral, une étude réalisée par Schartner et aobddburs (2005) avait montré que les
cellules présentatrices d’antigenes infiltranttlemeurs cérébrales avaient perdu la capacité a
augmenter correctement les molécules du CMH cl8hm en réponse a un stimulus pro-
inflammatoire. Etant donnés nos résultats conceédaarégulation d'IRG-1 dans ce contexte,
il serait tentant de penser qu'IRG-1 puisse inteirvéans I'apprétement et/ou la présentation
antigénique des cellules présentatrices d’antige@eEs hypothéses seront explorées au
laboratoire par la mise en place de la technoldgi#interférence d’ARN, qui devrait petit a
petit permettre d’en savoir plus quant aux fonciaftérées en I'absence d’'IRG-1. Afin de
mieux comprendre les diverses fonctions de cetéejme, il pourrait étre particulierement
intéressant, a plus long terme, de générer desssaéificientes en IRG-1. Cependant, deux
publications avaient mis en évidence que IRG-1 étgrimé pendant une fenétre tres courte
lors du développement et intervenait dans I'im@#onh de I'ceuf dans l'utérus (Che al,

2003; Cheoret al, 2003), ce qui impliquera de générer des soufisidgtes conditionnelles.
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En conclusion, les cellules microgliales, princgsatellules présentatrices d’antigénes
du systéme nerveux central, présentent un potentégessant dans la lutte contre les tumeurs
cérébrales notamment par leur forte tendance Hrénfices tumeurs et par leur capacité a
dériver en cellules dendritiques, mais elles rdéstmcore assez mal connues a I'heure
actuelle. Ce travail aura permi de mettre en éviddrois nouveaux marqueurs moléculaires
de discrimination entre ces cellules et les maagph périphériques chez la souris, outils qui
a terme devraient permettre de mieux comprendd&ideulement des réponses immunitaires
dans le cerveau. Par ailleurs, nous avons égalementré que les cellules microgliales
adultes, dans un contexte favorable (environnenmélaimmatoire mimé par le GM-CSF et
les CpG-ODN notamment) étaient capables d’effecimevitro et ex vivola présentation
croisée et donc potentiellement d’activer des lyagytes T cytotoxiques anti-tumoraux. En
utilisant ces donnés, un traitement anti-tumoratéa développé, basé sur l'injection de ces
CpG-ODN et la déplétion des lymphocytes T régulateelui-ci a montré des effets
variables sur les deux modéles de tumeurs intrass développés au cours de ce travalil,
en permettant la survie des animaux porteurs terdaur la plus immunogéne alors qu’aucun
bénéfice n’était mis en évidence pour la tumeus agressive. Enfin, 'immune responsive
gene 1 aura été mieux caractérisé et s'avere @tmeanqueur précoce d’activation des cellules
immunitaires innées (notamment la microglie) stiéasl par les IFN ou les agonistes des
TLR. Nos données montrent également que sa régulati cours du développement tumoral
et suite a difféerents traitements pro-inflammatien fait un indicateur intéressant de la

réponse du systéme immunitaiinevivo.
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RESUME :

Les cellules microgliales, principales cellules iomocompétentes résidentes du systéme
nerveux central (SNC), d’origine myéloide, présehien potentiel intéressant dans la lutte
contre le cancer par leur localisation privilégaans les tumeurs cérébrales. A la moindre
perturbation de leur microenvironnement, ellests/aat graduellement, ré-expriment toutes
les molécules nécessaires a la présentation déigeae, perdent leurs prolongements
cytoplasmiques jusqu’a devenir amiboides et sont doterme totalement indiscernables des
macrophages périphériques. Dans le cadre d'une mothérapie anti-tumorale, il est
important pour mieux comprendre les réponses imtaes de pouvoir distinguer les divers
protagonistes. Au sein des produits d’une banqustsactive microgliale réalisée auparavant
au laboratoire, trois ARNm se sont révélés diserants entre cellules microgliales et
macrophages primaires et ce, méme en condition guoanti-inflammatoire. Les cellules
microgliales peuvent également dans certaines tiondi se différencier en cellules type
dendritique. Or ces derniéres sont tres prometseaseimmunothérapie active, notamment
par leur capacité a effectuer la présentation éeoi&€n utilisant la microglie néonatale ou
adulte primaire, nous avons mis en évidence quai¢aoglie in vitro et ex vivoétait aussi
capable de présentation croisée et que celleen, tpie de faible intensité, peut étre modulée
positivement par le GM-CSF et le CpG. Deux modélesumeurs intracérébrales plus ou
moins immunogenes implantées par stéréotaxie éhepuris ont alors été développés afin
d’évaluer des protocoles utilisant ces résultaiasifun traitement combinant déplétion des
lymphocytes T régulateurs et injection de CpG pemheeguérir la plupart des animaux ayant
la tumeur la moins agressive mais ne montre emobapas de réel bénéfice pour la tumeur
tres agressive en intracérébral alors qu’'en péniphés résultats sont systématiquement
meilleurs. Enfin, 'immune responsive gene 1, idsda banque soustractive, a été caractérise
et s’avere étre un nouveau marqueur potentiel iga@ain des cellules immunitaires innées
stimulées par les interférons ou les ligands desptéurs Toll, aussi bien chez la souris que
chez I'homme, et pourrait donc étre intéressantr guivre I'évolution de la réponse du

systeme immunitaire apres une thérapie.

Mots-clés: systéme nerveux central, microglie, discrimioati présentation croisée, immunothérapie anti-
tumorale, immune responsive gene 1.
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Microglial cells are the major immunocompetent €adf the central nervous system. Of
myeloid origin, they harbour an interesting potaintn anti-cancer therapies through their
preferential location in cerebral tumors. Followingny modification of their
microenvironment, they gradually become activateglexpress all antigen presentation
molecules, become amoeboid and are finally indisiishable from peripheral macrophages.
In the context of an anti-tumor immunotherapy,sitessential, to better understand immune
responses, to discriminate between all the protagonUsing products from a microglial
subtractive bank previously obtained in the lalmwgt we found that three messengers
allowed to discriminate between primary microgliadamacrophages even in pro or anti-
inflammatory condition. Microglial cells can alsdfdrentiate in macrophage type cell but it
has also been shown that they could follow a déndfifferentiation pathway. These cells are
very promising in active anti-tumor immunotherapppecially through their ability to cross-
present antigens. Using neonatal and adult primmcyoglia, we demonstrated that microglia
was also ablen vitro andex vivoto cross-present antigens and that their poortitotige
cross-presentation capacity could be potentiatedungtances such as CpG-ODN and GM-
CSF. To take advantage of all these results, weldped by stereotaxic implantation in
mouse brain two tumor models with different immueigity. A therapy combining
regulatory T cell depletion and CpG-ODN injectitnug allowed to cure most of the animals
bearing the less aggressive tumor but wasn't sefficagainst the very aggressive model,
although better results were consistently obtaagainst same tumors implanted peripherally.
To finish, we also characterized mouse and humanune responsive gene 1, that proved to
be a new activation marker of innate immune cdilsidated by interferons or Toll like
receptor agonists, and as such could be very uatfabst to follow evolution of the immune

response after application of a therapy.

Key words : central nervous system, microglia, discriminatioross-presentation, anti-tumor immunotherapy,
immune responsive gene 1.
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