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d’un manuscrit de these. Tu vas finir par connaitre le labo comme ta poche. Reste a savoir quel Pl
t’acceptera en stage I'année prochaine.
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Abréviations

Ag : Antigene
APC : Ag presenting cell
ARNmM : ARN messager

BATF3 : Basic leucine zipper ATF-like
transcription factor 3

BDCA : Blood dendritic cell antigen
CAR-T : Chimeric antigen receptor T cell
CD : Cluster de différenciation

cDC : Conventionnal dendritic cells
CLEC : C-type lectin domain containing
CLR : C-type Lectin receptor

CMH-1/-1l : Complexe majeur
d’histocompatibilité de type /11

CRTAM : Class-I restricted T cell-associated
molecule

CTL : Cytotoxic T lymphocytes

CTLA-4 : Cytotoxic T lymphocyte associated
protein 4

CyTOF : Cytométrie de masse

DAMP : Danger associated molecular pattern
DC : Dendritic cells

ER : Estrogen receptor

ERK : Extracellular signal-regulated kinase
FIt-3 : Fms-related tyrosine kinase 3

GAS : IFN-gamma activated sequence

GM-CSF : Granulocyte monocyte colony
stimulating factor

HBV : Hepatitis B virus
HCV : Hepatitis C virus
HIV : Human immunodeficiency virus

HMGBL1 : High mobility group box 1
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HSC : Hematopoietic stem cells

IDO : Indoleamine 2,3-dioxygenase

IFN : interféron

IFNAR : IFN-alpha receptor

IFNGR : IFN-gamma receptor

IFN-I : IFN de type |

IFN-I1 : IFN de type Il

IFN-III : IFN de type IlI

Ig : Immunoglobuline

IHC : Immunohistochimie

IL : Interleukine

IRF : Interferon regulatory factor

ISG : Interferon stimulated gene

ISGF3 : Interferon-stimulated gene factor 3
ISRE : Interferon-stimulated response element
JAK : Janus kinase

KO : Knocked out

LB : Lymphocytes B

LC : Cellule de Langerhans

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocytes T

LTreg : Lymphocyte T régulateur

MAPK : Mitogen associated protein kinase

MAVS : Mitochondrial antiviral signaling
protein

MCMV : Mouse cytomegalovirus

M-CSF : Macrophage colony stimulating factor
mDC : Myeloid dendritic cells

MDM : Macrophages dérivés de monocytes

MoDC : DC dérivée de monocyte



Myd88 : Myeloid differentiation primary

response protein 88

NECL2 : Nectin-like protein 2

NK : Natural killer cell

NKT : Natural killer T cell

OLS : Organe lymphoide secondaire
OVA : Ovalbumine

PAMP : Pathogen associated molecular
pattern

PBMC : Peripheral blood mononuclear cells

PD-1/PD-L1 : Programmed death 1/
programmed death ligand 1

pDC : Plasmacytoid dendritic cells
polyl:C : Polyinosine-polycytidylic acid
PR : progesterone receptor

PRR : pathogen recognition receptor
RIG-I : RIG-i-like receptor

RLR : RIG-like recpetor

RNAseq : RNA sequencing

ROS : Reactive oxygen species

SCF : Stem cell factor

scRNAseq : Single cell RNAseq

SIRPa : Signal regulatory protein a

SOCS1 : Suppressor of cytokine signaling 1

TA-DC : Tumor-associated DC

TGF-B : Transforming growth factor
Th : Helper T cell

TIL : Tumor infiltrating lymphocyte
TLR : Toll-like receptor

TNBC : Triple negative breast cancer

TNF-a : Tumor necrosis factor o
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TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing
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TYK : Tyrosine kinase

VEGF : Vascular endothelial growth factor
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Préambule

Bien qu’elles ne représentent qu’une tres faible proportion des leucocytes, les cellules
dendritiques (DC) occupent une place centrale dans le systéme immunitaire (Banchereau et al., 2000).
Leurs roéles de cellules sentinelles et de cellules présentatrices d’antigene (APC) leur conferent des
capacités inégalées d’activation des lymphocytes T (LT), établissant ainsi le lien entre I'immunité innée
et 'immunité adaptative. La diversité et les caractéristiques des DC humaines seront présentées en
détail dans ce manuscrit, avec une attention particuliére portée sur la caractérisation des cDC1 et leur
synthése d’interféron (IFN) de type Il (IFN-III) dans I'immunité antitumorale. Mais avant cela, les
décennies de recherche et de découvertes a l'origine de I'étendue des connaissances actuelles
concernant les DC et I'importance du systéme immunitaire dans le controle des tumeurs méritent de
s’y attarder pendant quelques lignes.

Il faut remonter en 1868 pour trouver la premiere description de cellules présentant une
morphologie étoilée faite par Paul Langerhans dans la peau humaine (Langerhans, 1868). Mais ce n’est
gu’en 1973 que Ralph Steinman utilisa le terme de DC pour décrire une population de cellules
présentes dans la rate des souris (Steinman and Cohn, 1973, 1974). La premiére vraie caractérisation
des DC humaines du sang fut apportée en 1982 par Van Voorhis et al. (Van Voorhis et al., 1982).
L'approfondissement des connaissances fut longtemps ralenti par les difficultés techniques liées a la
rareté des DCin vivo. C'est pourquoi I’'une des découvertes capitales du domaine fut le développement
de protocoles permettant la génération de DC in vitro a partir de différentes cellules progénitrices,
telles que les cellules souches hématopoiétiques (Caux et al., 1992, 1996; Romani et al., 1994) ou les
monocytes isolés du sang (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Ces modeles permirent de progresser
dans la compréhension de nombreuses fonctions des DC. Cependant, ce type d’APC ne permet pas de
répondre a toutes les questions. Effectivement, bien que ce genre de culture in vitro ait évolué depuis,
notamment en modifiant la nature des cocktails de cytokines utilisés, aucun protocole ne permet
actuellement de reproduire la diversité des populations de DC observées in vivo. Nous verrons par la
suite qu’il existe en effet plusieurs populations de DC pouvant étre distinguées phénotypiquement a
I’aide de marqueurs plus ou moins spécifiques, une diversité mise en évidence pour la premiére fois
par I'équipe de Ken Shortman a partir de DC purifiées d’organes lymphoides secondaires (OLS) de
souris (Vremec et al., 1992). La spécialisation fonctionnelle de ces différentes populations de DC
orchestrée par le profil d’expression de nombreux récepteurs permet alors I'induction d’une grande
diversité de réponses immunitaires adaptées.

En paralléle des DC, les connaissances de I'immunité antitumorale ont elles aussi énormément
avancé. Le concept d'immunosurveillance, sujet a de nombreux débats depuis plus d’un siecle (Burnet,
1970), trouva sa place dans le monde de la recherche en cancérologie dans les années 1990, en
particulier grace a la mise en évidence du role de I'IFN-y dans le controle du développement tumoral
par I'’équipe de R. D. Schreiber (Dighe et al., 1994; Shankaran et al., 2001). L'interaction entre les
cellules tumorales et le systeme immunitaire est aujourd’hui considérée comme un processus
dynamique composé de 3 phases : I'élimination, I'équilibre et I’échappement. Cette notion a donné
son nom a la théorie des 3E en 2004 (Dunn et al., 2004). Grace a leurs propriétés de cellules sentinelles,
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les DC sont au cceur de la phase précoce d’'immunosurveillance. Cependant, certaines de leurs
fonctions peuvent étre inhibées lors des phases plus tardives pendant lesquelles les cellules tumorales
mettent en place divers mécanismes dimmuno-échappement. De nombreuses observations,
notamment chez la souris, permirent de mieux comprendre le réle du systéme immunitaire dans la
réponse antitumorale ainsi que I'immuno-échappement, offrant ainsi des perspectives thérapeutiques
prometteuses. Ces connaissances ont ainsi permis I'entrée des immunothérapies dans |'arsenal
thérapeutique aujourd’hui utilisé pour traiter de multiples cancers. Contrairement aux traitements tels
que la chimiothérapie, la radiothérapie ou les thérapies ciblées, ces nouvelles molécules
(principalement des anticorps monoclonaux) ne visent pas directement les cellules tumorales mais le
systeme immunitaire des patients afin de stimuler la réponse antitumorale, validant définitivement
chez 'Homme le role du systéme immunitaire dans la lutte contre les tumeurs. De plus en plus
d’indices démontrent justement I'intérét de faire évoluer la prise en charge thérapeutique des patients
vers |'utilisation de combinaisons de traitements ciblant a la fois les cellules tumorales et les acteurs
de I'immunité.
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Vaisseau sanguin
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Lymphe afférente

Maturation et migration des DC
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DC-LAMP - DC-LAMP +

Figure 1 - Maturation des DC et activation des réponses adaptatives médiées par les LT

A |’état basal les DC atteignent les tissus périphériques par les vaisseaux sanguins et jouent le role de cellules
sentinelles grace a leur forte propension a la phagocytose/endocytose. La reconnaissance de PAMP ou DAMP par
divers PRR entraine alors leur maturation. L'expression de récepteurs a chimiokines tels que CCR7 va permettre
leur migration via la lymphe afférente jusqu’aux OLS drainant le tissu. Les molécules de CMH permettant la
présentation des Ag, ainsi différentes molécules de costimulation permettent alors I'activation des LT. Ces
effecteurs activés migrent alors jusqu’aux tissus périphérique par la lymphe efférente.
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CHAPITRE |
Diversité et spécificités des cellules dendritiques
Focus sur les cDC1 et leur synthese d’IFN-1II

l. Généralités
1. Fonctions générales des DC

L'un des principaux réles des DC est d’orchestrer I'activation des cellules effectrices de
I'immunité adaptative telles que les lymphocytes T spécifiques d’antigene. En effet, les DC
représentent les APC les plus efficaces : elles capturent et apprétent les antigénes (Ag) en périphérie,
migrent jusqu’aux OLS par voie lymphatique, expriment des molécules de costimulation des
lymphocytes et sécrétent diverses cytokines afin d’orienter les réponses immunitaires qu’elles initient.
Mais le role de ces cellules ne se résume pas seulement a une fonction d’activation des réponses
immunitaires. En effet, en conditions homéostatiques, elles sont aussi impliquées dans la tolérance
centrale et périphérique pour protéger I’héte des réactions auto-immunes. Les DC induisent alors la
délétion ou I'anergie des LT auto-réactifs et favorisent le développement de LT régulateurs (LTreg)
(Steinman et al., 2003).

En lien avec leur role de cellules sentinelles, les DC expriment un large panel de récepteurs de
danger appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) spécialisés dans la détection de motifs
moléculaires associées aux pathogenes (PAMP) ou aux dommages cellulaires (DAMP), et dont les
mieux caractérisés sont les TLR (Toll-Like Receptors) et CLR (C-type Lectin Receptors) (lwasaki and
Medzhitov, 2004; Sancho and Reis e Sousa, 2012; Takeda et al., 2003). L’engagement de ces PRR induit
leur maturation et module leurs fonctions de facon adaptée [Figure 1]. En effet, alors que les DC
immatures possédent une forte capacité de phagocytose et d’apprétement des Ag (Inaba et al., 1993;
Mellman and Steinman, 2001; Reis e Sousa et al., 1993), leur maturation induit une réduction de ces
fonctions et une régulation positive de I'expression membranaire des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) et de costimulation lymphocytaire (telles que CD40, CD80, CD86),
aboutissant ainsi a une remarquable augmentation de leurs capacités d’activation des lymphocytes T.
Ces changements fonctionnels s’accompagnent de modifications morphologiques, se traduisant par
une réorganisation des réseaux de microfilaments et la formation de nombreux prolongements
cytoplasmiques. Parallelement, les DC perdent I'expression de récepteurs aux chimiokines impliquées
dans le recrutement aux sites inflammatoires périphériques au profit de récepteurs permettant leur
migration tels que CCR7 (Caux et al., 2000). Les DC matures quittent alors les tissus périphériques pour
migrer, via la lymphe, vers les OLS permettant une proximité entre les DC chargées en périphérie et
les LT afin d’initier des réponses immunitaires adaptées aux signaux de danger reconnus.
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Figure 2 — Classification des cellules dendritiques humaines et murines

Les DC sont classées en deux grandes catégories : les DC résidentes présentes dans les OLS ainsi que dans le sang,
et les DC circulantes retrouvées dans les tissus non lymphoides. Les cDC1 et cDC2 (dont la nomenclature a
récemment été uniformisée entre I’'Homme et la souris) sont présentes dans tous ces compartiments. Les tissus
périphériques contiennent d’autres populations de DC telles que les LC dans les épithéliums et les muqueuses. En
cas d’inflammation (auto-immunité, infection, tumeur...), les pDC et DC dérivées de monocytes peuvent également
infiltrer les tissus périphériques.
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2. ldentification des sous-populations de DC

Les DC forment une large famille de cellules immunitaires pouvant étre divisée en plusieurs
sous-populations en fonction de leur origine, leur localisation et leurs fonctions [Figure 2]. Ces
différentes populations présentent chacune de nombreuses spécificités, permettant au systéme
immunitaire de reconnaitre une multitude de signaux de danger et d’induire une réponse adaptée via
la synthese de multiples cytokines dont les interférons (IFN) et l'activation des populations
lymphocytaires adaptées. Depuis la premiére caractérisation des DC chez 'Homme, les avancées
technologiques ont permis I'identification de plusieurs populations bien distinctes (Collin and Bigley,
2018), premierement sur la base de leur phénotype. Cette classification manque cependant
d’homogénéité car selon les marqueurs étudiés, I'origine tissulaire et le contexte inflammatoire, une
méme population de DC posséde diverses appellations. De plus, identifier de véritables marqueurs
spécifiques de chaque population reste d’'une grande difficulté. Plusieurs méthodologies sont
aujourd’hui utilisées pour définir les différentes populations (Satpathy et al., 2012; Vu Manh et al.,
2015). Elles comprennent le phénotypage de surface généralement effectué par cytométrie en flux
(Dzionek et al., 2000; MacDonald et al., 2002), I'analyse ontogénique principalement menée chez la
souris afin d’identifier leurs progéniteurs et les facteurs de transcription impliqués dans leur
développement (Belz and Nutt, 2012; Guilliams et al., 2014; Satpathy et al., 2011; Watchmaker et al.,
2014), la caractérisation fonctionnelle et enfin les analyses moléculaires haut débit permettant d’aller
plus en profondeur grace a I’analyse du transcriptome des sous-populations (Guilliams et al., 2016; See
et al., 2017; Villani et al., 2017). Ces différentes approches sont complémentaires les unes des autres
et permettent une définition des populations de DC qui est encore évolutive et parfois discutée.
Cependant, le mouvement actuel tend vers I'utilisation d’'une nomenclature unifiée pour décrire les
populations de DC de maniére homogene entre les différents tissus et les différentes especes, comme
celle proposée par Guilliams et al. (Guilliams et al., 2014).

En attendant un réel consensus, la distinction entre les deux lignages plasmacytoide et
myéloide/conventionnel reste la classification généralement utilisée pour les DC du sang chez
I'Homme (Dzionek et al., 2000; MacDonald et al., 2002), une distinction également retrouvée parmi
les DC résidentes des tissus lymphoides (Lindstedt et al., 2005; Segura et al., 2012). Ces deux grandes
familles sont elles-mémes subdivisées en différentes sous-populations en fonction de leur phénotype
et de leur spécialisation fonctionnelle. En plus de ces deux lignages classiques, d’autres populations
sont retrouvées dans les tissus périphériques et présentent des spécificités en fonction de leur
localisation tissulaire, comme les cellules de Langerhans (LC), ou en fonction du contexte
inflammatoire, comme les DC inflammatoires dérivées de monocytes (MoDC). Ces différents types de
DC seront abordés dans ce manuscrit, avec une attention particuliere portée sur la population de DC
myéloides appelée cDC1.
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Figure 3 — Principales caractéristiques des pDC humaines

Les pDC expriment tout un panel de récepteurs membranaires et intracellulaires permettant leur survie, leur
migration, I’endocytose d’Ag, la reconnaissance de toute une diversité de PAMP/DAMP, ainsi que la synthése de
cytokines dont I'lIFN-a. Elles expriment également des récepteurs membranaires permettant leur interaction avec
des effecteurs de 'immunité adaptative et notamment impliqués dans la régulation de I’activation des LT.
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Il. Diversité des cellules dendritiques

1. Cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

Cette population a porté différentes appellations, comme les LT plasmacytoides, les
monocytes plasmacytoides ou encore les cellules productrices d’IFN de type I. Il fallut une quarantaine
d’années avant que les pDC ne soient considérées comme une population de DC a part entiere (Cella
et al., 1999; Grouard et al., 1997; Siegal et al., 1999).

Les pDC ont une morphologie particuliere si on les compare aux autres types de DC. Elles sont
en effet naturellement rondes, avec un noyau excentré et un réticulum endoplasmique ainsi qu’un
appareil de Golgi tres développés. L'expression du facteur de transcription clé E2-2 (autrement connu
sous le nom de TCF4) permet I'orientation de la différenciation des progéniteurs vers le lignage
plasmacytoide (Cisse et al., 2008). E2-2 permet aussi |'expression de nombreuses protéines impliquées
dans le développement, 'homéostasie et |la fonction des pDC, telles que SPIB, BCL-11A, IRF7 (Interferon
regulatory factor 7), IRF8, ILT7, TLR7 et TLRO. Par ailleurs, le récepteur FLT3 (CD135) et son ligand FLT3-
L sont impliqués dans le développement des pDC et des DC conventionnelles (Waskow et al., 2008).
D’autres cytokines telles que la TPO (thrombopoiétine) et I'IL-7 favorisent également la différenciation
des pDC (Balan et al., 2018; Shortman et al., 2013). Enfin, I'lL-3 est quant a elle considérée comme un
facteur de croissance des pDC.

Comme toutes les DC chez I’'Homme, les pDC expriment CD4 (Jardine et al., 2013). Elles se
différencient phénotypiquement des DC conventionnelles (cDC) grace a I’expression de marqueurs tels
que CD123 (IL-3R) et CD45RA. On peut aussi les distinguer des cDC grace a I'absence d’expression chez
I"'Homme, et une faible expression chez la souris, de I'intégrine alpha X (CD11c) ou d’autres marqueurs
myéloides tels que CD33, CD11b et CD13. Elles expriment aussi les molécules du CMH de classe |
(CMH-II, HLA-DR) de fagon moins importante que les cDC. Les pDC expriment tout un panel de
récepteurs présenté en Figure 3 et dont certains sont impliqués dans la régulation de leur principale
fonction qu’est la synthése d’IFN-a qui sera abordée par la suite. Parmi eux, on retrouve BDCA2
(CD303, CLEC4C), BDCA4 (CD304, neuropiline), ILT3 (CD85k) et ILT7 (CD85g) (Bao and cell, 2013). A
I’état physiologique, les pDC sont présentes dans le sang et les OLS. Leur forte expression de CCR7 et
CD62L favorise leur migration dans les OLS (Cella et al., 1999; Seth et al., 2011). Cependant, dans des
contextes infectieux, auto-immuns ou méme tumoraux, les pDC peuvent également étre recrutées
dans les tissus périphériques (Swiecki and Colonna, 2010).

27



Encadré 1 : Activation des LT par les DC

Les DC jouent un role central dans l'initiation des réponses immunes adaptatives. Elles
possédent deux propriétés fonctionnelles permettant I'activation de réponses T adaptées
et spécifiques :

- La capture des Ag suivie de leur présentation aux lymphocytes T naifs
- l'intégration des signaux du microenvironnement permettant la polarisation des
LT vers un état de différenciation adapté : Thl, Th2, Treg...

L’activation des LT naifs par les DC matures passent par trois signaux simultanés :

1. Les molécules de CMH chargées en peptide antigénique engagent le récepteur
TCR (T cell receptor) des LT couplé aux chaines CD3 permettant la transduction
intracellulaire des signaux d’activation.

2. Les molécules de costimulation exprimées par les DC, telles que CD80 (B7-H1)
ou CD86 (B7-H2) interagissent avec CD28 a la surface des LT.

3. En fonction des signaux captés en périphérie, les DC secrétent différentes
cytokines qui orientent les LT vers un profil de différenciation spécifique.
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a. Détection de PAMP et production de cytokines

L'expression des TLR7 et TLR9 dans leurs compartiments endosomaux permet aux pDC de
reconnaitre efficacement les acides nucléiques (respectivement les ARN simple-brins et les ADN
double-brins), en particulier d’origine virale (Ito et al., 2005). L’engagement de ces récepteurs active
d’une part la voie MyD88 (myeloid differentiation primary response protein 88) / IRF7, induisant alors
la production de fortes quantités d’IFN de type I (IFN-1) (Honda et al., 2005). D’autre part, I'activation
du facteur de transcription NF-kB permet la synthése d’autres cytokines telles que le TNF-a et I'IL-6.
L'induction de la production d’IFN ou de cytokines pro-inflammatoires peut dépendre du type de
compartiments (endosomes ou endolysosomes) dans lesquels sont situés les TLR engagés par les
acides nucléiques (Guiducci et al., 2006). En plus des TLR7 et 9 aujourd’hui bien documentés, les pDC
circulantes expriment aussi les TLR1, 6 et 10 (Hémont et al., 2013). En utilisant une lignée de pDC
(Gen2.2), les travaux de Kim et al. ont également démontré que les oligonucléotides CpG-A pouvaient
étre reconnus par I'hélicase DHX36 (DExD/H), induisant alors la production d’IFN-I. Les
oligonucléotides de type CpG-B seraient quant a eux reconnus par I'hélicase DHX9 et induisent plut6t
une synthése de cytokines inflammatoires (Kim et al., 2010). Les senseurs RIG-I et MDA-5 permettent
guant a eux de reconnaitre ’ARN double-brin (Szabo et al., 2014). Le r6le du senseur a ADN cytosolique
appelé STING exprimé par les pDC a aussi été décrit récemment (Bode et al., 2016).

La production d’IFN-I induite par I'engagement de ces récepteurs représente la fonction
principale des pDC. Elles sont effectivement la source principale d’'IFN-a en cas d’infections virales, par
exemple en réponse aux virus HSV (herpes simplex virus) et influenza (Cella et al., 1999; Siegal et al.,
1999). L’étude d’Alculumbre et al. a cependant démontré que les pDC ne représentent pas une
population homogene. En effet, le virus influenza semble induire I'apparition de 3 sous-types de pDC
et seule la population PD-L1* CD80" semble capable de produire de I'IFN-a (Alculumbre et al., 2018).
Les pDC peuvent également produire de I'l[FN-B, mais en quantité beaucoup moins importante que
pour I'lIFN-a, ainsi que d’autres sous-types d’IFN- comme les IFN-k et IFN-w (lto et al., 2006b). La
production d’IFN de type Ill induite par I'engagement de TLR7 et TLR9 a aussi été démontrée et sera
détaillée par la suite.

b. Présentation des Ag

Tout comme les autres types de DC, les pDC sont des APC . Elles expriment donc les
molécules du CMH-Il et des molécules de costimulation telles que CD80, CD86 et CD40. Elles sont alors
capables de présenter des Ag aux LT CD4" afin d’activer des réponses immunitaires adaptatives, bien
que moins efficacement que les cDC (Villadangos and Young, 2008). Ce réle d’APC peut aussi leur
conférer une fonction régulatrice. En effet, les pDC peuvent induire I'expansion de LTreg en exprimant
certaines molécules telles que IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), ICOSL, OX40L et PDL1, participant
ainsi a la tolérance des allo-antigénes (Goubier et al., 2008). Elles peuvent aussi devenir tolérogéniques
dans certains contextes infectieux (Boasso et al., 2007; Diana et al., 2009) ou tumoraux comme nous
le verrons par la suite (Faget et al., 2012; Jahrsdorfer et al., 2010).

Un certain nombre de données de la littérature chez 'Homme tendent aujourd’hui a
démontrer que les pDC sont aussi capables de réaliser la présentation croisée d’Ag provenant
d’exosomes ou de corps apoptotiques afin d’initier des réponses T CD8 cytotoxiques spécifiques, par
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exemple dans des contextes d’infections virales (Di Pucchio et al., 2008; Hoeffel et al., 2007; Patricia
et al., 2012). Cette capacité ne semble pas impliquer la production d’IFN-I mais est augmentée apres
une activation dépendante des TLR (Hoeffel et al., 2007). Plusieurs équipes ont aussi démontré la
capacité des pDC a prendre en charge des Ag tumoraux et a activer des réponses T CD4 et CD8
spécifiques (Segura et al., 2013a).

Malgré tous ces éléments, la capacité des pDC a présenter des Ag et donc a activer les LT a toujours
été controversée. Une récente étude basée sur des données de cytométrie de masse (CyTOF) et de
single-cell RNAseq a récemment alimenté ce débat (See et al., 2017). Les auteurs ont en effet démontré
I’expression de marqueurs de pDC (CD303, CD304, et CD123) par les précurseurs de cDC appelés pré-
cDC, émettant alors I'hypothese de la contamination des pDC étudiées dans les précédents travaux
utilisant ces marqueurs pour leur identification. De plus, ils proposent grace a des études
fonctionnelles comparatives des deux types cellulaires, que les propriétés de synthese d’IL-12 et de
stimulation des LT jusque-la attribuées aux pDC, sont en fait spécifiquement médiées par les pré-cDC
contaminantes, laissant aux « véritables » pDC la fonction de synthése d’IFN-a.

2. Cellules dendritiques conventionnelles

Les DC conventionnelles (cDC), aussi appelées DC classiques ou myéloides (mDC) se distinguent
des pDC, notamment par I'expression du marqueur membranaire CD11c (intégrine alpha X), ainsi
gu’une plus forte expression des molécules du CMH-II (HLA-DR). Il existe deux sous-populations bien
distinctes de cDC, historiquement appelées DC BDCA3/CD141" et DC BDCA1/CD1c* (Dzionek et al.,
2000) représentant respectivement environ 5 a 10% et 50% des DC totales du sang (MacDonald et al.,
2002). Des études de RNAseq ont permis de mettre en évidence leurs similarités avec des DC murines
et d’identifier des populations équivalentes chez la souris appelées DC CD8a* (ou DC DC103*) et DC
CD4"* (ou DC CD11b*) (Robbins et al., 2008). Dans un souci d’uniformisation de la nomenclature utilisée
pour citer les deux populations, elles sont aujourd’hui communément appelées cDC1l (DC
BDCA3/CD141" humaines et DC CD8a*murines) et cDC2 (DC BDCA1/CD1c* humaines et DC CD11b*
murines) (Guilliams et al., 2014). Les caractéristiques et fonctions des cDC1 seront détaillées dans la
partie Il du chapitre I.

a. Développement des cDC2

De multiples facteurs de transcription sont impliqués dans le développement des cDC2 chez la
souris : GATA2, PU.1, GFI1, ID2, ZEB2, RELB, IRF4, NOTCH2 et KLF4 (Murphy et al., 2016), reflétant ainsi
I’hétérogénéité des sous-populations de cDC2 murines. Chez ’'Homme, I'identification de I'labsence de
cDC2 ou d’un défaut de cette population cellulaire chez des patients a permis d’apporter quelques
éléments concernant les facteurs impliqués dans leur développement. C’'est par exemple le cas pour
le géne GATA2 dont la déficience homozygote induit une absence totale des cDC2 (Collin et al., 2015).
La mutation hétérozygote T80A du gene IRF8 conduit quant a elle a I'apparition d’une population
anormale de cellules CD11c* CD1c a la place des cDC2 CD11c* CD1c* (Hambleton et al., 2011). Enfin,
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comme chez la souris, IRF4 a été identifié comme étant impliqué dans la différenciation des cDC2 des
mugqueuses et de I'intestin (Schlitzer et al., 2013; Watchmaker et al., 2014).

b. Phénotype et distribution des cDC2

Les cDC2 représentent la population majeure de DC myéloides humaines dans le sang, les
organes lymphoides et les tissus non-lymphoides. Elles sont caractérisées par I'expression de BDCA1
(CD1c), CD2, FceR1, SIRPa (Signal regulatory protein o, CD172a), ainsi que des marqueurs de cellules
myéloides au sens large tels que CD11b, CD11c, CD13 et CD33 [Figure 4]. Une récente analyse du profil
transcriptomique de DC humaines provenant de différents organes lymphoides a permis de mettre en
évidence I'expression spécifique des marqueurs CLEC10A (CD301a), VEGFA et FCGR2A (CD32A) par les
cDC2 (Heidkamp et al., 2016). Une inflammation peut par ailleurs stimuler I'expression d’autres
marqueurs de surface tels que CD11b, CD14, CD16 ou BDCA3 (Boltjes and van Wijk, 2014). Ces
modifications phénotypiques peuvent alors induire des erreurs d’identification de populations, en
confondant les ¢cDC2 avec des DC dérivées de monocytes ou des cDC1. Cette problématique révele
I'intérét d’identifier des marqueurs spécifiques de chaque population. Mais cette tache semble bien
complexe pour les cDC2 qui présentent plus d’hétérogénéité que les autres populations de DC.

c. Propriétés fonctionnelles des cDC2

Les cDC2 peuvent reconnaitre de nombreux signaux de danger grace a un large panel de PRR.
Tout comme pour les monocytes, elles expriment par exemple les TLR1, 2, 4, 5, 6 et 8 (Hémont et al.,
2013). On peut aussi retrouver les CLR CLEC4A (DCIR/CD367), CLEC7A (Dectin-1), CLEC6A (Dectine-2),
CLEC10A (CD301) et CLEC12A (CD371) a la surface des cDC2 (Collin and Bigley, 2018), participant
notamment a l'internalisation des Ag. Apres la reconnaissance d’un signal de danger, en particulier via
I’engagement de leurs TLR, les cDC2 humaines peuvent produire de nombreuses cytokines telles que
le TNF-a, I'lL-1B, I'IL-6 et I'IL-8 (Jin et al., 2014). Les cDC2 sécrétent aussi de larges quantités d’IL-12p70
(Jin et al., 2014; Nizzoli et al., 2013; Sittig et al., 2016) et semblent étre les principales DC productrices
d’IL-10 et d’IL-23 (Dillon et al., 2010; Haniffa et al., 2012; Kassianos et al., 2012; Nizzoli et al., 2016;
Sittig et al., 2016).

Les cDC2 sont également douées de la capacité de présentation croisée d’Ag, leur permettant
ainsi d’activer efficacement les LT CD8* (Cohn et al., 2013; Jin et al., 2014; Mittag et al., 2011; Segura
et al., 2013a). Ces DC sont aussi capables d’activer les LT CD4*. En effet, il a été démontré in vitro que
les cDC2 peuvent induire la différenciation de LT naifs en LT Th1, Th2 et Th17, témoignant de leur
capacité a induire une large variété de réponses immunitaires (Di Blasio et al., 2016; Nizzoli et al., 2016;
Sittig et al., 2016). Une récente étude a permis de mettre en évidence I'existence de deux sous-
populations de cDC2 chez 'Homme, notamment définie par I'expression du marqueur CD5 (Yin et al.,
2017). Les deux sous-types CD5"e" et CD5'°" semblent étre fonctionnellement différents. En effet, les
DC CD5"e" répondent plutdt au Polyl:C en synthétisant de fortes quantités de TNF-a, IL-6, IL-23, IFN-B
et IL-12, alors que les DC CD5"°" produisent les mémes cytokines mais plutdt en réponse au R848. De
plus, alors que les cDC2 CD5"e" (dites « DC-like ») activent préférentiellement des LT Th2, Th17 et Th22,
les cDC2 CD5"" (dites « monocyte-like ») induisent plutdt une polarisation de type Thi.
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Figure 4 — Principales caractéristiques des cDC2 humaines

Les cDC2 expriment tout un panel de récepteurs membranaires et intracellulaires permettant leur adhésion, leur
migration, I'endocytose d’Ag, la reconnaissance de toute une diversité de PAMP/DAMP, ainsi que la synthése de
cytokines. Elles expriment également des récepteurs membranaires permettant leur interaction avec des
effecteurs de I'immunité adaptative et notamment impliqués dans la régulation de |’activation des LT.
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3. Autres populations de cellules dendritiques

En plus des pDC et cDC, d’autres populations de DC peuvent étre retrouvées dans les tissus
périphériques. Nous aborderons ici les différents types de DC de la peau ainsi que les DC dérivées de
monocytes.

a. Développement des LC

L’origine des LC est assez controversée. De par leur origine embryonnaire commune ainsi que
leur dépendance au M-CSF ainsi qu’a I'lL-34 pour leur différenciation (Ginhoux et al., 2006; Greter et
al.,, 2012), on retrouve les LC dans le groupe des macrophages dans la classification couramment
utilisée aujourd’hui (Guilliams et al., 2014). Le développement des LC dépend aussi du TGF-f (Caux et
al., 1999). Si on s’intéresse cependant a la fonction des LC plut6ét qu’a leur ontogénie, ces cellules sont
plutot considérées comme des DC. Elles sont en effet douées d’importantes capacités de capture et
d’apprétement des Ag, ainsi que de migration jusqu’aux OLS dans lesquels elles peuvent présenter ces
Ag afin d’activer des réponses T (Romani et al., 2012). Une récente étude chez la souris a permis de
mettre en évidence leur expression des facteurs de transcription ZBTB46 et MAFB, démontrant ainsi
la double appartenance des LC murines aux lignages des DC et des macrophages (Wu et al., 2016).
Parmi les DC, les LC présentent I'unique caractéristique d’autorenouvellement (Czernielewski and
Demarchez, 1987). D’autres études chez la souris ont aussi démontré qu’une inflammation sévere
induit le recrutement de précurseurs myéloides se différenciant notamment en LC (Seré et al., 2012).
Enfin, plusieurs données générées ex vivo et in vivo ont par ailleurs démontré la capacité des
monocytes et des cDC2 a se différencier en LC grace a certains cocktails de cytokines (Hoshino et al.,
2005; Martinez-Cingolani and Grandclaudon, 2014; Milne et al., 2015).

b. Phénotype et distribution des LC

Les cellules de Langerhans (LC) représentent les DC des épithéliums squameux stratifiés tels
que I'épiderme ou les muqueuses. Elles expriment spécifiquement la lectine de type C CD207
(langerine) (Valladeau et al., 2000) et sont les seules cellules exprimant CD1a de maniére constitutive
[Figure 5]. Elles possédent dans leur cytoplasme un type d’organite particulier appelé granules de
Birbeck dont le role est toujours inconnu (Wolff, 1967). On retrouve aussi a la surface des LC une forte
expression des molécules du CMH-I (Carpentier et al., 2016) ainsi que de plusieurs molécules
permettant de fortes interactions avec les couches épithéliales, telles que E-cadhérine, EpCAM et
TROP2 (Hieronymus et al., 2015). Tout comme les cDC2, les LC expriment fortement les marqueurs
FceR1 et CD39 (ATPase). Bien que les cDC2 puissent spontanément exprimer faiblement CD207 dans
certains tissus, la forte expression de cette molécule combinée a celle d’EpCAM et a une plus faible
expression des marqueurs CD11c, CD11b et CD13 permet d’identifier clairement les LC (Bigley et al.,
2015; De Monte et al., 2016).
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Figure 5 — Principales caractéristiques des LC humaines

Les LC expriment tout un panel de récepteurs membranaires et intracellulaires permettant leur adhésion, leur
migration, I'endocytose d’Ag, la reconnaissance de toute une diversité de PAMP/DAMP, ainsi que la synthése de
cytokines. Elles expriment également des récepteurs membranaires permettant leur interaction avec des
effecteurs de I'immunité adaptative et notamment impliqués dans la régulation de I'activation des LT. Les LC
possedent également un type d’organite particulier appelé granules de Birbeck dont la formation implique
CD207 mais dont la fonction est toujours inconnue.
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c. Propriétés fonctionnelles des LC

Lors d’une inflammation de la peau, la libération locale de TNF-a et d’IL-1f3 stimule les LC. Leurs
interactions avec les cellules épithéliales sont alors fortement diminuées, permettant ainsi leur
migration vers les vaisseaux lymphatiques afférents. On les retrouve alors dans les zones T des OLS,
avec une expression de marqueurs épithéliaux tels qu’'EpCAM et E-cadhérine considérablement
réduite. Elles conservent cependant I’expression de CD207, CD1a et CD1c (Geissmann et al., 2002). Des
études chez 'Homme ont pu démontrer ex vivo qu’apres migration dans les ganglions, les LC sont
capables d’activer les LT CD8" et d’orienter les LT CD4* vers une polarisation de type Th2 (Artyomov et
al., 2015; Klechevsky et al., 2008). En effet, bien que les LC soient completement différentes des cDC1,
elles ont en commun la forte expression des genes impliqués dans les fonctions d’apprétement et de
présentation croisée d’Ag (Artyomov et al., 2015) pour lesquelles elles semblent efficaces (Banchereau
et al., 2012; Romano et al., 2012). Via I'expression de la chaine humaine CD1a dans des LC murines
transgéniques, une étude a démontré leur capacité a présenter des Ag lipidiques aux cellules Th17 et
Th22, induisant alors une inflammation de la peau des souris (Kim et al., 2016). Les LC humaines
semblent aussi pouvoir induire I'activation de LTreg accompagnée de la production d’IL-22 de maniere
dépendante de CD1a (Seneschal et al., 2012). Par ailleurs, la découverte de |'expression spécifique de
CD207 par les LC a permis le développement de modéles murins déficients pour cette protéine.
Plusieurs études ont alors mis en évidence le réle de ces cellules dans I'induction d’hypersensibilité
retardée de contact (Kaplan et al., 2005).

Dans des contextes inflammatoires, les monocytes sont capables de se différencier en
plusieurs types cellulaires dont les DC inflammatoires, aussi appelées DC dérivées de monocytes ou
MoDC (Ledn et al., 2007). Bien que la capacité des monocytes a se différencier en MoDC in vitro en
présence de GM-CSF et d’'IL-4 a été démontrée depuis longtemps (Sallusto and Lanzavecchia, 1994), la
mise en évidence de I'existence de ce type de cellules in vivo n’a pas été facile. La présence de cellules
myéloides inflammatoires in vivo chez ’'Homme a été reportée dans divers contextes tels que I'eczéma
(Wollenberg et al., 1996), le psoriasis (Wollenberg et al., 2002) ou la rhinite allergique (lbon et al.,
2016). On observe cependant une certaine hétérogénéité au sein des populations identifiées dans ces
différentes études, sans réel consensus concernant le terme utilisé pour les décrire : monocytes,
macrophages, DC... Bien qu’elles proviennent de monocytes, I'expression des marqueurs CD1c, CD1a
et FceR1 par ces cellules inflammatoires indiquerait qu’elles appartiennent bien a la famille des DC.
Des MoDC CD16~ BDCA1l* CD14" ont aussi été récemment identifiées dans deux autres types
d’échantillons inflammatoires : du liquide synovial provenant d’articulations arthritiques et de I'ascite
de patientes atteintes d’un cancer du sein ou de I'ovaire (Segura et al., 2013b). L'expression du FCeR1
les différencie des macrophages et une analyse transcriptomique de ces cellules les définit comme une
population intermédiaire entre des DC et des macrophages. Dans cette derniére étude, les MoDC
identifiées semblent capables de promouvoir I'expression du facteur de transcription RORyt ainsi que
la synthese d’IL-17A par les LT mémoires autologues via leur production de TGF-B, IL-1p, IL-6 et IL-23.
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4. Technologies haut-débit et transcriptome des populations de cellules dendritiques

L'identification précise des sous-populations de DC reste difficile avec les technologies
habituellement utilisées qui permettent de caractériser phénotypiquement ou fonctionnellement les
cellules avec relativement peu de profondeur. L’environnement tissulaire et I'état de maturation des
DC peuvent aussi largement influencer leurs phénotype et propriétés fonctionnelles, d’ou I'existence
de diverses nomenclatures utilisées au fil des années entre les espéces ou les tissus pour désigner une
méme population cellulaire. Ces techniques sont toujours utilisées mais le développement parallele
de technologies a plus haut débit, telles que la cytométrie de masse (CyTOF) ou le séquencgage complet
du transcriptome (RNAseq), a permis d’obtenir plus de précisions sur les populations déja identifiées,
de découvrir des populations jusque-la inconnues, et enfin d’uniformiser la classification des DC entre
les tissus et les especes (Guilliams et al., 2014).

Les propriétés fonctionnelles des cellules étant grandement dictées par leur transcriptome,
I'utilisation des empreintes moléculaires des cellules et plus particulierement de leurs spécificités
transcriptomiques, permet d’établir leur identité. De nombreuses études ont effectué des analyses de
RNAseq sur des populations isolées par cytométrie en flux sur la base de |'expression de marqueurs
spécifiques a chacune d’elles. Cette technique nécessite néanmoins une grande rigueur lors de la mise
en place de la stratégie d’identification des populations, car une contamination par d’autres cellules
peut biaiser de facon dramatique le profil transcriptomique obtenu (Vu Manh and Dalod, 2016). De
nouvelles avancées techniques ont permis le développement d’analyse de RNAseq a I'échelle d’une
cellule unique (« single cell RNAseq », scRNAseq), technologie récemment utilisée par Villani et al. pour
caractériser les DC humaines du sang de donneurs sains (Villani et al., 2017).Cette technologie permet
d’éviter I'étape de tri préalable et donc des potentielles contaminations, ainsi qu’une identification
non biaisée des cellules établie a posteriori a partir du profil transcriptomique obtenu pour chaque
cellule.

Des analyses comparatives de RNAseq ont pu démontrer I'induction d’un remodelage du profil
transcriptomique des DC par différentes activations in vitro et in vivo, avec par exemple I'induction des
génes des voies NF-kB et IFN de type I. Ces études ont permis de mettre en évidence I’'ensemble des
génes réellement associés a I'identité cellulaire des populations de DC étudiées et dont I'expression
n’est pas modifiée par leur activation ou maturation (Balan et al., 2014; Vu Manh et al., 2013).
Contrairement a ce qui avait été suggéré auparavant (Meredith et al., 2002; Soumelis and Liu, 2006),
I'analyse des pDC a par exemple démontré que leur activation n’induit pas leur conversion en un
nouveau sous-type de cDC mais que leur identité transcriptomique est maintenue (Vu Manh et al.,
2013). Le RNAseq a aussi permis aussi de réfuter I’hypothese de I'existence d’une population appelée
« DC tueuses et productrices d’IFN » (IKDC) chez la souris (Chan et al., 2006) en démontrant que leur
profil transcriptomique est semblable a celui des cellules NK, dans un état d’activation particulier, et
bien différent de celui des diverses populations de DC (Robbins et al., 2008).

36



Ce sont également des études de RNAseq qui ont permis de repérer les homologies entre les
populations de DC identifiées dans différents tissus (Crozat et al., 2010a; Guilliams et al., 2010; Miller
et al., 2012; Watchmaker et al., 2014) et entre différentes especes (Contreras et al., 2010; Crozat et
al., 2010b; Haniffa et al., 2012; Marquet et al., 2014; Robbins et al., 2008; Vu Manh et al., 2014). La
démonstration des homologies entre les sous-types de DC humaines et murines (Crozat et al., 2010a3;
Dutertre et al., 2014; Robbins et al., 2008) a représenté une avancée majeure dans le domaine et a
facilité I'analyse de la spécialisation fonctionnelle des populations de DC. Par ailleurs, la technologie
CyTOF a également été récemment utilisé pour identifier et comparer les différentes populations entre
tissus et especes (Homme, souris, macaque), en conditions normales ou inflammatoires (Guilliams et
al., 2016). Guilliams et al. ont ainsi proposé une stratégie universelle d’identification des DC
indépendamment de I'espéce ou du tissu desquels elles proviennent.

Le RNAseq a aussi été utile pour mettre en évidence les similarités ou différences pouvant
exister entre les DC dérivées de progéniteurs in vitro et celles que I'on retrouve in vivo. Une étude chez
la souris a par exemple démontré que les DC dérivées de monocytes (en présence de GM-CSF) ont un
profil transcriptomique plus proche de celui des monocytes et macrophages plutét que des DCisolées
de ganglions lymphatiques (Robbins et al., 2008). Chez 'Homme, les DC CD11b* obtenues in vitro a
partir de cellules souches hématopoiétiques (HSC) CD34* semblent étre équivalentes aux MoDC plutot
gu’aux cDC2. Ce méme type de culture permet cependant d’obtenir un grand nombre de cDC1 avec
un profil transcriptomique trés proche de celles isolées du sang de donneurs sains (Balan et al., 2014).
Un protocole de différenciation des HSC CD34* permet aujourd’hui d’obtenir les deux lignages de DC,
plasmacytoides et myéloides (incluant les sous-types cDC1 et cDC2), avec des transcriptomes
rigoureusement proches de ces mémes types de cellules isolées du sang (Lee et al., 2015).

Comme expliqué précédemment, 'analyse par scRNAseq permet une identification non-
biaisée des différentes populations cellulaires. Les travaux de Villani et al. basés sur du scRNAseq de
PBMC ont permis de révéler I'existence de deux nouvelles populations de cellules (Villani et al., 2017).
La premiére est constituée de cellules progénitrices trés précoces caractérisées par I'expression des
marqueurs CD34* CD100* CD123"". Elles possédent une grande capacité de prolifération de de
différenciation en cDC1 et cDC2. La deuxieme population est quant a elle caractérisée par I'expression
des marqueurs AXL ainsi que SIGLECS6, et appelée AS-DC (aussi appelée DC5 dans leur classification).
Cette population exprime des molécules communes avec les pDC, notamment certaines classiquement
utilisées pour l'identification de ces dernieres et était donc jusqu’a présent isolée avec les pDC dans
les processus de tri cellulaire, biaisant ainsi I'analyse fonctionnelle de ces cellules. Des analyses
fonctionnelles des cellules identifiées grace a la stratégie de scRNAseq permirent notamment de
mettre en évidence que, contrairement aux pDC, les AS-DC ne sont pas capables de produire de I'lFN-
| aprés engagement de TLR9 mais synthétisent de I'IL-8 ou de I'lL-12p70. Elles possédent aussi des
capacités d’activation des LT et de différenciation en cDC2, soulevant ainsi I'hypothese qu’elles
puissent représenter une population de pré-DC. C'est d’ailleurs ainsi que sont caractérisées les DC AXL*
SIGLC6" identifiées par scRNAseq dans I'étude de See et al.: un type de précurseurs précoces
possédant la capacité de se différencier en c¢DC (ici cDC1 et cDC2) (See et al., 2017).
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Plusieurs stratégies sont aujourd’hui utilisées pour identifier des listes de genes « signatures »
d’un type cellulaire. L’analyse du transcriptome d’un sous-type particulier de DC permet I'identification
des transcrits les plus exprimés dans cette population. La comparaison du transcriptome des
différentes populations de DC permet l'identification des genes spécifiques ou enrichis dans une
population comparée aux autres. Ces signatures peuvent alors étre utilisées afin d’établir un score ou
un pourcentage d’infiltration par les différents types de DC dans un tissu ou un contexte immunitaire
précis. De par l'accessibilité a des bases de données publiques de résultats d’analyses
transcriptomiques de tumeurs telles que le TCGA, l'infiltration de nombreuses tumeurs humaines par
les DC a été évalué grace a ces signatures. Nous détaillerons les résultats dans le chapitre Il de ce
manuscrit.

I1l. Focus sur les cDC1

Nous allons maintenant aborder une partie entierement dédiée a la sous-population de
cellules dendritiques myéloides appelée cDC1 autour de laquelle se sont articulés mes travaux de
thése. Cette population représente moins de 0,05% des PBMC chez I’'Homme (Dzionek et al., 2000).
Etant données les ressemblances que I'on trouve entre les cDC1 et cDC2, il a d’abord été suggéré que
ces deux sous-types de DC représentaient différents états de maturation d’'une méme population
(Dzionek et al., 2000; Lindstedt et al., 2005). Mais des analyses transcriptomiques comparatives ont
ensuite identifié les caractéristiques particulieres des cDC1, communes avec les DC CD8a* murines, les
décrivant donc comme une population a part entiére (Crozat et al., 2010a; Robbins et al., 2008). Les
travaux de Robbins et al. ont en effet confirmé |'expression partagée de certains genes reportés
quelques années plus tot tels que TLR3 (Lindstedt et al., 2005) ou Necl2 (Galibert et al., 2005). La trés
faible proportion des cDC1 a longtemps freiné et freine encore aujourd’hui leur étude, en particulier
concernant leur ontogénie. Néanmoins, les analyses de leur transcriptome (Balan et al., 2014; Crozat
et al., 2010a) ainsi que le développement de protocoles permettant leur différenciation in vitro a partir
de HSC CD34" (Balan et al., 2014, 2018; Poulin et al., 2010; Proietto et al., 2012) ont permis
I"'accumulation de nombreuses nouvelles données.

1. Origine et distribution des cDC1

Chez la souris, la différenciation des DC CD8a* et CD103* est régulée par les facteurs de
transcription tels que Batf3, Irf8, Id2 et Nfil3 (Belz and Nutt, 2012; Miller et al., 2012). Certains d’entre
eux sont aussi impliqués chez 'Homme. La génération de cDC1 a partir d’"HSC isolées de sang de cordon
ombilical est par exemple dépendante de BATF3 (Basic leucine zipper ATF-like transcription factor 3)
(Poulin et al., 2012). Cependant, le rble essentiel de ce facteur de transcription n’a pour I'instant pas
été démontré in vivo, le blocage de son expression dans des souris humanisées n’ayant pas d’impact
sur la proportion des cDC1. IRF8 semble aussi étre impliqué car sa déficience entraine chez 'Homme
une absence compléte de cDC1 dans le sang (Hambleton et al., 2011), accompagnée d’une absence de
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monocytes, pDC et cDC2, soulevant I’hypothése de I'implication d’IRF8 dans le développement d’un
progéniteur commun a l'origine de ces populations immunitaires. Enfin, il a également été démontré
que le facteur de transcription GATA2 intervient aussi dans la différenciation des cDC1 (Collin et al.,
2015; Onodera et al., 2016). Il est important de noter que l'identification de ces facteurs impliqués
dans la différenciation des DC a permis le développement de modeles murins déficients en c¢DC1,
comme les souris Batf3-/-.

FIt3-L (Fms-related tyrosine kinase 3 ligand) est un facteur de croissance soluble ou
membranaire impliqué dans la génération de cDC1 in vivo et in vitro chez 'Homme et la souris (Merad
and Manz, 2009). Pour preuve, il a par exemple été reporté une importante augmentation spécifique
de la proportion de cDC1, chez les patients atteints de malaria sévére accompagnée d’un tres fort taux
de Flt3-L plasmatique (Guermonprez et al., 2013). La méme observation a été faite dans le sang de
volontaires sains traités au FIt3-L (Galibert et al., 2005; Guermonprez et al., 2013). Cependant, des
souris humanisées traitées de la méme fagcon ne présentent pas seulement une augmentation de la
proportion des cDC1, mais aussi des pDC et cDC2 (Ding et al., 2014b), remettant en cause le role
supposé de cette cytokine dans le développement sélectif des cDC1. En parallele des modeéles murins,
les méthodes de différenciation de DC in vitro ont permis d’obtenir des informations quant a
I'implication d’autres cytokines et facteurs de croissance dans la génération de cDC1. Dans le protocole
développé par Poulin et al., les HSC de sang de cordon sont amplifiées lors d’une premiére culture en
présence de SCF (Stem cell factor), Flt3-L, IL-3 et IL-6, puis différenciées grace au remplacement des
interleukines 3 et 6 par du GM-CSF et de I'lL-4 (Poulin et al.,, 2010). Ces cocktails de cytokines
permettent la génération de plusieurs populations de DC dont les cDC1, avec un profil
transcriptomique particulierement proche de celui des cDC1 retrouvées in vivo (Balan et al., 2014).
D’autres protocoles de différenciation in vitro ont ensuite été développés et permettent désormais
d’obtenir en paralléle des cDC1, cDC2 et pDC grace a d’autres cocktails de cytokines (Balan et al., 2018;
Lee et al., 2015; Thordardottir et al., 2014). Notons que le Flt3-L fait toujours partie de ces cultures in
vitro.

Plusieurs études supportent I’hypothése que les ¢cDC1 du sang sont a |'origine des cDC1
présentes dans les organes lymphoides secondaires ou les autres tissus périphériques. Il a par exemple
été démontré que les cDC1 circulantes expriment le marqueur de prolifération Ki67, expression perdue
dans les tissus (Nizzoli et al., 2013; Segura et al., 2012), sans qu’une véritable démonstration de leur
capacité de prolifération des DC ait été faite pour autant. De plus, la plasticité phénotypique des cDC1
a été mise en évidence par une étude montrant que la culture de DC, isolées du sang de donneurs
sains, en présence de tissu cutané permet de réguler positivement |’expression des marqueurs CD1a
et BDCA1 3 la surface des cDC1. Ces cellules acquiérent alors un phénotype équivalent aux DC BDCA3"
de la peau humaine (Haniffa et al., 2012).

On retrouve les cDC1 dans de multiples tissus lymphoides (thymus, ganglions, rate, amygdales)
et autres tissus périphériques avec généralement une proportion supérieure et un phénotype plus
activé que les cDC1 du sang (Haniffa et al., 2012; Nizzoli et al., 2013; Yoshio et al., 2013). En effet, elles
expriment plus fortement les marqueurs d’activation CD40, CD80, CD83, CD86 et PD-L1. De facon
remarquable, le foie et les poumons sont particulierement riches en cDC1 (Demedsts et al., 2005; Kelly
et al., 2014; Lavin et al., 2017; Tsoumakidou et al., 2006), suggérant un role particulier de ce sous-type
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Figure 6 — Principales caractéristiques des cDC1 humaines
Les cDC1 expriment tout un panel de récepteurs membranaires et intracellulaires leur adhésion,
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leur migration,

I’endocytose d’Ag, la reconnaissance de toute une diversité de PAMP/DAMP, ainsi que la synthése de cytokines
dont I'IFN-A. Elles expriment également des récepteurs membranaires permettant leur interaction avec des
effecteurs de I'immunité adaptative et notamment impliqués dans la régulation de I'activation des LT.
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cellulaire dans I'immunité de ces organes. Une étude a laquelle j’ai pu participer a également mis en
évidence la modulation de la distribution et des fonctions des cDC1 humaines induites en réponse a
une infection virale. En effet, le sang des patients infectés par HBV présente une proportion de cDC1
significativement réduite par rapport a des donneurs sains bien que ce virus ne semble pas affecter
leur fréquence au sein de biopsies hépatiques. Néanmoins, les cDC1 présentes dans le foie de ces
mémes patients présentent une sous-expression de CD40, suggérant une altération de leur activation.

Cf : Annexe 1 _ Circulating and hepatic BDCA1*, BDCA2* and BDCA3* dendritic cells are subverted in
patients with chronic HBV infection. Ouaguia et al., Soumis

2. Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des cDC1

Les cDC1 expriment des marqueurs communs avec les cDC2, tels que CD13 et CD33, mais en
different par une plus faible expression de CD11c et I'absence totale d’expression de CD11b et de SIRPa
(CD172a) [Figure 6]. Les cDC1 ont tout d’abord été décrites comme un type de DC du sang exprimant
fortement la glycoprotéine transmembranaire BDCA3 (thrombomoduline, CD141, Blood dendritic cell
antigen 3) (Dzionek et al., 2000; MacDonald et al., 2002) qui peut aussi étre exprimée de facon
modérée par d’autres cellules comme les cDC2, les pDC, les LC et les monocytes (Chu et al., 2012;
Demedsts et al., 2005; Dzionek et al., 2002; Haniffa et al., 2012; Segura et al., 2012; Van Pottelberge et
al., 2010). De plus, son expression peut étre induite lors de la maturation de DC ex vivo, notamment a
la surface des cDC2 et des pDC (Dzionek et al., 2000). BDCA3 est également exprimé par les cellules
endothéliales et posséde des propriétés anticoagulantes en séquestrant la thrombine, ainsi qu’une
activité anti-inflammatoire en bloquant le LPS et la protéine HMGB1 (high mobility group box 1)
relarguée par les cellules nécrotiques. La molécule BDCA3 peut également activer directement
d’autres molécules anti-inflammatoires telles que I'aPC (activated protein C), le TAFI (Activated
thrombin-activatable fibrinolysis) et des inhibiteurs du complément (Li et al., 2012). Son expression
par les DC peut suggérer I'existence d’une autre propriété fonctionnelle qui reste encore aujourd’hui
a démontrer.

Dans la mesure ou I'expression de BDCA3 est partagée avec d’autres cellules, I'identification
des cDC1 ne peut reposer uniquement sur son expression et nécessite I'analyse de marqueurs
spécifiques complémentaires. Cependant, pour analyser les caractéristiques fonctionnelles des cDC1,
beaucoup d’études ont isolé ces cellules grace a des billes magnétiques couplées a des anticorps anti-
BDCA3. Bien que les cDC1 représentent la population immunitaire qui exprime ce marqueur le plus
fortement, ce genre de technique ne permet qu’un enrichissement en cDC1 plutét qu’une purification
a proprement parler. Les résultats de ces études refletent alors les capacités fonctionnelles d’une
population hétérogéne. Plusieurs molécules comme CLEC9A/DNGR-1 et XCR1 sont aujourd’hui
connues pour étre spécifiquement exprimées par les cDC1, qu’elles soient humaines ou murines. Leur
implication dans la fonctionnalité des DC sera détaillée ci-dessous.
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CLEC9A est une lectine de type C exprimée spécifiquement par les cDC1 humaines et murines.
Cette molécule est communément utilisée en combinaison avec BDCA3 pour identifier ce sous-type de
DC. Elle est impliquée dans la reconnaissance des filaments d’actine F exposés a la surface des cellules
nécrotiques et considérés comme des DAMP (Danger associated molecular pattern) (Ahrens et al.,
2012; Sancho et al., 2009; Zhang et al., 2012). L’engagement de CLEC9A induit son internalisation
(Schreibelt et al., 2012), I'activation de la tyrosine kinase Syk et la régulation positive de la présentation
croisée d’Ag associés aux cellules nécrotiques aboutissant a I'induction de réponses cytotoxiques
spécifiques (Ahrens et al., 2012; Hanc et al., 2015; Sancho et al., 2009; Schreibelt et al., 2012; Tullett
et al., 2016; Zelenay et al., 2012). L’expression de CLEC9A par les cDC1 pourrait étre cruciale dans un
contexte de cancer, I'environnement tumoral étant connu pour étre riche en cellules nécrotiques. Il a
d’ailleurs été prouvé chez la souris que le ciblage de cette molécule grace a des peptides ou des
anticorps spécifiques induit la mise en place d’une réponse cytotoxique efficace médiée par les
lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et le contréle du développement tumoral (Picco et al., 2014; Sancho
et al., 2008; Schreibelt et al., 2012; Yan et al., 2016). L’utilisation d’anticorps dirigés contre CLEC9A
permet aussi la formation transitoire de centres germinatifs dans les organes lymphoides secondaires,
associée a la génération d’'une importante réponse humorale chez la souris et le macaque (Li et al.,
2015; Park et al., 2013).

L’absence d’expression de SIRPa (Signal-regulatory protein o) est une autre particularité
intéressante des cDC1 en comparaison avec les autres sous-populations de DC. L’interaction de ce
récepteur avec son ligand CD47 constitue un « don’t eat me signal » qui inhibe la phagocytose des
cellules CD47* par les macrophages ou les DC SIRPa* (Barclay and Van den Berg, 2014; Jaiswal et al.,
2009). Cette propriété des cDC1 est particulierement intéressante pour leur fonction dans I'immunité
antitumorale car I'expression de CD47 a été rapportée dans une grande variété de cancers et est
associée a un mauvais pronostic des patients (Majeti et al., 2009; Murata et al., 2014; Willingham et
al., 2012). Ces données laissent donc suggérer que les cDCl ne sont pas sensibles a
I'immunosuppression induite par les cellules tumorales via I'axe CD47-SIRPa.

a. TLR3

Les cDC1 expriment fortement TLR3 (Toll-like receptor 3), un PRR localisé dans les endosomes
et spécialisé dans la reconnaissance des molécules d’ARN double brin. Il est donc particulierement
important pour 'immunité antivirale lors de la phagocytose de débris de cellules infectées (O’Neill et
al., 2013). Il peut étre exprimé par de nombreuses cellules chez 'Homme (Zarember and Godowski,
2002), notamment par les cellules tumorales (Shi et al., 2016) et endothéliales (Kleinman et al., 2008),
mais aussi par les cellules hématopoiétiques dont les cDC1 (Colletti et al., 2016; Hémont et al., 2013;
Jongbloed et al.,, 2010). L'engagement de TLR3 par une molécule d’ARN double brin induit la
phosphorylation de sa queue cytoplasmique, étape indispensable au recrutement de I’adaptateur TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) et a I’activation subséquente de plusieurs voies
de transcriptions, telles que IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3), NF-kB et AP-1 (Gauzzi et al., 2010),
menant ainsi a l'activation des DC et leur production d’IFN et d’autres cytokines/chimiokines
inflammatoires (Matsumoto and Seya, 2008). Le poly(l:C) (polyinosine-polycytidylic acid), un analogue
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synthétique d’ARN double brin, est régulierement utilisé pour induire I'activation des cDC1 in vitro. Il
induit alors la régulation positive de I'expression des molécules de stimulation CD80, CD86 et CD40
(Colletti et al., 2016), ainsi que leur synthése d’IFN de type Ill, IFN-B, CXCL9/10, IL-6, TNF-a et CCL5
(van der Aa et al., 2015; Balan et al., 2014; Lauterbach et al., 2010). La capacité des cDC1 a produire de
I'IFN-111 sera détaillée par la suite. Par ailleurs, les cDC1 expriment d’autres types de PRR tels que les
TLR1,2,6,8 et 10 (HéEmont et al., 2013).

Comme démontré en Annexe 1, I'expression de TLR3 par les cDC1 du sang ne semble pas étre impactée
par l'infection par HBV, mais ces cellules semblent cependant fonctionnellement altérées. Leur
activation par du poly(l:C) induit en effet une synthése d’IFN-III significativement réduite comparée a
celle des cDC1 isolées du sang de donneur sain. Dans une autre étude, I'analyse comparative des cDC1
du sang et du foie a montré des phénotypes équivalents, excepté pour I'expression de TLR3 nettement
inférieure dans les cDC1 hépatiques (Mittag et al., 2011).

b. Synthése de cytokines et chimiokines inflammatoires

Les cDC1 murines sont connues pour étre les principales cellules productrices d’IL-12p70, mais
les données chez ’'Homme permettant de I'affirmer ne rencontrent pas un fort consensus. Une des
premieres études consacrées aux cDC1 du sang chez 'Homme a mis en évidence leur capacité a
synthétiser de I'lL-12p70 en réponse a un cocktail de stimulation composé de poly(l:C), IFN-y, TNF-a,
IFN-a et IL-1B (Jongbloed et al., 2010). Les cDC1 de la rate et du sang de cordon produisent cette méme
cytokine apres activation par les TLR 1 a 9 combinée a de I'lL-4 et de I'[FN-y (Poulin et al., 2010). La
synthése d’IL-12p70 a alors été considérée comme une spécificité des cDC1. Une étude plus récente
contredit cependant ces données, identifiant les ¢cDC2 et non cDC1 comme les principales cellules
productrices d’IL-12p70, cette fois-ci en réponse a poly(l:C) seul (Nizzoli et al., 2013). Cette supériorité
des cDC2 a produire de I'lL-12p70 est aussi retrouvée lorsqu’elles sont isolées des PBMC et stimulées
avec un cocktail activateur composé de CD40L, IFN-y, IL-4 et GM-CSF (Mittag et al., 2011). De leur coté,
Hannifa et al. ont comparé toutes les populations de DC de la peau et démontré dans le méme temps
la supériorité des MoDC ainsi que I'incapacité des cDC1 a produire de I'lL-12p70 en réponse a divers
stimuli (Haniffa et al., 2012). L'ensemble de ces résultats suggérent de conclure que, tout comme
d’autres populations de DC, les cDC1 sont bien capables de produire de I'lL-12p70 mais que leur
réponse semble fortement dépendre du tissu duquel elles ont été isolées et du signal d’activation
gu’elles ont recu.

Les cDC1 du sang activées par poly(l:C) sont aussi capables de produire de I'IL-6, IL-8, IFN-J3,
TNF-a et CXCL10 (Jongbloed et al., 2010). Les cDC1 isolées de la peau humaine synthétisent quant a
elles de I'lL-8, TNF-a et CXCL10 apres activation par poly(l:C) (Haniffa et al., 2012). Cette méme
stimulation permet aux cDC1 dérivées de HSC in vitro de produire de I'lFN-B, IL-6, TNF-a, CXCL9,
CXCL10, CXCL11 et CCL5 (Balan et al., 2014). La capacité des cDC1 a produire de larges quantités de
CXCL10 ainsi que leur expression de XCR1 sont deux propriétés pouvant permettre un dialogue croisé
entre les lymphocytes impliqués dans une réponse cytotoxique et les cDC1. En effet, la chimiokine
CXCL10 est impliquée dans le recrutement des cellules NK, LT CD8* et LT CD4* Thl exprimant tres
largement CXCR3 (le récepteur de CXCL9/10/11). Ces mémes cellules sont d’importantes productrices
de XCL1, qui favorise en retour le recrutement des cDC1 XCR1".
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Figure 7 — Dialogue croisé entre cDC1 et effecteurs immunitaires cytotoxiques

De nombreuses données de la littérature mettent en évidence les liens étroits qui existent entre les cDC1 et les
lymphocytes cytotoxiques. En effet, alors que les cDC1 produisent les chimiokines nécessaires au recrutement
des LT et NK (CXCL9 et CXCL10), ces derniers synthétisent de fortes quantités de XCL1, chimiokine
spécifiguement impliquée dans le recrutement des cDC1. L'interaction entre les molécules d’adhésion NECL2 et
CRTAM permet la formation de contacts étroits entre ces types cellulaires. Enfin, la supériorité des cDC1 a cross-
présenter des Ag, en particulier grace a la lectine CLEC9A permettant I'internalisation de fragments cellulaires,
induit I'activation efficaces des LT CD8*. Via leur synthése d’IFN-y et de TNF-a, les cellules NK favorisent une
régulation positive de ce processus.
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La production de cytokines et chimiokines telles que le CXCL10, les IFN-I/IIl et I'lL-12p70 par
les cDC1 suggere un réle important de ces cellules dans I'induction de réponses lymphocytaires de type
Th1. Invitro, les cDC1 humaines isolées du sang ou de ganglions lymphatiques induisent la prolifération
de LT CD4" allogéniques et leur synthese d’IFN-y, IL-5 et IL-13, de maniere aussi efficace que les cDC2.
Cette production de cytokines reflete bien une polarisation Thl, mais aussi Th2 (Segura et al., 2012).
De leur c6té, Jongbloed et al. ont plutot démontré une supériorité des cDC1 du sang par rapport aux
c¢DC2 dans l'induction de la production d’IFN-y et d’IL-2 par les LT CD4", reflet d’un profil Thi.
L’activation préalable des cDC1 avec du poly(l:C) permet de doubler I'intensité de la synthése de ces
cytokines par les LT. De plus, ils ont aussi observé la capacité similaire des cDC1 et cDC2 a induire la
production d’IL-13. Cependant, aucune n’est capable d’activer la synthése d’IL-5 par les LT (Jongbloed
etal., 2010). Dans une étude comparative des cDC1, cDC2 et pDC, Segura et al. ont démontré que, bien
que les profils de cytokines induits soient équivalents pour ces trois populations, les cDC1 stimulent le
plus efficacement la prolifération de LT CD4*, en particulier en coculture avec des cellules nécrotiques
(Segura et al., 2013a).

D’autres ont suggéré le potentiel tolérogénique des DC BDCA3", en particulier via leur capacité
a synthétiser de I'lL-10 et a induire I'expansion des LTreg (Chu et al., 2012; Takagi et al., 2011; Velten
et al., 2004). Cependant, aucune de ces études n’a établi un phénotype suffisamment complet pour
confirmer la nature des cellules étudiées. Comme expliqué précédemment, d’autres DC que les cDC1
peuvent en effet exprimer le marqueur BDCA3. Ceci reflete une nouvelle fois la nécessité d’étudier
I’expression de plusieurs marqueurs spécifiques afin d’identifier de fagon certaine les différents sous-
types en amont de toute analyse fonctionnelle. Bien qu’il manque aujourd’hui des arguments solides
pour certifier que les cDC1 sont capables d’activer des LTreg, elles semblent tout de méme présenter
une certaine plasticité, leur permettant d’induire des réponses Thl et Th2. Ces cellules pourraient donc
s’adapter aux facteurs environnementaux et de danger reconnus afin d’induire des réponses
immunitaires adaptées.

a. XCR1

XCR1 est un récepteur de chimiokines spécifiquement exprimé par les cDC1 humaines et
murines (DC CD8a* et CD103*). Ses ligands, XCL1 et XCL2 chez 'Homme et XCL1 chez la souris, sont
produits par les cellules NK activées, les LT CD4* Th1 et les LT CD8* [Figure 7] (Contreras et al., 2010;
Crozat et al., 2010b; Haniffa et al., 2012; Marquet et al., 2014; Robbins et al., 2008; Vu Manh et al.,
2014) et permettent la migration spécifique des cDC1 (Bachem et al., 2010; Dorner et al., 2009;
Yamazaki et al., 2010). Chez la souris, I'interaction des LT CD8" avec les cDC1 permet la régulation
positive de leur production de XCL1 et une augmentation de leur survie ainsi que de leurs fonctions
effectrices (cytotoxicité et synthese d’IFN-y) (Dorner et al., 2009). Toujours chez la souris, il a aussi été
démontré que XCL1 peut étre produit par les cellules épithéliales médullaires du thymus, favorisant
ainsi I'accumulation de cDC1 contribuant a I'expansion des LTreg (Lei et al., 2011).

Tout comme CLEC9A, XCR1 fait partie des molécules candidates pour le ciblage spécifique des
cDC1 en immunothérapies. Il a par exemple été démontré que I'injection d’anticorps anti-XCR1 ou de
XCL1 recombinant permet la polarisation des LT CD4" vers un profil Thl et I'induction d’une réponse
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CTL efficace contre des cellules tumorales de thymome dans un modeéle de souris transgéniques
exprimant le récepteur XCR1 humain a la surface des cDC1 (Hartung et al., 2015).

b. NECL2/CADM1

NECL2 (Nectin-like protein 2) est une molécule d’adhésion de type nectine exprimée par de
multiples types cellulaires. Parmi les cellules hématopoiétiques humaines et murines, son expression
est restreinte aux cDC1 (Galibert et al., 2005; Robbins et al., 2008). Elle permet I'adhérence
intercellulaire grace a des interactions homotypiques, mais aussi la reconnaissance de types cellulaires
différents via a des interactions hétérotypiques avec d’autres protéines d’adhésion. NECL2 interagit
par exemple avec CRTAM (Class I-restricted T cell-associated molecule), une molécule dont
I’expression est transitoirement induite a la surface des cellules NK, NKT et LT af3 et y6 lors de leur
activation [Figure 7] (Arase et al., 2005; Boles et al., 2005; Galibert et al., 2005; Kennedy et al., 2000).
L’expression de NECL2 par les cDC1 pourrait donc étre primordiale dans leur dialogue croisé avec les
différents effecteurs cytotoxiques de I'immunité.

NECL2 semble jouer un role double lorsqu’elle est exprimée par les cellules tumorales. Cette
molécule peut en effet avoir une fonction antitumorale en participant au maintien des structures
épithéliales pour empécher leur propagation. La perte de son expression par hyperméthylation a aussi
été observée notamment dans le cancer du poumon (NSCLC), associée a des modifications
morphologiques des cellules tumorales et leur échappement aux cellules immunitaires cytotoxiques
(Fukami et al., 2003; Murakami, 2005). A l'inverse, I'interaction entre CRTAM et NECL2 a une action
protumorale en induisant la mort des LT y& in vitro (Dessarthe et al., 2013).

De facon générale, il est aujourd’hui bien admis que les mDC ont un réle dans la capture des
Ag et leur présentation aux LT. En exprimant les molécules du CMH de classe | et Il, elles sont en effet
capables d’activer a la fois les LT CD4* et CD8* (Mantegazza et al., 2013). Les molécules du CMH de
classe Il sont spécifiquement exprimées par les APC et permettent la présentation aux LT CD4* d’Ag
exogenes provenant par exemple de pathogénes, de cellules infectées ou de cellules tumorales
phagocytées. A l'inverse, le CMH-I est ubiquitairement exprimé et permet classiquement de présenter
des Ag dérivés de protéines endogenes. Les DC ont cependant la capacité d’appréter des Ag exogenes
sur les molécules du CMH-I afin d’activer des réponses CTL efficaces. Ce processus est appelé
présentation croisée ou cross-présentation (Segura and Amigorena, 2015).

a. cDC1 murines et présentation croisée d’Ag

Plusieurs travaux menés dans des modeles murins ont mis en évidence la supériorité des cDC1
a cross-présenter des Ag solubles ou cellulaires, comparativement aux autres populations de DC des
OLS (Allan et al., 2003; Belz et al., 2004, 2005; den Haan et al., 2000; Pooley et al., 2001; Schulz et al.,
2005). En effet, les cDC1 isolées de la rate de souris immunisées contre I’Ag OVA (Ovalbumine) sont
capables d’induire une forte prolifération de LT CD8* spécifiques (OT-1), donc par présentation croisée
d’un Ag a la surface des molécules du CMH-I, alors que les cDC2 induisent plutét la prolifération de LT
CD4+ (OT-ll) (Dudziak et al., 2007; Hildner et al., 2008). De facon cohérente, les souris Batf3-/-
déficientes pour la population cDC1 sont incapables de développer des réponses Thl en contexte
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infectieux ou tumoral. Dans ce contexte, le transfert adoptif de cDC1 permet de rétablir une immunité
efficace (Hildner et al., 2008).

b. Une réelle supériorité fonctionnelle pour la présentation croisée d’Ag chez
'Homme ?

Les cDC1 ont tout d’abord été décrites comme possédant une capacité de présentation croisée
d’Ag par les molécules deu CMH-1 aux LT CD8* supérieure par rapport aux cDC2, pDC ou MoDC (Bachem
et al., 2010; Crozat et al., 2010b; Haniffa et al., 2012; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010). Notre
équipe a récemment confirmé ces données et par ailleurs démontré I'existence d’un dialogue croisé
entre les cellules NK et les cDC1 dérivées de HSC in vitro. En effet, les cytokines TNF-a et IFN-y produites
par les NK permettent d’augmenter significativement la capacité des cDC1 a cross-présenter un Ag
tumoral aux LT CD8"* spécifiques (Deauvieau et al., 2015). L'ensemble de ces résultats reflete une
spécialisation fonctionnelle de ces cellules pour la présentation croisée d’Ag, comme précédemment
démontré pour les cDC1 murines CD8a* (Dudziak et al., 2007; Hildner et al., 2008; Shortman and Heath,
2010). Certaines études ont cependant nuancé ces données en démontrant que les Ag solubles
peuvent étre cross-présentés tout aussi efficacement par différents sous-types de DC, remettant donc
en question la supériorité fonctionnelle des cDC1 (Mittag et al., 2011; Nizzoli et al., 2013; Segura et al.,
2012). De plus, I'équipe de Segura et al. a démontré que les cDC1 et les cDC2 du sang et des amygdales
partagaient des caractéristiques communes indispensables a la présentation croisée d’Ag, telles qu’un
pH adéquat dans les phagosomes, une production de ROS (Reactive oxygen species) dans les
compartiments endosomaux ainsi qu’un transfert efficace des Ag depuis les vésicules d’endocytose
vers le cytosol permettant leur chargement sur les molécules du CMH-I (Segura et al., 2013a). En lien
avec ces dernieres données, une étude a aussi montré la capacité similaire des cDC1 et cDC2 a cross-
présenter des Ag délivrés dans les endosomes précoces, mais une capacité de présentation croisée
accrue des cDC1 si les Ag sont préférentiellement délivrés dans les endosomes tardifs ou les lysosomes
(Cohn et al., 2013). Les cDC1 pourraient donc posséder toutes les caractéristiques nécessaires a un
meilleur transfert des Ag depuis ces compartiments vers le cytosol. Les capacités de présentation
croisée de chaque sous-population de DC semblent dépendre en grande partie de la nature de I'Ag
utilisé pour ces expériences.

c. Role de CLEC9A et XCR1 dans la présentation croisée d’Ag

La supériorité fonctionnelle des cDC1 semblent plus claire lorsqu’il s’agit d’Ag associés a des
cellules nécrotiques (Crozat et al., 2010b; Jongbloed et al., 2010; Poulin et al., 2010; Segura et al.,
2013a). La lectine CLEC9A, spécifiquement exprimée par les cDC1, pourrait étre impliquée dans ce
processus, car comme décrit précédemment, elle permet la reconnaissance d’actine F exposée a la
surface des cellules nécrotiques [Figure 7] (Ahrens et al., 2012; Sancho et al., 2009; Zhang et al., 2012).
Il a justement été démontré chez la souris que I'expression de CLEC9A par les cDC1 était indispensable
a la présentation croisée d’Ag provenant de cellules nécrotiques, alors que ce n’est pas le cas pour la
présentation directe par les molécules du CMH-II (Sancho et al., 2009; Zelenay et al., 2012). De plus,
I'injection d’Ag couplés a des anticorps anti-CLEC9A induit leur présentation sur les CMH-I et CMH-II,
permettant I'activation efficace des LT CD8* et CD4* (Caminschi et al., 2008; Idoyaga et al., 2011; Joffre
et al.,, 2010; Lahoud et al., 2011; Sancho et al., 2008). Chez I'Homme, le ciblage des cDC1 par un
anticorps anti-CLEC9A couplé a un Ag conduit aussi a I'activation des LT CD4* et CD8* spécifiques ex
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Figure 8 — Signalisation des interférons de type |, Il et llI
La liaison des IFN-IIl avec leur récepteur, composé des chaines IL-10RB et IL-28Raq, induit la méme voie de
signalisation que I'engagement des IFNAR par les IFN-I. Elle passe notamment par le recrutement de JAK1 et
TYK2, puis I'activation du complexe ISGF3 et sa fixation sur des sites ISRE de la chromatine, induisant alors la
transcription de nombreux ISG. La phosphorylation de I'hétérodimére STAT3/5 a également été évoquée. En plus
de la voie JAK-STAT commune avec les IFN-I, les voies des MAPK et de la PI3K jouent également un réle
important dans I’expression des ISG suite a une stimulation par les IFN-III.
De leur c6té, les IFN-II induisent I'activation de JAK1 et JAK2, la dimérisation et la phosphorylation de STATL, la
fixation du dimere sur des éléments GAS de la chromatine, aboutissant également a la transcription d’ISG.
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vivo (Schreibelt et al., 2012). Cependant, il reste encore a déterminer comment I’'engagement de
CLEC9A permet de faciliter la présentation croisée. Il pourrait notamment faciliter I'endocytose des Ag
alors reconnus par des senseurs intracellulaires. Une étude chez la souris a aussi démontré que la voie
de signalisation passant par Syk, la tyrosine kynase située en aval de CLEC9A, est impliquée dans la
capacité de présentation croisée des cDC1. En effet, les DC de souris déficientes pour Syk (CD11c-
CrexSyk™") ont des capacités réduites de présentation croisée d’Ag en réponse a l'infection par le virus
VACV (Vaccinia virus) (Iborra et al., 2012). Cet élément est important pour la compréhension de la
biologie des cDC1, mais aussi et surtout pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
ciblant CLEC9A et visant a induire des réponses CTL efficaces par présentation croisée d’Ag.

XCR1 pourrait aussi jouer un role dans la capacité des cDC1 a cross-présenter efficacement des
Ag. Par rapport a CLEC9A, son réle de récepteur de chimiokines est plus difficile a relier avec les
fonctions de présentation antigénique. Méme s'il n’a pas de lien direct avec le processus de
présentation croisée, XCR1 intervient dans I'établissement d’interactions fortes entre les cDC1 et les
LT CD8* (Bachem et al., 2010; Crozat et al., 2010b).

3. cDC1etIFN de type lll

La synthése d’'IFN de type Ill par les cDC1 est une de leurs principales caractéristiques
reconnues aujourd’hui et documentée par plusieurs études qui seront présentéesici. Nous aborderons
aussi dans cette partie les caractéristiques de ce type particulier d’IFN, bien que de nombreuses
données soient déconnectées des cDC1.

a. Découverte des familles d’IFN

La mise en évidence des interférons résulte de travaux menés dans les années 1950 par A.
Isaacs et J. Lindenmann qui ont identifié une molécule « interférente » capable, suite a une infection
par le virus influenza, de limiter la multiplication d’autres virus au sein des cellules infectées et des
cellules saines. Ils I'ont donc appelée interféron (Isaacs et al., 1957). Trois interférons aux propriétés
antivirales complémentaires ont par la suite été caractérisés : les IFN-a, B et y (Mller et al., 1994).

Les IFN de type | représentent la plus large famille d’IFN comprenant en particulier les 13 sous-
types d’IFN-a ainsi que I'IFN-B. lls interagissent avec un récepteur membranaire composé des chaines
IFNAR1 et IFNAR2 (IFN-alpha receptor) (Domanski and Colamonici, 1996) associées au niveau de leur
queue cytoplasmique avec les kinases JAK1 (Janus kinase 1) et TYK2 (Tyrosine kinase 2). Une fois
activées, ces kinases induisent la formation du complexe de transcription ISGF3 (Interferon-stimulated
gene factor 3) composé des molécules STAT1/2 phosphorylées et d’IRF9. Sa fixation sur des domaines
ISRE (Interferon-stimuated response element) présents dans les séquences régulatrices des
promoteurs permet I'activation de la transcription de nombreux ISG (Interferon stimulated genes)
[Figure 8]. L'IFN-y, unique membre de la famille des IFN de type ll, interagit également avec un
récepteur membranaire composé de deux chaines: IFNGR1 et IFNGR2 (IFN-gamma receptor). Cet
interaction induit I'activation de JAK1 et JAK2, puis la dimérisation de STAT1, la fixation du dimére sur
les éléments GAS (Interferon-gamma activated sequence) de la chromatine et l'induction de la
transcription d’ISG [Figure 8]. Contrairement aux IFN-I, I'IFN-y a une faible activité antivirale directe
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L’engagement de divers PRR intracellulaires ou membranaires peut induire la synthése d’IFN-IIl. Parmi eux on
retrouve TLR3, notamment exprimé par les cDC1, TLR4, TLR7, TLR9, STING et Ku70. L’activation du senseur RIG-I
peut également induire la production d’IFN-IIl lorsque il est couplé a la protéine MAVS associée a la membrane
des peroxysomes. Si celle-ci est plutot associée a la membrane des mitochondrie, alors I'engagement de RIG-I
induit la synthése d’IFN-I.
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mais permet une forte activation de I'immunité menant a |’élimination des infections (Pestka et al.,
2004).

b. La nouvelle famille des IFN de type 11l / IFN-A

De fagon surprenante, un groupe de protéines aux propriétés similaires a celles des IFN-I a été
caractérisé de fagcon concomitante dans deux laboratoires au début des années 2000 (Kotenko et al.,
2003; Sheppard et al., 2002). Cette découverte a ouvert un nouveau chapitre de I'histoire des IFN. Ces
protéines, dont la famille porte aujourd’hui le nom d’IFN de type lll, ont tout d’abord été appelées IFN-
A1, IFN-A2, et IFN-A3 (Kotenko et al., 2003) et respectivement IL-29, IL-28A et IL-28B (Sheppard et al.,
2002). Elles sont codées par les génes IFNL1, IFNL2 et IFNL3. Un quatrieme membre de la famille, I'IFN-
A4, a été identifié une dizaine d’années plus tard (Ludmila et al., 2013). Cette protéine présente moins
de 30% d’homologie avec les autres membres de la famille et son expression est dépendante d’un
polymorphisme situé dans l'intron 1 du géne IFNL4 (O’Brien et al., 2014). Chez la souris, seulement
deux IFN-Ill sont retrouvés au niveau protéique, IFN-A2 et IFN-A3. La séquence codant pour I'IFN-A1 est
un pseudogene (Lasfar et al., 2006) et aucun géne orthologue codant pour I'lFN-A4 n’a été identifié
dans le génome murin. Alors que toutes les séquences des IFN-A1 a 3 humains présentent de fortes
homologies entre elles, on ne retrouve approximativement que 10 a 15% de similarité avec les IFN-I
(Gad et al., 2009). Leur structure est plutot similaire a celles des cytokines de la famille de I'lL-10 mais
ils sont néanmoins fonctionnellement proches des IFN de type I.

a. PRR et cellules productrices d’IFN-III

A l'instar des IFN de type |, les IFN-IIl sont connus pour leurs propriétés antivirales et sont
induits en réponse a un large éventail de virus. La reconnaissance des PAMP (par exemple en cas
d’infection virale) ou DAMP par les PRR permet en effet d’induire la synthese des IFN-I et Ill (Iversen
and Paludan, 2010; Levy et al., 2011). De nombreux types cellulaires ont été identifiés comme des
sources de cet IFN, mais ces résultats sont a prendre avec précaution car reposant principalement sur
des quantifications de I'expression ARNm qui peut différer de la synthése protéique réelle [Figure 9].

Les TLR sont les PRR les plus étudiés dans la caractérisation de la synthése d’IFN-A.
L’'engagement du TLR3 permet d’induire I'expression des IFN de type lll dans les cDC1 (Balan et al.,
2014; Lauterbach et al.,, 2010; Murata et al., 2014a; Yoshio et al., 2013), les cellules épithéliales
pulmonaires et colorectales (loannidis et al., 2013; Swider et al., 2014), les fibroblastes transformés
(Casrouge et al., 2006) ainsi que dans les hépatocytes primaires (Lee et al., 2014). Le TLR3, tout comme
le TLR4, semble étre également impliqué dans la production des IFN-A par les monocytes, les
macrophages dérivés de monocytes (MDM) et les MoDC matures (Coccia et al., 2004; Sirén et al.,
2005). Il est d’ailleurs intéressant de noter qu’un prétraitement des MDM par de I'IFN-a augmente
I’expression du TLR4 et induit celle du TLR3, permettant alors une potentialisation de leur production
d’IFN-1ll en réponse a des ligands de ces TLR (Sirén et al.,, 2005). De leur coté, les pDC sont
d’importantes cellules productrices d’IFN-a mais aussi d’IFN-A en réponse a I'engagement des TLR7 et
TLR9 (Megjugorac et al., 2009; Murata et al., 2014a; Yin et al., 2012). Tout comme pour les MDM, la
synthese d’IFN-IIl par les pDC est amplifiée lorsqu’elles sont au préalable activées avec de I'lFN-a (Yin
et al., 2012). Ces résultats soulignent donc I'existence d’une boucle d’amplification entre les IFN-I et
.
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D’autres PRR peuvent aussi induire la synthese d’IFN-III. C'est le cas du RLR (Rig-I-like receptor)
RIG-I. Ce récepteur reconnait les extrémités 5’ triphosphate des molécules d’ARN double-brin et
déclenche une cascade de signalisation passant par le recrutement de la protéine adaptatrice MAVS
(Mitochondrial antiviral signaling protein) associée a la membrane des peroxysomes et aboutissant a
la synthese des IFN-IIl. Lorsque MAVS est plutdét associée a la membrane des mitochondries,
I’engagement de RIG-I aboutit en revanche a la production d’IFN-I (Odendall et al., 2014). Alors que
presque tous les PRR cités jusqu’a présent permettent la synthése simultanée d’IFN de type | et IlI
(Donnelly and Kotenko, 2010), la reconnaissance d’ADN cytosolique par le senseur Ku70 représente
une exception car elle n’induit que la production d’IFN-A dans des cellules HEK293 et THP-1 (Zhang et
al.,, 2011b). Les ADN cytoplasmiques peuvent aussi étre reconnus par STING et induire I'expression
d’IFN-A1 au niveau ARNm dans différents types cellulaires, notamment des fibroblastes humains
transformés et une lignée de cellules épithéliales colorectales (HT29) (Chen et al., 2018; Sali et al.,
2015).

b. Voies de signalisation menant a la production d’IFN-III

Les premieres équipes qui ont caractérisé les voies de signalisation en aval des PRR permettant
la production d’IFN-III chez I'Homme et la souris ont ouvert la voie a des études comparatives entre
ces derniers et les IFN-I (Onoguchi et al., 2007; Osterlund et al., 2007). Ces voies sont effectivement
mieux connues pour induire la synthése des IFN-a et B. On sait par exemple que I'expression d’IFN-
requiert une activation coordonnée de plusieurs facteurs de transcription tels que NF-kB, IRF3 et IRF7.
Comme le démontre une étude chez la souris, IRF3 est aussi impliqué dans la régulation de la
transcription des genes codant pour les IFN-A (Onoguchi et al., 2007). Les auteurs ont de plus montré
I’existence de sites de fixation des IRF et de NF-kB dans le promoteur proximal des différents genes
Ifnl, suggérant une régulation commune des IFN-A et B. Chez 'Homme, I'analyse des régions
proximales et distales des promoteurs des genes codant pour les IFN-IIl a aussi révélé la présence de
plusieurs sites de fixation potentiels de ces facteurs de transcription (Lee et al., 2014, Siegel et al.,
2011). Une autre étude a cependant mis en évidence une différence de régulation transcriptionnelle
des IFN-I et Il : alors que I'expression des IFN-a et B requiert une activité coordonnée des multiples
facteurs de transcription cités ici, I'expression des IFN-A peut étre induite seulement grace a NF-kB ou
aux IRF. Un site de fixation de NF-kB dans le promoteur distal du gene IFNL1 permet en effet de réguler
sa transcription, indépendamment des IRF3/7 (Thomson et al., 2009). Cette derniére donnée laisse
supposer que les mécanismes d’inhibition des IFN mis en place par les virus ou les tumeurs pourraient
étre moins efficaces sur les IFN-III que sur les IFN-I, car ils devraient cibler simultanément les voies NF-
KB et IRF.

L'inhibition des IFN-IIl n’a pas été étudiée en détail jusque-la, mais il semblerait qu’elle soit
soumise aux mémes mécanismes que les IFN de type |. On retrouve par exemple des sites de fixation
de BLIMP-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein 1) dans les promoteurs des genes IFNL. Cette
protéine, qui réprime notamment I'expression de I'lFN-B, permet I'inhibition de la production d’IFN-
A1 (Siegel et al., 2011; Swider et al., 2014). La sous-unité p50 de NF-kB, contrairement a la sous-unité
p65, réprime également la transcription des IFN-III (Siegel et al., 2011). De son c6té, IRF8 se lie de
maniere compétitive aux sites de fixation d’IRF3 et 7, empéchant ainsi I'expression des IFN-A
(Osterlund et al., 2007). Par ailleurs, Pin-1 (Peptidyl-propyl cis-trans isomerase NIMA-interacting)
diminue I'induction des IFN-I et lll en interagissant avec la forme phosphorylée d’IRF3 pour induire son
ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome (Osterlund et al., 2007).
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a. Nature et profil d’expression du récepteur des IFN-III

Les différents IFN-IIl interagissent avec un récepteur membranaire hétérodimérique composé
des chaines IL-28Ra/IFN-AR1 et IL-10RB/IL-10R2 (Hamming et al., 2013; Kotenko et al., 2003; Sheppard
et al., 2002). Cette derniére entre aussi dans la constitution des récepteurs de différentes cytokines de
la famille de I'lL-10 telles que I'lL-22, I'lIL-26 et I'IL-10 elle-méme (Kotenko and Langer, 2004; Ouyang
et al.,, 2011), ce qui vaut aux IFN-IIl d’étre considérés comme des membres de la famille de I'lL-10 (Gad
et al., 2009). L'interaction entre I'IFN-A1 et la sous-unité IFN-AR1 est aujourd’hui bien caractérisée. On
sait notament qu’elle repose principalement sur des forces de van der Waals ainsi que des contacts
hydrophobes (Miknis et al., 2010) et qu’elle peut induire plusieurs voies de signalisation.

Alors que la chaine IL-10R2 est ubiquitairement exprimée chez I'Homme (Yoon et al., 2010),
I’expression d’IL-28Ra est restreinte a certains types cellulaires. Cette expression a notamment été
observée dans les cellules épithéliales de poumon, d’intestin et de foie (Brand et al., 2005; Doyle et al.,
2006; Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2002; Sommereyns et al., 2008), les kératinocytes (Maher
et al., 2008; Witte et al., 2009), ainsi que dans différentes populations de I'immunité telles que les
lymphocytes B (LB), les neutrophiles, les macrophages et les pDC (Blazek et al., 2015; Finotti et al.,
2016; de Groen et al., 2015a; Witte et al., 2009; Yin et al., 2012). De leur c6té, les cellules NK ne
semblent pas exprimer le récepteur aux IFN-Ill (de Groen et al., 2015a). Dans ces études, I'expression
d’IL-28Ra a été montrée seulement au niveau transcriptionnel mais aucune ne démontre I'expression
de la protéine IL-28Ra, et donc la capacité réelle des cellules a vraiment répondre a I'l[FN-A. Cela
provient en partie des limitations techniques actuelles. En effet, les quelques anticorps aujourd’hui
disponibles pour détecter la chaine IL-28Ra par cytométrie en flux ne permettent pas d’obtenir des
résultats vraiment concluants. On peut par exemple citer I'étude de Kelly et al. mettant en évidence
par cytométrie en flux I'expression du récepteur aux IFN-IIl a la surface d’une fraction des LB, des
monocytes CD14" et des pDC. Cependant, les marquages permettant d’analyser la phosphorylation de
STAT1 en cytométrie, ne témoignent de I'induction de la signalisation induite par I'lFN-A que dans les
pDC (Kelly et al., 2016). Les anticorps anti-IL-28Ra restent trés peu utilisés, que ce soit en FACS ou en
western blot, car leurs résultats sont encore peu concluants menant a de nombreuses discordances
entre les différentes études, notamment concernant I'expression du récepteur aux IFN-IIl par les LT
(Dai et al., 2009; Jordan et al., 2007; Witte et al., 2009). Les études se tournent donc vers des analyses
fonctionnelles de cellules traitées par les IFN-IIl ou des marquages de phospho-STAT1 beaucoup plus
convaincants.

De plus, I'expression d’IL-28ra semble étre finement régulée. Bien que les hépatocytes ne
répondent que faiblement a I'IFN-A1 a I’état basal, un prétraitement par de I'IFN-a permet de
fortement augmenter I'expression de la chaine IL-28Ra (ARNm) et la phosphorylation induite par I'IFN-
Al (Duong et al.,, 2014). Par ailleurs, une étude s’est récemment intéressée aux mécanismes
épigénétiques permettant de réguler I'expression du récepteur aux IFN-IIl (Ding et al., 2014a). Ils ont
pour cela comparé des lignées dérivées d’hépatocytes IL-28Ra’, telles que Huh-7, a des lignées
dérivées de gliomes comme U87 connues pour ne pas exprimer ce récepteur. Les auteurs ont ainsi
démontré I’lhyperméthylation d’tlots CpG présents dans le promoteur du géne IFNLR1 dans les cellules
U87, ainsi que I'existence de nombreux domaines chromatiniens fermés et transcriptionnellement
inactifs. De facon intéressante, I'utilisation d’'un agent déméthylant combiné a un inhibiteur d’histone
désacétylase permet d’augmenter fortement I'expression d’IL-28Ra a la surface des cellules U87, ainsi
qgue dans de nombreux autres types cellulaires.
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Figure 10 — Modélisation de la cinétique d’induction de la signalisation et des ISG parr les IFN de type | et llI
Bien que les IFN-IlIl induisent la méme voie de signalisation que les IFN-I, passant notamment par la
phosphorylation de STAT1/2 et aboutissant a I'expression d’ISG, il existe plusieurs différences de cinétique.

(a) En effet, les IFN-IIl induisent une phosphorylation de STAT1/2 plus précoce, moins intense et plus prolongée
que les IFN-I.

(b) L'expression des ISG subséquente est quant a elle induite plus rapidement, plus intensément et de fagon
moins prolongée avec les IFN-I qu’avec les IFN-IIl. Cette différence peut potentiellement étre expliquée par les
différence de cinétique également observées pour I'induction des protéines SOCS, en parallele des ISG, qui
permettent de réguler négativement la signalisation intracellulaire activée par les IFN-I et Ill. En effet,
I’expression de la protéine SOCS1 est induite plus précocement et plus transitoirement par les IFN-IIl que par les
IFN-I.
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b. Voie JAK-STAT

La liaison des IFN-IIl avec leur récepteur induit la méme voie de signalisation que I'engagement
des IFNAR par les IFN-I [Figure 8], passant notamment par le recrutement de JAK1 et TYK2 puis
I'activation du complexe ISGF3 composé de STAT1, STAT2 ainsi que d’IRF9 (Nancy et al.,, 2013).
L'inhibition de la phosphorylation de STAT1 abolit d’ailleurs complétement le réle antiviral des IFN-III
dans des cellules infectées par différents virus tels que HCV (Hepatitis C virus) (Zhang et al., 2011a),
VSV (Vesicular stomatitis virus) et MRV (Mammalian orthoreovirus) (Pervolaraki et al., 2017). Des
travaux récents ont également évoqué la phosphorylation de STAT3 et STATS induite par les IFN-A
(Dumoutier et al., 2004), mais cette voie de signalisation a été beaucoup moins étudiée que celle
passant par I'activation de STAT1 et STAT2. Enfin, il a été suggéré que, contrairement aux IFNAR, la
kinase JAK2 interagit avec la chaine IL-28Ra, participant ainsi a la transduction du signal induite par les
IFN-III (Odendall and Kagan, 2015).

L'activation de la voie JAK-STAT ne semble en revanche pas induire I'expression de genes
spécifiques aux IFN-IIl comparés aux IFN-I dans une lignée de lymphome de Burkitt (Raji) (Zhou et al.,
2007). Cependant, les auteurs ont observé I'induction de I'expression de moins de 40 génes par I'lFN-
A dans cette lignée, contre plus de 130 avec I'IFN-q, laissant penser que ce modele ne serait pas
adéquat pour étudier les ISG spécifiquement induits par les différents types d’IFN. On retrouve aussi
des différences résidant dans la cinétique et I'intensité des signalisations induites par I'lFN-I et I'lFN-III
[Figure 10]. Il a en effet été démontré dans une lignée d’hépatocarcinome que les IFN-IIl induisent une
phosphorylation de STAT1 et STAT2 plus précoce que I'IFN-a (Marcello et al., 2006). Cependant, il
existe aussi une différence dans la cinétique d’induction des ISG qui, a I'inverse de ce qui a été
démontré pout STAT1 et STAT2, démarre plus tardivement mais est maintenue au cours du temps en
présence d’IFN-IIl comparativement aux IFN de type | (Marcello et al., 2006). En effet, I'expression des
ISG dans des kératinocytes semble étre prolongée par rapport aux IFN-I (Maher et al., 2008). De fagon
cohérente, les IFN-IIl activent la transcription d’ISG pendant plus de 24h dans des hépatocytes primaire
et dans la lignée Huh-7, comparativement a I'lFN-a qui agit seulement pendant 6h (Bolen et al., 2014).
La derniére différence entre les IFN-I et Ill réside dans I'intensité d’induction d’ISG. L'IFN-a permet en
effet une expression plus forte des ISG (Marcello et al., 2006), et ces différences d’intensité ont été
confirmées par Bolen et al. qui retrouvent I'ordre suivant : IFN- > IFN-a > IFN-A3 > IFN-A1 > IFN-A2
(Bolen et al., 2014). Notons que I'activité supérieure de I'IFN-A3 par rapport aux deux autres types
d’IFN-1Il a été retrouvée dans I'étude de Dellgren et al. qui démontre une induction d’ISG 2 fois
supérieure a I'lFN-A1 et 16 fois supérieure a I'lIFN-A2 (Dellgren et al., 2009).

c. Voies des MAPK et de la PI3K

Les voies des MAPK (Mitogen-associated protein kinase) et de la PI3K (Phosphoinositide 3
kinase) jouent également un réle important dans I'expression des ISG suite a une stimulation par les
IFN-III [Figure 8] (Alase et al., 2015; Brand et al., 2005; Zhou et al., 2007). Suite a 'engagement de leur
récepteur exprimé a la surface de la lignée de cellules épithéliales colorectales HT-29, les IFN-III
induisent en effet une phosphorylation transitoire d’ERK-1 et 2 (Extracellular signal-regulated kinase)
de maniére MEK-1-dépendante (Meiosis-specific serine/threonine protein kinase). Les protéines de la
voie PI3K telles que AKT et p38 sont également rapidement phosphorylées (Zhou et al., 2007). Le réle
de la voie des MAPK avait préalablement été identifié pour I'induction d’ISG par les IFN-I (Platanias,
2005). Une étude récente a par ailleurs démontré que le traitement de cellules épithéliales intestinales
humaines (hIEC) par les IFN-IIl ou I'lFN-B induit les mémes cinétiques et intensités de phosphorylation
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des différentes MAPK. Cependant, I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de cette voie semble altérer
I'activité antivirale des IFN-IIl uniguement, mais pas de I'lIFN-B (Pervolaraki et al., 2017).

d. Régulation de la signalisation des IFN-III

La protéine SOCS1 (Suppressor of cytokine signaling 1) permet la régulation négative de la
signalisation intracellulaire induite par les IFN-I et Ill (Blumer et al., 2017; Liu et al., 2015; Piganis et al.,
2011). En paralléle de la transcription d’ISG, I’expression de SOCS1, induite plus précocement mais de
maniere plus prolongée par les IFN-A que I'IFN-a, permettrait I’action retardée mais efficace sur plus
long terme des IFN-IIl comparés aux IFN-I [Figure 10] (Liu et al., 2015). De plus, Mendoza et al. ont
récemment développé un IFN-A3 ayant une forte affinité pour son récepteur (Mendoza et al., 2017).
Cet IFN particulier possede de meilleures activités antivirales in vitro. Ce modéle supporte donc I'idée
que la force de I'affinité qui relie les IFN-IIl et leur récepteur peut faire varier l'intensité des
signalisations intracellulaires qu’ils induisent et donc leurs fonctions. Il serait donc intéressant
d’évaluer les effets que peut engendrer la modulation de I'affinité des IFN-IIl sur d’autres fonctions de
I'immunité. Enfin, une autre étude a mis en évidence un dernier mécanisme de régulation de 'activité
des IFN-IlIl en démontrant I'existence d’une forme soluble de la chaine IL-28Ra qui permettrait de
séquestrer les IFN-A (Witte et al., 2009).

Comme discuté jusqu’a présent, les IFN de type Ill induisent une signalisation similaire a celle
des IFN-I et possedent donc des propriétés antivirales et antitumorales. lls peuvent aussi réguler les
fonctions de certaines populations de I'immunité. Leur spectre d’action est cependant plus limité de
par I'expression restreinte d’IL-28Ra. Les effets antitumoraux des IFN-A seront présentés dans le
chapitre Il de ce manuscrit.

a. Propriétés antivirales

Comme pour les IFN-I, I'activité antivirale fut la premiéere caractérisée pour les IFN-IIl. En
accord avec les données présentées précédemment concernant le profil d’expression de leur
récepteur et I'intensité des signaux induits, les IFN-1 ont une action antivirale a plus faible dose et avec
un spectre d’action plus large que les IFN-A (Meager et al., 2005). La plupart des études se sont
focalisées sur le role protecteur des IFN-IIl contre les virus qui infectent le foie, les voies respiratoires
et les muqueuses gastro-intestinales. lls semblent étre efficaces in vitro et in vivo (modéles murins)
dans le cas d’infection par de nombreux virus tels que HCV, HBV (Hepatitis B virus), influenza, RSV
(Repiratory syncytial virus), LCMV (Lymphocytic choriomeningitis virus), WNV (West Nile virus), les
rhinovirus, rotavirus, reovirus et norovirus (Odendall and Kagan, 2015). lls présentent généralement
les mémes effets antiviraux directs que I'lFN-a a quelques différences prés. Par exemple, dans un
modele de souris infectées par influenza, le traitement par IFN-A joue un role protecteur alors que
I'IFN-a exacerbe I'inflammation pulmonaire et induit la mortalité prématurée des souris (Davidson et
al., 2016; Kim et al., 2017). Une grande partie des recherches s’est focalisée sur le réle des IFN-IIl dans
les infections par HCV. L’année 2009 a marqué la découverte de [I'association entre des
polymorphismes (SNP) du gene IFNL4 et la réponse au traitement regu par les patients infectés par
HCV, combinant IFN-a pegylé (couplé a du polyéthylene glycol, Peg-IFN-a) et Ribavirine (Ge et al., 2009;
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Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009). Ces mémes SNP sont aussi associés a
une meilleure élimination du virus (Thomas et al., 2009). D’autres polymorphismes associés a
I’expression de I'IFN-A4 sont quant a eux associés a la persistance du virus et donc a un mauvais
pronostic (Ludmila et al., 2013).

b. Modulations des différents acteurs de 'immunité

L'expression de leur récepteur étant restreinte a certains types cellulaires, les IFN-III sont
généralement considérés comme étant moins inflammatoires que les IFN-I. Mais ils possedent
cependant des propriétés de modulation de certaines populations de I'immunité. De récentes études,
principalement dans des contextes d’infections virales, ont commencé a caractériser la contribution
des IFN-A sur la régulation de I'immunité innée et adaptative. Les mécanismes identifiés sont résumés
et comparés a ceux induits par les IFN-I dans la Figure 11.

- Effets des IFN-IIl sur I'immunité innée

Des modeles murins d’infection par MCMV (Mouse cytomegalovirus) ou VV (Vaccinia virus)
ont mis en évidence un effet positif des IFN-III sur I'activation, la survie et les fonctions cytotoxiques
des cellules NK (Madera et al., 2016; Martinez et al., 2008; Paolini et al., 2015). Néanmoins, chez
I'Homme, I'expression du récepteur aux IFN-III ainsi que leur effet sur ces cellules restent aujourd’hui
tres incertains. Alors que I'expression d’IL-28Ra semble étre requise pour 'activité des NK murins, le
récepteur ne semble pas étre exprimé a la surface des NK humains (Fernando et al., 2015; Kramer et
al., 2011).

Concernant les populations myéloides, les IFN-I influencent la polarisation des macrophages
plutét vers un phénotype M1 (pro-inflammatoire) et activent leur production d’oxyde nitrique (Liu et
al., 2012; Vadiveloo et al., 2000; Wang et al., 2014; Xie et al., 2016). lls permettent aussi d’augmenter
le potentiel de différenciation des monocytes en DC et la régulation positive de I'expression des
molécules du CMH et de costimulation ainsi que de la production d’IL-12 par ces dernieres (Chen et
al.,, 2017; Montoya et al., 2002). L'effet des IFN-IIl sur les macrophages a été décrit dans plusieurs
études chez 'Homme. L'IFN-A semble notamment activer la voie JAK/STAT dans les monocytes et
macrophages, permettant I'induction d’ISG accompagnée d’une inhibition de la réplication du virus
HCV (Dickensheets et al., 2013; Liu et al., 2012). Liu et al. ont de leur c6té démontré que cette
activation permet de potentialiser leur production d’IL-12 et de TNF-a induite par I'IFN-y ou des ligands
de TLR, en partie grace a la régulation positive de I'expression de I'lFNGR a la surface des macrophages
(Liu et al., 2011). La production d’IL-12 par des macrophages dérivés de monocytes activés par TLR4-L
est elle aussi augmentée par I'IFN-IIl. L'IL-12 ainsi produit permettrait I'induction de la production
d’IFN-y par les cellules NK (de Groen et al., 2015a). une étude est cependant en désaccord avec cet
effet indirect des IFN-A sur les NK et montre que |'activation de PBMC par des IFN-Ill, méme a forte
dose, n’induit pas la synthese d’IFN-y par les cellules NK (Kramer et al., 2011).

Les DC humaines semblent avoir une capacité de migration ex vivo augmentée par I'lIFN-II|
dans un contexte d’infection par le virus de la Dengue grace a la régulation positive du récepteur CCR7
(C-C motif chemokine receptor 7) (Hsu et al., 2016). Chez la souris, une activation des DC CD11c* par
I'IFN-A2 permet d’augmenter leur production d’IL-12 et de diminuer leur expression de molécules de
costimulation telles que OX40L (Koltsida et al., 2011). Grace a ces effets, I'IFN-Ill pourrait avoir un réle
a l'interface entre I'immunité innée et I'immunité adaptative. Les pDC semblent aussi étre sensibles
aux IFN-IIl chez 'Homme. En effet, leur activation par de I'IFN-A induit leur production de CXCL10 et
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Figure 11 — Effets des IFN-Ill sur les différents acteurs de I'immunité

Tout comme les IFN-I, les IFN de type lll possedent différentes activités immunomodulatrices permettant par
exemple de contréler les infections virales. Les effets décrits ici ont été démontré in vitro sur des cellules

immunitaires humaines, a part concernant les cellules NK et les neutrophiles pour lesquels les seules
démonstrations existent dans des modeles murins.
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potentialise leur production d’IFN-a en réponse aux virus HSV ou HCV (Finotti et al., 2016; Yin et al.,
2012; Zhang et al., 2013). Plusieurs études ont aussi démontré la capacité des IFN-A a induire la voie
JAK/STAT dans les pDC, aboutissant a I'expression de multiples ISG et de marqueurs de maturation,
ainsi qu’un effet positif sur leur survie et leurs propriétés de présentation antigénique (Finotti et al.,
2016; Kelly et al., 2016; Megjugorac et al., 2009; Yin et al., 2012). On ne peut également pas exclure
une action de I'IFN-Ill dans d’autres types de DC. La base de données ImmGen indique que, parmi
toutes les populations de DC murines, les cDC1 possedent la plus forte expression du gene /128ra (Heng
et al., 2008). Trois études ont également suggéré I'induction de DC tolérogéniques par les IFN-IIl. En
effet, le prétraitement de DC humaines et bovines par de I'lFN-A induit I'acquisition d’'un phénotype et
d’une fonction immunosuppressive caractérisés par la forte expression de PD-L1 et I'expansion de
LTreg (Dolganiuc et al., 2012; Mennechet and Uzé, 2006; Reid et al., 2016).

L’outil ImmGen indique aussi que les neutrophiles sont les principales cellules exprimant le
récepteur aux IFN-IIl. Ces cellules sont de plus connues pour étre sensibles aux IFN-I (Kasimir et al.,
1991). Les travaux de Broggi et al. ont confirmé |’expression d’IL-28Ra par les neutrophiles murins et
ont démontré qu’un traitement de ces cellules par I'lFN-A permet d’induire I'expression de nombreux
ISG et la diminution de la production de ROS ainsi que de leur capacité de dégranulation (Broggi et al.,
2017). Dans un modele murin d’arthrite induite par injection de collagéne (CIA), le traitement des
souris par de I'l[FN-A2 permet de stopper I'inflammation en inhibant le recrutement des neutrophiles
dans les articulations arthritiques (Blazek et al., 2015).

- Effets des IFN-IIl sur 'immunité adaptative : régulation de la balance Th1/Th2

Chez I'Homme, I'IFN-A semble activer indirectement les fonctions des LB médiées par les TLR
(Blazek et al., 2015; Finotti et al., 2016; de Groen et al., 2015b; Witte et al., 2009). A l'inverse, le
traitement de PBMC par I'IFN-A3 inhibe I'activation des LB induite par le virus influenza in vitro et
augmente la production d’IFN-y par les LT. De plus, il a été montré qu’un polymorphisme présent dans
le géne IFNL3 corréle avec un fort taux d’IFN-A3 dans le sérum de donneurs vaccinés contre influenza.
Ce polymorphisme est également associé a une importante induction de LT CD4* Th1 ainsi qu’a une
faible séroconversion apres vaccination (Egli et al., 2014). Il est difficile d’établir si ces effets sur les LB
et LT passent par une action directe des IFN-IIl. Cependant, ce type d’interféron est clairement capable
de réguler la balance Th1/Th2. En effet, I'ajout d’IFN-A3 dans des PBMC cultivées en présence du virus
influenza augmente la production de cytokines de type Th1 (IFN-y). Cette induction est accompagnée
d’une diminution de la synthése de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13), de la prolifération des LB ainsi
que de leur production d’lgG (Immunoglobulines G) (Egli et al., 2014). L'effet de I'IFN-A sur la balance
Th1/Th2 a d’ailleurs été décrit dans plusieurs autres études (Dai et al., 2009; Jordan et al., 2007;
Srinivas et al., 2008) renforcant les connaissances actuelles de I'effet des IFN-IIl sur les LT. Les travaux
de Koltsida et al. ont aussi mis en évidence le réle des IFN-IIl dans la polarisation des réponses
immunitaires médiées par les LT dans un modéle murin d’asthme allergique. Le traitement des souris
par de I'lFN-IIl induit la suppression des réponses Th2 et Th17, alors qu’il favorise la production d’IFN-
y témoignant d’une réponse Th1 (Koltsida et al., 2011). De nombreuses études suggérent en effet un
réle immunoprotecteur des IFN-III contre I'asthme allergique exacerbé par les réponses Th2 (Bullens
et al., 2008; Contoli et al., 2006; Koch and Finotto, 2015). Enfin, I'injection d’IFN-A3 chez des macaques
infectés par HIV-1 induit I'importante génération de LT CD8" cytotoxiques coexprimant fortement le
marqueur d’activation CD107a et la granzyme B. Comparé a I'lL-12, I'IFN-A3 semble induire une
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réponse CTL a plus long terme, soulevant ainsi I’hypothése de la génération d’une réponse T mémoire
(Morrow et al., 2010).

c. Applications cliniques

L'utilisation de modéles animaux a permis de mettre en évidence le réle crucial des IFN de type
Il en virologie, cancérologie et auto-immunité (Lasfar et al.,, 2016; Ronnblom and opinion in
rheumatology, 2013; Syedbasha and Egli, 2017). Plusieurs études cliniques sont aujourd’hui menées
pour déterminer |'efficacité antivirale et la tolérance de I'IFN-A pegylé (Peg-IFN-A), un candidat
sérieusement pressenti pour le remplacement du Peg-IFN-a qui présente de nombreux effets
secondaires séveres (Kirkwood et al., 2002). Ce nouvel outil thérapeutique n’a pas encore recu
d’autorisation de mise sur le marché, mais les résultats semblent prometteurs. Une étude de phase 2b
chez des patients atteints d’hépatite C chronique a par exemple été menée afin de comparer le Peg-
IFN-A au Peg-IFN-a (Muir et al., 2014). L'IFN de type lll induit une inhibition de la réplication virale plus
rapide que I'lFN-a dans les 12 premieres semaines du traitement. Cependant, les effets antiviraux de
ces deux types d’'IFN semblent similaires aprés 24 semaines de traitement. Néanmoins, le Peg-IFN-A
induit nettement moins d’effets secondaires tels que la thrombopénie et la neutropénie séveres
observées chez les patients traités par IFN-a. La balance bénéfice/risque de I'IFN-A semble donc étre
bien meilleure. Un immunomonitoring longitudinal de 13 patients atteints d’hépatite B chronique
inclus dans une étude clinique de phase 2b a pour la premiere fois mis en évidence les effets
immunomodulateurs de I'lIFN-A in vivo chez ’'Homme (Phillips et al., 2017). Combiné a une thérapie
antivirale (Entécavir), I'lIFN-IIl permet en effet d’augmenter le taux sérique d’IL-18, la fonctionnalité
des NK ainsi que la production d’IFN-y par les LT CD4* spécifiques du virus HBV. La diminution durable
des antigenes viraux montre alors I'intérét thérapeutique du Peg-IFN-A. Des études sont désormais en
cours pour évaluer les effets de ce traitement contre d’autres virus tels que HDV (Hepatitis delta virus)
ou contre la co-infection par HCV et HIV.
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CHAPITRE 1I
Contribution des cellules dendritiques et des IFN-I et Il
dans I'immunité antitumorale

L'importance du systeme immunitaire dans la lutte contre les cellules tumorales a été évoquée
en 1957 par M. Burnet qui a émit I’hypothese suivante : I'accumulation de mutations au sein des
cellules malignes conduirait a I'apparition de nouveaux Ag et permettrait I'activation d’une réponse
immunitaire efficace pour I'élimination des tumeurs (Burnet, 1957, 1970). Cette hypotheése a introduit
le concept d'immunosurveillance des cancers mais par manque de démonstrations concretes, les
immunothérapies antitumorales ont mis du temps a émerger comme une alternative thérapeutique
crédible. De nombreux résultats déterminants ont été obtenus grace a I'amélioration des outils
techniques et des nouveaux modeéles murins. Ceux-ci ont permis de faire émerger la théorie des 3E
reposant sur le concept d’ « immunoediting » selon lequel le développement tumoral peut se
décomposer en trois phases (Dunn et al., 2004) . Tout d’abord la phase d’élimination durant laquelle
les cellules tumorales sont reconnues et détruites par le systeme immunitaire, suivie d’'une phase
d’équilibre au cours de laquelle les altérations oncogéniques offrant aux cellules tumorales des
avantages sélectifs leur permettent de proliférer de facon incontrélée en surpassant les défenses
immunitaires de I'organisme et de former une tumeur pendant la phase d’échappement. Ce n’est
gu’en 2011 que la communauté scientifique a rajouté les notions d’inflammation et d’échappement
au systéme immunitaire aux caractéristiques principales du cancer précédemment définies par D.
Hanahan et R. Weinberg (Hanahan and Weinberg, 2011; Weinberg and Hanahan, 2000) .

Suite aux avancées de la recherche et des résultats cliniques I'immunothérapie antitumorale a
finalement été déclarée « percée scientifique de I'année 2013 » par le journal Science et permit a J.
Allison et T. Honjo de remporter le Prix Nobel de médecine de 2018 pour leur découverte de molécules
impliquées dans I'inhibition des réponses immunitaires et leur ciblage thérapeutique. En effet, des
travaux menés chez la souris ont démontré la possibilité d’induire une régression tumorale en inhibant
la molécule CTLA-4 (Cyoyoxic T-lymphocyte-associated protein 4), un récepteur inhibiteur des LT
faisant partie de la famille des ICP (immune checkpoint) (Leach et al., 1996). Ces premiers résultats ont
permis la mise en place d’un essai clinique visant a déterminer I'effet du blocage de CTLA-4 par un
anticorps monoclonal (lpilimumab) chez des patients atteints de mélanome métastatique. Cet
anticorps a augmenté significativement et durablement la survie d’une partie des patients, apportant
ainsi un nouvel espoir de traitement pour cette pathologie de trés mauvais pronostic et jusqu’alors
sans option thérapeutique efficace. De la méme maniére, le blocage de I'ICP PD-1 (programmed cell
death-1), un autre récepteur exprimé par les LT et dont I'engagement par son ligand PD-L1 a un
puissant effet immunosuppresseur, a permis de prolonger de fagon majeure la durée de vie des
patients atteints de mélanome métastatique (Wolchok et al., 2013). L’efficacité de ces anticorps dirigé
contre les ICP ou leurs ligands, en particulier I'anti-PD-1 et I'anti PD-L1, a désormais été prouvée dans
de multiples types de cancers solides ou hématologiques (Zou et al., 2016). lls permettent d’améliorer
grandement la durée de vie des individus répondeurs. Cependant, une proportion des patients traités
ne répond pas a ces traitements. |l apparait donc indispensable d’identifier les mécanismes
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Table 1 _ Visualisation in situ de TA-DC

Type de tumeur Marqueurs utilisés Type de DC Localisation Etat de maturation Référence
CD1a, CD207, CD83 cDC, LC In,tr‘atumorale Immature Bell at al. J Exp Med 1999
DC-LAMP, CD11c cDC Péritumorale Mature
S-100 cDC NA NA Lespagnard et al. Int J Cancer 1999
CD1a, S-100 cDC, LC Intratumorale NA Hillenbrand et al. Br J Cancer 1999
Cpla L In,tr‘atumorale NA Tsuge et al. Br Cancer Res Treat 2000
S-100 cDC Péritumorale NA
S-100 cDC Intratumorale NA Lewko et al. Med Sci Monit 2000
Tumeurs de sein CD1a, CMRF-44, CMFR-56, CD83 ¢DC, LC Intra et péritumorale Immature Coventry et al. Br J Cancer 2002
CD1a, $-100, CD83 cDC, LC Intratumorale Mature Iwamoto et al. Int J Cancer 2003
CD1la cDC, LC Intratumorale NA Coverty and Morton Br J Cancer 2003
CD1a, CD207 LC Intratumorale Immature
DC-LAMP cDC Péritumorale Mature Treilleux et al. Clin Cancer Res 2004
CD123 pDC Intratumorale Immature
BDCA-2 pDC Intratumorale NA Sisirak et al. Cancer Res 2012
DC-LAMP cDC Intratumorale Mature Martinet et al., ] Immunol 2013
S-100 cDC, LC Intra et péritumorale NA Ambe et al. Cancer 1989
D1 Lf | ! |
cbla ¢ ntratumorale mmature Suzuki et al. J Pathol 2002
CD83 cDC Péritumorale Mature
S-100 cDC Péritumorale NA Nakayama et al. Anticancer Res 2003
Tumeurs colorectales S-100 cDC Intra et péritumorale NA Dadabayev et al. Cancer Immunol
Immunother 2004
CD1a, S-100 cDC, LC Péritumorale Immature Sandel et al. Clin Cancer Res 2005
DC-LAMP cDC Intratumorale Mature
S-100 DC Intrat | N
¢ ntratumoraie a Nagorsen et al. J transl Med 2007
CD1la, CD207, CD123, DC-LAMP ¢DC, LC, pDC  Intratumorale NA ou mature
S-100 cDC Intratumorale NA Nakajima et al. Virchows 1985
S-100 cDC Intratumorale NA Zeid and Muller Pathology 1993
. S-100 cDC Intratumorale NA Inoshima et al. Clin Cancer Res 2002
Tumeurs pulmonaires X
S-100 cDC Intratumorale NA Kurabayashi et al. Pathol Int 2004
CD11c, BDCA-2, CD83, Lin- cDC, pDC Intratumorale Immature Perrot et al. ] Immunol 2007
DC-LAMP cDC TLS Mature Dieu-Nosjean, J Clin Oncol 2008
CD1a, CD207, DC-SIGN, CD206  ¢cDC, LC NA NA Vermi et al. J Pathol 2003
BDCA-2 pDC NA NA
CD207, CD1a LC NA NA Movassagh et al. Cancer Res 2004
Mélanomes CD1a, DC-LAMP cDC, LC Intratumorale Immature Ladanyi et al. Cancer Immunol
CD1a, DC-LAMP cDC, LC Péritumorale Mature Immunother 2007
CD1lc, BDCA3 cbC1 NA NA Salmon et al. Immunity 2016
BDCA1 cDC2 NA NA
L. S-100 cDC Intratumorale Immature Bethwaite et al. Pathology 1996
Tumeurs de I'ovaire o .
BDCA2 pDC NA NA Labidi-Galy et al., Oncoimmunol 2014
CD80, CD83, CD86, HLA-DR,
CMH-I, CD54 cDC NA Mature Thurnher et al. Int J Cancer 1996
CD1a, S-100, CD80, CD86, CD83, .
@ cDC, LC Intratumorale Immature Troy et al. Clin Cancer Res 1998
CMRF-44
. €D1a, D40, CD8O, CD8S3, CDBS, cDC Intratumorale Mature et Immature Schwaab et al. J Urol 1999
Tumeurs de rein HLA-DR
CD83 cDC Péritumorale Mature Aso et al. 2004
o ke InltrAatumoraIe IS Feng et al. Chin J Cancer Res 2005
CD83 cDC Péritumorale Mature
S-100, HLA-DR DC Intrat | | t
! ¢ ntratumorale mmature Kobayashi et al. Anticancer Res 2007
CD83 cDC Intratumorale Mature
CD1a, 5-100, HLA-DR cDC InltrAatumoraIe Mature Kerrebijn et al. Cancer Immunol
cDC Péritumorale Immature Immunother 1994
CD1a, S-100 cbe InltrAatumoraIe Immature Goldman et al. Arch Otolaryngo 1998
cDC Péritumorale Immature
Tumeurs téte et cou  S-100 cDC Intratumorale Immature Reichert et al. Cancer 2001
S-100 cDC Intratumorale Immature Ishigami et al. Oncol Rep 2003
BDCA-2, CD123, HLA-DR pDC Intratumorale Immature Hartmann et al. Cancer Res 2003
CD1a, S-100 cDC, LC In:fratumorale Immature Liu et al. Pathol Res Pract 2010
DC-LAMP cDC Péritumorale Mature
. S-100, HLA-DR cDC Intratumorale Immature Inoue et al. Virchows 1993
Tumeurs de vessie j
CD83 cDC Intratumorale Mature Ayari et al. Eur Urol 2009
S-100 cDC Intratumorale Immature Tsujitani et al. Cancer 1990
S-100, HLA-DR cDC Intratumorale Immature Ishigami et al. Clin Cancer Res 2000
Tumeurs gastriques  S-100 cDC Intratumorale Immature Takahashi et al. Oncology 2002
Ishi ietal. C ] /
S-100, DC-LAMP cDC Intra et péritumorale Mature shigamr et al. ~ancer immuno

Immunother 2010
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responsables de cette résistance, depuis la caractérisation de linfiltrat immunitaire jusqu’a la
compréhension des mécanismes d'immunosuppression mis en place par les tumeurs, afin
d’augmenter la proportion de patients pouvant répondre a ces nouvelles thérapies. D. Chen et I.
Mellman ont récemment schématisé les étapes nécessaires a I’élimination des cellules tumorales par
le systeme immunitaire sous la forme d’un cycle (Chen and Mellman, 2017). Les capacités de capture
et de présentation des Ag par les DC conventionnelles sont au coeur des deux premiéres étapes de ce
cycle, menant a I'activation des LT nécessaires a I’élimination des tumeurs. En raison de leur role clé
dans l'initiation de la réponse immunitaire, la présence des DC associées aux tumeurs (TA-DC) est
évaluée depuis de nombreuses années chez ’'Homme. Nous détaillerons ici les études qui ont mis en
évidence l'infiltration de tumeurs solides par les DC, leur réle dans I'immunité antitumorale, ainsi que
les stratégies thérapeutiques utilisant ou ciblant les DC afin de réactiver une réponse immunitaire
antitumorale efficace.

|. Présence et impact pronostique des DC dans les tumeurs solides

1. Mise en évidence de DC dans les tumeurs solides

Les études ayant identifié des DC, principalement par immunohistochimie (IHC) in situ, sont
résumées dans la Table 1. Les premiéres études se sont basées sur |'analyse de la protéine S-100 pour
détecter les cellules myéloides in situ sans toutefois pouvoir en distinguer les différentes sous-
populations. Ce marqueur est donc a prendre avec précaution car toutes les DC ne I'expriment pas et
a contrario d’autres cellules myéloides comme les macrophages CD163* I’expriment aussi (Nagorsen
etal., 2007). Le marqueur S-100 a tout de méme permis de valider la présence des DC dans les tumeurs
gastriques, du sein, de I'ovaire, du colon, du poumon, du rein, de la vessie, ainsi que dans le mélanome.
Par la suite, 'utilisation de marqueurs complémentaires tels que DC-LAMP, CD83 ou CD86 a permis
d’étudier |'état de maturation des TA-DC. Il apparait sur la Table 1 que les TA-DC avec une localisation
intratumorale sont généralement immatures, a I'inverse des TA-DC situées dans la zone péritumorale
ou dans la marge invasive. De plus, les TA-DC matures semblent notamment interagir étroitement avec
les LT dans les zones péritumorales (Bell et al., 1999).

Comme détaillé dans le premier chapitre de ce manuscrit, les sous-populations de DC
présentent de nombreuses spécificités. Il est donc apparu essentiel d’identifier ces différents sous-
types parmi l'infiltrat immunitaire, nécessitant de fait I'utilisation d’anticorps ciblant les marqueurs
spécifiques de chaque population. Ainsi, a I'aide des marqueurs CD123 ou BDCA2, |a présence des pDC
a par exemple été mise en évidence dans de multiples tumeurs, en particulier par notre équipe dans
les tumeurs de sein et de I'ovaire (Labidi-Galy et al., 2014; Sisirak et al., 2012)

Cependant, parmi les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs, I'expression de CD123 n’est pas
exclusivement restreinte aux pDC. Par ailleurs, le marqueur BDCA2 est quant a lui soumis a une
régulation négative de son expression lors de la maturation des pDC. L'usage d’un anticorps dirigé
contre cette molécule peut donc rendre délicate la visualisation de pDC matures. Le double marquage
CD123/ BDCA2 ou CD123/BDCA4 rendrait donc I'identification des pDC in situ plus fiable. La présence
des LC a également été mise en évidence grace au marqueur CD207 dans les tumeurs de sein, de colon
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Encadré 2 : Cancer du sein

Le cancer du sein en France en quelques chiffres :
- Plus de 54 000 nouveaux cas par an
- 1 rang des cancers en terme de fréquence (33,5% de I'’ensemble des nouveaux cas de cancer)
- 11900 déces annuels
- 75% se déclarent apres 50 ans

- 61 ans d’age moyen au diagnostic
Source : « La situation du cancer en France en 2015 », INCa avril 2016

La majorité des cancers du sein se développent au niveau des canaux galactophores (cancer canalaire) ou des
lobules (cancer lobulaire) et se classent en deux grandes catégories : non invasifs et invasifs.

Les cancers du sein non invasifs ou in situ (DCIS, 25%)
Dans les carcinomes in situ les cellules tumorales proliferent dans les canaux ou les lobules sans franchir la
membrane basale. Le traitement se limite a une intervention chirurgicale suivie ou non de radiothérapie.

Les cancers du sein invasifs ou infiltrants (75%)

Lorsque les cellules tumorales ont franchi la membrane basale et envahit les tissus entourant les canaux ou les
lobules, on parle de carcinome infiltrant. S’ils ne sont pas traités a temps, les cancers du sein invasifs peuvent
se propager par les vaisseaux sanguins ou lymphatiques et s’accumuler dans les ganglions ou dans d’autres
organes, générant ainsi des métastases.

Classification histologique :

C'est I'examen anatomopathologique d'un échantillon de tumeur qui permet d'évaluer le type exact de cancer
et de définir son grade. La classification histologique de Scarff Bloom et Richardson est la plus souvent employée
pour les carcinomes mammaires infiltrants et se base sur la formation de tubules, le pléomorphisme nucléaire
ainsi que la fréquence des mitoses pour attribuer un grade SBR de 1 a 3.

Classification génomique :
Elles ont été établies a partir de I'index mitotique (Ki67) et de I’expression par les cellules tumorales du récepteur
aux cestrogenes (ER), a la progestérone (PR), a I'EGF (Her2).

Sous-type Fréquence ER I PR Her2 Index Ki67 Grade Autre
Luminal A 50-60% >1 positif - Faible Faible Stabilité génomique
Luminal B 10-20% >1 positif +/- Elevé Elevé Moins stable que luminal A
Her2 amplifié 15-20% - - ++ Elevé Elevé Amplification géne ERBB2 (Her2)
TNBC (triple neg) 10-20% - - - Elevé Elevé Forte instabilité génomique

Traitements :

Les traitements du cancer du sein s'organisent autour de quatre approches complémentaires et souvent
associées : la chirurgie, la radiothérapie, I'hnormonothérapie et la chimiothérapie. Une nouvelle génération de
traitements est en plein essor : les thérapies ciblées. Le traitement du cancer du sein a notamment vécu une
révolution avec le trastuzumab, dont le mode d’action consiste a s’attaquer aux tumeurs présentant a leur
surface une quantité treés importante de protéines HER2.
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Encadré 3 : Cancer de l'ovaire

Le cancer de I'ovaire en France en quelques chiffres :

Plus de 4 000 nouveaux cas par an

78me cancer féminin en terme de fréquence (33,5% de I'ensemble des nouveaux cas de cancer)
90% se déclarent a partir des cellules épithéliales de I’enveloppe externe des ovaires

65 ans d’age moyen au diagnostic

Source : « La situation du cancer en France en 2015 », INCa avril 2016

Le cancer de I'ovaire provoque peu de symptomes. De ce fait, il est souvent diagnostiqué de fagon tardive, lorsque
des cellules cancéreuses ont atteint d’autres organes du bassin.

Les stades du cancer de I'ovaire :

Stade | : le cancer est limité aux ovaires

Stade Il : la tumeur s’est étendue localement aux organes du bassin (utérus, trompes de Fallope, vessie...)
Stade Il : la tumeur s’est étendue au péritoine ou aux ganglions lymphatiques pelviens, on parle alors de
métastases régionales

Stade IV : le cancer s’est propagé vers des organes éloignés tels que la plévre (enveloppe des poumons)
ou le foie, on parle alors de métastases a distance

Traitements :

La chirurgie est le traitement principal du cancer de |'ovaire en supprimant la totalité de la tumeur. Elle
peut étre le seul traitement nécessaire si le cancer est détecté a un stade précoce et qu’il parait peu
agressif

Une chimiothérapie est souvent administrée apres la chirurgie, pour éliminer d’éventuelles cellules
cancéreuses restantes et réduire le risque de récidive.

Dans certains cas, la chimiothérapie peut étre réalisée avant la chirurgie pour réduire la taille de la
tumeur et faciliter I'opération.
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et dans les mélanomes (Bell et al., 1999; Movassagh et al., 2004; Nagorsen et al., 2007; Treilleux et al.,
2004; Vermi et al., 2003). Les travaux de Salmon et al. ont quant a eux démontré par IHC la présence
de c¢DC dans des mélanomes primaires. Cependant, les résultats de cette étude sont discutables. En
effet, les cDC1 sont définies par le phénotype CD11c* BDCA3*, or le marqueur BDCA3 peut étre
surexprimé a la surface de nombreux types cellulaires, tels que les cDC2 définies en paralléle par le
phénotype BDCA1* CD20 (Salmon et al., 2016).

Les panels de cytométrie en flux qui permettent l'identification simultanée de plusieurs
populations de DC ont donc été développés en parallele des marquages in situ [Table 2]. Cependant,
cette technique nécessite la dissociation des tissus afin d’obtenir une suspension cellulaire, rendant
alors impossible la localisation tissulaire des cellules étudiées. Les études de Sisirak et al. et Labidi-Galy
et al. ont ainsi mis en évidence la présence de pDC et mDC respectivement dans les tumeurs de sein
et d’ovaire (Labidi-Galy et al., 2011; Sisirak et al., 2012). Dans le sein, la proportion de pDC (Lin" CD4*
CD11c CD123* BDCA2*) est augmentée dans les tumeurs agressives telles que les TNBC (Triple negative
breast cancer) ou avec un index mitotique élevé (Sisirak et al., 2012). L'association d’une forte
infiltration par les pDC avec |'agressivité des tumeurs est aussi retrouvée dans |'ovaire, car leur
proportion est augmentée dans les tumeurs de patients en progression par rapport aux patients en
rémission complete (Labidi-Galy et al., 2011).

Plus récemment, l'ajout de marqueurs complémentaires a permis l|'identification par
cytométrie en flux de plusieurs sous-types de cDC. Les cDC1 BDCA3* et les cDC2 BDCA1* ont par
exemple été identifiées dans la population de cellules CD16° HLA-DR* CD11c* CD14 infiltrant les
mélanomes métastatiques (Broz et al., 2014). Comme démontré de multiples fois dans le sang, la
proportion des cDC1 associées aux tumeurs est inférieure a celle des cDC2 au sein de l'infiltrat
immunitaire. De leur cOté, Laoui et al. ont identifié les pDC (BDCA2) ainsi que trois autres types de DC
parmi la population HLA-DR* CD11c* CD16 infiltrant des tumeurs pulmonaires et colorectales (Laoui
et al., 2016). On y retrouve les cDC1 (BDCA2  BDCA1 IRF8* CD14 CD11b"°¥), les cDC2 (BDCA2 BDCA1*
IRF8") et les MoDC (BDCA2  BDCA1" IRF8 CD14" CD11b*). Les proportions de cDC dans le cancer
colorectal semblent équivalentes a celles dans le mélanome, alors que I’'on retrouve un plus grand
pourcentage de cDC1 que de c¢DC2 dans les carcinomes pulmonaires non a petites cellules (NSCLC)
(Laoui et al., 2016). Bien que ces études marquent un progres considérable dans la mise en évidence
de la diversité des populations de DC associées aux tumeurs humaines, on peut regretter I'absence
d’utilisation d’anticorps ciblant des marqueurs suffisamment spécifiques de certaines populations. En
effet, un marquage anti-CLEC9A et/ou XCR1 permettrait de s’assurer de la nature des cDC1 identifiées.
Le développement de la cytométrie de masse (CyTOF) représente également une avancée
considérable permettant a la fois I'identification des différentes populations de DC et une analyse
extensive de leur phénotype. Dans leur étude, Lavin et al. ont utilisé le CyTOF en parallele d’une
analyse de scRNAseq pour caractériser de facon non-supervisée l'infiltrat immunitaire de tumeurs
NSCLC en comparaison a des zones saines prélevées a distance de la tumeur ainsi qu’aux PBMC de ces
mémes patients (Lavin et al., 2017). Cette méthode a ainsi révélé la présence de cDC1 et cDC2 dans les
tumeurs et mis en évidence la sous-représentation des cDC1 dans les zones tumorales par rapport au
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Table 2 _ Identification des sous-populations de TA-DC par cytométrie

Type de tumeur Marqueurs utilisés Type de DC Etat de maturation Référence
Tumeur de sein Lin- CDA4+ CD1lc- CD123+ BDCA2+  pDC Mature Sisirak et al. Cancer Res 2012
Lin- CD4+ CD11c+ BDCA1+ cDC2 NA
HLA-DR+ CD11c+ IRF8+ cDC1 NA
Tumeurs colorectales HLA-DR+ CD11c+ BDCA1+ cDC2 NA Laoui et al., Nat Comm 2016
HLA-DR+ CD11c+, CD14+ MoDC NA
CDlct cbC NA Tabarkiewicz et al. Oncol Rep 2008
CD123+ BDCA2+ pDC NA
Tumeurs pulmonaires HLA-DR+ CD11c+ IRF8+ cDC1 NA
HLA-DR+ CD11c+ BDCAl+ cDC2 NA Laoui et al., Nat Comm 2016
HLA-DR+ CD11c+ CD14+ MoDC NA
HLA-DR+ BDCA2+ pDC NA Aspord et al. Cancer Immunol Res 2013
Mélanomes -
HLA-DR+ CD11c+ BDCA3+ cDC1 NA Broz et al. Cancer Cell 2014
HLA-DR+ CD11c+ BDCAl+ cDC2 NA
Lin- CD4+ CD11c- pDC Immature Zou et al. Nat Med 2001
. HLA-DR+ CD4+ CD123+ CD11c- pDC Immature Wei et al. Cancer Res 2005
Tumeursde fovaire . /. cp11c-CD123+BDCAZ+  pDC Mat
!n ¢ P ature Labidi-Galy et al. Cancer Res 2011
Lin- CD4+ CD11c+ mDC NA
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tissu pulmonaire sain, les cDC1 et cDC2 étant par ailleurs plus fréquentes dans les tissus pulmonaires
(sains ou tumoraux) que dans les PBMC de ces patients.

2. TA-DC et impact pronostique

La présence des DC dans les tumeurs a été largement évaluée en particulier pour évaluer leur
impact pronostique [Table 3]. En effet, certaines populations présentes dans les tumeurs peuvent étre
indicatives d’une réponse immunitaire des patients, mais aussi prédictives de leur survie ou de leur
réponse a certains traitements tels que les immunothérapies (Barnes and Amir, 2017; Gnjatic et al.,
2017). Une forte expression du marqueur S-100 in situ, révélant une infiltration importante des
tumeurs par les DC, est ainsi associée a une meilleure survie des patients dans de nombreux cancers
[Table 3]. Cependant, comme discuté précédemment, cette stratégie d’identification des TA-DC
manque de spécificité. Nous développerons ici les études qui se sont intéressées a l'impact
pronostique des DC matures ou des différentes sous-populations de DC.

L'impact pronostique des DC dépend de différents facteurs dont leur état de maturation [Table
3]. En effet, un fort infiltrat en DC matures DC-LAMP* ou CD83" est associé a une meilleure survie des
patients atteints de mélanome ainsi qu’a une dissémination métastatique réduite (Ladanyi et al.,
2007). Notons que cette association se vérifie également dans les cancers du sein et du poumon (Dieu-
Nosjean et al., 2008; Iwamoto et al., 2003; Martinet et al., 2013). Ce résultat ne peut cependant pas
étre généralisé a tous les cancers. En effet, un fort infiltrat en DC matures DC-LAMP* est plutot associé
a un mauvais pronostic dans les cancers gastriques et colorectaux (Ishigami et al., 2010; Sandel et al.,
2005). Dans le cancer du rein. Suivant les études, le marqueur CD83 est quant a lui alternativement
associé a un bon ou a un mauvais pronostic. La localisation des DC matures au sien de la tumeur
pourrait expliquer les discordances observées entre les différents types de cancers. En effet, certaines
tumeurs comportent des zones d’infiltrat organisées de la méme facon que les organes lymphoides
secondaires. Elles portent le nom de structures lymphoides tertiaires (TLS), sont riches en LT, LB ainsi
gu’en DC matures et ont été observées dans de multiples cancers (poumon, sein, rein, colon) dans
lesquels leur présence est associée a une forte réponse Th1/cytotoxique ainsi qu’a une meilleure survie
des patients (Dieu-Nosjean et al., 2014; Goc et al., 2013). Cependant, dans les tumeurs du rein, la
localisation des DC matures semble influer sur la survie des patientes : la présence de DC DC-LAMP?*
est associée a un bon pronostic lorsqu’elles sont présentes dans les TLS alors qu’elles sont plut6t
associées a un mauvais pronostic lorsqu’elles sont localisées en dehors de ces structures (Giraldo et
al., 2015).

Grace a la possibilité de détecter les pDC dans de larges cohortes de patients, plusieurs études
ont pu démontrer I'association entre une forte infiltration des tumeurs par cette population et un
mauvais pronostic des patients. Cette corrélation a été démontrée par notre équipe dans les tumeurs
de sein et d’ovaire (Labidi-Galy et al., 2011, 2011, 2014) ainsi que par d’autres groupes dans le
mélanome (Aspord et al., 2013). D’autres études se sont plutot intéressées aux pDC circulantes. En
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Table 3 _ Impact pronostique des DC (évalué in situ ou par FACS)

Marqueur / Population

Impact pronostique

Type de tumeur

Référence

Sein Iwamoto et al. Int J Cancer 2003
Ambe et al. Cancer 1989
Colon Nakayama et al. Anticancer Res 2003
Nagorsen et al. J transl Med 2007
Zeid and Muller Pathology 1993
Poumon " .
Inoshima et al. Clin Cancer Res 2002
Positif Ovaire Bethwaite et al. Pathology 1996
Rein Kobayashi et al. Anticancer Res 2007
Goldman et al. Arch Otolaryngo 1998
Téte et cou Reichert et al. Cancer 2001
$-100 Ishigami et al. Oncol Rep 2003
Vessie Inoue et al. Virchows 1993
Tsujitani et al. Cancer 1990
Estomac -
Takahashi et al. Oncology 2002
Négatif Colon Sandel et al. Clin Cancer Res 2005
Estomac Ishigami et al. Cancer Immunol Immunother 2010
Sein Lespagnard et al. Int J Cancer 1999
Lewko et al. Med Sci Monit 2000
Aucun Colon Dadabayev et al. Cancer Immunol Immunother 2004
Nakajima et al. Virchows 1985
Poumon -
Kurabayashi et al. Pathol Int 2004
Estomac Ishigami et al. Clin Cancer Res 2000
Hillenbrand et al. Br J Cancer 1999
Positif Sein Iwamoto et al. Int J Cancer 2003
Coverty and Morton Br J Cancer 2003
Mélanome Ladanyi et al. Cancer Immunol Immunother 2007
CD1a Négatif Colon Sandel et al. Clin Cancer Res 2005
Sein Treilleux et al. Clin Cancer Res 2004
) Schwaab et al. J Urol 1999
Aucun Rein -
Feng et al. Chin J Cancer Res 2005
Téte et cou Goldman et al. Arch Otolaryngo 1998
. Ladanyi et al. Cancer Inmunol Immunother 2007
Mélanome
Positif Movassagh et al. Cancer Res 2004
Poumon Dieu-Nosjean et al., J Clin Oncol 2008
DC-LAMP Sein Martinet et al., ] Immunol 2013
Négatif Colon Sandel et al. Clin Cancer Res 2005
Estomac Ishigami et al. Clin Cancer Res 2000
Aucun Sein Treilleux et al. Clin Cancer Res 2004
Positif Sein Iwamoto et al. Int J Cancer 2003
Rein Kobayashi et al. Anticancer Res 2007
CD83 Négatif Rein Feng et al. Chin J Cancer Res 2005
. Schwaab et al. J Urol 1999
Aucun Rein
Aso et al. 2004
cDC2 (BDCA1) Négatif Poumon Tabarkiewicz et al. Oncol Rep 2008
Sein Treilleux et al. Clin Cancer Res 2004
Sisirak et al. Cancer Res 2012
pDC (BDCA2, CD123) Négatif Ovaire Labl:dl:-GaIy et al., Oncoimmunol 2014
Labidi-Galy et al. Cancer Res 2011
Mélanome Aspord et al. Cancer Immunol Res 2013
Aucun Mélanome Vermi et al. J Pathol 2003

Données de I'équipe
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effet, dans les mélanomes et les cancers du sein, une forte proportion de ce type de DC dans le sang
des patients est associée a une meilleure survie (Chevolet et al., 2015; Kini Bailur et al., 2016). De leur
coté, les cDC2 seulement définies sur la base de I'expression de BDCA1 semblent étre de mauvais
pronostic dans les cancers du poumon (Tabarkiewicz et al., 2008). Il est important de noter qu’aucune
étude n’a jusqu’a présent étudié I'impact pronostique des cDC2 dans le cancer du sein ou de I'ovaire.

De plus en plus d’études utilisent maintenant des données issues d’analyses transcriptomiques
pour établir des scores d’infiltration de DC et évaluer leur potentiel impact pronostique, en particulier
sur la survie des patients. Les résultats ainsi déterminés pour les cDC1 sont résumés dans la Table 4.
L'équipe de Broz et al. a été la premiere a s’y intéresser en utilisant des données transcriptomiques
générées a partir de DC murines pour en extraire une signature cDC1 et une signature « autres cellules
myéloides ». L’expression des genes inclus dans ces signatures a ensuite été évaluée dans les données
publiques d’expression du TCGA (The cancer genome atlas). Un fort ratio « signature cDC1/signature
autres cellules myéloides » a ainsi été significativement associé a une meilleure survie dans 12 cancers,
en particulier dans le sein, le poumon et les cancers de la téte et du cou (Broz et al., 2014). Ce méme
ratio a également été récemment associé a un bon pronostic dans une autre base de données de
transcriptomique de tumeurs de sein (Metabric), soutenant la encore I'idée d’un impact positif de la
présence des cDC1 sur la survie des patientes (Michea et al.,, 2018). Cependant, l'utilisation des
orthologues humains aux genes murins identifiés par transcriptomique est une stratégie assez
contestable. En effet, I'étude ne démontre en aucun cas que les DC humaines présentent la méme
signature ou expriment ces molécules au niveau protéique. Barry et al. ont tout de méme réutilisé
cette signature cDC1 trés récemment en interrogeant une base de données différente du TCGA et
démontrant I'association entre une forte signature cDC1 et une meilleure survie de patients atteints
de mélanome métastatique (Barry et al., 2018). lls ont aussi mis en évidence une corrélation entre le
score de quantification des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL) et la signature cDC1 (Barry et al.,
2018), rappelant la corrélation entre les scores d’infiltration des mélanomes par les cDC1 et les LT CD8*
démontrée par Spranger et al. (Spranger et al., 2017).

De leur cOté, Bottcher et al. se sont également intéressés a I'impact pronostique des cDC1 dans
les tumeurs humaines (Bottcher et al., 2018). Afin de générer une signature cDC1, ils ont tout d’abord
utilisé une base de données transcriptomiques obtenue a partir de PBMC humaines pour analyser
I’expression de 10 génes connus pour étre fortement exprimés par les cDC1. Seuls les génes CLEC9A,
XCR1, CLNK et BATF3 ont été sélectionnés pour former la signature cDC1 car leur expression semble
restreinte a cette population cellulaire. Le score d’expression de cette signature a ensuite été analysé
dans les données du TCGA. lls ont ainsi démontré qu’une forte signature cDC1 est associée a une
meilleure survie des patients atteints de cancer de la téte et du cou, du sein, du poumon ou de
mélanome métastatique. Concernant le cancer du sein, I'impact pronostique de la signature cDC1 est
d’autant plus significatif pour les patients atteints de cancer TNBC n’exprimant pas les récepteurs aux
cestrogenes (ER), a la progestérone (PR) et le récepteur Her2. Cette information semble cruciale étant
donné 'absence de traitement efficace pour ce type de cancer du sein tres agressif

De facon intéressante, les récents travaux de Michea et al. ont pour la premiere fois apporté
une comparaison de l'impact pronostique des différentes sous-populations de DC. lls ont en effet
généré des données de RNAseq des pDC, des cDC2 ainsi que d’une population de cellules enrichie en
cDC1 (cDC1e) isolées de tumeurs de sein luminales et identifié les genes différentiellement exprimés
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Table 4 _ Impact pronostique des cDC1 en cancérologie

Référence Signature Type de cancer Base de données Impact pronostique
Signature cDC1 (KIT, CCR7, CD103,
BATF3, FLT3, ZBTB46, IRF8, BTLA, MYCL1,

Broz et al. Cancer Cell 2014 CLEC9A) / Signature "autres DC 12 cancers TCGA Positif : survie
myeloides"
KIT, CCR7, CD103, BATF3, FLT3, ZBTB46, Mélanome TCGA et Bogunovic et Positif : survie et
Barry et al. Nature Med 2018 , . i .
IRF8, BTLA, MYCL1, CLECO9A métastatique al. 2009 réponse anti-PD1
Mélanome
Béttcher et al. Cell 2018 CLEC9A, XCR1, CLNK, BATF3 métastatique, Sein, Téte TCGA Positif : survie

et cou, Poumon

z-score ratio (génes surexprimés/génes  Cancer du sein (luminal

sous-exprimés) VS TNBC) Metabric Positif : survie

Michea et al. Nature Imm 2018
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(DEG) entre chaque population et spécifique de chaque sous-population. L’analyse de la base de
données de transcriptomique de tumeurs de sein Metabric a démontré I'association entre une forte
signature d’infiltration des tumeurs par les pDC, cDC2 et cDCle et une meilleure survie (Michea et al.,
2018). Dans les cancers du sein TNBC spécifiquement, seules les cDCle semblent étre associées a un
pronostic favorable. Ces résultats sont cependant a prendre avec précaution du fait de I'absence de
marqueurs spécifiques utilisés lors de I'isolation des cDC1 et cDC2 par tri cellulaire.

II. DCetIFN : implications dans la surveillance et I'’échappement des tumeurs

Les cancers sont généralement diagnostiqués lorsque les tumeurs atteignent une taille
détectable lors d’un examen clinique, c’est-a-dire un stade ou les tumeurs semblent avoir déja échappé
a la réponse immunitaire. Ainsi, la plupart des résultats concernant I'immunosurveillance présentés
par la suite sont issus de travaux effectués chez la souris. Nous nous intéresserons ici a la contribution
des DC et des IFN qu’elles sécretent dans I'immunosurveillance.

1. Réle des DC dans I'immunosurveillance

Chez la souris, I'élimination de tumeurs du rein suite a un traitement par le ligand de TLR CpG
combiné a un adénovirus codant la protéine TRAIL nécessite la présence des pDC et des cDC1 (DC
CD8a*). Leur absence entraine en effet une moindre production d’IFN-I et une altération du
recrutement des LT CD8* (James et al., 2014). Dans le modéle de thymome murin EG-7, l'injection
intratumorale de CpG-B permet d’activer les cDC nécessaires a I'activation des LT dans les ganglions
lymphatiques, conduisant alors a l'infiltration de la tumeur par les LT et la régression tumorale
(Humbert et al., 2018). Par ailleurs, des tumeurs de fibrosarcome, normalement rejetées car trés
immunogéniques, ont une croissance largement accélérée avec une infiltration par les LT CD8" réduite
lorsqu’elles sont implantées dans des souris Batf3-/- spécifiquement dépourvues de cDC1 (CD8a* et
CD103*). Un autre modeéle de sarcome a permis d’établir un lien entre les IFN-I et les DC. Bien que les
auteurs ne se soient pas intéressés aux pDC, il apparait que les IFN-I induisent la présentation croisée
d’Ag par les cDC1 (Diamond et al., 2011). Enfin, un modéle de mélanome a mis en évidence la
contribution de I'lFN-B dans le recrutement des DC CD8a*, dont le réle est encore une fois essentiel a
I’élimination des tumeurs (Fuertes et al., 2011). De nombreuses autres données permettent d’appuyer
le role antitumoral des cDC1 dans des modéles murins mais elles seront détaillées par la suite dans la
partie lll (cDC1 et immunité antitumorale).

2. Rdle des IFN-I et lll dans 'immunosurveillance

Le role des DC dans I'immunosurveillance est en partie médié par leur capacité a produire de
I'IFN de type | ou lll. Nous aborderons dans un premier temps les données ayant permis de mettre en
avant la place des IFN de type | dans I'immunosurveillance, puis nous détaillerons les travaux plus
récents concernant les IFN-III et I'immunité antitumorale.
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Les premiers éléments illustrant un réle potentiel des IFN-I dans le contrdle de la croissance
tumorale proviennent de travaux dans lesquels leur inhibition a l'aide d’anticorps neutralisants
favorise le développement de tumeurs implantées chez des souris immunocompétentes (Gresser et
al., 1983). De fagon cohérente, les souris Ifnarl-/- et Ifnar2-/-, déficientes pour I'expression du
récepteur aux IFN-I, sont plus sensibles a I'induction de tumeurs par I'agent chimique carcinogeéne MCA
(3-methylcholanthrene) (Dunn et al.,, 2005). L'absence d’expression des récepteurs IFNAR
spécifiguement dans les cellules intestinales conduit également au développement de tumeurs chez
des souris traitées par des agents inducteurs de colite (Tschurtschenthaler et al., 2014). Par ailleurs,
I'implantation de cellules tumorales pulmonaires conduit a des carcinomes plus agressifs dans des
souris Ifnb-/- que dans des souris WT (Deonarain et al., 2003). Chez 'Homme, la régulation négative
d’IFNAR1 observée dans les cellules tumorales ou le stroma est associée a une survie réduite des
patients atteints d’un carcinome colorectal. A I'inverse, une forte signature de réponse aux IFN-I est
associée a un bon pronostic (Katlinski et al., 2017). De nombreuses démonstrations attestent donc du
réle antitumoral essentiel des IFN-I (Zitvogel et al., 2015). Notons toutefois que la source de ces IFN
n’a pas été identifiée dans ces études.

De plus, le role antitumoral des IFN-I semble principalement passer par une action
pléiotropique sur les cellules hématopoiétiques des souris plutét que par un effet direct sur les cellules
tumorales (Deonarain et al., 2003; Dunn et al., 2005; Gresser et al., 1983). Dans le modéle de carcinome
mammaire MMTV-PyMT, les IFN-I permettent en effet d’activer la lyse des cellules tumorales par les
NK, induisant alors une réduction du nombre de métastases osseuses, mais n’ont pas d’effet direct sur
la croissance de la tumeur primaire (Rautela et al., 2015). Dans un autre modeéle de lignée tumorale
mammaire (4T1), 'expression constitutive de la voie de signalisation des IFN-I par surexpression d’IRF7
permet une réduction de la dissémination métastatique via les NK et LT CD8* (Bidwell et al., 2012). Les
IFN-I permettent également l'initiation des réponses CTL antitumorales en agissant sur les APC. Ils
peuvent en effet favoriser la survie et la capacité de cross-présentation des Ag par les cDC1 murines
(DC CD8a*) (Diamond et al., 2011; Fuertes et al., 2011; Lorenzi et al., 2011; Schiavoni et al., 2013). Par
ailleurs, des effets positifs des IFN-I sur la différenciation, la maturation et la migration des DC ont
également été démontrés (Fuertes et al., 2013), ainsi que sur leur production d’IL-15 (Mattei et al.,
2001), cytokine favorisant la survie des cellules NK et des LT cytotoxiques (Huntington, 2014). Les IFN
de type | possedent également des propriétés antitumorales en activant directement les fonctions
effectrices des LT cytotoxiques et des cellules NK (Curtsinger and Mescher, 2010; Fuertes et al., 2011;
Miuller et al., 2017) et en agissant sur d’autres acteurs de I'immunité tels que les neutrophiles
(Andzinski et al., 2015; Jablonska et al., 2010, 2014; Wu et al., 2015). Enfin, les IFN-I inhibent les LTreg
(Bacher et al., 2013; Hashimoto et al., 2014; Pace et al., 2010; Sisirak et al., 2012) et les MDSC (Myeloid
derived suppressor cells) (Yu et al., 2013; Zoglmeier et al., 2011), considérés comme des cellules
immunitaires immunosuppressives.

Les caractéristiques antitumorales des IFN de type | ont été évaluées dans de multiples études
allouant aux IFN-a des propriétés antiprolifératives et pro-apoptotiques. Cet IFN a d’ailleurs été utilisé
en clinique pour le traitement de nombreux types de cancers, tels que le mélanome, le carcinome du
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Table 5 _ Activités antitumorales des IFN de type Il

Activités directes

Anti-angiogénique Mélanome Lasfar et al., Cancer Res 2006
Mélanome Lasfar et al., Cancer Res 2006
Lymphome T Dumoutier et al., JBC 2000

Cancer colorectal

Hui et al., Cancer Letters 2011

Anti-prolifératif = : :
Adénocarcinome pulmonaire

Tezuka et al., Lung Cancer 2012

Cancer neuroendocrine

Zitzmann et al., BBRC 2006

Hépatome

Tian et al., FASEB J 2014

Mélanome

Sato et al., JI 2006

Arrét du cycle cellulaire - -
Carcinome oesophagien

Li et al., EJC 2010

Mélanome

Sato et al., JI 2006

Guenterberg et al., Mol Cancer Ther 2010

Cancer colorectal

Hui et al., Cancer Letters 2011

Apoptose Li et al., Cell Prolif 2008
} . . Tezuka et al., Lung Cancer 2012
Adénocarcinome pulmonaire - -
Yan et al., Cancer Biother. Radiopharm. 2013
Carcinome oesophagien Lietal., EJC 2010
Mélanome Lasfar et al., Cancer Res 2006
Lasfar et al., Cancer Res 2006
CMH-I Cancer colorectal

Li et al., Cell Prolif 2008

Hépatome

Tian et al., FASEB J 2014

Activités indirectes médiées par divers acteurs de I'immunité

Mélanome

Sato et al., J1 2006

Souza-Fonseca-Guimares et al., Proc Natl Acad Sci 2015

Cellules NK Fibrosarcome

Numasaki et al., JI 2007

Hépatome

Abushahba et al., Cancer Immunol Immunother 2010

Adénocarcinome pulmonaire

Yan et al., Cancer Biother. Radiopharm. 2013

Fibrosarcome

Numasaki et al., JI 2007

LT Adénocarcinome pulmonaire

Yan et al., Cancer Biother. Radiopharm. 2013

Cancer du sein

Burkart et al., EMBO Mol Med 2013

Fibrosarcome

Neutrophiles

Numasaki et al., JI 2007

Etudes comportant des données chez I'Homme (lignées)
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rein, la leucémie myéloide chronique et le sarcome de Kaposi (Pasquali and Mocellin, 2010).
L'utilisation d’IFN-a2b en adjuvant dans le mélanome a par exemple conduit a une amélioration de la
survie des patients dans de larges études randomisées (Kirkwood et al., 2001). Cependant, ces effets
bénéfiques n'ont été observés que lorsque que I'lIFN-a est administré a fortes doses classiquement
associées a d’importants effets secondaires tels que des états grippaux, une neurotoxicité, des
atteintes articulaires ainsi que des troubles psychiques conduisant souvent a un arrét forcé et anticipé
du traitement (Kirkwood et al., 2002). L’expression ubiquitaire du récepteur des IFN-I conduit en effet
a une action systémique de cette cytokine induisant ces nombreuses complications. Le récepteur des
IFN de type Il posséde quant a lui un profil d’expression beaucoup plus restreint, soulevant alors de
nouveaux espoirs pour le développement de thérapies moins toxiques que les IFN-I.

Comme décrit précédemment, les cDC1 produisent d’'importantes quantités d’IFN de type I,
notamment en réponse a des ligands de TLR3. Apres la découverte de cette famille de cytokines et de
leur voie de signalisation similaire a celle des IFN-I, les propriétés antitumorales des IFN-IIl ont été
rapidement évaluées, principalement dans des modéles murins transgéniques in vivo.

a. Démonstration des propriétés antitumorales des IFN-I1l dans des modéles murins

L'IFN-a ayant été inclus dans I'arsenal thérapeutique des mélanomes, plusieurs équipes se sont
intéressées aux propriétés antitumorales des IFN-IIl sont répertoriées dans la Table 5. Les premiéeres
études cherchant a caractériser les propriétés antitumorales des IFN-IIl ont été conduites dans des
modeles de mélanomes murins transfectés avec un plasmide permettant I'expression de I'IFN-A de
maniére constitutive (Abushahba et al., 2010; Lasfar et al., 2006; Numasaki et al., 2007; Sato et al.,
2006; Tezuka et al., 2012; Yan et al., 2013). Lasfar et al. ont tout d’abord démontré que les cellules
tumorales B16 répondent in vitro a I'IFN-A par la phosphorylation de STAT1, la formation du complexe
de transcription ISGF3 ainsi qu’une augmentation de |'expression membranaire des molécules du
CMH-I (Lasfar et al., 2006). En comparaison avec des cellules B16 WT, les cellules tumorales produisant
constitutivement de I'IFN-A (B16-IFN-A) ont une prise tumorale largement retardée, voire
complétement inhibée dans un tiers des souris. L'utilisation de cellules B16-IFN-A déficientes pour le
récepteur aux IFN-IIl génére les mémes résultats, démontrant alors I'existence de mécanismes
indirects induits par I'IFN-A et permettant la diminution de la tumorigénicité. La méme année, le
groupe de Sato et al. a utilisé un modele similaire de cellules B16 produisant de I'IFN-A (B16FO-IFN-A)
(Sato et al., 2006) et ont observé in vitro une capacité réduite de ces cellules a proliférer et a former
des colonies en soft-agar, un arrét du cycle cellulaire ainsi que I'activation des caspases 3 et 7,
indiquant une induction de I'apoptose. Ces données suggerent cette fois-ci un effet antiprolifératif et
pro-apoptotique direct de I'IFN-A sur les cellules tumorales. De plus, ces cellules forment beaucoup
moins de métastases pulmonaires lorsqu’elles sont injectées dans la circulation sanguine. Cette
réduction de la capacité de dissémination métastatique est associée a une augmentation de
I'infiltration des poumons par des cellules immunitaires. Contrairement aux LT CD4* et CD8*, une
déplétion des NK chez ces souris annule les effets antitumoraux, suggérant un role clé de cette
population lymphocytaire dans l'effet protecteur induit par I'IFN-IIl. L'implication des NK dans
I'immunité antitumorale induite par I'IFN-A a aussi été mise en évidence dans des modeéles murins
d’hépatocarcinome et d’adénocarcinome pulmonaire (Abushahba et al., 2010; Yan et al., 2013). Des
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travaux menés dans un modéle murin de fibrosarcome ont également confirmé le réle antitumoral
indirect de I'IFN-A avec une contribution des NK, des LT CD8* et des neutrophiles (Numasaki et al.,
2007).

Les IFN-Ill semblent aussi étre impliqués dans I'action oncolytique du virus VSV contre les
cellules de mélanome B16 cultivées in vitro en présence de cellules de moelle osseuse de souris. En
effet, le VSV induit une régulation positive de I'expression du récepteur IFNLR1 a la surface des cellules
B16 ainsi qu’une production d’IFN-A par les macrophages et cellules immunitaires Gr-1*. L'interaction
entre I'IFN-A et son récepteur a la surface des cellules tumorales déclenche I'expression de plusieurs
ligands activateurs des fonctions cytotoxiques et de la production d’IFN-y par les cellules NK
(Wongthida et al., 2010). De facon intéressante, le réle antitumoral des IFN-IIl a aussi été décrit dans
le modele murin de carcinome mammaire MMTV-PyVmT dans lequel une déficience des cellules
tumorales pour le facteur Usp18 semble induire une surexpression du récepteur IFNLR1. Le traitement
de ces souris par de I'IFN-A recombinant conduit a une forte production de CXCL10 dans les tumeurs,
aboutissant a la mise en place d’une réponse Th1 efficace et a la diminution de la croissance tumorale
(Burkart et al., 2013).

b. IFN-Ill et lignées tumorales humaines

Bien que de nombreuses études chez la souris aient démontré que les IFN-IIl permettent de
ralentir le développement des tumeurs, par des mécanismes directs ou indirects, les résultats ne sont
pas nombreux et pas si clairs chez I’'Homme [Table 5]. Les études citées ici se sont en effet focalisées
sur I'effet de I'IFN-A sur des lignées tumorales humaines. L'expression du récepteur IFNLR1 a été
démontrée par RT-PCR ou par I'analyse de la phosphorylation de STAT1 apres activation des lignées
par de I'lFN-A recombinant. Tout comme chez la souris, cette cytokine permet d’inhiber la prolifération
cellulaire, d’induire I'apoptose ainsi que de réguler positivement I'expression membranaire des
molécules du CMH-I (Guenterberg et al., 2010; Hui et al., 2011; Lasfar et al., 2006; Li et al., 2008; Tezuka
etal.,, 2012; Tian et al., 2014; Zitzmann et al., 2006). A I'inverse des modeles murins, I'lFN-A ne semblent
pas modifier les fonctions cytotoxiques des cellules NK face a différentes lignées de mélanome
(Guenterberg et al., 2010). Cependant dans cette étude, les NK ont été cultivées in vitro en présence
de cellules tumorales seulement. L’absence d’autres populations de I'immunité pourrait impacter
I’effet des IFN-IIl sur les NK in vivo. De fagon intéressante, Guenterberg et al. ont aussi validé
I’expression du récepteur IFNLR1 au niveau transcriptionnel (par hybridation in situ) par les cellules
tumorales humaines de mélanomes primaires (6 patients sur 9). Aucune autre étude n’a en revanche
démontré un véritable effet antitumoral des IFN-1ll chez 'Homme a ce jour.

3. Mécanismes d’échappement aux cellules dendritiques

La mise en place d’une réponse immunitaire antitumorale efficace par les DC dépend de la
balance entre les signaux activateurs et inhibiteurs qu’elles recoivent dans le microenvironnement
tumoral. En effet, de par leur réle central dans l'initiation des réponses immunitaires antitumorales, il
n’est pas étonnant de voir qu’il existe de nombreux mécanismes mis en place par les cellules tumorales
pour inhiber leur développement, leur recrutement ou leur fonction. Nous détaillerons ici certains
d’entre eux, en particulier les altérations de la synthése d’IFN par les DC.
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Que ce soit chez I’'Homme ou chez la souris, les cellules tumorales peuvent induire I'apoptose
des DC, un phénomene mis en évidence pour la premiére fois in situ sur des coupes de mélanome et
de tumeurs d’ovaires et in vitro dans des co-cultures de DC avec des cellules tumorales (Esche et al.,
1999). Cette étude a révélé I'implication a la fois de facteurs solubles et d’interactions cellulaires
directes. Par la suite, des gangliosides dérivés de mélanome ont été décrits comme induisant
I"'apoptose des DC via I'action de caspases et de ROS (Bennaceur et al., 2006; Péguet-Navarro et al.,
2003). D’autres facteurs tels que la mucine 2 et le TGF-B1 peuvent également induire I'apoptose des
DC (Ishida et al., 2008; Ito et al., 2006a).

En plus d’induire I'apoptose des DC, les tumeurs peuvent aussi bloquer leur différenciation et
leur maturation afin de limiter I'activation de LT suite a la présentation d’Ag. Il a en effet été démontré
que le nombre de DC circulantes est réduit dans le sang de patients atteint d’un cancer de la téte et du
cou ou du pancréas, et que la résection des tumeurs permet de rétablir une fréquence de DC
équivalente a celle du sang de donneurs sains, soulevant I’hypothese de I'inhibition du développement
de ce type cellulaire (Hoffmann et al., 2002; Tjomsland et al., 2010). Dans le cancer du sein, les
patientes présentent également une proportion de DC circulantes réduite mais seulement pour des
tumeurs de stade avancé (IV) (Pinzon-Charry et al., 2007). Toujours dans le cas du cancer du sein, les
monocytes circulants se différencient en DC immunosuppressives en présence de GM-CSF et d’IL-4
(Ramos et al., 2012). Enfin, in vitro les cellules de mélanome inhibent la différenciation de LC a partir
d’HSC CD34* (Berthier-Vergnes et al., 2001).

Les DC circulantes de patients atteints de tumeur du sein, du rein ou de I'ovaire sous-expriment
les molécules du CMH-II, indiquant un défaut de maturation et de présentation antigénique.
L'altération peut également étre fonctionnelle. En effet, les DC issues du sang de patientes atteintes
d’un cancer du sein sécretent de faibles quantités d’IL-12p40 apres activation par du LPS (Bella et al.,
2003). Chez la souris, le surnageant de tumeurs pulmonaires induit une inhibition de la mobilité des
protéines membranaires de DC, impactant alors leurs capacités de présentation d’Ag et de synthese
de cytokines inflammatoires telles que les IFN-I (Caronni et al., 2018).

De nombreux médiateurs solubles sécrétés dans le microenvironnement par les cellules
tumorales ou stromales sont aujourd’hui connus pour inhiber les DC, participant ainsi a
I'immunosuppression des cancers. C'est par exemple le cas du VEGF (Vascular endothelial growth
factor), une protéine sécrétée dans la majorité des cancers, impliquée dans la régulation de
I’angiogenese des tumeurs et tres fortement associée a un mauvais pronostic (Toi et al., 2001). En se
liant aux récepteurs EGFR1 et EGFR2, le VEGF inhibe le développement et la maturation des DC in vivo
et in vitro (Gabrilovich et al., 1998). La présence de VEGF est par ailleurs inversement corrélée a la
guantité de DC matures présentes dans les tumeurs de sein chez ’'Homme (lwamoto et al., 2003).
Différents membres de la famille du TGF-B (Tansforming growth factor) peuvent aussi impacter la
différenciation et I'activation des DC (Seeger et al., 2015). Chez la souris, le TGF-B1 inhibe I'expression
de marqueurs d’activation (CD80, CD83, CD86, CMH-II) et la synthése de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-q, I'lL-12 et I'IFN-a (Lievens et al., 2013). De plus, in vitro le TGF-B1 induit I'expression
de récepteurs inhibiteurs des réponses T, tels que PD-L1, et favorise la génération de LTreg par ces DC
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devenues alors immunosuppressives (Song et al., 2014). L'IL-10 a également été identifiée comme une
cytokine jouant un réle majeur dans l'inhibition de la présentation antigénique par les DC. Elle agit sur
la signalisation des TLR en bloquant leur expression et leur transduction de signaux, ou en induisant
leur dégradation. L'IL-10 permet aussi la dégradation des molécules du CMH-Il et de la molécule de
costimulation CD86 (Mittal and Roche, 2015). Dans plusieurs modeles murins d’hépatocarcinome, la
production de TGF-B1, VEGF et APF (a-Fetoprotéine) in vivo par les cellules tumorales induit la
conversion des ¢cDC1 (DC CD11c* DEC205*) en DC tolérogéniques exprimant peu de molécules de
costimulation et une capacité réduite de présentation croisée d’Ag (Harimoto et al., 2013). Dans le
cancer de 'ovaire chez la souris, I'acquisition de I'expression de PD-1 par les cDC2 (DC CD11c* CD11b")
induit l'inhibition de la voie NF-kB, aboutissant a la réduction de I'expression de molécules de
costimulation et de cytokines (Krempski et al., 2011). Toujours chez la souris, le lactate libéré par les
cellules tumorales pulmonaires inhibe la fonction des DC (Caronni et al., 2018). Dans tous ces modeles
murins, I'immunosuppression des DC se traduit par une diminution de I'activation de réponses CTL
ainsi que par la réduction de l'infiltration des LT dans les tumeurs, favorisant alors le développement
tumoral.

Etant donnés les effets positifs des IFN de type | sur I'activation du systeme immunitaire
(Belardelli et al., 2002), I'inhibition de leur production par les pDC représente un mécanisme efficace
d’'immunosuppression mis en place par les cellules tumorales leur permettant d’échapper aux
réponses immunitaires. L'altération des pDC et de leur synthése d’IFN-I a été notamment décrite par
notre équipe dans les cancers du sein et de I'ovaire (Labidi-Galy et al., 2011; Le Mercier et al., 2013;
Sisirak et al., 2012), mais aussi par d’autres groupes dans les cancers du poumons, de la téte et du cou
ainsi que dans les mélanomes (Bekeredjian-Ding et al., 2009; Gerlini et al., 2007; Perrot et al., 2007).
Plusieurs médiateurs solubles sont impliqués dans cette inhibition, tels que le TGF-B et le TNF-a dans
le cancer du sein (Sisirak et al., 2013) ou la combinaison de TGF-B, PGE2 et IL8 dans les cancers de la
téte et du cou (Bekeredjian-Ding et al., 2009). Des interactions entre cellules tumorales et pDC peuvent
aussi étre impliquées. Le ligand d’ILT7 est par exemple exprimé par de nombreuses lignées de cellules
tumorales. Son interaction avec ILT7 induit la conversion des pDC exprimant spécifiquement ce
récepteur (Tsukamoto et al., 2009) en APC tolérogéniques permettant I'expansion de cellules
immunosuppressives telles que les LTreg (Sisirak et al., 2012). Les pDC inhibées dans les tumeurs
expriment en effet fortement la molécule régulatrice ICOS-L (Inducible costimulator ligand) qui
interagit avec son récepteur ICOS exprimé par les LTreg, induisant alors leur prolifération et activation
ainsi que la synthese d’IL-10 par les LT CD4* conventionnels (Conrad et al., 2012; Faget et al., 2012; Ito
et al., 2007). Les pDC des ascites de patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire peuvent également
induire la génération de LT CD8* immunosuppressifs capables d’inhiber les réponses T spécifiques d’Ag
via leur synthése d’IL-10 (Wei et al., 2005). L’altération de la production d’IFN-a par les pDC représente
donc un exemple concret de l'immunosuppression des DC et de ses conséquences sur le
développement tumoral. A ce jour il n’existe aucune démonstration de I'inhibition de la production
d’IFN de type Il par les pDC ou les cDC1 dans le microenvironnement tumoral.
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1. cDC1 et immunité antitumorale

Bien que la caractérisation des cDC1 dans I'immunité antitumorale chez ’'Homme s’arréte bien
souvent a la seule démonstration de leur présence dans les tumeurs, de nombreuses données ont été
accumulées chez la souris, permettant notamment d’expliquer leur recrutement et la place cruciale
gu’elles tiennent dans les réponses immunitaires ainsi que dans la réponse aux immunothérapies.
Nous verrons au fil de la description de ces études qu’il semble exister un lien particulier entre les TA-
cDC1 et les effecteurs immunitaires cytotoxiques tels que les LT CD8* ou les cellules NK.

1. Recrutement des cDC1 dans les tumeurs solides

Plusieurs modeéles murins ont permis d’identifier diverses molécules impluquées dans le
recrutement des cDC1 [Figure 12], comme cité précédemment pour les IFN-I. En effet, alors qu’elles
représentent environ 20% des DC totales dans des tumeurs de mélanome (modéle B16) implantées
chez des souris sauvages (WT), les cDC1 sont complétement absentes de I'infiltrat des tumeurs portées
par des souris Stat1-/- et Ifnar-/-. La signalisation médiée par I'lIFN-B dans les cDC1 permet également
I’activation des LT aboutissant au rejet des tumeurs (Fuertes et al., 2011). Le r6le de CCL4 a également
été mis en évidence pour le recrutement dans des tumeurs de mélanome des cDC1 exprimant le
récepteur CCR5 (Spranger et al., 2015). Par ailleurs, les cellules NK ont trés récemment été identifiées
comme indispensables au recrutement des ¢cDC1 dans des modéles murins de mélanome et de
carcinome mammaire spontanés. Bottcher et al. ont en effet observé des clusters NK-cDC1 dans ces
tumeurs, suggérant alors I’existence d’un dialogue entre ces deux types cellulaires. Dans leur modeéle,
une déplétion des NK et I'inhibition des chimiokines XCL1 et CCL5 produites par les NK aboutissent a
I'absence de cDC1 parmi l'infiltrat immunitaire des tumeurs (Bottcher et al., 2018). Il semble donc que
plusieurs chimiokines favorisent le recrutement des cDC1 dans les tumeurs murines. Bien que rien ne
soit aussi clair chez ’'Homme, cette derniére étude a tout de méme soulevé I’hypothese de I'implication
des chimiokines XCL1, XCL2 et CCL5 en démontrant la corrélation entre les scores cDC1 ou NK et le
« score chimiokines » basé sur I'expression des génes XCL1, XCL2 et CCL5.

Bien qu’aucune altération fonctionnelle des TA-cDC1 n’ait été décrite a ce jour, nous
aborderons dans cette section les études ayant mis en évidence l'acquisition d’altérations
oncogéniques par les cellules tumorales conduisant a I'exclusion des cDC1 et in fine au développement
tumoral (Spranger and Gajewski, 2018) [Figure 12]. La voie de production des prostaglandines est par
exemple un des mécanismes utilisés par les cellules tumorales de mélanome pour échapper au
systeme immunitaire. Zelenay et al. ont en effet démontré I'absence de cDC1 dans un modéle murin
de tumeur spontanée (Braf’®%) et la restauration de leur recrutement ainsi que de leur production
d’IL-12p40 par I'inhibition des enzymes PTGS1 et 2 (Prostaglandine synthase). Linactivation de génes
codant ces deux enzymes a d’ailleurs pour conséquence de restaurer un contréle immunitaire efficace
du développement tumoral par le systeme immunitaire (Zelenay et al., 2015). La méme équipe a plus
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Figure 12 — Mécanismes induisant le recrutement des cDC1 dans les tumeurs chez la souris

Différentes cytokines et chimiokines peuvent étre impliquées dans le recrutement des cDC1 dans les tumeurs
murines. On peut par exemple citer I'IFN-f et la chimiokine CCL4. En induisant la migration des cDC1 jusque dans
les tumeurs, elles permettent I'induction d’une réponse CTL efficace aboutissant au rejet des tumeurs. Le réle
des chimiokines XCL1 et CCL5 produites par les NK a également été mis en évidence et démontre une nouvelle
fois I'existence d’une coopération entre cDC1 et NK dans I'immunité antitumorale.

On peut également noter que des altérations oncogéniques, telles que I’activation de la voie B-caténine, ou la
synthése de molécules immunosuppressives comme les prostaglandines, conduisant a I’exclusion des cDC1 et in
fine a I'inhibition de la mise en place d’une réponse immunitaire antitumorale.



récemment mis en évidence que les prostaglandines ont un effet inhibiteur sur les cellules NK, elles-
mémes responsables du recrutement des ¢cDC1 dans ce modele comme détaillé précédemment
(Bottcher et al., 2018).

En se basant sur les données transcriptomiques de mélanome métastatique issues du TCGA, I'équipe
de T. Gajewski a quant a elle identifié chez ’'Homme I'activation de la voie de la B-caténine dans des
tumeurs particulierement peu infiltrées par les LT et les cDC1 (score cDC1 basé sur la signature : THBD,
BATF3, IRF8) (Spranger et al., 2015). lls ont alors utilisé un modele murin de mélanome induit
présentant une activation constitutionnelle de cette voie dans les cellules tumorales et observé
I"absence d’infiltrat T et cDC1. En effet, la voie B-caténine permet I'inhibition de la production de CCL4
et entraine ainsi un défaut de recrutement des cDC1 dans la tumeur. L’injection intratumorale de cDC1
générées in vitro permet de restaurer linfiltration des tumeurs par les LT et de retarder
significativement la croissance tumorale. Une deuxieme étude plus récente a mis en évidence le réle
des chimiokines CXCL9 et CXCL10 produites par les cDC1 dans le recrutement des LT cytotoxiques
exprimant fortement le récepteur CXCR3 (Spranger et al., 2017).

2. Roéle des ¢DC1 dans I'activation d’effecteurs cytotoxiques et le rejet des tumeurs

Etant donné leur capacité a cross-présenter efficacement des Ag aux LT CD8*, le role des cDC1
dans I'immunité antitumorale est investigué depuis quelques années [Figure 13]. L'utilisation de
modeles murins tels que les Batf3-/- (souris déficientes en cDC1) a permis de démontrer leur
implication cruciale dans l'initiation des réponses CTL indispensables au rejet des tumeurs (Hildner et
al., 2008). Apres avoir montré le réle de I'IFN-B dans le recrutement des ¢cDC1 dans les tumeurs B16
chez la souris, Fuertes et al. ont aussi démontré que la signalisation IFN-I dans les cDC1 est
indispensable a I'activation des LT CD8*, aboutissant a leur action cytotoxique et au rejet des tumeurs
(Fuertes et al., 2011). Ces résultats ont aussi été observés dans un modeéle de fibrosarcome (Diamond
et al., 2011). En plus de leur analyse d’impact pronostique des cDC1 chez 'Homme, Broz et al. ont
quant a eux trié des DC infiltrant des mélanomes murins (B78) et démontré que, parmil’ensemble des
TA-DC, les cDC1 (DC CD103*) ont le profil transcriptomique qui refléte le plus I’expression de nombreux
génes impliqués dans I'apprétement et la présentation des Ag. lls ont aussi mis en évidence leur
supériorité par rapport aux autres cellules myéloides a phagocyter des Ag tumoraux et a les cross-
présenter aux LT CD8*, initiant ainsi une réponse CTL efficace nécessaire au rejet des tumeurs (Broz et
al., 2014). Plusieurs autres études ont par ailleurs démontré la capacité des cDC1 murines a migrer
efficacement jusqu’aux ganglions lymphatiques drainant les mélanomes (modeles B16 et B78) ainsi
que les carcinomes pulmonaires (modéle LLC) ou leur interaction avec les LT CD8* permet alors la mise
en place d’une réponse adaptative cytotoxique (Headley et al., 2016; Laoui et al., 2016; Roberts et al.,
2016). En utilisant un modele de mélanome exprimant une molécule rapportrice fluorescente
(mCherryB78ChQOVA), Roberts et al. ont visualisé la phagocytose de cellules tumorales par les TA-cDC1,
leur migration CCR7-dépendante vers les ganglions lymphatiques drainant la tumeur et leur interaction
avec les LT. De plus, les TA-cDC1 triées sont capables d’induire I'activation de LT CD8" ex vivo sans
nouvel ajout d’Ag tumoral dans la culture, démontrant bien leur capacité de présentation d’Ag
tumoraux pris en charge in vivo (Roberts et al.,, 2016). Dans cette méme étude, 'analyse des
populations de DCinfiltrant les mélanomes humains a mis en évidence I'expression spécifique de CCR7
par les TA-cDC1, ainsi que la corrélation entre I'expression du gene CCR7 et l'infiltration en LT de ces
méme tumeurs (déterminée histologiquement). En se basant sur un modéle murin de tumeur B16, les
travaux de Salmon et al. ont confirmé I'implication de CCR7 dans la migration des cDC1 jusqu’aux
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Figure 13 — Induction d’une réponse immunitaire antitumorale par les cDC1 chez la souris

Plusieurs études effectuées dans des modeles murins de mélanome ont décrit les mécanismes impliqués dans
I'induction des réponses immunitaires antitumorales par les cDC1. Apres avoir été recrutées dans les tumeurs,
les cDC1 représentent la population de TA-DC qui phagocyte le plus efficacement les cellules tumorales et qui
exprime le plus fortement les molécules nécessaires a la présentation des Ag. Ces cellules migrent ensuite
efficacement jusqu’aux ganglions lymphatiques drainant la tumeur. Il est important de noter que plusieurs
équipes ont décrit I'implication de I'expression de CCR7 par les cDC1 dans cette migration. De par leur capacité
de présentation croisée des Ag, les cDC1 activent alors une importante réponse CTL. Les LT CD8* activés migrent
a leur tour vers la tumeur dans laquelle ils exercent leur action cytotoxique, aboutissant ainsi au rejet tumoral.
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ganglions pour I'activation d’'une réponse cytotoxique et le rejet de mélanomes implantés (B16) ou
spontanés (modele Braf muté, Pten délété et voie B-caténine constitutivement active) (Salmon et al.,
2016).

Par ailleurs, les chimiothérapies combinées a un anti-IL-10 semblent induire la production d’IL-12 par
les cDC1 dans des souris porteuses de tumeurs mammaires (MMTV-PyMT), aboutissant a I'induction
de réponses CTL efficaces (Ruffell et al., 2014).

3. ¢DC1 et immunothérapies antitumorales

L'immunosuppression médiée par les tumeurs peut en partie expliquer I’échec thérapeutique
observé des vaccins antitumoraux basés sur l'utilisation de DC . Effectivement, les
mécanismes inhibiteurs mis en place contre les DC endogéenes peuvent aussi altérer les DC injectées.
De plus, méme si les DC ne sont pas directement inhibées, elles ne peuvent pas réactiver les LT dont
I'activité est bloquée par I'engagement d’ICP inhibiteurs. La nature des DC injectées conditionne
également les réponses cliniques observées chez les patients. De par leur rareté, aucune étude n’a
aujourd’hui été menée avec les cDC1. Cependant, nous détaillerons ici les données qui permettent
d’appuyer leur réle central dans la réponse a d’autres immunothérapies.

Des données accumulées grace a l'utilisation de modeéles murins permettent aujourd’hui
d’affirmer que les cDC1 jouent aussi un rdle crucial dans la réponse aux immunothérapies. Alors que
le traitement de souris WT par une combinaison d’anticorps anti-ICP (anti-CD137 + anti-PD-L1) permet
le rejet des mélanomes B16, les souris Batf3-/- présentant une déficience en cDC1 ne répondent pas a
ces immunothérapies (Sdnchez-Paulete et al., 2016). Dans le méme modeéle tumoral, les cDC1 sont
aussi indispensables a la réponse au traitement par un anti-PD-L1 combiné a un inhibiteur de BRAF
(Salmon et al., 2016). Plusieurs facteurs sont aujourd’hui connus comme étant prédictifs de la réponse
aux ICP-L, comme l'infiltration des tumeurs par les LT avant traitement, signe de |'existence d’une
réponse immunitaire préétablie. De facon intéressante, ces études ont mis en évidence I'impact
prédictif des ¢cDC1 dans la réponse a ces immunothérapies chez la souris, mais sans pour autant
identifier le mécanisme impliqué. Quelques éléments de réponse ont été apporté dans le modele de
mélanome exprimant de maniere constitutive la voie B-caténine, insensible a la combinaison anti-
CTLA4 + anti-PD-L1. L’injection intratumorale de cDC1 en combinaison avec ces anti-ICP induit
I'infiltration des tumeurs par les LT ainsi que |'activation de réponses CTL efficaces, menant ainsi a
I'inhibition totale de la croissance tumorale (Spranger et al., 2015). Les travaux de Barry et al. ont
récemment démontré dans deux études cliniques que la proportion de TA-cDC1 (déterminée par FACS)
est supérieure chez les patients atteints d’'un mélanome métastatique et répondants aux anti-PD-1 par
rapport aux non-répondeurs (Barry et al., 2018). Cette donnée ne permet pas d’affirmer que les cDC1
sont nécessaires a la réponse aux ICP-L chez I’'Homme mais apporte une premiére piste soulevant
I'intérét d’analyser les propriétés fonctionnelles de cette population et leurs implications dans le
développement de nouvelles immunothérapies.

Deux autres études chez la souris ont démontré I'intérét d’expandre et d’activer les cDC1 pour
améliorer les effets des anti-ICP grace a une injection intraveineuse de FLT3L combinée a une injection
intratumorale de poly(l:C). Cette combinaison permet en effet d’augmenter la différenciation de cDC1
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Encadré 4 : Immunothérapies antitumorales ciblant les DC chez I'Homme

Plusieurs études cliniques ont été mises en place en utilisant la stratégie de vaccination thérapeutique visant
les DC (Palucka and Banchereau, 2013). Les vaccins peuvent étre de nature variable.

Vaccins peptidiques :

Ces vaccins composés de peptides tumoraux (principalement des peptides dérivés de protéines oncogéniques
telles que p53). Le traitement de patients atteints de cancer de I'ovaire, du colon ou de mélanome métastatique
induit la mise en place d’une importante réponse T CD8*. Cependant, ces vaccins n’ont pas permis de nette
amélioration de la santé des patients inclus dans ces études (Leffers et al., 2009; Rosenberg et al., 1998;
Speetjens et al., 2009). La polarisation majoritairement Th2 des LT CD4* combinée a une absence d’induction
d’une réponse T mémoire pourrait expliquer ces résultats décevants (Rosenberg et al., 2005). Afin d’augmenter
I'efficacité de ces vaccins peptidiques, I'intérét d’ajouter divers adjuvants a été évalué (Dubensky and Reed,
2010). L'IFN-a permet par exemple I’expansion de LT CD4* Th1 producteurs d’IFN-y (Zeestraten et al., 2013).

Vaccins constitués de DC générées in vitro :

Les vaccins peuvent aussi étre directement constitués de DC générés in vitro a partir de progéniteurs autologues,
chargées avec des peptides tumoraux et activées. De nombreuses études ont comparé la nature des DC utilisées,
le type d’activateur ou de peptides utilisés ainsi que les voie d’injection. La encore, I'ajout d’adjuvant en injection
systémique, tels que le poly(l:C), a rapidement été évalué pour améliorer I'efficacité de ce genre de vaccination.
Bien que ces vaccins induisent des réponses T CD4* et CD8* considérables (évaluées dans le sang des patients),
ils nont pas mené a un important taux de réponse clinique. La plupart des études ont cependant été menées
dans des cohortes de patients atteints de cancer a un stade tres avancé et chez qui I'immunosuppression est
trés importante. Les mécanismes inhibiteurs des réponses immunitaires sont donc probablement aussi
impliqués dans cet échec thérapeutique. De plus, les progéniteurs utilisés pour générer des DC sont bien souvent
des monocytes, or il apparait clairement que les MoDC ne représentent pas la population la plus appropriée
pour initier des réponses antitumorales efficaces.

Emergence des vaccins personnalisés

Il est aujourd’hui clair que la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique des Ag tumoraux des patients
est une condition sine qua non au bénéfice thérapeutique de ces vaccins. Il est aujourd’hui possible d’identifier
les néoépitopes acquis par les cellules tumorales en séquengant le transcriptome des tumeurs, afin de
développer des vaccins peptidiques completement personnalisés car adaptés au « mutanome » des patients
(Kreiter et al., 2012). Une premiere étude démontra une réponse objective de 2 patients sur 5 atteints de
mélanome métastatique. De plus, le patient ayant regu ce type de vaccin en combinaison avec un inhibiteur de
PD-L1 présenta une réponse compléte a long terme (Sahin et al., 2017).
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a partir de progéniteurs hématopoiétiques de la moelle osseuse des souris et de réguler positivement
leur expression de molécule de costimulation, signe d’une activation efficace (Salmon et al., 2016;
Sdnchez-Paulete et al., 2016). Dans les deux modéles de mélanome étudiés par Salmon et al., on
observe alors une augmentation de la proportion des LT spécifiques des Ag tumoraux dans les
ganglions lymphatiques drainant la tumeur, du nombre de LT IFN-y* TNF-a* dans la tumeur, ainsi que
du ratio LT CD8*/LTreg (Salmon et al., 2016). La « trithérapie » composée de cette double injection et
d’un anti-PD-L1 permet alors de potentialiser ces effets et d’inhiber tout développement tumoral.
Sanchez-Paulete et al. ont quant a eux étudié le modele de tumeur de colon (MC38) insensible aux
anti-ICP et démontré que I'injection d’un plasmide codant pour le FLT3L associée a une administration
intratumorale de poly(l:C) permet I'expansion de LT CD137*. La combinaison du FLT3L et du poly(l:C)
avec des anti-CD137 et anti-PD-L1 permet alors de retarder significativement le développement
tumoral et d’améliorer la survie des souris (Sanchez-Paulete et al., 2016). Ces études démontrent donc
bien que le ciblage des cDC1 chez la souris permet de potentialiser les effets des anti-ICP et de traiter
certaines tumeurs jusque-la considérées comme insensibles a ce genre d’'immunothérapies.

Lorsqu’elles sont implantées a des souris, les cellules EG7.1 forment un thymome trés agressif
a I'inverse du clone cellulaire EG7.2 qui forme des tumeurs spontanément rejetées. Broz et al. ont
démontré la forte infiltration de ces dernieres tumeurs par les cDC1, soulevant un potentiel role de ces
DC dans l'initiation des réponses immunitaires nécessaires au rejet des tumeurs (Broz et al., 2014). Le
transfert adoptif de LT spécifiques d’Ag tumoraux préalablement activés permet d’induire le rejet des
tumeurs EG7.1. En outre, l'injection de toxine diphtérique permettant I'ablation des cDC1 dans le
modele murin Zbtb46-DTR est associé a une altération du recrutement des LT dans les tumeurs EG7.1
préalablement établies et annule completement I'effet thérapeutique du transfert adoptif de LT.
Dans d’autres modeéles tels que celui de mélanome utilisé par Spranger et al., le transfert adoptif de LT
spécifiques des Ag tumoraux n’a aucun effet bénéfique car ces LT présentent un défaut de motilité les
empéchant d’infiltrer les tumeurs. Cependant, I'injection intratumorale de cDC1 générées in vitro
favorise le recrutement de ces LT spécifiques, leur action cytotoxique et le contréle de la croissance
tumorale (Spranger et al., 2017). Cette information importante est a prendre en compte pour le
développement d'immunothérapies innovantes telles que les CAR-T cells (Chimeric antigen receptor T
cell). Les CAR-T cells sont des lymphocytes T issus des patients, transduits in vitro par un vecteur
lentiviral leur permettant d’exprimer un TCR chimérique capable de reconnaitre les cellules tumorales
avant d’étre réinjectés aux patients. Bien qu’ayant soulevé de nombreux espoirs grace a des résultats
plus qu’encourageants dans les cancers hématologiques chez 'Homme, les CAR-T cells ne semblent
pas aussi efficaces pour lutter contre les tumeurs solides. En effet, leur capacité de migration dans les
tumeurs ainsi que leur survie semblent fortement impactées. Ces récentes données chez la souris
soulevent donc I'intérét de cibler les cDC1 pour potentialiser les effets des CAR-T cells.

Des études chez la souris ont testé I'efficacité antitumorale du ciblage direct des cDC1 grace a
des anticorps anti-CLEC9A couplé a des peptides tumoraux. L'immunisation des souris avec ce
complexe associé a un adjuvant (anti-CD40 +/- poly(I:C)) avant ou aprés I'implantation de cellules
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tumorales colorectales (MC38) ou de mélanome (B16) permet de retarder le développement des
tumeurs, d’induire des réponses CTL mémoires et de diminuer le nombre de métastases (Picco et al.,
2014; Sancho et al., 2008). D’autres études ont plutét utilisé des nanoparticules recouvertes d’anti-
CLECO9A et contenant des Ag tumoraux. Dans un modéle murin de cancer du sein (MMTV-PyMT), la
présence dans les tumeurs et les métastases pulmonaires de cDC1 ayant endocyté ces nanoparticules
est associée a une diminution de la croissance tumorale et une forte infiltration des tumeurs par les LT
CD4"* et CD8*(Zeng et al., 2018). Par ailleurs, I'immunisation de souris avec ce genre de nanoparticules
avant ou apres l'implantation de cellules de lymphomes (EL4) permet de retarder considérablement le
développement tumoral, suggérant des effets a la fois prophylactiques et thérapeutiques du ciblage
des cDC1 (Ghinnagow et al., 2017). Cette étude a également démontré que des nanoparticules anti-
CLEC9A encapsulant I'Ag Melan-A (fréquemment exprimé par les cellules de mélanome chez I’'Homme)
sont efficacement endocytées par les cDC1 des PBMC humaines qui sont alors capables d’activer et
d’induire la prolifération d’un clone de LT CD8* spécifique de cet Ag tumoral.

Enfin, une étude ayant analysé I'effet de différents adjuvants a mis en évidence I'importance du choix
de I'activateur co-administré avec les anti-CLEC9A sur la polarisation des LT CD4*. En effet, si ces
anticorps sont injectés seuls, les Ag couplés sont alors principalement présentés par les molécules de
CMH-II et induisent une différenciation des LT CD4* en LTreg FoxP3*. L'injection de poly(l:C) en
adjuvant des anti-CLEC9A permet cependant d’initier une production importante d’IL-12 par les DC et
d’induire une forte réponse Th1 (Joffre et al., 2010).
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Objectifs de la these

Auvu de I'ensemble des éléments présentés en introduction, il apparait clairement que les cDC1
tiennent une place centrale dans les réponses immunitaires antitumorales. Leur role de présentation
croisée d’Ag a été largement décrit in vivo chez la souris et in vitro chez I’'Homme. C’est en particulier
grace a cette propriété d’activation de réponses cytotoxiques que les cDC1 suscitent de plus en plus
d’intérét dans le domaine de I'immunologie antitumorale. Au cours de ma thése, je me suis plutot
intéressée a leur capacité a produire de larges quantités d’IFN de type lll. Le role antiviral de cette
famille de cytokine a été et est toujours largement décrit. Cependant, relativement peu de données
permettent de documenter son implication dans I'immunité antitumorale et aucune étude n’a par
ailleurs fait le lien entre les cDC1 et les IFN-IIl dans un contexte tumoral. De plus, il est important de
constater que les études démontrant un réle de ces cellules dans I'immunité antitumorale et la
réponse aux immunothérapies sont centrées sur les cDC1, sans pour autant ouvrir 'analyse aux autres
sous-populations de DC qui peuvent présenter des fonctions similaires.

Mon projet de these a donc été centré sur la caractérisation des cDC1 humaines et de leur
synthése d’IFN de type lll dans 'immunité antitumorale des cancers du sein et de I'ovaire, afin de
répondre a plusieurs questions restées jusqu’a présent sans réponse [Figure 14] :

- Quelles populations de DC infiltrent les tumeurs primaires de sein et d’ovaire ?

- Les cDC1 sont-elles les seules TA-DC a étre associées a un bon pronostic ?

- Les TA-cDC1 sont-elles capables de synthétiser de I'lFN-A dans le microenvironnement tumoral ?

- Quel est le role de I'lFN-A dans I'immunité antitumorale par rapport aux autres types d’IFN ?

- Existe-t-il une possibilité de réactiver les TA-cDC1, en particulier pour stimuler leur production
d’IFN-A ?

Afin de répondre a ces questions, j’ai analysé des prélevements de patientes (sang et tumeurs
primaires) en utilisant plusieurs techniques complémentaires, dont la cytométrie en flux,
I'immunohistochimie, les dosages multiplex et des outils de bio-informatique. Les résultats résumés
dans la publication “IFN-III is selectively produced by ¢DC1 and predicts good clinical outcome in
human breast cancer “, actuellement en révision dans le journal Science Immunology, permettent
d’apporter des éléments de réponse qui nous semblent cruciaux quant a la compréhension de
I'implication des cDC1 et des IFN de type Il dans I'immunité antitumorale chez 'Homme.
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Figure 14 — Objectifs du projet de thése
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Résultats

Afin d’étudier I'impact des cDC1 et de leur synthése d’IFN-IIl dans I'immunité antitumorale,
nous avons centré notre étude exclusivement sur des prélevements humains provenant de patientes
atteintes d’un cancer du sein ou de l'ovaire, grace a notre collaboration avec le service
d’anatomopathologie du Centre Léon Bérard. La Figure 15 présente la méthodologie utilisée pour
répondre aux questions soulevées par le projet de these. Afin de visualiser les cDC1 dans les tumeurs,
certaines tumeurs ont été congelées ou fixées et inclues en paraffine afin de mettre en place des
marquages d’immunohistochimie ou d’hybridation in situ (RNAscope). Des prélévements frais
tumoraux ainsi que les PBMC des patientes ont été utilisés afin d’estimer la présence des sous-
populations de DC, leur proportion ainsi que leur phénotype par analyse multiparamétrique de
cytométrie en flux. Ces mémes prélevements ont également été analysés en cytométrie pour évaluer
la production de cytokines par les sous-populations de DC, avec ou sans activation ex vivo par des
ligands de TLR. Un dosage multiplex par technique ECLIA (Eletrochemiluminescence immuno assay)
des surnageants provenant de la dilacération mécanique des fragments de tumeurs fraiches nous a
ensuite permis de caractériser la nature du microenvironnement tumoral soluble ainsi que la
production de cytokines et chimiokines induites par du poly(l:C), le ligand de TLR3 ciblant les cDC1, ou
par les IFN-I/IIl eux-mémes.

En paralléle, nous avons exploité les données publiques d’analyses transcriptomiques du TCGA
afin d’évaluer I'impact pronostique des cDC1 et de le comparer aux autres sous-populations de DC
dans de multiple cancers chez ’'Homme, dont les cancers du sein et de |'ovaire. Pour cela nous avons
utilisé I'outil MCP-counter (Microenvionment cell populations counter) (Becht et al., 2016). Cette outil
a initialement été développé pour estimer des scores d’abondance reflétant la présence dans les
tumeurs de 8 populations immunitaires et de 2 populations stromales, chaque score étant calculé en
fonction de I'expression de génes spécifiques du sous-type cellulaire d’intérét. Nous avons implémenté
les signatures afin de calculer un score d’infiltration des tumeurs par les 4 sous-populations de DC
identifiées par cytométrie dans les tumeurs fraiches. Cette stratégie permet alors d’évaluer si un fort
score d’infiltration des tumeurs par un sous-type particulier de DC est associé a une meilleure ou moins
bonne survie globale des patients.

Nous avons également utilisé les données de séquencage des tumeurs du TCGA pour identifier
les voies (sets de genes) associées a la présence des sous-populations de DC. Pour cela, nous avons
dans un premier temps stratifié les tumeurs en fonction de leurs scores cDC1, cDC2, LC et pDC, puis
sélectionné celles possédant un score élevé pour seulement une sous-population de DC. Une analyse
d’enrichissement de set de génes (GSEA) a ensuite été réalisée grace a I'outil Bubble GUM (GSEA
unlimited map) qui permet les multiples comparaisons (tumeurs cDC1"&" VS cDC2"e", cDC1Me" VS
pDC"e". ) et la représentation graphique des résultats sous forme de bubble map.

L'utilisation de prélevements tumoraux frais ainsi que de données publiques de séquencage

de tumeurs associées a des données cliniques nous a permis de générer les résultats résumés dans la
publication suivante.

93



Patientes

-

Prélevement

4
4
/
/

1
)
I
I
I
|
1
|
|
1
I
|
|
|
1
1

I

I

1

|
v

~

Données publiques

al IHC \ d’expression
Congélation | \

Visualisation des MCP Bubble GUM

ﬁin situ counter \
v

\ RNAscope Scores DC Identiflicat\iolr? d('es vo'ies
associées a l'infiltration
des tumeurs par les
Dilacération Coupes différentes sous-
mécanique epaisses populations de DC

Analyse de I'impact
pronostique des sous-
populations de DC

Ficoll
| Activation
Digestion TLR-L ~ Caractérisation du
enzymatique SNdil —— ECLIA —> microenvironnement
{ l tumoral soluble
______________________ \ o
Suspension Suspension | ACt'Va;'O”
3 IFN-1/111
v PBMC tumorale ,:\ Activation
""""""""""" g TLR-L
ECLIA
FACS ECLIA l
- Identification des sous- - ldentification des sous- Identification des
populations de DC populations de DC cytokines/chimiokines
- Estimation de leur proportion - Analyse de leur induites dans le surnageant
- Analyse de leur phénotype de production de cytokines
surface
- Analyse de leur production de
cytokines

Figure 15 — Prélevements et techniques utilisées pour r&ondre aux questions soulevées dans le projet de thése



Caractérisation des cellules dendritiques cDC1 et de leur synthése

d’interféron de type lll dans I'immunité antitumorale

Résumé :

Les cellules dendritiques (DC) tiennent une place centrale dans l'initiation des réponses
immunitaires et dans le contréle du développement des tumeurs. La sous-population cDC1 suscite
aujourd’hui en grand intérét de par ses fonctions d’activation de réponses cytotoxiques par
présentation croisée d’Ag aux lymphocytes T (LT) CD8* ainsi que son implication dans I'immunité
antitumorale et la réponse aux immunothérapies chez la souris. Le réle des cDC1 chez 'Homme est
cependant peu décrit. Les cDC1 murines et humaines sont aussi connues pour produire de larges
quantités d’interféron (IFN) de type Il (IFN-III), aussi appelés IFN-A. Tout comme les IFN-I avec lesquels
ils partagent la méme voie de signalisation, les IFN-IIl ont un réle antiviral bien décrit. Des modeéles
murins ont également suggéré un role antitumoral, mais ces IFN n’ont jamais été étudiés dans un
contexte de cancer chez I'Homme. Il est donc crucial de comprendre les mécanismes expliquant
I'impact pronostique positif des cDC1 ainsi que le réle des IFN-IIl dans I'immunité antitumorale, en
particulier pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques.

Nous avons démontré pour la premiere fois l'infiltration des tumeurs humaines de sein et
d’ovaire par diverses sous-populations de DC. Les cDC1 sont particulierement enrichies par rapport au
sang des patientes et forment de nombreuses interactions avec les LT CD8* dans les tumeurs. Une
approche de bio-informatique a permis de révéler que les cDC1 représentent I'unique population de
DC associée a une meilleure survie des patients dans la majorité des cancers du TCGA. De facon
intéressante, la signature de réponses aux IFN-I et Ill est enrichie dans les tumeurs de sein fortement
infiltrées par les cDC1 mais pas par les autres sous-populations. L'expression des genes codant pour
I"IFN-A1 ou le récepteur aux IFN-I1l est également associée a une meilleure survie sans rechute dans le
cancer du sein. De plus, nous avons démontré la capacité des cDC1 a produire de I'IFN-Ill sans aucune
réactivation ex vivo. Ce résultat indique clairement que dans un contexte de réponse immunitaire
antitumorale chez ’'Homme, la synthese d’IFN-III est une spécificité des cDC1 comparées aux autres
sous-populations. La présence d’IFN-IIl dans les surnageants tumoraux a été confirmée au niveau
protéique et démontrée comme étant fortement corrélée avec I'lL-12p40, les CXCR3-L, le CX3CL1 et le
TNF-a. Ces données soulévent alors I'hypothese de I’association entre I'IFN-IIl, produit dans le
microenvironnement tumoral par les cDC1, et la présence de cytokines et chimiokines impliquées dans
le recrutement et I'activation de lymphocytes cytotoxiques tels que les LT CD8" ou cellules NK.

Notre étude apporte des informations détaillées quant a la nature des différentes sous-
populations de DC infiltrant les tumeurs humaines de sein et d’ovaire et démontrent pour la premiére
fois la production d’IFN-III par les cDC1. L’association de ces cellules et des IFN qu’elles produisent avec
une meilleure survie des patientes confirme I'intérét de développer de nouvelles immunothérapies
ciblant les cDC1, en particulier dans le cancer du sein.

Mots clés : immunité antitumorale, cellules dendritiques, cDC1, interféron, IFN-III
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Dendritic cells (DCs) represent a promising target for the development of new
immunotherapies because of their central role in the initiation and the control of immunity. The rare
cDC1 population is under considerable scrutiny because their murine counterparts called CD8a* DCs
are essential for cross-presentation to CD8" T cells, antitumor immunity and response to
immunotherapies. In contrast, the role of human cDC1 in cancer has not been investigated as
extensively as in mice. They were identified in several tumors and transcriptomic analyses revealed
their association with a favorable patient outcome. They also represent a major source of type Il
interferon (IFN-II1), also called IFN-A, playing a crucial role in viral infections, similarly to IFN-I that share
the same signaling pathway. Its antitumor activity was also reported in mouse models, therefore
raising questions regarding the use of IFN-IIl in clinical oncology. We believe that understanding the
underlying mechanisms of ¢cDC1 favorable prognostic impact and the role of IFN-IIl in antitumor
immunity will be central to design new therapeutic approaches.

Here, we demonstrated the infiltration of human primary breast and ovarian tumors by several
DC populations and the enrichment of cDC1 compared with patient blood. We also showed for the
first time close contacts between cDC1 and T cells in breast tumors. An in silico approach using
MCPcouter on the TCGA data sets revealed that cDC1 represented the only DC subset associated with
a prolonged overall survival in the majority of solid tumors. Interestingly, type I/1ll signature was
strongly enriched in tumors highly infiltrated only with cDC1. Furthermore, we observed by feature
intracytoplasmic flow cytometry analysis a spontaneous production of IFN-A1 that is restricted to cDC1
in the absence of any ex vivo stimulation in one third of tumors. This result clearly indicates that IFN-
Al production is a distinct of cDC1 compared with other DC subsets, even in a human tumor context.
Notably, a high expression level of genes coding for IFN-IIl or its receptor was correlated with an
increased relapse-free survival in breast cancer. We confirmed the presence of the IFN-A1 protein in
more than 50% of tumors and observed its abundancy compared with other IFN subtypes. IFN-A1 was
strongly correlated with IL-12p40, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CX3CL1 and TNF-a. These results raised the
hypothesis that IFN-A1, produced by cDC1 in the TME, could be associated with the production of
cytokines and chemokines involved in the recruitment and activation of cytotoxic lymphocytes (NK
cells and CD8* T cells).

Our study provides detailed information about the DC compartment infiltrating human breast
and ovarian tumors, revealing their potential implication in the antitumor immunity. By focusing on
the pathways associated with each DC subset, our findings shed new light on the link between DC
population called cDC1 and IFN-I/IIl signature in tumors. Our clear demonstration of IFN-IIl production
by cDC1 and of its positive impact on the prognosis of cancer patients provides valuable evidences to
support the development of new therapeutic strategies targeting cDC1 to amplify the response to
immunotherapies, especially in breast cancer.

Key words: antitumor immunity, dendritic cells, cDC1, interferon, IFN-II|
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Abbreviations

DC: dendritic cells ; cDC: classical DC ; pDC: plasmacytoid DC ; LC: Langerhans cells, TA-DC: tumor-associated DC ;
MoDC: monocyte-derived DC ; Ag: antigen ; APC: Ag-presenting cell ; IFN: interferon ; ISG: IFN-stimulated gene ; IFNAR:
IFN-alpha receptor ; TLR: toll-like receptor ; IL: interleukine ; TME: tumor microenvironment ; PBMC: peripheral blood
mononuclear cells ; TNBC: triple-negative breast cancer ; SBR: Scarff-Bloom and Richardson ; NAT: normal adjacent tissue
; OS: overall survival ; RFS: relapse-free survival; TCGA: the cancer genome atlas ; GSEA: gene set enrichment analysis ;
Polyl:C: polyinosinic-polycytidylic acid

Abstract

Dendritic cells (DCs) play a key role in the orchestration of antitumor immune responses. The
cDC1 subset was demonstrated as essential for tumor control and response to immunotherapies in
mice, but its precise role in human is largely unexplored. In this study, we combined the analysis of
large cohorts of fresh breast and ovarian primary tumors and of public transcriptomic data sets to
elucidate human cDC1 functions and clinical impact compared with other DC subsets. We identified
a key role for intratumoral cDC1 in producing selectively type Il interferon (IFN-III), strongly
associated with cytokines and chemokines promoting cytotoxic immune cell recruitment and
activation. Of utmost importance, we also revealed a positive impact of IFN-IIl and cDC1 on patient
outcome in many human cancers and identified TLR3-trigerring as a therapeutic strategy to trigger
IFN-III production by tumor-associated cDC1. These data may pave the way for new IFN or cDC1-

targeting antitumor therapies.
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Introduction

Novel antitumor immunotherapies such as monoclonal antibodies targeting immune
checkpoints (ICPs) has led to promising results in several cancers. However, despite the favorable
outcome of responding patients, the response rate remains relatively low. Thus, a major ongoing
challenge is therefore the identification of new immunotherapy targets. Dendritic cells (DCs) represent
a promising one because of their central role in the initiation and the control of immunity. Their
functions encompass a wide range of mechanisms and responses mediated by different subsets
namely: the Langerhans cells (LC), the plasmacytoid DCs (pDCs) and the two subsets of
classical/conventional DCs (cDCs), the CD141/BDCA3""¢cDC1 and the CD1c/BDCA1* cDC2.

Although the role of cDC2 in tumor immunity has not been specifically explored, the rare cDC1
population is under considerable scrutiny because their murine counterparts called CD8a* DCs are
essential for cross-presentation to CD8" T cells, antitumor immunity'™* and response to
immunotherapies®®. In contrast, the role of human cDC1 has not been investigated as extensively as
in mice. They were identified in several tumors?®'% and transcriptomic analyses revealed that a high
cDC1 infiltration score is associated with a favorable cancer prognosis?+'"12 as well as the response
to anti-PD-1 therapy in metastatic melanoma''. However, the underlying mechanisms of positive
impact of human cDC1 in patient outcome are not elucidated and the respective role of each DC

subset in human antitumor immunity still remains elusive.

We previously contributed to show that, in addition to their role in Ag cross-presentation’s,
human cDC1 represent a major source of type Il interferon (IFN-III), also called IFN-A1/2/3 (IL-
29/28A/28B), in response to TLR3 engagement’'°. IFN-IIl share the same signaling pathway as IFN-
[, leading to the transcription of multiple interferon-stimulated genes (ISGs). Similar to IFN-I, [FN-III
was shown to play a crucial role in autoimmune diseases'® and viral infections'. Its antitumor activity
was also reported in mouse models'®2", therefore raising questions regarding the use of IFN-III in
clinical oncology. In human, its anti-proliferative?*?* and pro-apoptotic?*2° activities have so far only
been demonstrated in vitro. Owing to its specificity of action on a narrow range of cell types, targeting
IFN-IIl may pave the way for novel IFN therapies with potentially limited toxicity compared to IFN-I

treatments.

We believe that understanding the respective functions of each DC population will be central
to design new therapeutic approaches. Therefore, we investigated here breast and ovarian tumor
infiltration by the different DC subsets. We identify a key role for intratumoral cDC1 in producing IFN-
Il and inducing an IFN response that is associated to CXCR3 and CX3CR1 ligands and IL-12,
promoting effector T cell recruitment and activation. More importantly, we also revealed a positive
impact of IFN-III on clinical outcome in many human cancers. Finally, we highlighted TLR3 activation

of intratumoral cDC1 as a therapeutic strategy leading to IFN-III, as well as type 1-related cytokines
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and chemokines production. These data support the development of therapies targeting cDC1 to
trigger their IFN-III production associated to a cytokine microenvironment favorable to cytotoxic

immune cells.

Results

Unlike other DC subsets, breast and ovarian tumors are enriched in cDC1 compared with
patient’ blood.

To evaluate the infiltration of primary breast and ovarian tumors by DC populations, we first performed
a multiparametric flow cytometry analysis on fresh dilacerated and digested tissues. Among HLA-DR*
lineage- cells, four discrete TA-DC populations were clearly distinguishable in almost all tumors (Fig.
1a) namely: pDCs (CD11¢c CD123*), cDC1 (CD11c¢* BDCA1- BDCA3"), cDC2 (CD11c* BDCA1*
CD207°) and LCs (CD11c* BDCA1* CD207"). These DC phenotypes were similar to DCs present in
several non-cancerous tissues?® and lung tumors'®. Except for LCs that are very poorly represented
in blood, the same DC populations were observed in patient’ peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) (Supplementary Fig. 1a). We further assessed more precisely the phenotype of TA-DCs
and blood DCs (Fig. 1b, Supplementary Fig. 1b). As expected, classical markers such as
BDCA2/CLEC4C and CD11b were respectively expressed by pDCs and cDC2. As in blood, SIRP-q,
which is one receptor of the “don’t’ eat me signal” used by CD47-expressing tumor cells to inhibit
phagocytosis by APCs, was expressed by all TA-DCs except cDC1. Contrariwise, expression of
CLECY9A and XCR1 was strikingly restricted to TA-cDCA1, reinforcing our choice for using these two
molecules as cDC1 specific markers. Among all TA-DCs, cDC1 also expressed the highest level of
BTLA. An unsupervised viSNE analysis then revealed the homogeneity of the CLEC9A* cluster,
representing cDC1 in tumor and blood (Fig. 1c, Supplementary Fig. 1c). In contrast, this result also
demonstrated a more heterogeneous cDC2 and LC populations. Consistent with flow cytometry
analysis, clusters of CLEC9A* cDC1 were found in situ in infiltrated zones of breast and ovarian
tumors by immunohistochemistry (Fig. 1d-e). Compared with cDC2 and LCs, cDC1 expressed lower
levels of DC-LAMP/CD208, suggesting a moderate maturation stage (Fig. 1b, Supplementary Fig.
2a).

Interestingly, while cDC1 was the rarest cell population among all DC subsets in patient blood, their
proportion was equivalent to pDCs in tumors (Fig. 2a). More importantly, the ratio of cDC1 to all TA-
DCs largely increased in tumors compared with blood (3.5 fold increase), as opposed to other DC
subsets (Fig. 2b). By focusing on breast tumor subtypes, we demonstrated the preferential infiltration
by cDC1 of triple negative breast cancers (TNBCs), which are known to be the most aggressive and
infiltrated ones (Supplementary Fig. 2b). Conversely, the SBR (Scarff-Bloom and Richardson) grade
did not appear to influence the proportion of TA-cDC1 (Supplementary Fig. 2b).
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Gene signature of TA-cDC1 positively correlates with cancer patients survival.

We aimed to extend previous analyses of the prognostic impact of cDC1 to all DC subsets and other
tumor types. We therefore estimated the abundance of each DC population in 14 tumor gene
expression data sets from The Cancer Genome Atlas (TCGA) with the MCP-counter algorithm
developed by Becht et al ?’. We derived human DC signatures composed of CLEC9A and XCR1 for
cDC1, CLEC10A and CD1E for cDC2, CD1A and CD207 for LCs, CLEC4C and LILRA4 for pDCs,
and we assessed the overall survival of patients stratified according to the median of each expression
score. This approach revealed the strong association between cDC1 infiltration and a good prognosis
in breast cancer (Fig. 3a). Interestingly, cDC2 and LCs, but not pDCs, were also positively correlated
with patients’ survival although to a much lower significance. Regarding ovarian tumors, none of the
DC populations seemed to influence prognosis (Fig. 3a). We extended our analysis to human cancers
and revealed that cDC1 represented the only DC subset associated with a prolonged overall survival

in the majority of solid tumors (8/14) (Fig. 3b, Supplementary Fig. 3).

The type I/ lll interferon response is enriched in tumors with a high cDC1 score.

As cDC1 are the key DC population responsible for effector CD8" T cell activation, we analyzed the
proximity of these two cell types in tumors. Based on an in situ hybridization of CLEC9A and CD3
probes, we showed for the first time close contacts between cDC1 and T cells in breast tumors (Fig.
4a). We also demonstrated the positive correlation between cDC1 and CD8* T cell infiltration scores
using TCGA transcriptomic data of breast cancer (Fig. 4b), as previously reported in melanoma®.
However, this was clearly not a specific feature of cDC1, since this correlation was shared with cDC2
and pDCs. In contrast, LCs and CD8" T cell infiltration scores were not correlated in tumors (Fig. 4b).
In order to get insights in the functional specificity of TA-cDC1 associated to their high positive
prognostic impact, we used the DC infiltration scores (defined by MCP-counter) to design groups of
tumors enriched only in one DC subset. We analyzed their association with signature pathways using
BubbleGUM? for high-throughput gene set enrichment analysis (GSEA) of homemade gene sets or
of the MSigDB Hallmark collection. Of note, as IFN-IIl share the same signaling pathway and induces
similar ISGs than IFN-I, we renamed the type | IFN Hallmark signature into type l/lll IFN signature.
No pathway were specifically enriched in cDC2"9" tumors. However, these tumors seem to have the
lowest IFN signatures (Fig. 4c). The signatures related to G2M checkpoint and hypoxia were enriched
in LC"9" tumors compared to other groups (Fig. 4c). On the other hand, while TNF-a signaling via
NFkB was predominantly associated with ¢cDC1, cDC2 or LCs compared with pDCs, oxidative
phosphorylation and immunosuppression pathways were characteristics of pDC"9" tumors (Fig. 4c).
This result is in agreement with the high correlation between pDCs and regulatory T cells (Tregs) in
breast tumors compared with other DC subsets (r=0.6042) (Supplementary Fig. 4a). Interestingly,
type I/lll and type Il IFN signatures were strongly enriched in tumors highly infiltrated with ¢cDCA1
compared to other groups (Fig. 4c, Supplementary Fig. 4b). Conversely, the epithelial to
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mesenchymal transition (EMT) signature had the opposite enrichment profile. Hence, cDC1"" tumors
compared with other groups have the highest IFN signatures and the lowest EMT signature.
Hierarchical clustering of type I/lll IFN signatures genes specifically enriched in cDC1M" tumors
compared with all other tumor types revealed two groups of genes. The first one is shared with pDCs
and mostly composed of ISGs, and a second one containing independent genes such as LPARSG,
UBA7 or CSF1 (Fig. 4d). In type Il IFN signature, many genes involved in Ag processing and
presentation were highly expressed in cDC1"" tumors (B2M, PSMB8, HLA-A, HLA-B, TAPBP,
PSMB9, PSMET), in addition to genes involved in the crosstalk between NK cells and DCs such as
HLA-A and —-B, IL-15R and IL-15. Interestingly, CD274/PD-L1 was also found particularly enriched in
cDC1M" tumors (Fig. 4e). Moreover, tumors highly infiltrated by pDC/LC/cDC2 present a more
mesenchymal phenotype as demonstrated by the enriched EMT signature in comparison to cDC1
high tumors. Thus, this in silico analysis allowed us to highlight the positive and strong link between

the infiltration of breast tumors by cDC1 and an enriched IFN signature.

IFN-A1 selectively produced by cDC1 in breast tumors is associated with increased relapse-
free survival.

IFN-III production is a well-known feature of cDC1", essentially described in viral contexts, but the
role of this cytokine has never been studied in human tumors. The enrichment of the type I/lll IFN
signature in cDC1 exclusive tumors prompted us to analyze the link between IFN-IIl and TA-cDC1.
First, using TCGA transcriptomic data sets of multiple cancers, we demonstrated the upregulation of
IFNL1 gene expression in tumor compared with normal adjacent tissue (NAT) (Fig. 5a), confirming
the presence of IFN-IIl in tumors. Interestingly, the differential expression between tumor and NAT is
highly significant in breast, head and neck and lung cancers in which cDC1 are strongly associated
with a favorable patient prognosis (Fig. 3b). Very interestingly, we observed by intracytoplasmic flow
cytometry analysis a spontaneous production of IFN-A1 that is restricted to cDC1 in the absence of
any ex vivo stimulation in one third of tumors (4/12) (Fig. 5b). Of note, we also detected TNF-a
production, mostly by TA-cDC2 but no IFN-a (Supplementary Fig. 5a). This result clearly indicates
that IFN-A1 production is a distinct feature of cDC1 compared with other DC subsets, even in a human
tumor context. Then, we explored the prognostic impact of /IFNL1 and the specific chain of its
heterodimeric receptor, IFNLR1, using public transcriptomic data sets. Notably, a high expression
level of these two genes was correlated with an increased relapse-free survival (RFS) (Fig. 5c).

As IFN-IIl share many biological features with IFN-I, it is of utmost importance to decipher their
respective role and impact within tumor microenvironment. For that purpose, we used the same
strategy as for DC subsets and designed groups of tumors enriched in only one IFN: IFN-A1 (IFNL1)
or IFN-B (/IFNBT). We did not investigate IFN-a (/FNA2) since it was expressed in very few breast
tumors (0,7%) (Supplementary Fig. 5b). We identified by BubbleMap multiple gene sets enriched in

tumors with a high expression at least for one of these IFN subtypes compared with double negative
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tumors (IFNL1™9 |[FNB1"8), including type I/lll response signature as expected, as well as type Il
response signatures from the MSigD Hallmark collection (Fig. 5d). Interestingly, previously published
pDC and cDC1 signatures '52° were enriched in IFNL7°° but not in /FNB"*s tumors compared with
double negative tumors (black box). Furthermore, IFNL1°° tumors were preferentially enriched in all
of the gene sets identified in this analysis compared to IFNB1°°° tumors (blue box), reinforcing our

interest in the role of IFN-III in human antitumor immunity.

IFN-A1 is the predominant IFN subtype in human breast tumors and is correlated with a Th1-
related chemokine/cytokine microenvironment.

We further dissected the soluble tumor microenvironment (TME) by quantifying multiple cytokines and
chemokines in the supernatant of more than 100 dilacerated breast tumors. We confirmed the
presence of the IFN-A1 protein with a concentration between 10 to 800 pg/ml in 57% of tumors, and
observed its abundancy compared with other IFN subtypes (Fig. 6a). Indeed, IFN-3 was detected
only in 30% of tumors and with a concentration inferior to 50 pg/ml. IFN-a was completely absent from
these tumor supernatants, consistently with transcriptomic data (Supplementary Fig. 5a) and with the
previous demonstration of TA-pDC inability to produce this last kind of IFN in breast tumors®.
Interestingly, we found no correlation between IFN-A1 and IFN-B (Fig. 6b), though they were
associated with different cytokine/chemokine microenvironments. Indeed, while IFN-B was highly
correlated with the presence of an inflammatory environment composed of IFN-y / IL-13 / IL-17A, IFN-
A was strongly correlated with IL-12p40 / CXCL9 / CX3CL1. CXCL10, CXCL11 and TNF-a were
correlated to both IFN-B and IFN-A1. These results raised the hypothesis that IFN-A1, produced by
cDC1 in the TME, could be associated with the production of cytokines and chemokines involved in
the recruitment of cytotoxic lymphocytes (NK cells and CD8* T cells), such as CXCR3-L and CX3CLA1.
Finally, we assessed the impact of IFN-A1 in the tumor microenvironment. We treated human breast
tumor suspensions with IFN-A1 or IFN-3 and showed a similar increase of CXCL11 and IFN-y (Fig.
6c). We also demonstrated the induction of IFN-B production by IFN-A1 treatment at higher levels
than the induction of IFN-A1 by IFN-B. Unexpectedly, CXCL9 was not induced by IFN-A1 and IFN-f3.
Of utmost importance, IFN-A1 activation alone induced a strong IL-12p70 production, a cytokine
crucial for the differentiation and activation of Th1 lymphocytes and effector CD8" T cells, while
exclusively IFN-B treatment led to an increased production of CXCL10 and CX3CLA1. This last result
demonstrates that, while IFN-A1 strongly correlated to CXCL9, CXCL10 and CX3CL1 in tumors, it
cannot directly induce these chemokines. On the opposite, treatment of tumor cell suspensions by
IFN-A1 efficiently induces IFN-B, IFN-y and IL-12p70.

Stimulation by TLR3-L strongly induces IFN-A1 production by TA-cDC1.

Given the positive prognostic impact of IFN-A1 in breast cancer and its putative role in the recruitment

and activation of cytotoxic immune cells, we speculated that the induction of IFN-IIl could be a
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potential therapeutic strategy in combination with other immunotherapies. Several studies reported
the involvement of TLR3 signaling in the activation of IFN-A production by cDC1". Thus, we activated
patient PBMC or breast tumor cell suspensions using polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l:C),
dsRNA), a TLR3 agonist to target cDC1, in addition to resiquimod (R848, ssRNA) to also stimulate
other DC subsets through TLR7/8. As expected, this combined activation led to TNF-a production by
all patient blood DC subsets, IFN-a by pDCs and IFN-A1 both by pDCs and cDC1 (Fig. 7a,
Supplementary Fig. 6a). In tumor cell suspensions, we confirmed the impairment of TA-pDC to
produce IFN-0*® and demonstrated for the first time their inability to produce IFN-A1 as well (Fig. 7b),
in contrast to patients’ blood pDCs. Very interestingly, unlike TA-pDCs, TA-cDC1 were still responsive
to TLR stimulation and could efficiently produce IFN-A1 (Fig. 7b). This activation also led to TNF-a
production by all TA-DCs (Supplementary Fig. 6b). Finally, we evaluated the global impact of such
TLR3 stimulation on the tumor microenvironment. To do so, we quantified multiple cytokines and
chemokines in the supernatant of ex vivo Polyl:C-activated fresh breast tumors thick sections, instead
of tumor cell suspensions, to conserve the tissue architecture. Of importance, we observed an high
induction of IFN-A1 by this TLR3 triggering in contrast to IFN-B which is not significantly increased.
The production of IFN-y, CXCL9, CXCL10 and CX3CL1 was also significantly increased. This last
result unveils the great potential of breast tumor stimulation by ¢cDC1 triggering using TLR3-L to
induce a cytokine/chemokine microenvironment reflecting recruitment and activation of cytotoxic

effector cells.

Discussion

Owing of their functions of IL-12p70 secretion®' and Ag cross-presentation to activate CD8* T
cells, the abundance of intratumoral cDC1 has previously been suggested to be correlated with
immune-mediated tumor control and favorable outcome in mice®%’. Nevertheless, no clear
demonstration of cDC1 infiltration in human breast or ovarian tumors had previously been shown, nor
their precise role in promoting antitumor immunity. Furthermore, many studies in mice have
demonstrated the important role of the IFN response in the development of the antitumor immunity,
but the potential implication of the more recently described type Il IFN had so far not been evaluated.
Here we demonstrate the strong positive prognostic impact of cDC1 compared to other DC subsets
and their association with a type I/lll IFN signature in breast tumors. We also uncover a key role for
type lll IFN, selectively produced by cDC1, in the induction of type I/l IFNs and chemokines recruiting
and activating effector cells such as NK and T cells, as well as its correlation with favorable patient

outcome in breast cancer.

Both human and mouse cDC1 are characterized by their unique expression of the endocytic

receptor CLEC9A% and the chemokine receptor XCR123, molecules that have been shown to play a
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major role in higher efficiency of cDC1 for CD8* T cell activation**2-3*. The markers used in recent
papers to characterize TA-cDC1 are imperfect and an exhaustive phenotype of these cells is still
missing. Indeed, cDC1 have been characterized in NSCLC, colorectal cancer and melanoma using
IRF8 or CD141/BDCA3%'°, two markers also respectively expressed by pDCs and cDC2*. Here, in
addition to a high CD141/BDCAS3 expression, we used CLEC9A, XCR1 and the absence of SIRP-a
to unambiguously demonstrate the infiltration of breast and ovarian tumors by cDC1. Furthermore,
we systematically analyzed the concomitant infiltration of other DCs such as pDCs, ¢cDC2 and LCs.
We noticed that XCR1 is not expressed by all cDC1, suggesting a downregulation of this receptor
after maturation as previously described*3%%¢. We confirmed the phenotype of each DC subset in
patient PBMCs, demonstrating the conserved expression of all markers analyzed. So far, the in situ
identification of cDC1 was hampered by the lack of specific mAb against CLEC9A or XCR1. Here, we
visualized for the first time CLEC9A* cDC1 in situ in human tumors and observed that cDC1 are
localized in lymphoid aggregates where they establish direct interactions with T cells. Finally, the
selective enrichment in cDC1 compared to other DCs in tumors versus patient PBMCs provide an

additional rationale for studying cDC1 and their role in the context of human cancers.

Recent evidence has emerged showing that TILs present in breast cancer prior to treatment
can predict response to therapy and improved prognosis®’. DCs were first thought to be of no
prognostic value in breast cancer compared with other human malignancies, based on the in situ
visualization of all DCs using the S100 protein®3°. Given our more advanced knowledge of DC
subsets and their functional specialization, this strategy using one marker for the global identification
of DCs including monocyte-derived ones appears inadequate. Indeed, it is important to assess the
differential immune infiltration at the tumor site by distinct types of DCs to examine whether it is
correlated with host adaptive immune responses and clinical outcome. We show that among all DC
subsets, cDC1 clearly display the highest positive prognostic impact in breast cancer. This
observation extends results from two recent studies suggesting the association between breast tumor
infiltration by cDC1 and a favorable prognosis®*. We further demonstrated that cDC1 signature has
positive prognostic impact in several other tumor types (8 out of 14), in particular in lung, head and
neck and metastatic melanoma, all responding to T cell immune checkpoint therapies. Interestingly,
no prognostic impact was found in aggressive cancers, such as ovarian or pancreatic tumors, so far
not sensitive to current immunotherapies. Regarding other DC subsets, a high infiltration of breast
tumors by cDC2 and LCs is associated with an increased overall survival, although with a lower
significance compared to cDC1. In contrast, pDC signature has no impact on breast patient outcome.
Furthermore, in GSEA analyses, immunosuppression and oxidative phosphorylation (OXPHOS)
pathways were found enriched in pDC"9" tumors, which is relevant to our previous demonstration of
the role of pDCs in breast cancer progression by promoting Tregs accumulation*®, and with another

recent study supporting the implication of OXPHOS in the survival of Tregs*'. We also observed the
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EMT signature enrichment in cDC2/LC/pDC"9" compared to cDC1M9" tumors, an observation relevant
with recent data highlighting the EMT as an immune evasion mechanism contributing to metastatic

dissemination*2.

Then, we observed intra-tumoral cDC1 colocalization with CD8* T cells and correlation
between cDC1 and CD8* T cell scores, as previously reported in melanoma®. However, the strength
of this association was comparable to the other DC subsets. Interestingly, type I/lll gene signature
was found enriched in tumors highly infiltrated with cDC1 compared with other DC types. We observed
that no or very few IFN-I is present in human breast and ovarian tumors whereas IFN-IIl is produced
in more than 50% of patients. Of utmost importance, we demonstrated that cDC1 are the only source
of IFN-IIl and that the expression of IFNL1 and IFNLR1 genes is associated with better patient
outcome. By inducing same cores of genes than IFN-I*3, IFN-IIl may play a key role in the antitumor
immune response. Indeed, besides being an inducer of cDC maturation**, IFN-I strongly enhances
cross-presentation, which is critical for the induction of CD8* T cell responses against cancer®.
Overall, these data suggest that cDC1 may have a positive impact on patient survival through their
type Il IFN production, likely induced after TLR3-mediated recognition of endogenous double-

stranded RNA“ released during tumor environment remodeling.

Our results prompted us to understand the precise role of IFN-IIl in the tumor context. We
highlighted the strong correlation between IFN-A1 and CXCL9/10/11, the three ligands of CXCR3, a
chemokine receptor strongly expressed by Th1, CTL, NK and NKT cells. In this context, molecules
increasing paracrine expression of these CXCR3-L have been shown to initiate antitumor immunity
in many models*’. IFN-A1 is also correlated in the TME with CX3CL1, a chemokine involved in the
recruitment of effector T cells endowed with a particularly high cytotoxic activity*®. These last results
raise the hypothesis of IFN-IIl involvement in cytotoxic immune cell recruitment in the tumor. In
addition to its correlation with CXCL10/11, but not with CXCL9 and CX3CL1, IFN-B is strongly
associated with a pro-inflammatory TME composed of IFN-y, TNF-qa, IL-1B, IL-6 and IL-8. This is in
agreement with a recent study showing in a mouse influenza infection model that IFN-III are the first
IFNs produced and act at the epithelial barrier to suppress initial viral spread without activating
inflammation. In this model, type | IFNs are subsequently released to enhance viral resistance and
induce pro-inflammatory responses*®. Finally, our data show that CXCL9 and CX3CL1, two
chemokines involved in cytotoxic effector cells recruitment, are strongly associated to IFN-A1 in
tumors, and not directly induced by IFN-A1 but in response to TLR3-L selectively targeting cDC1.
Indeed, cDC1 directly produce CXCL9 in response to Polyl:C'® and CX3CL1 is upregulated during
DC maturation®. Thus, cDC1 activation may lead to secretion of both IFN and cytotoxic recruiting

chemokines creating a favorable environment to boost antitumor immunity.
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Furthermore, we observed through in silico analyses that cDC1-enriched tumors are
associated with type Il IFN signature and that /FNL17 only positive tumors correlated with cytotoxic
immune cell signature (compared with /FNB1 positive tumors). In line with these observations, we
show that treatment of tumor cell suspensions with recombinant IFN-A1 induces a strong production
of IFN-B and IFN-y, revealing an amplification loop between these different IFN subtypes, as
previously reported in IFN-A-pretreated pDCs®'. The capacity of IFN-III to induce IFN-y and IL-12p70
suggests a direct or indirect effect on T or NK effector cell, leading to their activation. Thus, these
data suggest that the endogenous activation of cDC1 will not only favor cytotoxic effector recruitment
through CXCL9 or CX3CL1, but will also induce their activation®2. In accordance, we have previously
demonstrated that IL-12p70 production induced by TLR activation of human DC were altered by
neutralizing anti-IFNAR2 antibodies®®. Thus, an autocrine loop of type Il IFN may be necessary in
tumors for bioactive IL-12p70 secretion by conventional DC. Finally, even though IFN-I and IFN-III
induce the same signaling pathway, they clearly induce different responses in tumors, likely as the

consequence of a different expression pattern of their receptors.

Finally, in contrast to TA-pDC impairment for their IFN-Ill production in response to TLR7/8
ligand, as we previously demonstrated for IFN-a%54 we highlighted the potency of a TLR3 agonist to
induce IFN-A1 production by TA-cDC1. We also demonstrated the induction of CX3CL1 and
CXCL9/10 production. Thus, TLR3 triggering presents promising results for the development of new
combined therapies, including with T cell ICP blockers. In melanoma-engrafted mice, the intra-tumoral
administration of Polyl:C, combined to the cDC growth factor FLT3-L, significantly potentiates the
immunotherapeutic response of ICP inhibiting treatments. Although, the beneficial effect of TLR3
engagement was suggested to be IFN-I-dependent’, IFN-IIl was certainly involved in this process as

well.

Overall, our study provides detailed information about the DC compartment infiltrating human
breast and ovarian tumors and their association with patient clinical outcome, revealing their potential
implication in the antitumor immunity. By focusing on the pathways associated with each DC subset,
our findings shed new light on the link between DC population called cDC1 and IFN-I/IlI signature in
tumors. Our clear demonstration of IFN-III production by cDC1 and of its positive impact on the
prognosis of cancer patients provides valuable evidences to support the development of new
therapeutic strategies targeting cDC1 to amplify the response to immunotherapies, especially in

breast cancer.
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Materials & Methods

Breast and ovarian cancer patients. We enrolled patients diagnosed with primary breast or ovarian
carcinoma. Fresh tumors and blood samples (collected in EDTA anticoagulant-containing tubes) were
obtained from the Biological Resources Center (BRC) of the Centre Léon Bérard (CLB, BB-0033-
00050, Lyon, France) and from the TUMOROTHEQUE (BRC of the Hospices Civils de Lyon) after
obtaining the written informed consent of patients. The study was reviewed and approved by the
institutional Review Board of CLB.

Healthy human blood (collected in EDTA anticoagulant-containing tubes) was obtained anonymously
from the Etablissement Francais du Sang (EFS, Lyon, France). Written informed consent was
obtained from all study participants in accordance with the Declaration of Helsinki. Tumors were used

for single cell suspensions preparation or immunohistochemistry analysis on frozen samples.

PBMC isolation and tumor cell suspensions. Sections of the resected tumor area selected by the
pathologists were placed in RPMI 1640 medium (Gibco) with antibiotics (100 1U/ml penicillin and 100
pg/ml streptomycin, Invitrogen). Tissues were mechanically dilacerated in the same medium.
Supernatant of dilacerated tumors were frozen for subsequent cytokine and chemokine quantification.
Tissues were then digested for 45 min at 37°C in RPMI 1640 with antibiotics, 1mg/ml of collagenase
IA and 20 pg/ml of DNase | (Sigma Aldrich). Digested samples were then filtered on a 70 ym cell
strainer and re-suspended in RPMI 1640 with antibiotics and supplemented with 10% FCS (complete
RPMI) for further analysis.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from blood samples of patients or healthy

donors through Ficoll density gradient centrifugation (Eurobio).

Ex vivo stimulation. Tumor cell suspensions and PBMC were cultured at 1x10° cells/ml for 5 h in
complete RPMI with different activators: 5 pg/ml R848 (Invivogen) and 30 ug/ml Polyl:C (Invivogen).
GolgiPlug (BD Biosciences) was added after 1 h. At the end of the activation, harvested cells were
stained, fixed, permeabilized and stained for intracellular cytokines. Tumor cell suspensions were also
activated for 48 h with 100 ng/ml IFN-A1 (R&D) or 100 ng/ml IFN-B (R&D) for cytokine quantification
by ECLIA.

To preserve the cyto-architecture, 25 pm sections of fresh tumors were also cut using a vibratome.
These sections were incubated for 48 h with 100 pug/ml Polyl:C (Invivogen) and supernatants were

collected for cytokine quantification by ECLIA.

Cell staining and flow cytometry. Single cell suspensions were stained using antibodies listed in
Table S1. Dying cells were excluded by Zombie Violet/Yellow staining (Biolegend) depending on the
experiment. Lymphocytes, NK cells, neutrophils and other myeloid cells (monocytes, macrophages
and inflammatory monocytes) were also excluded using respectively anti-CD3/56/15/14 antibodies in

the lineage. Intracellular cytokine or DC-LAMP staining were performed after fixation and
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permeabilization (Fix/Perm buffers, eBioscience). All flow cytometry acquisitions were done on a
LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences) and data were processed in FlowJo 10.4 (Tristar). Some
flow cytometry data were visualized using VISNE (Cytobank)®®, a dimensionality reduction method
which uses the Barnes-Hut acceleration of the t-SNE algorithm. viSNE plots were generated

separately for each patient.

Cytokine and chemokine quantification by MSD assay. The following cytokines and chemokines
were quantified in supernatants of dilacerated tumors (SNdil) or supernatants of activated thick tumor
sections, using ECLIA (electrochemiluminescence assay) and MSD technology according to the U-
plex protocol (MSD): IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12/IL-23p40, IL-12p70, IL-17A, IL-18, IL-23p19, IL-33,
IFN-02a, IFN-B, IFN-y, IFN-A, CX3CL1, TNF-a, CXCL9, CXCL10, CXCL11, TGF-B1, TGF-2, TGF-
B3.

Immunohistochemistry on frozen tumors. After reception, tumors were embedded in Tissue-Tek
O.C.T. compound (Sakura) and frozen at -80°C. 6 um thick sections were cut. After fixation for 20 min
in acetone (VWR), tissues were incubated for 15 min with peroxidase blocking reagent (Dako) and
stained with an anti-CLEC9A antibody (sheep polyclonal, R&D Systems) followed by the Vectastain
ABC Elite kit (Vector). Ab visualization was performed with a DAB detection kit (Dako) and the slides
were finally counterstained with Mayer’'s hematoxylin (Dako). An isotype-matched control IgG was
used at the same concentration as a negative control. Slides were analyzed on an upright Eclipse Ni-

E microscope (Nikon).

Chromogenic in situ hybridization (CISH) on tumor FFPE sections. 4 ym FFPE tumor tissue
sections were cut, re-hydrated and deparaffinized. Fixation, protease pretreatment, probe
hybridization (Hs-CLEC9A-C2 probe/511551-C2 in combination with Hs-CD8A-C1 probe, pre-
amplification and detection steps were then carried out according to the RNAscope 2.5 HD duplex

detection kit user manual (ACD).

Survival analysis. The clinical outcome data and RSEM normalized expression datasets from The
Cancer Genome Atlas (TCGA) were downloaded from the cBioPortal for breast cancer patients
(provisional data, February 2018, http://www.cbioportal.org/data_sets.jsp). MCPcounter?” was used
to estimate the relative abundance of several population of immune cells. This algorithm originally
allows the quantification of the absolute abundance of eight immune populations and two stromal cell
populations in heterogeneous tissues from transcriptomic data. Here, in addition to the original cell
population signatures defined by Becht et al, the following gene signatures were used to run
MCPcounter: cDC1 (CLEC9A, XCRT1), cDC2 (CLEC10A, CD1E), pDCs (LILRA4, CLEC4C), LC
(CD207, CD1A). Overall survival analyses and plots were performed with R, using the packages
survival and survminer. For each immune population, we compared patients displaying the top 50%

highest level of infiltration by the given immune cell type and those with the 50 % lowest level. The
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log-rank test was used to determine statistical significance for overall survival between this two groups
of patients.
Analysis of progression-free survival was performed for the top 50% and bottom 50% IL29 gene

expression ranked values using the Kaplan Meier plotter software (http://kmplot.com)®.

Gene expression analysis. RNAseq data for 14 types of solid human cancers and matched normal
samples were downloaded using the TCGABiIolinks R-package (open access data from the TCGA
data portal, https://gdc.cancer.gov, version March 2018) with the harmonized option (data aligned to
hg38). For each cancer type, HT-Seq raw read counts were normalized using the DESeq2 R-package
and log2 transformed. Wilcoxon tests were performed to assess whether IL29 was differentially

expressed between tumor and normal samples.

Heatmaps and hierarchical clusterings. Heatmaps of Log2-normalized expression values of
selected genes were performed using the Morpheus website from the Broad Institute
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). Hierarchical clusterings were performed using the

One-Pearson correlation as a metric and the complete linkage as a clustering method for genes.

Gene set enrichment analysis. High-throughput gene set enrichment analyses were performed
using the BubbleMap module of BubbleGUM?2, BubbleMap analysis was performed with 1,000 gene
set-based permutations, and with “Signal2noise” as a metric for ranking the genes. The results are
displayed as a bubble map, where each bubble is a GSEA result and summarizes the information
from the corresponding enrichment plot. The color of the Bubble corresponds to the tumors from the
pairwise comparison in which the gene set is enriched. The bubble area is proportional to the GSEA
normalized enrichment score. The intensity of the color corresponds to the statistical significance of
the enrichment, derived by computing the multiple testing-adjusted permutation-based P value using
the Benjamini—Yekutieli correction. Enrichments with a statistical significance above 0.25 are
represented by empty circles. Public gene sets of the Hallmark collection (v6.1) were downloaded

from MSigDB%’and homemade gene sets are detailed in Table S2.

Statistics. Mann-Whitney tests for paired samples and Wilcoxon tests for unpaired samples were
performed for the comparison of two groups. To compare more groups, Kruskall-Wallis tests were
performed for unpaired samples and Friedman tests for paired samples. All graphs show each sample
and the median value. Statistical significance: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001
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Figure 1 | Four distinct DC subsets including cDC1 infiltrate human breast and ovarian tumors. (a) FACS gating
strategy allowing the identification of four TA-DC subsets among viable CD45* HLA-DR* Lin- (CD3/14/15/19/56)
populations, namely: pDC (CD11c CD123*), cDC1 (CD11c* BDCA1 BDCA3M), ¢cDC2 (CD11c* BDCA1* BDCA37'°w CD207))
and LC (CD11c* BDCA1* BDCA37'ow CD207"). Representative results of n=20 breast and ovarian tumors. (b)
Phenotypic characterization of TA-DC subsets for indicated markers by FACS. Color histogram = indicated marker,
dotted line = isotype control. Representative results of n>4 breast and ovarian tumors. (c) viSNE analysis of viable
CD45* HLA-DR* Lin- for the expression of CD11c, CD123, BDCA1, BDCA3, CD207, CLEC9A, CD11b, SIRP-a and BTLA
markers, colored according to the relative expression of markers (top), with populations indicated. Representative
results of n=4 breast and ovarian tumors. (d,e) Immunohistological analysis of CLEC9A-expressing cDC1 in frozen

section of breast (d) and ovarian (e) tumors.
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Figure 2 | cDC1 are the only DC subset enriched in breast tumors compared with patient PBMCs. (a) Proportion of each
TA-DC subset among viable CD45* cells in n=24 breast tumors (black circle, left panel) and n=9 ovarian tumors (white circle,
left panel) and in n=25 patient PBMCs (right panel). Statistical analysis by Friedman test. (b) Ratio of one DC subset
percentage on of all DCs among viable CD45* cells. Statistical analysis: Mann-Whitney test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***p<0.0001
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Figure 3 | TA-cDC1 are strongly associated with an increased overall survival in many human cancers. (a) Kaplan-Meier

analysis of the overall survival of patients stratified to the median for the expression score of each DC subset infiltrating

breast and ovarian tumors (calculated with the MCP-counter algorithm) using TCGA data sets. Statistical analysis: log rank

test. (b) Summary of the p value associated with the log rank test to evaluate the prognostic impact of each DC subset in 14

human TCGA cancer data sets.
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Figure 4 | IFN-1/IIl signature enrichment is a specific feature of cDCl-infiltrated tumors. (a) Double detection of CLEC9A (pink)
and CD8A (blue) RNA by colorimetric in situ hybridization (RNAscope) in FFPE sections of breast tumors. Black arrows = close
contacts between CLEC9A mRNA positive cDC1 and CD8A mRNA positive T cells. (b) Scatterplots showing the Spearman
correlation between CD8* T cell and each TA-DC subset scores (calculated with the MCP-counter algorithm) in n=1100 breast
tumors (TCGA data sets). (c) High-throughput GSEA analysis by BubbleGUM in breast tumors enriched in only one DC subsets
(TCGA data set, n=48 for cDC1, n=18 for cDC2, n=95 for LCs and n=67 for pDCs). Bubble enrichment patterns (black boxes)
highlighted by the selection of gene sets (from Hallmark collection (H) or homemade gene sets) and pairwise comparisons of
interest. (d) Heatmaps illustrating genes extracted from the overlap of the GSEA leading edges identified by each pairwise
comparison between breast tumors enriched only in cDC1 and those enriched only in one of the 3 other DC subsets. Gene

expression values were averaged across tumors enriched in only one DC subset and then log2-transformed.
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**%¥p<0.001, ***p<0.0001 (b) Ex vivo intracellular IFN-A1 FACS staining in n=12 fresh breast tumor suspensions without any
stimulation. (c) Kaplan-Meier analysis of the relapse-free survival of patients stratified to the median for the expression of
IFNL1 and IFNLR1 genes (KMplot transcriptomic data sets). Statistical analysis by log rank test. (d) High-throughput GSEA
analysis by BubbleGUM in breast tumor groups classified according to their IFNL1 and IFNB1 expression (TCGA data set).
Double pos. = IFNL1/IFNB1 positive tumors. Double neg. = IFNL1/IFNB1 negative tumors. Bubble enrichment patterns (black

boxes) revealed by the selection of gene sets (from Hallmark collection (H) or homemade gene sets) and pairwise comparisons

of interest.
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Figure 6 | IFN-A1 is the predominant IFN subtype in human breast tumors and is correlated with a Thl-related

chemokine/cytokine microenvironment. (a) IFN quantification by ECLIA multiplex assay in n=107 supernatants of human

fresh dilacerated breast tumors. Statistical analysis by Friedman test. (b) Table of Spearman correlation factors between IFN-

A1 or IFN-B and the other cytokines and chemokines quantified in n=107 supernatants of human dilacerated breast tumors by

ECLIA multiplex assay. (c) Multiplex quantification by ECLIA assay of cytokines and chemokines in the supernatants of n=6

tumor cell suspensions treated or not with IFN-A1 or IFN-B for 48 h. Statistical analysis: Wilcoxon test for IFN-A1 and IFN-B,

Friedman test for the others, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001
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Figure 7 | TLR3-L stimulation induces IFN-A1 production by TA-cDC1 and cytokines and chemokines reflecting recruitment
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tumor suspensions (b) treated or not with TLR-L (Polyl:C + R848) for 5h. Statistical analysis: Wilcoxon test. (c) Multiplex
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not with TLR3-L (Poly(I:C)) for 48h. Statistical analysis: Wilcoxon test, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001
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Supplementary Figure 1 _ (a) FACS gating strategy allowing the identification of four DC subsets among viable CD45*
HLA-DR* Lin- (CD3/14/15/19/56) populations in patient PBMCs: pDC (CD11c CD123*), ¢cDC1 (CD11c* BDCA1- BDCA3M),
cDC2 (CD11c* BDCA1* BDCA3”°w CD2077) and LC (CD11c* BDCA1* BDCA37/'°w CD207"). Representative results of n=10
independent patients. (b) Phenotypic characterization of TA-DC subsets for indicated markers by FACS. Color histogram =
indicated marker, dotted line = isotype control. Representative results of n>4 independent experiments. (c) VviSNE
analysis of viable CD45* HLA-DR* Lin- for the expression of CD11c, CD123, BDCA1, BDCA3, CD207, Clec9A, CD11b, SIRP-a
and BTLA markers, colored by relative expression of FACS markers, with populations indicated (top). Representative

results of n=4 independent experiments.
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data sets. Statistical analysis: log rank test.
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Supplementary Figure 4 _ (a) Scatterplots showing the Spearman correlation between Tregs and each TA-DC subset
scores (calculated with MCP-counter algorithm) in n=1100 breast tumors (TCGA data sets). (b) Enrichment plots of gene
set enrichment analysis between “cDC1-enriched” breast tumors compared with “another DC subset-enriched” breast

tumors.
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Supplementary Figure 6 _ Ex vivo intracellular
TNF-a FACS staining in n=20 patient PBMCs
(a) and n=12 fresh breast tumor suspensions
(b) treated or not with TLR-L (Polyl:C + R848)
for 5 h. Statistical analysis: Wilcoxon test,

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001



Table S1 _ FACS antibodies

Marker Clone Commercial supplier
CD45 J.33 Beckman Coulter
HLA-DR L1243 Biolegend

CD3 UCHT1 BD

CD14 MoP9 BD

CD15 HI98 BD

CD19 HIB19 BD

CD56 NCAM16.2 BD

CD11c  Buls Biolegend
CD123  7G3 BD

BDCA1 Li161 Biolegend
BDCA3  AD5-14H12 Miltenyi

CD207  MB22-9F5 Miltenyi

Clec9A  8F9 Miltenyi

XCR1 S15046E Biolegend

BTLA J168-540 BD

CD11b  M1/70.15.11.5 Miltenyi

SIRPa SE5A5 Biolegend
BDCA2 AC144 Miltenyi
DC-LAMP 104.G4 Beckman Coulter
IFN-A MAB15981 R&D

IFN-a 7N4-1 BD

TNF-a MAb11 BD

129



Table S2 _ Immunosuppression

gene signature

ARG1
CD200
CD200R1
CD33
CD47
CEACAM1
COX2
CSF1R
ENTPD1
HLA-E
HLA-G
HMOX1
IDO1
IDO2
IL10
IL27
L411
KLRC1
KLRD1
LAIR1
LILRB1
LRRC32
NT5SE
PVR

SIGLEC?
SIGLECY9
TIGIT
TNFRSF14
KIR2DL1
KIR2DL3
KIR2DL4
KIR3DL1
KIR3DL2
KIR3DL3
TGFB1
TGFB1I1
TGFB2
TGFB3
TGFBI
VEGFA
VEGFB
VEGFC
ADA
CAMP
PRKACA
SLC29A1
ENPP1
ADK
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Discussion & Perspectives

I. Infiltration des tumeurs de sein et d’ovaire par diverses populations de DC
1. Identification des populations de TA-DC

De par leur capacité d’activation des lymphocytes T CD8" via la présentation croisée d’Ag et la
synthése d’IL-12p70, la présence de cDC1 a été évaluée dans de multiples modeles tumoraux et
démontrée comme étant associée au contréle du développement des tumeurs chez la souris.
L'infiltration de tumeurs humaines par cette population de DC est également évaluée depuis quelques
années. Plusieurs équipes ont mis en évidence la présence de cDC1 dans l'infiltrat immunitaire des
cancers du poumon, du colon ou du mélanome métastatique (Broz et al., 2014; Laoui et al., 2016). En
analysant par cytométrie en flux les suspensions cellulaires de nombreuses tumeurs, nos travaux ont
apporté la preuve de l'infiltration des cancers du sein et de I'ovaire par 4 sous-populations de DC:
cDC1, cDC2, pDC et LC. Ces TA-DC sont respectivement caractérisées par |'expression des marqueurs
BDCA3, BDCA1, CD123 et CD207. De facon étonnante, la proportion de cDC1 parmi les cellules
infiltrantes est largement augmentée par rapport au sang des patientes, alors qu’aucune différence
significative n’a été notée pour les autres sous-populations. Cette donnée souléve de nombreuses
guestions quant au role des cDC1 dans I'immunité antitumorale. Il est important de noter ici que tous
les prélevements frais analysés par cytométrie proviennent de tumeurs primaires invasives. |l serait
donc intéressant d’évaluer l'infiltration des tumeurs in situ, non-invasives et moins agressives

. Cependant, il nous sera matériellement impossible d’utiliser du matériel frais de DCIS. Notre équipe
met alors en place une stratégie d’identification des différentes sous-populations immunitaires,
comprenant les DC, par immunofluorescence, immunohistochimie et hybridation in situ afin de
caractériser l'infiltrat global d’une cohorte composée de n=300 tumeurs DCIS avec un recul clinique
supérieur a 5 ans.

Notre analyse de cytométrie a volontairement été centrée sur les DC seulement, en incluant
CD14 dans notre lignage d’exclusion pour éliminer les autres APC myéloides telles que les
macrophages, monocytes et MoDC. Comme expliqué dans I'introduction, ces dernieres semblent avoir
un phénotype et des fonctionnalités mixtes entre les macrophages et les DC et peuvent infiltrer les
tumeurs humaines (Bakdash et al., 2016; Laoui et al., 2016). Nous pourrions donc adapter notre panel
de marquage pour évaluer l'infiltration des tumeurs de sein et d’ovaire par cette cinquiéme population
caractérisée par les récepteurs BDCA1, CD14 et FceR1. Nous pourrions également utiliser la cytométrie
de masse pour étudier de multiples marqueurs complémentaires permettant de raffiner encore notre
caractérisation des autres populations myéloides en parallele des DC, tout comme cela a été fait dans
le cancer du poumon (Lavin et al., 2017). La multiplicité des marqueurs analysés, combinée a une
approche d’analyse non-supervisée, nous permettrait I'identification d’autres sous-populations
infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire ainsi que I’évaluation de ’homogénéité des types cellulaires
précédemment décrits. Au vu des résultats de I'analyse ViSNE, on peut en effet se questionner quant
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aux TA-cDC2 identifiées dans notre étude par cytométrie en flux, formant un cluster trés étendu,
synonyme d’une certaine hétérogénéité. Cette observation pourrait étre liée a I'absence de véritables
marqueurs spécifiques de cette population dans notre panel d’Ac, ou a I'existence de plusieurs sous-
populations de cDC2. En paralleéle du CyTOF, en suivant le modéle des analyses effectuées dans le sang
de donneurs sains (Villani et al., 2017), une analyse de scRNAseq de l'infiltrat des tumeurs de sein et
d’ovaire permettrait de mettre en évidence ces différentes sous-populations, encore de fagon non-
supervisée.

2. Caractérisation phénotypique des TA-DC et importance du choix des marqueurs

Les études citées précédemment ont identifié les TA-cDC1 comme étant IRF8* ou BDCA3* (Broz
et al., 2014; Laoui et al., 2016), marqueurs pouvant aussi étre exprimés par les pDC ou cDC2. De plus,
aucune d’entre elles n’a évalué I'expression du récepteur d’endocytose CLEC9A et du récepteur a
chimiokine XCR1, deux molécules spécifiquement exprimées par les cDC1 et impliquées dans leur
supériorité a activer des réponses cytotoxiques chez la souris par rapport aux autres sous-populations
de DC (Bottcher et al., 2015; Crozat et al., 2010; Dorner et al., 2009; Sancho et al., 2009). De leur coté
Lavin et al. ont analysé des tumeurs pulmonaires humaines par scRNAseq et révélé |'existence d'un
cluster de cellules co-exprimant les ARNm CLEC9A, XCR1 et CD207, correspondant donc aux TA-cDC1
(Lavin et al., 2017). Cependant aucun marquage protéique n’a été effectué pour valider I'expression
de ces marqueurs. Il nous a donc semblé primordial d’établir une caractérisation phénotypique des
populations de DC infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire pour valider leur identité et les comparer
au DC du sang des patientes. Il apparait clairement que les récepteurs CLEC9A et XCR1 sont
spécifiquement exprimés par les cDC1 circulantes ou associées aux tumeurs. Cependant, alors que la
totalité des cDC1 expriment CLEC9A, une fraction d’entre elles semble étre XCR1", suggérant une
internalisation de ce récepteur comme démontré précédemment (Ardouin et al., 2016; Bachem et al.,
2010; Bottcher et al., 2015). De plus, le marqueur CD207 semble restreint aux LC, population absente
du sang des patientes, et n’est donc pas exprimé par les cDC1 comme suggéré dans le cancer du
poumon au niveau ARNm (Lavin et al., 2017). Au vu de cette caractérisation phénotypique des DC
infiltrant les tumeurs de sein et d’ovaire établie par cytométrie, CLEC9A ressort comme le marqueur
idéal pour identifier les cDC1.

Le marqueur DC-LAMP nous renseigne quant a lui sur le statut de maturation des TA-cDC. Seul
une faible proportion des cDC1 identifiées par FACS semblent matures dans les tumeurs,
comparativement aux LC exprimant largement DC-LAMP. On peut alors se demander si les cDC1 n’ont
pas regu de signal d’activation dans les tumeurs, ou si ce marqueur classiquement utilisé est réellement
adéquat pour évaluer la maturation de toutes les sous-populations de cDC telles que les cDC1. De plus,
il serait intéressant de comparer I'expression de DC-LAMP par les cDC1 XCR1* et XCR1". En effet, la
maturation de ces cellules dans les tissus pourrait entrainer des modifications phénotypiques
caractérisées par la perte de certains récepteurs a chimiokines nécessaires a leur recrutement dans les
tissus, tels que XCR1.
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3. Recrutement des populations de DC dans les tumeurs

Il nous parait capital de déterminer les facteurs permettant l'infiltration des tumeurs par les
DC. Les cDC1 expriment tout un panel de récepteurs a chimiokines importants pour leur migration,
notamment CXCR3 dont les ligands CXCL9/10/11 ont été retrouvés en forte quantité dans les
surnageants de tumeurs. Par ailleurs, deux études ont démontré I'implication des cellules NK dans le
recrutement des cDC1 dans les tumeurs humaines de la téte et du cou, du sein, du poumon (Bottcher
et al., 2015) ainsi que dans le mélanome (Barry et al., 2018; Bottcher et al., 2018). En effet, le score
cDC1 des tumeurs référencées dans le TCGA semble significativement corrélé avec le score NK, ainsi
qu’avec I'expression de certaines chimiokines produites par ces lymphocytes, dont FLT3L (Barry et al.,
2018) ou XCL1 / XCL2 / CCL5 (Bottcher et al., 2018). La synthese de ces différentes molécules par les
NK ainsi que leurs effets chimioattractants sur les cDC1 ont été validés dans des modéles murins de
mélanome. Nous aimerions donc évaluer si ces chimiokines pourraient également étre impliquées
dans le recrutement des autres sous-populations de DC ou s’il existerait bien un axe NK-cDC1
spécifique. Faute d’outils disponibles, nous n’avons pas pu multiplexer le dosage de ces molécules
d’intérét aux autres cytokines/chimiokines quantifiées dans les surnageants de tumeurs. Nous avons
cependant dosé I'lFN-B, démontré comme étant nécessaire au recrutement des cDC1 dans un modeéle
murin de mélanome (Fuertes et al., 2011). Nous évaluerons donc s'il existe une corrélation entre la
quantité d’IFN-B et la proportion de ¢cDC1 dans les tumeurs.

En utilisant les données de RNAseq du TCGA nous pourrons également déterminer si des
altérations oncogéniques des tumeurs de sein ou de l'ovaire peuvent induire l'inhibition du
recrutement des cDC1, empéchant alors la mise en place d’une réponse CTL (Spranger and Gajewski,
2018), comme cela a été récemment démontré dans le mélanome pour la voie de la B-caténine
(Spranger et al., 2015). Une activation aberrante de cette voie est d’ailleurs associée a un mauvais
pronostic dans le cancer du sein chez I’'Homme (Wang et al., 2015).

Il.  Association entre l'infiltration des tumeurs par les sous-populations de DC et le
pronostic des patients

1. Sous-populations de DC et impact sur la survie des patients

Il existe aujourd’hui de nombreuses démonstrations de I'impact pronostique des cellules
immunitaires infiltrant les tumeurs, tant sur la survie des patients que sur la réponse a divers
traitements (Fridman et al., 2012; Stanton et al., 2016). Malgré un grand nombre d’études ayant
visualisé et dénombré les TA-DC, notamment grace au récepteur S-100, I'impact pronostique des DC
n’est pas si clair, en particulier dans le cancer du sein (lwamoto et al., 2003; Lespagnard et al., 1999;
Lewko et al., 2000). Mais I'utilisation d’un tel marqueur non spécifique pour I'identification globale des
DC ne parait aujourd’hui plus appropriée. En effet, les sous-populations de DC possédent de
nombreuses spécialisations fonctionnelles et doivent donc étre évaluées indépendamment. Nous
avons alors utilisé les données publiques de transcriptomiques du TCGA afin de comparer I'impact
pronostique des différentes populations de DC infiltrant 14 cancers humains et identifiées
précédemment par cytométrie dans les tumeurs de sein et d’ovaire. Une telle comparaison n’avait a
ce jour jamais été menée. Il apparait clairement qu’un fort score d’infiltration des tumeurs par les cDC1
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Fig.Discusion 1 — Survie globale des patientes atteintes d’un cancer du sein en fonction du score d’infiltration des

tumeurs par les ¢cDC1 et les LT CD8*
Analyse Kaplan-Meier de la survie globale des patientes basée sur les données de transcriptomique du TCGA. Les

scores d’infiltration des tumeurs par les cDC1 et les LT CD8* ont été calculés grace a I'outil MCPcounter. Les
patients ont été stratifiés a la médiane.
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est associé a une meilleure survie des patientes atteintes d’un cancer du sein, comme démontré tres
récemment par I'équipe de C. Reis e Sousa (Bottcher et al., 2018). L’extension de cette analyse aux
autres sous-types nous a permis d’observer que les cDC2 ainsi que les LC semblent également
associées a une meilleure survie. Néanmoins, les cDC1 sont les seules DC a étre associées a un bon
pronostic dans la majorité des cancers analysés (8/14), suggérant un réle important de ces cellules
dans I'immunité antitumorale. Il est également important de noter qu’aucune population de DC ne
semble étre associée au pronostic des patients atteints d’un cancer agressif tel que celui de I'ovaire ou
du pancréas. Cependant, on ne peut exclure que les échantillons ayant été utilisés pour réaliser ces
analyses transcriptomiques aient été prélevés sur des tumeurs a un stade trop avancé pour évaluer un
potentiel effet des populations immunitaires infiltrantes a partir de leur transcriptome.

Cette approche de bio-informatique permettant d’évaluer I'impact pronostique de cellules
immunitaires pourra probablement faire I'objet de certains ajustements. Nous pourrions améliorer le
modele d’étude de la survie des patients en ajoutant des variables correspondant a d’autres
populations immunitaires. Nous avons par exemple essayé de stratifier les patients en fonction de leur
score cDC1 et LT CD8" [Fig.Discussion 1]. Il apparait clairement qu’un fort score d’infiltration des
tumeurs par ces deux types de cellules est associé a une meilleure survie des patients atteints d’un
cancer du sein. A l'inverse, les patients avec un faible score ¢cDC1 et LT CD8" survivent le moins
longtemps.

Afin de valider les résultats obtenus in silico, il nous parait indispensable de valider in situ nos
résultats concernant I'impact pronostique des DC en quantifiant les différentes sous-populations sur
coupes histologiques entiéres de tumeurs provenant d’'une cohorte de patientes atteintes d’un cancer
du sein ou de I'ovaire. Malgré I'existence d’outils ayant permis I'identification des cDC1 par cytométrie,
la visualisation in situ des TA-cDC1 n’avait jusqu’a présent pas été possible. En effet, I'expression de la
molécule BDCA3 étant partagée par de nombreux types cellulaires, y compris plusieurs sous-
populations de DC, on ne peut affirmer que 'analyse in situ de I'expression du marqueur BDCA3
publiée par Salmon et al. permette d’identifier clairement les TA-cDC1 (Salmon et al., 2016). Nous
avons donc validé un anticorps permettant de visualiser ces cellules par immunohistochimie sur
coupes de tumeurs congelées. Cette stratégie permet d’obtenir des informations supplémentaires
quant a la localisation tissulaire des cDC1. En effet, bien que de rares cellules CLEC9A* soient
retrouvées dans les flots tumoraux, la plupart se situent dans des zones d’infiltrat immunitaire.
Cependant, I'absence d’anticorps anti-CLEC9A ou anti-XCR1 fonctionnant sur coupes de tumeurs
inclues en paraffine rendait I'évaluation de I'impact pronostique des cDC1 sur de larges cohortes
techniquement impossible jusqu’a présent. La mise au point du protocole d’hybridation in situ de
sondes CLEC9A (RNAscope) nous permettra donc de surmonter cette difficulté technique. Il est
également primordial de mettre en place un protocole d’immunofluorescence permettant de
visualiser I'ensemble des populations de DC identifiées par cytométrie et de comparer leur localisation
pour compléter les données de cytométrie en flux ayant mis en évidence I'enrichissement des tumeurs
en cDC1. En effet, en plus de leur proportion, la localisation différentielle des populations de TA-DC
pourraient influencer leur fonction. De plus, dans un projet plus global de I'équipe visant a caractériser
in situ l'infiltrat immunitaire des tumeurs de sein, nous pourrons évaluer les potentielles corrélations
ou interactions entre les TA-cDC1 et d’autres acteurs de I'immunité (LT, LB, neutrophiles, NK...). Il sera
également possible d’étendre cette analyse a I’évaluation de I'impact pronostique de cDC sur la
réponse des patients a certains traitements tels que les immunothérapies.
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Fig.Discusion 2 — LTreg, sous-populations de DC et pronostic des patientes atteintes d’un cancer du sein

a. Scores d’infiltration des tumeurs de sein par les sous-populations de DC et LTreg calculés a partir des données
de transcriptomique du TCGA grace a I'outils MCPcounter.

b. Analyse Kaplan-Meier de la survie globale des patientes basées sur le score LTreg, en stratifiants les patientes a

la médiane. Analyse statistique : test logrank.
c. Scores d’infiltration des tumeurs de sein par les LTreg et les LT CD8* calculés a partir des données de
transcriptomique du TCGA grace a I'outils MCPcounter.
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2. pDC et pronostic des patientes : discordances ou évolution des techniques ?

Au vu des données de transcriptomique du TCGA, l'infiltration des tumeurs de sein et d’ovaire
par les pDC ne semble pas étre associée a un pronostic particulier. Ceci est en désaccord avec les
précédents résultats de I'équipe démontrant une association entre les pDC et un mauvais pronostic
(Labidi-Galy et al., 2014; Treilleux et al., 2004). Plusieurs hypothéses pourraient expliquer cette
différence. En effet, ces précédentes données ont été générées grace a une technique complétement
différente. En effet, elles sont issues du dénombrement des pDC marquées in situ par
immunohistochimie grace a des anticorps anti-CD123 ou anti-BDCA2. De plus, ces marquages ont été
effectuées sur des TMA (Tissue microarray) et non des coupes entiéres de tumeurs. Il est possible que
la zone tumorale prélevée pour constituer les TMA ne soit pas représentative de la tumeur entiére,
biaisant ainsi la quantification des pDC infiltrant les tumeurs. Enfin, les cohortes analysées dans ces
deux études ont été constituées bien avant celle du TCGA. L'évolution de la prise en charge
thérapeutique des patientes entre les deux périodes a potentiellement pu impacter l'infiltration des
tumeurs par les différents acteurs de I'immunité puisque les échantillons tumoraux utilisés pour
constituer les TMA peuvent provenir de tumeurs ayant fait 'objet d’'une premiére ligne de traitement.
De fagon intéressante, une récente étude a établi une signature de TA-pDC a partir du profil
transcriptomique de cette population isolée de tumeurs de sein (Michea et al., 2018). Il apparait
clairement que I'impact pronostique de cette signature varie en fonction des sous-types de cancers du
sein. En effet, de maniéere similaire a nos résultats, les pDC ne semblent pas associées a un pronostic
particulier lorsqu’elles infiltrent les tumeur luminales alors qu’une forte infiltration des tumeurs TNBC
par les pDC est associée a une meilleure survie (Michea et al., 2018). On peut également noter que,
dans cette étude, les cellules « cDC1-enrichies » sont associées a un bon pronostic indépendamment
de leur sous-type moléculaire.

Bien que notre étude ne montre pas d’association entre l'infiltration des tumeurs par les pDC
et un mauvais pronostic pour les patientes, I'analyse GSEA nous a permis de mettre en évidence
I’enrichissement de la voie « Immunosuppression » dans les tumeurs fortement infiltrées par les pDC
seulement. Ceci est en accord avec les précédents travaux de I'équipe démontrant I'influence des pDC
sur la progression tumorale en induisant la prolifération des LTreg via I'axe ICOS-ICOSL (Faget et al.,
2012). De fagon cohérente, les pDC semblent étre la sous-population de DC dont la présence correle
le plus avec celle des LTreg dans les tumeurs de sein du TCGA [Fig.Discussion 2A]. Se pose alors la
question de I'utilisation d’un score d’infiltration des tumeurs évalué par analyse bio-informatique pour
identifier des populations immunitaires individuelles associées a un pronostic. En effet, malgré leur
role immunosuppresseur bien démontré, les LTreg ne semblent pas associés a une moins bonne survie
des patientes atteintes d’un cancer du sein (score FOXP3) [Fig.Discussion 2B], probablement car leur
présence est fortement corrélée a celles d’autres populations exercant une fonction antitumorale
telles que les LT CD8* [Fig.Discussion 2C]. Il nous semble alors indispensable d’évaluer I'impact
pronostique des pDC et des LTreg, en parallele de celui des cDC1, sur une cohorte récente constituée
de coupes entieres de tumeurs de sein, et non a partir de TMA.
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Ill. TA-cDC1 et réponses antitumorales Th1/CTL

Considérant que les cDC1 infiltrant les tumeurs sont clairement associées a un bon pronostic des
patientes dans plusieurs études dont la n6tre, il est aujourd’hui primordial d’identifier les fonctions
gu’elles exercent au sein des tumeurs. Comme détaillé dans I'introduction, le réle de ces cellules dans
I'initiation des réponses immunitaires antitumorales Th1 et CTL a largement été décrit chez la souris,
mais trés peu chez 'Homme.

1. Capture et apprétement des antigenes

Nos travaux n’apportent pas de preuves d’une supériorité des cDC1 ou d’une des autres sous-
populations de DC a capturer les Ag tumoraux. Nous pourrions envisager une détection des corps
apoptotiques phagocytés par les différentes TA-DC par un marquage TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) in situ. Cependant, cette technique ne
permettrait pas de mettre en évidence les cellules nécrotiques ayant été phagocytées par les cDC1, en
particulier via I'engagement de leur récepteur CLEC9A. L'utilisation d’un modéle murin permettrait
alors de contourner les difficultés techniques liée a I’'Homme. |l serait envisageable d’avoir recours a
I'utilisation du modele de lignée tumorale mammaire NOP23 (issue de tumeur mammaire spontanée
générée dans des souris MMTV-Neu Ovalbumine® /™" DNP53%72H exprimant 'oncogéne Her2/Neu
de rat fusionné aux épitopes OT-I/OT-Il de I'ovalbumine et un mutant dominant négatif du géne Tp53)
(Wall et al., 2007) dans lequel nous ferions au préalable exprimer une molécule fluorescente (YFP,
GFP...) permettant de suivre la phagocytose des cellules tumorales par les différentes sous-populations
de DC.

2. Présentation des Ag

L'étape de présentation des Ag suivant leur apprétement suscite également beaucoup
d’intérét. De par leur capacité a cross-présenter des Ag aux LT CD8" afin d’activer des réponses CTL, en
particulier dans des contextes tumoraux, une attention particuliére est portée sur les cDC1 et leur lien
avec les LT cytotoxiques dans les tumeurs. Notre étude centrée sur I'analyse ex vivo de prélévements
humains ne nous a pas permis d’évaluer les capacités de cross-présentation des TA-cDC1 et de les
comparer aux autres sous-populations de DC de par les difficultés techniques liée a leur rareté et leur
fragilité apres isolation des tissus. La possibilité d’effectuer une double hybridation in situ
CLEC9A/CD8A nous permettra cependant d’évaluer la distance entre les ¢cDC1 et les LT CD8* dans les
tumeurs, comparativement aux autres sous-populations de DC identifiables par immunohistochimie
ou immunofluorescence. En effet, la localisation tissulaire des différents sous-types de DC ainsi que
leur capacité a interagir étroitement avec les LT CD8*, comme démontré pour les cDC1 par RNAscope,
pourrait influer grandement sur leurs fonctions. Nous pourrions également déterminer si le
microenvironnement tumoral soluble est capable d’impacter I’activation de LT CD8* par les cDC1. Pour
cela nous utiliserons le modeéle le cDC1 générées in vitro a partir d’"HSC (Poulin et al., 2010), activées
par poly(l:C) et prétraitées par des surnageants de dilacération de tumeurs. Nous aurons aussi recours
au modele de tumeur mammaire NOP23 implanté dans des souris déficientes pour les cDC1 (XCR1-
DTA) pour évaluer le rble de ce sous-type particulier de DC dans la mise en place d’une réponse
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antitumorale Th1/CTL en suivant la génération de LT CD8* spécifiques de I'épitope immunodominant
Kb-OVAaa49-57 présent dans I’Ag ovalbumine exprimé par cette lignée tumorale.

Par ailleurs, des travaux ont démontré la supériorité des cDC1 a cross-présenter des Ag
provenant de cellules nécrotiques (Bachem et al., 2010), particularité liée a leur expression spécifique
de la lectine CLEC9A (Sancho et al., 2009; Zelenay et al., 2012). Notre équipe a également observé cet
avantage vis-a-vis des autres sous-populations de DC pour la présentation croisée d’Ag provenant de
cellules vivantes (Deauvieau et al., 2015). Ceci pourrait étre expliqué par I'absence de I'expression de
SIRP-a a la surface des cDC1, comparativement a tous les autres types de DC, ne permettant ainsi pas
aux cellules tumorales d’inhiber leur phagocytose. Nous pourrions alors évaluer I'implication de
CLECO9A et SIRP-a dans cette supériorité fonctionnelle des cDC1 activées par TLR3-L, en utilisant une
approche d’interférence ARN (shRNA) déja développée dans notre équipe et qui permettrait de
réprimer I'expression de CLEC9A dans les cDC1 ainsi que SIRP-a dans les autres populations de DC
générées in vitro (Balan et al., 2018; Poulin et al., 2010).

Enfin, de facon surprenante et contrairement aux cDC1 et cDC2 du sang des patientes, aucune
des DC isolées de tumeurs ne semblent produire d’IL-12 en réponse a une combinaison de molécules
stimulatrices (poly(l:C) + R848 + anti-CD40-L) (données non présentées). Notre étude ne nous permet
donc pas de conclure quant a la potentielle supériorité fonctionnelle de cDC1 pour la synthése de cette
cytokine nécessaire a I'activation de réponses T de type Thl comme détaillé dans I'introduction. Il est
fort probable que les outils actuellement disponibles ne permettent pas de détecter par cytométrie en
flux cette cytokine produite en faible quantité. De plus, il se pourrait que les DC produisent plus d’IL-
12 dans les OLS, lieu d’activation de réponses immunitaires adaptatives. Pour évaluer si les cDC1
représentent une source de cette cytokine dans les organes lymphoides, et n’ayant pas acces a ce type
de prélevements frais, nous pourrons effectuer une double hybridation in situ avec les sondes
CLEC9A/IL12A sur coupes de ganglions de patientes atteintes d’un cancer du sein.

IV. cDC1, IFN-IIl : recrutement et activation des effecteurs immunitaires cytotoxiques ?
1. cDC1 et effecteurs cytotoxiques

Les travaux de Spranger et al. ont pour la premiere fois mis en évidence la corrélation entre le
score d’infiltration des mélanomes métastatiques humains par les cDC1 et celui de LT CD8" ou de
chimiokines permettant leur recrutement, telles que CXCL9/10/11 (Spranger et al., 2017). Nos
résultats démontrent que les cDC1 corrélent aussi avec les LT CD8" dans les tumeurs de sein.
Cependant, tout comme pour I'impact pronostique, il ne s‘agit pas d’une spécificité des cDC1 puisque
la corrélation est également retrouvée pour les cDC2 et les pDC. Nous pourrons donc coupler le
marquage RNAscope CLEC9A a d’autres marquages d'immunofluorescence afin d’évaluer la proximité
des cDC1 avec les LT CD8" ainsi qu’avec d’autres populations immunitaires. Il serait en particulier
intéressant d’étudier la présence des cDC1 dans les structures lymphoides tertiaires riches en DC
matures, LT et LB (Goc et al., 2013). Par ailleurs, au vue de I'implication des NK dans I'activation de la
cross-présentation et du recrutement intratumoral des cDC1 (Barry et al., 2018; Bottcher et al., 2018;
Deauvieau et al., 2015), une proximité entre ces deux types cellulaires pourrait aussi témoigner d’une
possible collaboration.
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2. cDC1 et IFN-III : premiére démonstration d’un lien dans I'immunité antitumorale

Bien qu’aucune piste ne nous permette actuellement de valider ou de réfuter I’hypothése de
I'implication des ¢cDC1 dans I'activation de réponses Thl antitumorales chez I'Homme, notre étude
comporte plusieurs résultats attestant de I'existence d’un lien particulier entre les IFN et les cDC1. En
effet, les signatures de réponse aux IFN-I/1ll et IFN-II sont enrichies dans les tumeurs fortement
infiltrées par ce type de DC. En cohérence avec I'augmentation du gene IFNL1 dans les tumeurs
comparées au tissu sain adjacent, le dosage multiplex des surnageants d’'une centaine de tumeurs a
démontré la présence d’IFN-A1 dans la majorité des tumeurs analysées. Par ailleurs, en accord avec les
précédentes données de I'équipe témoignant de I'altération de la synthese d’interféron par les pDC
dans les tumeurs de sein et d’ovaire (Labidi-Galy et al., 2011; Sisirak et al., 2012, 2013), I'IFN-a est
complétement absent du microenvironnement tumoral. L'IFN-B est quant a lui présent en faible
quantité dans quelques tumeurs. De plus, grace a une analyse par cytométrie en flux, nous avons
identifié les cDC1 comme les uniques cellules productrices d’IFN-A1 dans les tumeurs, démontrant ici
pour la premiere fois la capacité de production d’IFN de type Ill par ces cellules dans un contexte
tumoral chez 'Homme. L'un de nos premiers objectifs a court terme est donc de mettre au point une
double hybridation CLEC9A/IFNL1 in situ afin de valider ce résultat. Par ailleurs, nous utiliserons une
nouvelle fois le modéle murin de tumeur mammaire NOP23 implanté dans des souris Ifn/25 pour
évaluer si les cDC1 peuvent étre la source d’IFN-IIl dans I'immunité antitumorale chez la souris (Galani
etal., 2017).

Nous aimerions également identifier dans les tumeurs le signal recu par les cDC1 permettant
leur synthése d’IFN-III. En effet, il est bien démontré que cet IFN peut étre induit en réponse a un ligand
de TLR3 (Balan et al., 2014; Lauterbach et al., 2010; Murata et al., 2014; Yoshio et al., 2013), mais nous
n’avons pour le moment aucune démonstration de la présence d’ARN double-brins dans les tumeurs.
Comme détaillé dans I'introduction, d’autres senseurs peuvent également étre impliqués, tels que
Ku70 et STING (Chen et al., 2018; Sali et al., 2015; Zhang et al., 2011). Nous devrons donc évaluer
I’expression de ces différents PRR dans les cDC1 ainsi que leur capacité a induire leur production d’IFN-
A, en utilisant par exemple le modéle de DC générées in vitro (CD34-DC), mais aussi ex vivo a partir de
DC isolées de tumeurs. Enfin, nous évaluerons si la réactivation des rétrovirus endogenes (ERV) peut
induire la synthése d’IFN de type lll, en particulier par les cDC1, comme cela a été démontré in vitro
dans des lignées tumorales humaines (Chiappinelli et al., 2015).

3. IFN-III et effecteurs immunitaires cytotoxiques

En plus d’avoir identifié les cDC1 comme étant la source des IFN-IIl dans les tumeurs, nous
avons également démontré une association entre I'expression du géne IFNL1 ou de son récepteur
IFNLR1 et une meilleure survie sans rechute des patientes atteintes d’un cancer du sein, suggérant une
possible implication de cette cytokine dans I'immunité antitumorale. En analysant la composition des
surnageants de dilacération de tumeurs, nous avons mis en évidence que la quantité d’IFN-A1 correle
fortement avec les chimiokines CXCL9/10/11, ligands du récepteur CXCR3 largement exprimé par les
LT CD8*, les LT CD4* Th1 ainsi que par les cellules NK. La présence d’IFN de type Ill est également
associée a celle de CX3CL1, une chimiokine dont le récepteur CX3CR1 est exprimé par de multiples
cellules immunitaires, dont une population de LT CD8* particulierement cytotoxiques (Bottcher et al.,
2015). Ces données suggerent donc un role de I'lIFN-A dans le recrutement des effecteurs immunitaires
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cytotoxiques. L'activation de suspensions cellulaires tumorales avec de I'IFN-A1 permet bien
I'induction de la synthése de CXCL11 mais pas de CXCL9/10 et CX3CL1. La présence d’IFN-A1 pourrait
donc étre associée au recrutement de cellules impliquées dans les réponses de type Th1l mais cet IFN
ne semble pas induire directement la production de toutes les chimiokines identifiées dans les
surnageants de tumeur et nécessaires au recrutement des effecteurs cytotoxiques, mais seulement
CXCL11.

Nos travaux mettent également en évidence |’existence d’'une boucle d’amplification entre
I'IFN-A1 et I'IFN-B, en lien avec la précédente démonstration de 'augmentation de la production d’IFN-
o par les pDC traitées par de I'IFN de type Ill (Yin et al., 2012). De plus, tout comme pour I'lFN-B, une
activation des tumeurs par I'IFN-A1 est associée a une induction significative de la synthése d’IFN-y.
Des résultats préliminaires nous permettent d’envisager une réponse directe des LT CD4* et CD8" aux
IFN-1ll. En effet, leur activation par de I'IFN-A entraine bien une phosphorylation de STAT1
[Fig.Discussion 3], mais de fagcon moins importante que par les IFN-I. Il se pourrait alors que,
contrairement aux IFNAR dont I'expression est ubiquitaire, le récepteur aux IFN-IIl ne soit pas exprimé
par la totalité des LT, mais seulement par des sous-populations particulieres. Nous utiliserons donc des
marquages intracytoplasmiques afin d’identifier par cytométrie en flux la population de lymphocytes
a I'origine de cette production, en étudiant également les cellules NK qui pourraient produire I'lFN-y
en réponse aux IFN-IIl mais que nous n’avons pas analysées en western blot pour le moment. De plus,
contrairement a I'lFN-B, I'lIFN-A1 permet la synthése d’IL-12p70. Cette différence pourrait également
étre expliquée par un profil d’expression de leurs récepteurs différent au sein des cellules
immunitaires. Il est intéressant de noter que des analyses du TCGA par Ruffell et al. ont révélé une
corrélation entre I'expression des genes IL12A, IFNG, BATF3 et IRF8, les deux derniers étant des
facteurs de transcription impliqués dans le développement des cDC1 (Ruffell et al.,, 2014). La
production d’IFN-A pourrait donc étre en lien avec I'activation d’une réponse immunitaire Thl dans les
tumeurs infiltrées par les cDC1.

Par ailleurs, nous étudierons prochainement les voies modulées par ces IFN dans un modele
tissulaire plus complet en analysant le transcriptome des zones tumorales et immunitaires de larges
coupes épaisses de tumeurs humaines fraiches traitées par de I'lFN-A1 (en comparaison avec de I'IFN-
B). Il se pourrait en effet que les IFN-III aient des effets directs sur les cellules tumorales, comme cela
a déja été démontré in vitro (références résumées en Table 5), ou sur d’autres acteurs de I'immunité
tels que les LB pour moduler la balance Th1/Th2 et favoriser une réponse médiée par les LT. De plus,
si les IFN-IIl possedent les mémes propriétés que les IFN de type |, de par une signalisation commune,
ils pourraient alors favoriser |'activation des LT en augmentant les capacités de présentation de Ag par
les APC (Gessani et al., 2014).

V. Ciblage thérapeutique des cDC1
1. Poly(l:C) et activation des cDC1 : intérét thérapeutique ?

Les données d’impact pronostique des cDC1 et des IFN-III qu’elles sécretent dans les tumeurs
nous ont poussés a évaluer une potentielle stratégie de réactivation de ces cellules. Le poly(l:C), ligand
de TLR3, semble un bon candidat pour stimuler les cDC1. En effet, de précédentes études chez la souris
ont mis en évidence ses effets positifs sur la maturation des cDC, I'induction de la présentation croisée
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Fig.Discusion 3 — Analyse de la réponse des LT humains aux IFN-I et Il
L'induction de la phosphorylation de STAT1 a été évaluée par western blot dans des LT CD4* et CD8* isolés de

Medium
Medium

PBMC de donneurs sains, apres 20min d’activation par des IFN-I ou IFN-III.
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d’Ag pour activer des réponses CTL spécifiques, ainsi que la mise en place d’'une mémoire CD8
(Fujimoto et al., 2004; Loré et al.,, 2003; Takeda et al., 2017). Le poly(l:C) permet également de
controler le développement des tumeurs implantées chez la souris (Azuma et al., 2016; Salmon et al.,
2016; Takeda et al., 2017) de facon dépendante des cDC1 (Azuma et al., 2016), et conduit a la
régression complete des tumeurs lorsqu’il est injecté en combinaison avec des anticorps anti-PD-L1
(Salmon et al., 2016; Takeda et al., 2017). Cependant, le réle des IFN-III potentiellement produits par
les cDC1 activées par ce ligand de TLR n’a jamais été décrit ou analysé dans ces modéles. Nous
pourrions donc utiliser le modéle NOP23 de tumeur mammaire implanté dans des souris déficientes
pour le récepteur IL-28Ra (//128ra ") et traitées par poly(l:C) pour évaluer I'implication des IFN-A dans
I'immunité antitumorale et la réponse aux immunothérapies. Chez 'Homme, le poly(l:C) augmente la
capacité de présentation croisée des cDC1 circulantes in vitro (Nizzoli et al., 2013). Il serait donc
intéressant d’évaluer le role des IFN-III dans la cross-présentation d’Ag par des cDC1 générées in vitro
(CD34-DC) en utilisant un anticorps anti-IL-28Ra neutralisant.

2. Ciblage des cDC1 par le poly(l:C) et mise en place d’une réponse antitumorale Thl

Bien que n’ayant pas abordé tout le versant présentation croisée par les TA-cDC1 pour le
moment, notre étude a tout de méme apporté des preuves de I'intérét du ciblage des cDC1 par un
ligand de TLR3 pour induire la synthese de multiples cytokines. En effet, I'activation de coupes épaisses
de tumeurs humaines par du poly(l:C) permet d’induire la synthése d’IFN-A1 mais aussi de CXCR3-L et
IFN-y, expliquant alors les corrélations observées dans les surnageants de dilacération de tumeurs. Un
TLR3-L conduirait donc non seulement a la production de molécules nécessaires au recrutement des
effecteurs immunitaires cytotoxiques dans les tumeurs, mais aussi a leur activation comme le
témoigne l'induction de I'IFN-y. Bien que de nombreux types cellulaires expriment TLR3, dont les
cellules tumorales mammaires (Salaun et al., 2006, 2011), nous avons démontré par cytométrie en flux
que seules les cDC1 produisent de I'IFN-A1 en réponse a poly(l:C). En revanche, I'activation étant
relativement longue (48h), nous ne pouvons pas affirmer que les chimiokines induites par le poly(l:C)
sont elles aussi directement produites par les cDC1.

Il est important de noter ici que les TA-cDC1 ne semblent pas inhibées par le
microenvironnement tumoral pour leur synthése d’IFN-A en réponse a un ligand de TLR3,
contrairement aux pDC dont la fonction de production d’IFN-a est altérée dans les tumeurs de sein et
d’ovaire (Labidi-Galy et al., 2011; Le Mercier et al., 2013; Sisirak et al., 2012). De facon cohérente, une
récente étude a mis en évidence l'importante plasticité des pDC soumises a de nombreuses
modifications transcriptomiques lorsqu’elles infiltrent les tumeurs. Les « cDC1-enrichies » ont quant a
elles un profil proche de la méme population identifiée dans les zones péritumorales saines (Michea
et al., 2018). Nous aimerions cependant affiner I'identification des TA-DC de cette étude, en utilisant
notre stratégie de FACS présentée dans les résultats, pour évaluer par RNAseq les modifications
transcriptomiques existant entre les DC infiltrant les tumeurs du sein ou de I'ovaire et les populations
présentes dans le sang des patientes. En effet, ils nous semblent primordial d’identifier les voies
modulées entre les DC circulantes et les TA-DC. Cette approche nous permettra de comparer le
transcriptome des différentes sous-populations, d’évaluer I'impact du microenvironnement tumoral
sur chacune d’entre elles, ainsi que d’identifier de possibles nouvelles cibles thérapeutiques. Nos
résultats soutiennent en effet I'hypothése selon laquelle les ¢cDC1 pourraient potentiellement
répondre a une stimulation in vivo et exercer ainsi une fonction antitumorale.
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VI. Conclusion générale

Nos travaux ont apporté de nouvelles informations quant a la composition de l'infiltrat
immunitaire des tumeurs humaines de sein et d’ovaire et démontrent la présence de plusieurs sous-
populations de DC. En ne se focalisant pas exclusivement sur les cDC1, nous avons pu montrer que
cette population n’est pas la seule des TA-DC a étre associée a une meilleure survie des patientes. En
revanche, nous avons mis en évidence la capacité spécifique des cDC1 a produire de I'lFN-Ill dans le
microenvironnement tumoral. Cette cytokine précédemment décrite pour son role dans I'immunité
antivirale n’avait jusqu’a présent jamais été identifiée dans un contexte tumoral chez 'Homme. Nos
données soulévent |'association entre les IFN-IIl produits par les cDC1 et un microenvironnement
soluble favorable au recrutement et a I'activation de réponses immunitaires Th1/CTL. Cette derniére
donnée pourrait potentiellement expliquer I'association existant entre I'expression des IFN-IIl ou de
leur récepteur et une meilleure survie des patientes. Enfin, notre étude souléve I'intérét de restimuler
les TA-cDC1 avec un ligand de TLR3 pour induire leur syntheése d’IFN de type lll, le recrutement ainsi
que l'activation d’effecteurs cytotoxiques nécessaires a I’élimination des tumeurs et a la réponse aux
immunothérapies.
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Abstract

Chronic hepatitis B virus (HBV) infection is a major health burden potentially evolving towards cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. HBV physiopathology is strongly related to the host immunity, yet the
immuno-pathogenic mechanisms of viral evasion from immune-surveillance are still misunderstood.
Dendritic cells (DCs) are crucial immune sentinels which orchestrate antiviral immunity and determine
the outcome of infection; however their precise involvement in HBV pathogenesis is not fully explored.
In a pioneer way, we investigated the phenotypic and functional features of both circulating and
intrahepatic BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 simultaneously in patients with chronic
HBV infection by designing a unique multi-parametric flow cytometry approach. We showed
modulations of the frequencies and basal activation status of blood and liver DCs associated with
impaired expressions of specific immune checkpoints and TLR molecules on circulating DC subsets.
Furthermore, we highlighted an impaired maturation of circulating and hepatic pDCs and cDCs
following stimulation with specific TLR agonists in chronic HBV patients, associated with drastic
dysfunctions in the capacity of circulating DC subsets to produce IL-12p70, TNFa, IFNa, IFNA1 and IFNA2
while intrahepatic DCs remained fully functional. Most of these modulations correlated with HBsAg
and HBV-DNA levels. Conclusion: We highlight potent alterations in the distribution, phenotype and
function of all DC subsets in both blood and liver, revealing that HBV may hijack the immune system
by subverting DCs. Our findings provide innovative insights into the immuno-pathogenesis of HBV and
the mechanisms of virus escape from immune control. Such understanding is promising for developing

new therapeutic strategies restoring an efficient immune control of the virus.

Keywords: Hepatitis B virus, Human dendritic cell subsets, Antiviral immune responses, Viral immune

evasion.

182



Introduction

Infection with Hepatitis B virus (HBV) is a major health problem affecting around 3.61% of the global
world population®. HBV is a double stranded DNA virus transmitted through blood, which specifically
infects hepatocytes and can cause chronic liver diseases such as cirrhosis, liver failure, and liver cancer?®
3, The natural history of HBV infection is the result of complex interactions between the replicating
non-cytopathic virus and host’s immune system® While 95% of infected adults are capable of
spontaneously clearing the viral infection within six months, 30-90% of infected children cannot clear
the infection during their lifetime and are more likely to become chronic patients®”. Whereas patients
who clear the infection elicit potent humoral responses and cytotoxic effectors specific of viral antigens
(HBsAg, HBcAg) able to eliminate the virus and virally-infected cells, patients who evolve toward
chronic infection display weak and inappropriate responses. The physiopathology of HBV is strongly
related to the host immunity, yet the mechanisms of modulation of the immune system by the virus
are still misunderstood. Initiation of an effective antiviral immune response appears to be crucial for
the resolution of HBV infection. However, the early steps in the recognition of the virus by immune
cells and the functional consequences of this interaction remained to be studied.

A pivotal involvement of dendritic cells (DCs) is expected due to their central role in orchestrating
antiviral immunity. Indeed, DCs are able to detect viruses and their components through multiple
pattern recognition receptors (PRR), to subsequently produce large amount of antiviral cytokines
especially type | and type lll interferons (IFNs), and to cooperate with other immune effectors through
immune checkpoints. DCs have a unique ability to uptake antigens, perform cross-presentation and
prime virus-specific cytotoxic T cells®1°. DCs form a heterogeneous population consisting of specialized
DC subsets that differ in ontology, localization, surface marker expression, molecular phenotype,
cytokine production and antigen-processing and presentation capacity'’. There are 3 major DC subsets
in humans: or myeloid or conventional dendritic cells (cDCs) subdivided into two subsets based on the
differential expression of CD1c/BDCA1 (cDC2) and CD141/BDCA3 (cDC1) molecules!, and
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) expressing BDCA2 marker!?, Each DC subset displays its own
repertoire of toll like receptors (TLRs), underlying their functional specialization®°. TLR3 and TLR4 can
detect respectively double stranded RNA and molecular motif like lipopolysaccharide, while TLR7 and
TLR8 can detect single-stranded RNA and TLR9 can sense viral DNA® 12 | TLR7 and TLR9 are mainly
expressed in pDCs, while cDC subsets mostly express TLR3, TLR4 and TLRS, although TLR3 and TLR4
expression levels are almost exclusives on BDCA3+ cDC1 and BDCA1+ cDC2 respectively!® 12, TLRs
stimulation triggers the expression of co-activation molecules CD40, CD80 and CD86 on DCs, and the
production of wide amount of pro-inflammatory and anti-viral cytokines that can inhibit the viral

infection and modulate innate and adaptive anti-viral immunity®. The high plasticity of DCs allows them
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to orientate responses towards immunity or tolerance, depending on surrounding signals, which offer
to pathogens opportunity to subvert them to escape immunity®3 .

BDCA1+ cDC2 represent the main blood DC population, whereas BDCA3+ cDC1 are enriched within
hepatic DCs'*. BDCA3+ cDC1 are the most potent producers of IFN-A in response to viruses that induces

:C*> ¢ and are specialized in antigen cross-presentation,

TLR3 signaling or to synthetic RNA polyl
therefore actively participating in the control of hepatotropic viruses' 1”18, In the context of chronic
HBV infection, functional perturbations in DC subsets have been described!®?!, potentially through
HBsAg??, HBcAg?® or HBeAg?* viral antigens, which are present in large amount in the blood of patients.
It has been shown that BDCA1+ cDC2 can take up HBsAg, the main envelop glycoprotein present on
HBV infectious particles®. The effect of HBsAg on BDCA1+ cDC2 purified from healthy donors is
controversial. Indeed, it either contributes to DC dysfunction® or drives a strong activation of BDCA1+
cDC2 in a TLR4- and CD14-dependent manner?. Yet, few studies showed that circulating BDCA1+ cDC2
from HBV patients displayed impairment in their maturation associated with a defective IL-12
production upon stimulation?® 2> 2>, Viral particles?® or HBs/HBc viral antigens have also been found
within pDCs from chronic HBV patients?’, suggesting direct interactions between HBV and pDCs.
Decreased frequencies and functional impairment of circulating BDCA2+ pDCs from chronic HBV
patients have been reported?™?”:28, as well as inhibition of pDCs from healthy donors by HBV virus and
HBsAg?. We previously reported in vivo modulations of CD40 and CD86 expression in both blood and
liver BDCA2+ pDCs from chronic HBV patients compared to healthy donors®’, associated with an
altered OX40L expression and reduced IFNa production in response to TLR9 triggering leading to a
defective triggering of NK cytotoxic effectors®°. We also demonstrated that pDCs were able to trigger
functional virus-specific T cells from HBeAg-negative chronic HBV patients3.. Alterations of pDC
functions in HBV patients could be linked to the binding of HBsAg to BDCA2% % or to the impairment
of TLR9 expression®® 2. BDCA3+ cDC1 are prominently present in HBV infected liver'. Few studies
showed controversial impacts of IFNA on HBV replication in cell lines and mouse studies'® 32, but others
revealed that PEG-IFNA induced a significant reduction of HBV replication in HBeAg-positive patients®3,
suggesting that this cytokine may be valuable to fight chronic HBV infection. In addition, the group of
A. Woltman reported an impaired maturation as well as a reduced IFNA1 production by blood BDCA3+
cDC1 from chronic HBV patients after TLR3 triggering®®. However, the phenotype and function of both
circulating and hepatic DC subsets from HBV patients has not been extensively studied neither the
correlation of these alterations with the patient’s clinical parameters. Furthermore, it is still unknown
whether HBV impacts liver BDCA3+ cDC1 features. Hence, the mechanisms involved in the dysfunction
of all these cells, as well as those involved in the disturbances of the dialogues with other immune
effectors have not yet been completely elucidated, especially because of the difficulty to perform such

studies in the liver itself.
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Despite the crucial role of DCs in orientating antiviral responses and determining the outcome of
infection, their precise involvement in HBV pathogenesis is not fully understood. In this study, we
investigated in human how chronic HBV infection affects the functions of both blood and liver BDCA1+
cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1, by analyzing their basal activation status, their expression of
specific immune checkpoints and TLR molecules, and their ability to respond to specific TLR
stimulations. We also assessed the clinical relevance of these modulations. Our findings highlighted
major alterations of DC’s phenotype and function in chronic HBV patients, suggesting deep
impairments of the innate immune response. This study demonstrates that HBV may subvert DCs to
escape immunity and brought insights into the mechanisms of virus escape from immune control. A
better understanding of the mechanisms of subversion of DC functions by HBV may be promising for

developing new therapeutic strategies restoring an efficient immune control of the virus.

Materials and Methods

Patient and control samples

This study protocol conformed to the local ethics committee of Grenoble University Hospital (CHU
Grenoble) and the French Blood Service’s (EFS Auvergne Rhone-Alpes) Institutional Review Board and
were declared under the number DC-2008-787 and DC-2011-1487. Written informed consent was
obtained from each participant prior their enrolment in this study. Blood samples were obtained from
chronically HBV infected patients (HBV, 130 in total) and healthy donors (HD, 85 in total). Exclusion
criteria included infection with human immunodeficiency virus (HIV), co-infection with hepatitis C virus
(HCV), hepatitis D virus (HDV), other liver diseases, and current treatment with IFNa or
immunosuppressive agents. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
heparinized blood samples using Ficoll-paque density gradient centrifugation according to the
manufacturer's instructions (Eurobio, Courtaboeuf, France). Plasma samples were collected and stored
frozen. Serum HBsAg and viral load (HBV DNA) levels were quantified using the Abbott Architect
i2000sr QT assay (Abbott Diagnostics, Rungis, France) and COBAS Ampliprep/Tagman (Roche
Diagnostics, Meylan, France) respectively. Liver biopsy samples were obtained from 29 HBV-infected
patients and 33 non-viral infected patients comprising of 28 nonalcoholic metabolic steatohepatitis
(NASH), 2 unknown hypertransaminasemia, 1 primary sclerosing cholangitis (CSP), 1 primary biliary
cholangitis (CBP) and 1 unknown steatopathy. Briefly, liver tissue was reduced to cell suspensions using
a potter and the digested material was subsequently separated from other aggregates. Liver

mononuclear cells (LMNCs) were counted using a viability dye trypan blue 0.02%. A mean of 1.3.10°
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LMNCs was generally obtained after this procedure. The main clinical characteristics of the patients

are summarized in Supporting Table 1.

Flow cytometry phenotypic analysis

For phenotypic analysis, fresh PBMCs were stained with fluorochrome-labeled anti-human CD11c,
CD86, HLA-DR, OX40L, 4-1BBL (BD, Pont de Claix, France), Lin (Biolegend, San Diego, USA), CD40, CD45,
CD80, CD1c/BDCA1, TLR4 (Beckman, Villepinte, France), 4-1BBL (Clinisciences, Nanterre, France), ICOS-
L/CD275, TLR9 (eBiosciences/ ThermoFisher, lllkirch-Graffenstaden, France), BDCA2, BDCA3 (Miltenyi
Biotec, Paris, France), and GITRL (R&D systems, Abingdon, United Kingdom) antibodies. TLR3, TLR8 and
TLR9 staining were performed after surface molecules staining and cell permeabilization by using
fluorochrome-labeled anti-human TLR3 (Abcam, Paris, France), TLR8 (Novus Biologicals/R&D systems)
and TLR9 (eBiosciences/ ThermoFisher). Fresh liver cell suspension (LMNCs) were stained with anti-
human CD11c, CD86, HLA-DR(BD), Lin (Biolegend); CD40, CD45, CD80, CD1c/BDCA1(Beckman), BDCA2
and BDCA3 (Miltenyi Biotec) antibodies. Stained cells were then analyzed using a LSRII Flow Cytometer
or FACSCanto Il instruments and FACSDiva software (BD). Isotype controls were used to discriminate
positive cells from nonspecific background staining and dead cells were excluded with Live and Dead
cell stain (ThermoFisher). When the percentage expression was not enough to discriminate between
groups, mean fluorescence intensity (MFI) were analyzed and shown only when the mean percentage
of total positive cells was > 30%. BDCA1+ cDC2 where defined as CD45+Lin-HLA-DR+CD11c+BDCA1+
cells, BDCA2+ pDCs where defined as CD45+Lin-HLA-DR+CD11c-BDCA2+ cells, and BDCA3+ cDC1 were
defined as CD45+Lin-HLA-DR+CD11c+BDCA3"e" cells. To ensure quality control during the study, we
performed a systematic standardization of the fluorescence intensities using cytometer setup and

tracking beads (CST) (BD).

Functional analysis of circulating and intrahepatic DC subsets in response to TLRs triggering
Intracellular cytokine staining

For intracellular cytokine characterization, 500ul of fresh whole blood samples of healthy donors or
chronic HBV patients were cultured for 5 hours with or without toll like receptors (TLRs) ligands alone
or mixed together, comprising polyinosinic-polycytidylic acid (polyl:C, 100ug/mL), Imiquimod (R848,
1ug/mL) and Class A CpG oligonucleotide ODN-2336 (CpGa, 50ug/mL) (Invivogen, San Diego, USA).
During the last 4 hours, cells were incubated with 1ug/mL of Brefeldin A (BD, Pont de Claix, France).
Subsequently, cells were stained for surface molecules with fluorochrome-labeled anti-human CD11c,
HLA-DR (BD), Lin (Biolegend), CD45, CD1c/BDCA1(Beckman), Live and Dead (ThermoFisher), BDCA2
and BDCA3 (Miltenyi Biotec) antibodies. Cells were then fixed and permeabilized for intracellular

cytokine staining using the fluorochrome-labeled anti-human TNFa, IL-12p40/70 (BD), IFNa (Miltenyi

6

186



Biotec) antibodies and anti-human IFNA1 (Novus Biologicals/R&D systems, Lille, France) stained with
mix-n-stain CF488 (Biotum, Fremont, USA). Cytokine-producing cell frequencies were analyzed by flow
cytometry using LSRIl Flow Cytometer instrument and FACSDiva software (BD).

Maturation and cytokine secretion

To analyze the maturation of DCs upon TLR triggering, freshly isolated PBMCs and LMNCs from chronic
HBV patients or healthy donors / non-viral infected controls were cultured at a concentration of
1.10%cells/mL for 22 hours with or without a single or a mixture (MIX) of TLRLs comprising polyl:C
(30ug/mL), R848 (1ug/mL) and CpGa ODN-2336 (1pumole/L) (Invivogen). All cultures were performed
in RPMI 1640/GlutaMAX (Invitrogen, Saint Aubin, France) supplemented with 1% non-essential amino
acids, 100 upg/mL gentamycin, 10% fetal calf serum (Invitrogen/Thermoscientific, llIkirch-
Graffenstaden, France), and 1 mmol/L sodium pyruvate (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France).
Peripheral and hepatic DC’s activation status was measured by flow cytometry using fluorochrome-
labeled anti-human CD11c, CD86, HLA-DR (BD), Lin (Biolegend), CD40, CD45, CD1c/BDCA1, CD8O0
(Beckman), Live and Dead (ThermoFisher), BDCA2 and BDCA3 (Miltenyi Biotec) antibodies. Analysis
was performed using LSRIl Flow Cytometer and FACSDiva software (BD). PBMCs and LMNCs
supernatants were harvested after 22 hours of culture and cytokine secretions of IL-12p70, IFNa2,
IFNA1, TNFa, TGFB1, IFNB, IP10, MCP-1 and IFNA2 were measured by Luminex Technology (Bio-Rad,
Marnes-la-Coquette, France). Cytokines were divided into 4 panels based on assay dynamic
compatibility. Each 96-well plate included 8-fold serial dilutions of standards tested in duplicate and
samples. The experiment was then performed according to manufacturer’s magnetic Luminex
screening assay protocol (Bio-Rad). Briefly, a microparticle cocktail of capture beads, cell supernatants
or cytokine standards were added to a 96-well plate. Following incubation, plates were washed and a
biotin antibody detection cocktail was added. After incubation, streptavidin-Phycoerythrin (PE) was
added and plates were read on the MAGPIX®200 instrument. Raw data were analyzed using the
XPONENT® software. Inter-assay variability was determined by quantifying the same control sample
on each day of analysis, which was frozen in multiple aliquots thawed once on the day of the assay.
Cytokine secretion was reported to corresponding major DC subsets by calculating the amount/10/5

DC number.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Mann—Whitney non-parametric U-test, 2-way row matching
analysis of variance (2 way RM-ANOVA) and Spearman correlation using Graph Pad Prism software

version 5.01 (Graph Pad, La Jolla, CA).
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Results

Circulating and intrahepatic BDCA1+ cDC2, BDCA2+pDCs, and BDCA3+ ¢DC1 from chronic HBV
infected patients display an altered frequency

The features of circulating and liver-infiltrating DC subsets from chronic HBV patients are not well
studied due to the limited amount of blood and biopsy materials. We designed a multiparametric flow
cytometry analysis strategy allowing the simultaneous and extensive analysis of the phenotype of the
three major DC subsets, from blood or liver samples (Supporting Fig. S1A). Among CD45+ cells within
PBMC from fresh blood or LMNCs from liver cell suspensions, DCs were identified by their lack of
expression of Lin markers and their positivity for HLA-DR. Then, BDCA1+ cDC2 were defined as CD11c+
CD1c/BDCA1+ cells, pDCs identified as CD11c-BDCA1-BDCA2+ cells, and BDCA3+ cDC1 picked out as
CD11c+BDCA3Me" cells (Supporting Fig. S1A). Evaluation of the proportions of BDCA1+ cDC2, pDCs and
BDCA3+ cDC1 highlighted significant reduced frequencies of all circulating DC subsets in chronic HBV
patients compared to healthy donors (Fig. 1A). Importantly, our study revealed a significantly higher
frequency of BDCA2+ pDCs in liver from chronic HBV patients compared to non-viral infected controls
(Fig. 1A) while similar percentages of BDCA1+ and BDCA3+ cDCs were observed in liver from HBV and
non-HBV infected patients, suggesting a specific active recruitment of pDCs in the liver of HBV patients.
Notably, the frequency of circulating BDCA1+ cDC2 negatively correlated with HBsAg level (spearman
r= -0.47, p=0.007) whereas the proportion of intrahepatic BDCA2+ pDCs positively correlated with
HBsAg level (spearman r=0.58, p=0.012) (Supporting Fig. S1B), suggesting that HBV virus may
modulate DC subsets repartition in blood and liver. In addition, frequencies of circulating and
intrahepatic DC subsets were also correlated between them in chronic HBV patients (Supporting Fig.
S1C, S1D), suggesting that all DC subsets were modulated simultaneously. Thus, chronic HBV infection

appears to decrease peripheral DC subset frequencies and favor pDC’s infiltration into the liver.

The modulated expression of immune checkpoints by circulating DC subsets from chronic HBV
patients correlates with viral load and HBsAg levels

We next investigated the basal activation status of the DC subsets in both blood (Fig. 1B and
Supporting Fig.S2A) and liver (Fig. 1C and Supporting Fig.52A) samples from chronic HBV infected
patients. Analyses revealed that circulating and hepatic BDCA1+ cDC2 from HBV patients displayed
reduced expression of CD40 and/or CD80 (Fig. 1B and 1C) indicating that BDCA1+ cDC2 in HBV patients
are less activated compared to HD. In contrast, circulating (Fig. 1B) as well as intrahepatic (Supporting
Fig. S2B) BDCA2+ pDCs displayed an upregulation of CD40 suggesting that chronic HBV infection could

also modulate pDC activation status. Furthermore, we observed a lower expression of CD80 on
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circulating BDCA3+ c¢DC1 (Fig. 1B) while intrahepatic BDCA3+ cDC1 showed higher expression of CD40
activation marker (Fig. 1C) which correlated positively with HBsAg level (Supporting Fig. S2C). This
suggests that circulating BDCA3+ c¢DC1 with an immature status become activated when infiltrating
HBV-infected liver. Interestingly, CD80 expression was correlated between peripheral BDCA1+ cDC2
and BDCA3+ cDC1 (Supporting Fig. S2D), as well as between intrahepatic DC subsets (Supporting Fig.
S2E) in chronic HBV patients, suggesting that HBV infection modulates CD80 expression simultaneously
on blood and liver DCs subsets. In addition, significant correlations were obtained between the
expression of co-activation markers by DCs from blood (Supporting Table 3) or liver (Supporting Table
5) of chronic HBV patients and parameters linked to HBV chronic infection (HBsAg and HBV DNA),
pointing out the clinical relevance of the modulation of the basal activation status of DC subsets.

As DCs are crucial in immune response induction and regulation, we further assessed the expression
of co-stimulatory/co-inhibitory molecules involved in DC cross-talks with other immune effectors,
including OX40L, 4-1BBL, GITRL, ICOSL, and PDL1 (Fig. 2 and Supporting Fig. S3A). The expression of
both OX40L and 4-1BBL co-stimulatory molecules expression was significantly down-regulated on
BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 while only OX40L expression was reduced on BDCA1+ cDC2 (Fig. 2A)
from chronic HBV patients compared to healthy donors. The proportion of blood and liver DC subsets
expressing the co-inhibitory molecule PDL1 was similar between chronic HBV patients and controls
(Supporting Fig. S3B), but negatively correlated with viral load in viremic patients for BDCA1+ c¢DC2
and BDCA2+pDCs (Supporting Table 2 and 3). Importantly, the proportion of cells expressing these
checkpoint inhibitors is negatively correlated with HBV DNA levels in viremic patients (Supporting Fig.
S3C) and/or HBsAg levels (Supporting Table 2, 3, and 4). Furthermore, analyses highlighted tight
correlations of the expression of OX40L and 4-1BBL between peripheral BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs,
and BDCA3+ cDC1 in chronic patients (Fig. 2B), indicating that expression of costimulatory molecules
on chronic HBV patients is impaired in the same way on all blood DCs subsets. Hence, these results
indicated that by altering the immune checkpoints OX40L and 4-1BBL expression on blood DC subsets,
HBV may subvert DC cross-talks with other immune cells and impair the subsequent activation of anti-
viral immune effectors.

TLR4, TLR8 and TLR9 expression is altered in blood DC subsets from chronic HBV patients

To assess the influence of chronic HBV infection on DC ability to sense pathogens through TLR, we first
investigated the basal expression levels of specific TLRs on each DC subset by flow cytometry (Fig. 3
and Supporting Fig. S4). We observed a significant alteration of TLR4 and TLR8 expression on BDCA1+
cDC2 as well as a reduced expression of TLR9 on BDCA2+ pDCs (Fig. 3) from chronic HBV infected
patients compared to healthy donors. Our results also revealed a tendency to a down-regulation of
TLR3 expression on BDCA3+ cDC1, although not significant (Fig. 3). These data strongly suggest that

HBV impairs TLRs expression by circulating DCs which may lead to a defect of their innate functions.
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Taken together, these data indicated that chronic HBV infection could impair pattern recognition

receptors expression on DC subsets which may in turn reduce their innate immune functions.

The maturation of circulating and hepatic pDCs and ¢cDCs upon TLR triggering is impaired in chronic
HBV patients according to HBsAg levels

To understand whether the alterations of TLR expression on circulating DC subsets resulted in an
impairment of their ability to respond to TLRL stimulation, we monitored the expression of activation
molecules by BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ c¢DC1 in response to specific single or combined
TLR ligands (Fig. 4 and Supporting Fig. S5). For this purpose, the expression of CD40, CD80, and CD86
was studied after stimulation of PBMCs with or without TLR3-L (polyl:C), TLR7/8-L (R848) and TLR9-L
(CPGa) alone or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPGa). The upregulation of CD40, CD80, and CD86
(% and/or MFI) was significantly hampered on circulating BDCA1+ cDC2 (Fig. 4A and Supporting Fig.
S5A), BDCA2+ pDCs (Fig. 4B and Supporting Fig. S5B), and BDCA3+ cDC1 (Fig. 4C and Supporting Fig.
S5C) from chronic HBV patients compared to healthy donors upon TLR3, TLR7/8, and/or 9 triggering.
Extensive analyses showed that these modulations were positively correlated between peripheral
BDCA1+ cDC2 and BDCA2+ pDCs (Supporting Fig. S6A) in chronic patients, with also cross-correlations
between the activation markers (Supporting Fig. S6B). These data indicate that the maturation of
peripheral DC’s after TLR triggering is altered alike on all blood DCs subsets in chronic HBV patients.
Interestingly, further analyses indicated significant negative correlations between the impaired
maturation status of DCs from chronic HBV patients with HBV DNA and HBsAg levels (Fig. 4D and
Supporting Table 2, 4). Hence, these data indicated that circulating DC subsets from chronic HBV
patients exhibit dysfunctional maturation responses to TLR stimuli that are closely linked to liver
and/or viral parameters.

Due to the limited amount of biopsy material, we assessed the ability of intrahepatic DCs to respond
to TLR triggering by stimulation of the liver cell suspensions with only the mixture of TLR ligands (MIX:
polyl:C+R848+CPG,). The ability of BDCA1+ c¢DC2 to mature in response to TLR triggering was similar
between chronic HBV patients and controls (Fig. 5A). Noteworthy, we revealed an impairment of the
upregulation of CD40 and CD86 molecules on hepatic BDCA2+ pDCs and of CD40 and CD80 markers on
hepatic BDCA3+ cDC1 (Fig. 5A) from chronic HBV patients compared to controls. In addition, we
showed that the impaired upregulation of CD80 on BDCA3+ cDC1 upon TLR triggering was correlated
to patient viral load (spearman r=-0.681, p=0.050) (Fig. 5B). Further analyses revealed that the
expression of CD86 after TLRs stimulation correlated between intrahepatic DC subsets (Supporting Fig.
S7A, S7B, S7C) in chronic HBV patients. BDCA1+ cDC2 maturation was similar between chronic HBV
patients and controls after TLR triggering. Taken together, these results suggest that HBV infection

modulates the hepatic DC’s maturation in a comparative way on pDC and c¢DC1 liver DCs. Taken
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together, these results strongly suggest that HBV infection can impair DC's maturation at both

peripheral and hepatic levels and that could be linked to liver disease state and/or viral parameters.

¢DCs and pDCs from blood of chronic HBV patients display an impaired antiviral cytokine production
upon TLR triggering that correlates with HBV infection parameters

The functional capacity of blood DC subsets to produce cytokines in response to TLRL stimulation was
next investigated by performing intracellular labeling of IL-12p40/70, TNFa, IFNa, and IFNA1 (IL-29)
upon culturing whole blood cells 5h with or without single or mixed TLRL (Fig. 6 and Supporting Fig.
S8A). We observed significant impairments of IL-12p40/70 and TNFa production under stimulation
with polyl:C, R848, and/or mixed TLR (MIX) agonists by BDCA1+ cDC2 from chronic HBV infected
patients compared to healthy donors (Fig. 6A). Importantly, BDCA2+ pDCs from chronic HBV patients
displayed an impaired production of IFNa, TNFa and IFNA1 under R848 and/or mixed TLR ligands (MIX)
stimulation compared to controls (Fig. 6B). Furthermore, we highlighted an altered production of
IFNA1, TNFa, and IL-12p40/70 under polyl:C, R848, and/or mixed TLRL (MIX) stimulation by BDCA3+
c¢DC1 from chronic HBV patients compared to controls (Fig. 6C). Interestingly, the proportions of
cytokine-producing cells within each DC subset after TLRs stimulation were highly correlated in chronic
HBV patients, as observed for IL-12p40/70- and TNFa-producing BDCA1+ cDC2 (Supporting Fig. S8B),
IFNa- and TNFa-producing BDCA2+ pDCs (Supporting Fig. S8C), and IFNA1-, TNFa-, and IL-12p40/70-
producing BDCA3+ c¢DC1 (Supporting Fig. S8D). Moreover, the impaired productions of anti-viral
cytokines upon TLR triggering within specific blood DC subsets were closely related, as we observed
positive cross-correlations between IFNa/TNFa-producing-BDCA2+ pDCs, IL-12p40/70/TNFa-
producing BDCA1+ c¢DC2, and IFNA1-producing BDCA3+ cDC1 (Supporting Fig. S9A, S9B, S9C). Notably,
we noticed that impairments of peripheral BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 to produce
IFNA1, TNFa, and IL-12p40/70 were negatively correlated with HBsAg or HBV DNA levels from chronic
HBV patients (Supporting Fig. S9D, Table 2, 3 and 4). All together these data indicate that the capacity
of circulating DC subsets to produce anti-viral cytokines upon TLR activation is highly impaired in
chronic HBV infected patients. Due to the limited number of cytokines that could be analyzed by
intracellular staining, we explored the secretion of a larger panel of cytokines and chemokines by
Luminex in the supernatants of PBMCs stimulated or not with a single or a mixture of TLR ligands. We
observed a lower production of IFNa2, IFNB, IFNA1, and IFNA2 anti-viral cytokines upon stimulation of
PBMC with polyl:C and/or CpGa TLR ligands (Supporting Fig. S10A). Interestingly, there was a tendency
in a negative correlation between IFNA1 secretion in response to polyl:C with HBsAg level in chronic
HBV patients (not shown) suggesting that HBsAg may modulate peripheral IFNA1 production. As we
know which DC subsets are the major producers of specific cytokines, we assessed the impact of HBV

on each DC subset’s for specific cytokines by expressing the concentration of the secreted cytokines
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IL-12p70 per cDC1+cDC2, IFNa2 and IFNB per pDCs, IFNA1 and IFNA2 per c¢DCl+pDCs in the
corresponding samples. Analyses confirmed an impaired secretion of IL-12p70, IFNa2, IFNB, IFNA1, and
IFNA2 in the corresponding DC producing them upon polyl:C, CpGA and/or MIX stimulation (Fig. 6D),
that negatively correlated with HBV viral load in patients (Supporting Fig. S10B, Supporting Table 5).
Among the other cytokines or chemokines commonly produced by DC family, we found an
overexpression of the chemokine MCP-1 upon polyl:C and CpGa stimulation (Supporting Fig. S11A)
that positively correlated with HBsAg levels (Supporting Fig. S11B). This data suggests that HBV may
favor the recruitment of immune cells like monocytes or dendritic cells to the sites of inflammation or
infection. In an interesting way, we also highlighted a significant increased production of the
immunosuppressive cytokine TGF-B1 by PBMC from chronic HBV patients compared to healthy donors
under steady state conditions that was conserved upon stimulation with TLRL (Supporting Fig. S11A).
Taken together, these data indicated that HBV impairs antiviral cytokine production and increase

immuno-regulatory cytokine secretion by blood DC subsets.

Intrahepatic BDCA1+ c¢DC2 from chronic HBV patients display higher cytokine production upon TLR
triggering

We investigated the impact of HBV on cytokine production by LMNCs upon stimulation with a mixture
of TLRL (Fig. 7). Most of the cytokines/chemokines analyzed were similarly produced by LMNCs from
chronic HBV patients and controls (Fig. 7A) but positively correlated with HBsAg level in patients (Fig.
7B, Supporting Table 6). IFNa2 secretion by hepatic cells was not shown because samples were below
the detection limit of the assay. As previously described for PBMCs, we calculated the concentration
IL-12p70 per cDC1+cDC2, IFNa2 and IFNB per pDCs, IFNA1 and IFNA2 per c¢DCl+pDCs in the
corresponding samples. Very interestingly, analyses highlighted a similar ability of intrahepatic DCs to
secrete of IL-12p70, IFNB, IFNA1 and IFNA2 in patients compared to controls (Fig. 7C). These results
suggest that intrahepatic DC subsets are still functional with an improved capacity to respond to TLR
triggering by secreting the critical IL-12, IFNB, IFNA1, and IFNA2. Notably, the productions of anti-viral
cytokines upon TLR triggering within specific hepatic DC subset were closely related, as we observed
tight positive cross-correlations between [L-12p70-producing-cDC1+cDC2 and IFNA2-producing
cDC1+pDCs, as well as strong positive cross-correlations between IFNB-producing-pDCs and
IFNA1/IFNA2-producing cDC1+pDCs (Supporting Fig. S12). Hence, the higher levels of pro-
inflammatory cytokines in the liver following TLR activation could indicate that HBV might favor liver
inflammation that could lead to a worsening of the liver disease, while dampening DCs' fitness driving

an impaired anti-viral immunity.
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Discussion:

DCs are crucial immune sentinels which play a central role in viral infections because of their unique
ability to rapidly sense pathogens or virus-infected cells through TLR and trigger antiviral effectors
through co-activation and co-stimulatory molecules, as well as production of several cytokines. HBV
develops multifaceted strategies to evade this immune surveillance, yet the pathogenic mechanisms
of this escape remains poorly investigated. We highlight here potent alterations in the phenotype and
function of circulating and hepatic BDCA1+, BDCA2+ and BDCA3+ DC subsets, revealing that HBV may
subvert DCs to escape immune control. DCs analyses have been primarily limited to circulating BDCA1+
c¢DC2 and BDCA2+ pDCs of chronic HBV patients. Very few studies have investigated the impact of HBV
on blood BDCA3+ ¢DC1 and even less studies assessed the features of hepatic DC subsets as well as
the functionality of DCs directly in patients. This work provides novel insights into the immuno-
pathogenesis of HBV and the reasons for the failure of the triggering of an effective anti-viral immune
response.

In the context of HBV infection, most studies on DCs were performed by analyzing the impact of HBV
or HBV antigens in vitro on DCs purified from healthy donors, and/or in patients but limited to the
assessment of activation markers and few cytokines. In the present work, we performed an extensive
analysis of the phenotype and function of the three major DC subsets simultaneously, directly in vivo
in HBV patients, in both blood and liver, and by examining frequency, activation markers but also
immune checkpoints, TLR expression, and their ability to secrete a large panel of cytokines including
type I and type Il IFN in response to TLR triggering. All these parameters are critical in determining the
outcome of subsequent immune responses triggered by DCs and deciphering about the immune-
pathogenesis of HBV infection.

We first showed reduced frequencies of the 3 circulating DC subsets (BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs as
well as BDCA3+ cDC1) together with an increased frequency of pDCs in the liver in patients with chronic
HBV infection compared to non-infected samples. Perturbations of circulating DC subsets have been
already reported in HBV patients, especially lower frequencies of blood BDCA1+ cDC2 and BDCA2+
pDCs?” 3%, Accumulation of CD11c+ cells3*3°, pDCs3> and BDCA3+ cDC1® into portal areas of the liver
of HBV patients were highlighted by assessing the density of these cells upon immunohistochemical
staining of liver sections. We performed flow cytometry analyses of LMNCs, which allows analyzing a
larger portion of tissue and more precisely defining DC subsets using a combination of several markers,
which may explain the discrepancies between our results and the one from other teams, as we
observed no difference between hepatic mDC subsets from chronic HBV patients compared to
controls. Interestingly, our study revealed tight correlations between frequencies of DC subsets, both
in circulation and in liver, suggesting that DC’s frequency modulations by HBV are simultaneously
affected. In addition, we observed a strong negative correlation between the frequency of peripheral
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BDCA1+ cDC2 and plasmatic HBsAg levels, while the frequency of hepatic BDCA2+ pDCs correlated
positively with HBsAg levels. Our data together with other studies suggest an active recruitment of
pDCs from the blood to the inflamed liver and local sites of infection. HBV may therefore directly
impact DC trafficking, although we cannot exclude other factors which may result in reduction of
circulating DC pools such as the potential direct impact of HBV or HBV-derived factors on DCs
enhancing their susceptibility to apoptosis?’, or the potential reduction of DC progenitors within the
bone marrow3* 3¢,

We show that blood and/or liver BDCA1+ cDC2 display an impaired basal expression of co-activation
(CD40, CD80) and co-stimulatory (OX40L) markers associated with a reduced expression of TLR8 and
TLR4 sensors. Interestingly, we also highlight impairments in the ability to mature as well as in the
secretion of IL-12p70 and TNFa upon TLR3, TLR8 for circulating BDCA1+ cDC2 of chronic HBV patients
compared to controls, whereas liver BDCA1+ cDC2 display no impairment in their maturation capacity
and a potential improved response to TLR triggering. These results bring additional evidences to
observations describing decreased expression of co-activation molecules and defective IL-12
production by circulating BDCA1+ cDC2 of patients with chronic HBV infection?> 2% 2>, The observed
modulations of maturation and cytokine secretion upon TLR triggering could result either from a direct
effect of specific TLR on corresponding DC subsets or can be linked to the indirect impact of other DC
subsets. In addition, we describe for the first time correlations between BDCA1+ cDC2 impairments
and plasmatic HBV DNA and HBsAg levels, indicating a direct impact of HBV and/or HBV proteins and
chronic inflammation on BDCA1+ ¢DC2 phenotype, maturation and function. Indeed, it is known that
the liver and peripheral blood of HBV infected individuals can reach levels of 10°-10% infectious
particles per mL and 10,000-fold higher concentrations of HBsAg®. This may allow multiple
interactions between the virus / viral particles, and DCs. Previous data reported in vitro that HBsAg can
interact with BDCA1+ c¢DC2 from healthy donors in a TLR4- and CD14-dependent manner?? or via the
mannose receptor®®, potentially resulting in HBsAg picking up by cDCs®. The subsequent impact of
HBsAg on cDCs is still controversial, triggering either an inhibition of cDCs function® or a strong
activation of BDCA1+ cDC2% depending on the source of HBsAg (purified from patients’ plasma or
recombinant form). HBcAg and HBeAg may also drive c¢DCs toward a regulatory / inhibitory
phenotype? 24, Hence, these results suggest that HBV may hijack the anti-viral immune responses
through hampering BDCA1+ cDC2.

We previously demonstrated that BDCA2+ pDCs from chronic HBV patients display a modulation of co-
activation and co-stimulatory markers in both blood and liver associated with a reduced ability to
produce IFNa following TLR9 triggering for blood BDCA2+ pDCs3°. We confirmed here on a new cohort
that blood and liver BDCA2+ pDCs from chronic HBV patients display a more activated status, and

further showed a down-regulation of OX40L and 4-1BBL expression together with an alteration of TLR9
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expression on circulating pDCs, associated with a defective maturation and a reduced IFNa, IFNA1, and
TNFa production in response to stimulation with TLR7/9L and the mixture of TLRL. This is in line with
other studies reporting an impairment of TLR9 expression on blood pDCs associated with an alteration
of pDC functions in the presence of HBV?% 2?7, The inability to reveal IFNa production by pDCs after CpGa
triggering following intracellular cytokine staining from whole blood (not shown) is concordant with
others studies revealing the incapacity to detect IFNa within pDCs after whole blood stimulation with
classical concentrations of CpGa*°. However, stimulation of PBMC with standard concentrations of
CpGa showed an impaired production of IFNa by pDCs from chronic HBV patients, both in proportion
(as revealed by intracellular staining) and in amount of cytokine per cells (as confirmed by analysis of
culture supernatant). IFNB production upon TLR9 triggering was also altered. Our analysis revealed
correlations between pDCs modulations and plasmatic HBV DNA and HBsAg levels, suggesting that
pDCs status is strongly linked to viral parameters and inflammation patterns. Results found in HBV
patients are concordant with the impact of HBV in vitro on BDCA2+ pDCs from healthy donors showing
that HBV actively inhibits pDC function through HBsAg and HBeAg, potentially by binding BDCA2
molecules? 2°, Interestingly, in response to TLR triggering, hepatic BDCA2+ pDCs were impaired in their
maturation capacity. Taken together, these data demonstrated functional defects of pDCs from
chronic HBV patients which might contribute to the failure to properly elicit anti-viral immune
responses required for long term viral control. Therefore, skewing pDCs may be a strategy used by HBV
to escape anti-viral immunity.

The proportion of BDCA3+ cDC1 within CD45+ cells is higher in HBV infected liver compared to blood;
yet, the scarceness of this subset renders their functional analysis extremely challenging. A single study
described that blood BDCA3+ cDC1 from chronic HBV patient display an altered capacity to mature and
to produce IFNA1 after TLR3 triggering®. However, the features of intrahepatic BDCA3+ c¢DC1 in chronic
HBV patients have never been explored before. For the first time, by performing phenotypic and
functional analyses on both blood and liver BDCA3+ cDC1, we demonstrate in chronic HBV patients
perturbations of their basal activation status, reduced expression of OX40L and 4-1BBL molecules, and
impaired TLR3 sensors associated with an alteration of the maturation capacity and deficient
production of IFNA1, TNFa and IL-12 following TLR3, TLR7/8, and/or TLR9 triggering. Analysis of
supernatants of TLR-stimulated PBMC confirmed the defective IFNA1 production following TLR3
triggering and highlighted also an impaired IFNA2 secretion. Notably, our analyses revealed tight
correlations between BDCA3+ cDC1 impairment and the clinical viral HBsAg and HBV DNA parameters,
suggesting a direct impact of HBV or HBV antigens on BDCA3+ c¢DC1’ functionality. This hypothesis is
supported by a study showing that, in vitro, exposition of “healthy” blood or hepatic BDCA3+ c¢DC1 to
HBsAg altered their capacity to produce IFNA1 upon TLR3 stimulation?®,
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The functional exploration of DC subsets within liver biopsies is very challenging. In contrast to the
reduced IL-12p70, IFNa, IFNB, IFNA1, and IFNA2 cytokine production that was observed in PBMC in
response to TLRs stimulation, IL-12, IFNB, IFNA1 and IFNA2 productions per corresponding hepatic DC
subsets were similar in chronic HBV patients compared to controls. Hence, these data suggest that
intrahepatic DC subsets are still functional with a tendency towards an improved capacity to respond
to TLR triggering by secreting the critical IL-12, IFNB, IFNA1 and IFNA2 antiviral cytokines. This is in
accordance with a recent study showing that liver specimen from patient with HBV infection did
produce IFNs and induce expression of interferon stimulating genes (ISG) following PRR stimulation?®.
These hepatic features were tightly linked with HBsAg levels, suggesting a differential impact of HBV
within the liver. Indeed, those crucial cytokines, besides being anti-viral cytokines, are also pro-
inflammatory cytokines that can be released by immune cells during HBV infection where it can
contribute to the liver inflammation®'. Hence, HBV and/or HBV proteins can impact DC function in
order to favor the chronic inflammation itself. This suggests that the capacities of intrahepatic DC
subsets can be restored using TLR ligands which are promising for immunotherapeutic purposes. In
addition, we showed an increased production of the immunosuppressive cytokine TGF-B1 by PBMC
from HBV patients without any stimulation, which was maintained upon TLRs stimulation. This result
is consistent with reported studies showing an up-regulation of TGF-B1 in HBV patients that can
suppress HBV replication and which might be associated with disease severity*> *3. Furthermore, our
study revealed increased production of MCP1 after TLR3 and TLR9 triggering of PBMCs from HBV
patients. This suggests that via MCP-1 production, HBV might also favor immune cell recruitment at
inflamed infection sites where they can increase the inflammation process and liver damages. This is
in line with reported data suggesting that higher MCP-1 levels are associated with poor clinical
outcomes in HBV infection*.

The original and novel multi-parametric design of our study offers the unique opportunity to decipher
the features of all three DC subsets within the same patient. Whereas no correlation between different
DC subsets have been investigated in previous studies, we show for the first time that most of the
alterations observed tightly correlated between BDCA1+ ¢DC2 and/or BDCA2+ pDCs and/or BDCA3+
cDC1, both for circulating and intrahepatic DCs. These observations indicate that the expression of co-
activation and co-stimulatory molecules, TLR expression, modulations of maturation markers and/or
cytokines secretion upon TLR triggering are subverted simultaneously on all DC subsets by HBV. Hence,
subverted DCs can potentially, in turn, cross-regulate the other immune cell subsets. This result is
supported by some studies presenting a cross-regulation between type | IFN and TNFa in immune-
mediated inflammatory disease®. These data suggest that modulations of circulating and hepatic DC
features can result from direct impact of HBV, or from interactions of DC components with HBV

proteins, as well as from cross-modulations of anterior modulated parameters on others.
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Taken together, our findings clearly demonstrate that the features of the 3 major DC subsets are deeply
subverted in chronic HBV patients in both blood and liver, and highlight the clinical relevance of these
observations. As BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 are crucial in driving anti-viral
responses, their phenotypic and functional alterations induced by HBV may subsequently impair
proper cross-presentation of viral antigens®, skew activation of cytotoxic effectors such as T cells and
NK cells®®, and prevent elicitation of B cell immunity*” which is ultimately required to counteract HBV
infection, and such hijacking of DCs may therefore favor disease persistence. Type | and type Il IFNs,
which are deeply hampered by HBV, are crucial to innate and adaptive immune responses to viral

infections®® 4°

and inhibition of HBV replication. These substantial evidences suggest a deep
impairment of the innate immune response, that, together with hijacking of other innate sensors®,
might alter the induction of effective adaptive immune responses and thus, explain the establishment
of a persistent HBV infection. Moreover, these results indicate that DCs are available in the liver where
they can be exploited to improve or redirect HBV-specific immune responses. For example, by
targeting hepatic BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs or BDCA3+ cDC1 with TLR4, TLR9, and TLR3 ligands
respectively, local IL-12, type | IFNs and IFNAs production important for HBV clearance could be
achieved. This work supports further investigations to assess the molecular mechanisms involved in
BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 subversion by HBV, in order to exploit DC plasticity to
restore efficient anti-viral responses. Our findings bring novel insights into the mechanisms of
orientation of immune responses by HBV and virus escape from immune control. They provide bases
for designing innovative immunotherapeutic strategies aiming at restoring DC functions through
unlocking of the inhibition triggered by the virus, and allowing to restore efficient immune control of

the virus and compromise the chronicity of infection.
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Figure legends

Fig. 1. Peripheral and intrahepatic DC subsets from chronic HBV patients displayed modulation of
their basal activation status. DC subset’s frequencies and expression of co-activation molecules CD40
and CD80 were analyzed by flow cytometry on peripheral blood and liver biopsies of chronic HBV
patients and healthy donors or non-viral infected controls. Frequency analyses of BDCA1+, BDCA2+,
and BDCA3+ DC subsets within (A) PBMC (from blood) and LMNCs (from liver biopsy) among alived
CD45+ cells. Open symbols, healthy donors (HD) or non-viral infected controls (CTRL) (blood, n=19-21;
liver, n=27 for BDCA2+ pDCs and n=15 for BDCA1+ and BDCA3+ cDC1); filled symbols, chronically HBV-
infected patients (HBV) (blood, n=28-30; liver, n=25-27 for BDCA2+pDCs and n=11 for BDCA1+ and
BDCA3+ cDC1). (B, C) Expression levels of the co-activation molecules CD40, CD80 and CD86 on
circulating (B) and intrahepatic (C) BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 ((B), open symbols,
HD (n=21); filled symbols, HBV (n =29-31) or (C) open symbols, controls (n=15); filled symbols, HBV
(n=11-12)). Results are expressed as percentages or MFI of positive cells. Bars indicate mean. P values
were calculated using the 2-way-RM ANOVA test (straight line, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) and

non-parametric Mann—Whitney test (dashed lines).

Fig. 2. Impaired OX40L and 4-1BBL co-stimulatory molecules expression on peripheral DC subsets
from chronic HBV patients. Co-stimulatory molecules expression was determined by flow cytometry
on peripheral DC subsets among fresh PBMC isolated from HD and HBV patients. (A) Percentages of
BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 expressing OX40L, 4-1BBL, ICOSL, and GITRL within
PBMC. Open symbols, HD (n=17-18); filled symbols, HBV (n =23-25). Bars indicate mean. P values were
calculated using the 2-way-RM ANOVA test (straight line) and the Mann-Whitney test (dashed lines).
(B) Spearman’s correlations of OX40L and 4-1BBL expression between peripheral BDCA1+mDC,
BDCA2+pDC and BDCA3+mDC subsets in chronic HBV patients (n=29-31).

Fig. 3. Impaired expression of TLR4, TLR8 and TLR9 in peripheral DC subsets from chronic HBV
patients. Surface (TLR4) or intracellular (TLR3, TLR8 and TLR9) expression of TLRs was evaluated by
flow cytometry on peripheral DC subsets from fresh PBMC isolated from HD and HBV patients.
Percentages of BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 expressing the TLR molecules within
the corresponding DC subset. Open symbols, HD (n=14-15 for TLR3,8,9 and n=27 for TLR4); filled
symbols, patients with chronic HBV (n =24 for TLR3,7,9 and n=35 for TLR4). Bars indicate median. P

values were calculated using the Mann-Whitney test.
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Fig. 4. Defective maturation of circulating BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 of chronic
HBV patients upon TLR triggering. PBMCs from HD or HBV patients were stimulated for 22 hours with
or without TLRLs (polyl:C, R848 or CPGx (ODN2336)) alone or mixed together (MIX:
polyl:C+R848+CPG,) and the expression of the maturation markers was measured by flow cytometry.
Percentages of CD40, CD80, and CD86 molecules on (A) BDCA1+ cDC2, (B) BDCA2+ pDCs and (C)
BDCA3+ cDC1. Open symbols, HD (n=13-18); filled symbols, HBV (n=22-26). P values were calculated
using the 2-way-RM ANOVA test (straight line) *p<0.05, **p<0.01 and non-parametric Mann—Whitney
test (dashed lines). Bar indicates mean. (D) Correlations between the expression of maturation
molecule on BDCA1+ c¢DC2 and BDCA3+ cDC1 from HBV patients and plasmatic HBsAg level (n=19-21)

(Spearman correlation).

Fig. 5. Altered maturation of intrahepatic BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 in chronic HBV patients
after TLRs stimulation. Liver-infiltrating mononuclear cell (LMNCs) suspensions from non-viral infected
controls or HBV patients were stimulated for 22 hours with a mixture of TLRLs (MIX:
polyl:C+R848+CPG,) and the expression of the maturation markers CD40, CD80, and CD86 was
measured by flow cytometry. (A) Percentages or MFI of CD40, CD80, and CD86 molecules on BDCA1+
cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1. Open symbols, CTRL (n=15-16); filled symbols, HBV (n=10-12).
P values were calculated using the 2-way-RM ANOVA test (straight line, *p<0.05) and non-parametric
Mann-Whitney test (dashed lines). Bar indicated mean. (D) Correlations between the maturation
molecule expression of CD80 on intrahepatic BDCA3+ cDC1 from viremic HBV patients after MIX

stimulation with viral load (n=9) (Spearman correlation).

Fig. 6. Impairment of intracellular IL-12p70, TNFa, IFNa and IFNA1 (IL-29) production by blood DC
subsets from chronic HBV patients upon TLR triggering. Whole blood samples were stimulated for 5
hours with or without polyl:C, R848, CPG, (ODN2336) alone or mixed together (MIX:
polyl:C+R848+CPG,) and the production of cytokines by each DC subset was measured by intracellular
staining by flow cytometry. Percentages of cytokine-expressing cells within (A) BDCA1+ cDC2, (B)
BDCA2+ pDCs, and (C) BDCA3+ cDC1. Open symbols, HD (n=20-24); filled symbols, HBV (n=20-26). (D)
Cytokine’s secretion by PBMC were reported to the absolute number of DCs present in sample before
stimulation with TLRLs by calculating the cytokine production per DC subset in each sample (amount
of cytokine / 105 DCs) for BDCA1+ cDC2 & BDCA3+ cDC1 (IL-12p70), BDCA2+ pDCs (IFNa2, IFNB) and
BDCA3+ cDC1 & BDCA2+ pDCs (IFNA1, IFNA2). Results are expressed in ng or pg/10/5 DC subsets. Open
symbols, HD (n=20-24); filled symbols, HBV patients (n=20-26). P values were calculated using the 2-
way-RM ANOVA test (straight line) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 ; and the Mann—Whitney test
(dashed lines).
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Fig. 7. Improvement of cytokine secretion by liver-infiltrating mononuclear cells (LMNCs) in chronic
HBYV patients upon TLR triggering. Liver-infiltrating cell suspensions (1X1076 cells/ml) from non-viral
infected controls or HBV patients were stimulated for 22 hours with a mixture of TLRL (MIX:
polyl:C+R848+CPG,) and the culture supernatants were examined for the presence of IL-12p70, IFNB,
IFNA1 (IL-29), IFNA2, TNFa, IP10, MCP1, IL-10, and TGF-R1 by Luminex technology. (A) Quantification
of cytokine secretion in the supernatants. Open symbols, HD (n=16); filled symbols, HBV (n=11-12). P
values were calculated using Mann—Whitney test. (B) Correlation between the IL-12p70 secretion by
intrahepatic DCs from HBV patients with plasmatic HBsAg levels (n=10) (Spearman correlation). (C)
Cytokine’s secretion by liver cell suspensions were reported to the absolute number of DCs present in
samples before stimulation with the mix of TLRLs (amount of cytokine / 10~5 DC) as shown for BDCA1+
cDC2 & BDCA3+ cDC1 (IL-12p70), BDCA2+ pDCs (IFNB) and BDCA3+ c¢DC1 & BDCA2+ pDCs (IFNAL,
IFNA2). Open symbols, HD (n=16-17); filled symbols, HBV (n=28-30). P values were calculated using
Mann—Whitney test.

Supporting Tables and Figures legends

Supporting Table 1: Clinical characteristics of patients included in this study.

Supporting Table 2: Correlations between peripheral BDCA1+ cDC2 features and clinical parameters
in HBV patients. The frequency and the expression of co-stimulatory and co-inhibitory as well as the
maturation and intracellular cytokine production upon TLR triggering were evaluated within BDCA1+
cDC2 from fresh PBMC isolated from HBV patients and correlated with the clinical viral parameters.
Spearman’s correlations between the BDCA1+ cDC2 features and viral load (n=10-12) and/or plasmatic
HBsAg level (n=23-30). Only spearman r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and 0.45< r 0.5 with p<0.01 or -

0.5< r £-0.45 with p<0.01 are shown. Blue: negative correlation. *p<0.05, **p<0.01.

Supporting Table 3: Correlations between peripheral BDCA2+ pDCs features and clinical patterns in
HBV patients. The expression of co-stimulatory, co-inhibitory and TLR molecules as well as the
intracellular cytokine production upon TLRL triggering were evaluated within BDCA2+ pDCs from fresh
PBMC isolated from HBV patients and correlated with the clinical parameters. Spearman’s correlations

between the BDCA2+ pDCs features and viral load (n=10-12) and/or plasmatic HBsAg level (n=23-30).
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Only spearman r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and 0.45< r 0.5 with p<0.01 or -0.5< r £-0.45 with p<0.01

are shown. Blue: negative correlation, *p<0.05.

Supporting Table 4: Correlations between peripheral BDCA3+ cDC1 features and clinical patterns in
HBV patients. The expression of co-stimulatory, co-inhibitory and TLR molecules as well as the
maturation and intracellular cytokine production upon TLRL triggering were evaluated within BDCA3+
cDC1 from fresh PBMC isolated from HBV patients and correlated with clinical parameters. Spearman’s
correlations between the secreted cytokines with viral load (n=10-12) and plasmatic HBsAg level (n=22-
30). Only spearman r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and 0.45< r <0.5 with p<0.01 or -0.5< r <-0.45 with

p<0.01 are shown. Blue: negative correlation, Red: positive correlation. *p<0.05, **p<0.01.

Supporting Table 5: Correlations between circulating DC subset features and clinical patterns in HBV
patients. PBMCs from HBV patients were cultured for 22 hours with or without TLRLs i.e. polyl:C, R848,
CPGa (ODN2336) alone or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPG,) and supernatants were harvested
for the analysis of secreted cytokines by Luminex technology. IFNa2, IFNA1 and IFNA2 secretion by
PBMC were reported to the absolute number of BDCA2+ pDCs and/or BDCA3+ cDC1 present in samples
before stimulation with TLRLs by calculating the cytokine production per DC subset in each sample
(amount of cytokine / 1075 DCs ). Only spearman r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and 0.45< r <0.5 with
p<0.01 or -0.5< r £-0.45 with p<0.01 are shown. Blue: negative correlation, *p<0.05, ***p<0.001.

Supporting Table 6: Correlations between intrahepatic DC subset features and clinical patterns in
HBV patients. DC subset’s frequencies and expression of co-activation molecules were analyzed by
flow cytometry on liver biopsies from chronic HBV patients. The activation status of DC subsets and
cytokine secretion by LMNCs were evaluated after TLR triggering with a mixture of TLRL (MIX) and
correlated with the clinical parameters. Spearman’s correlations between the BDCA1+ cDC2, BDCA2+
pDCs, and BDCA3+ cDC1 features and viral load and plasmatic HBsAg level (n=10-12). Only spearman
r20.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and 0.45< r £0.5 with p<0.01 or -0.5< r £-0.45 with p<0.01 are shown. Blue:

negative correlation, Red: positive correlation. *p<0.05, **p<0.01.

Supporting Fig. S1. Circulating and intrahepatic DC subset’s frequencies from chronic HBV patients
and healthy donors or non-viral infected controls. DC subset’s frequencies were analyzed by flow
cytometry on peripheral blood and liver biopsies of chronic HBV patients and healthy donors or non-
viral infected controls. (A) DC subsets gating strategy (representative flow cytometry plots of a HBV
patient). Fresh cell suspension was analyzed by first gating on lived living cells. The DC populations

were identified as CD45+HLA-DR+Lineage- (Lin: CD3/CD14/CD16/CD19/CD20/CD56) mononuclear
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cells and subdivided as CD11c+CD1¢c/BDCA1+ cDC2, CD11c-BDCA2+ pDCs, and CD11c+BDCA2-BDCA3+
cDC1. (B) Spearman’s correlations between the frequency of DC subsets from HBV patients and
plasmatic HBsAg levels (blood BDCA1+ cDC2, n=31; intrahepatic BDCA2+ pDCs, n = 18). (C) Spearman’s
correlations of frequencies between the three different circulating DC subsets (n=31) or (D)

intrahepatic DC subsets (n=10) from chronic HBV patients.

Supporting Fig. S2. Modulation of the basal activation status of circulating and intrahepatic DCs in
chronic HBV patients. The expression of the co-activation molecules CD40, CD80, and CD86 was
analyzed by flow cytometry on peripheral blood and liver biopsies of chronic HBV patients and healthy
donors or non-viral infected controls. (A) Representative flow cytometry plots of a HD or CTRL and HBV
patient. Fresh cell suspension was analyzed by first gating BDCA1+ c¢cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+
cDC1 as described above and the expression of activation molecules (here CD40) on each subset was
analyzed. (B) MFI of CD40 expression on CD40+ intrahepatic DC subsets. Open symbols, CTRL (n=15);
filled symbols, HBV (n =10-11). Bars indicate mean. P values were calculated using the 2-way-RM
ANOVA test (straight line) and non-parametric Mann—Whitney test (dashed lines). (C) Spearman’s
correlations of CD40 MFI on intrahepatic BDCA3+ cDC1 from HBV patients with plasmatic HBsAg levels
(n=12). (D) Spearman’s correlation of CD80 expression between peripheral BDCA1+ mDC and BDCA3+
mDC subsets in chronic HBV patients (n=30). (E) Spearman’s correlation of %CD80 between

intrahepatic BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 from chronic HBV patients (n=11-12).

Supporting Fig. S3. Modulation of co-stimulatory molecules expression on circulating BDCA2+ pDCs
in chronic HBV patients. OX40L, 4-1BBL and ICOSL expressions were determined by flow cytometry on
peripheral DC subsets from fresh PBMC isolated from HD and HBV patients. (A) Representative flow
cytometry plots of a HD and HBV patient. Fresh cell suspension was analyzed by first gating BDCA1+
cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 as described above and the expression of activation molecules
(here OX40L) on each subset was analyzed. (B) Flow cytometry quantification of PDL1 expression on
BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 from fresh PBMCs of HBV patients or healthy donors.
Open symbols, HD (n=21); filled symbols, HBV patients (n =29-31). Bars indicate mean. P values were
calculated using the 2-way-RM ANOVA test (straight line). (C) Correlations between %4-1BBL sion on

circulating BDCA3+ cDC1 from viremic HBV patients with viral load (n=11) (Spearman correlation).

Supporting Fig. S4. Gating strategy of TLR expression among circulating DC subsets. Fresh cell

suspensions were analyzed by first gating BDCA1+ cDC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 as described

above and TLR expression was analyzed in corresponding DC subset. Surface TLR4 and intracellular
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TLR8 in BDCA1+ cDC2, intracellular TLR9 inn BDCA2+ pDCs; and intracellular TLR3 and TLR8 in BDCA3+

cDC1. Representative flow cytometry plots of a HD and HBV patient.

Supporting Fig. S5. Altered maturation of blood DC subsets in chronic HBV patients upon TLRL
stimulation. PBMCs from HD or HBV patients were cultured for 22 hours with or without polyl:C, R848,
CPGa (ODN2336) alone or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPG,). Flow cytometry quantification of
CD40, CD80, and CD86 (MFI) on positive cells within (A) BDCA1+ cDC2, (B) BDCA2+ pDCs, and (C)
BDCA3+ cDC1. Open symbols, HD (n=13-18); filled symbols, HBV patients (n=22-26). P values were
calculated using the 2-way-ANOVA test (straight line, *p<0.05, **p<0.01) or the Mann—Whitney test
(dashed lines).

Supporting Fig. S6. Correlations of maturation molecules modulation upon TLR triggering between
circulating DC subsets in chronic HBV patients. PBMCs from chronic HBV patients were cultured for
22 hours with or without polyl:C, R848, CPG, (ODN2336) alone or mixed together (MIX:
polyl:C+R848+CPGA). The expression of the maturation markers CD40, CD80, and CD86 was measured
on blood DC subsets by flow cytometry. (A) Spearman’s correlations of single maturation marker
modulation after TLR stimulation between peripheral BDCA1+ c¢DC2, and BDCA2+ pDCs; (B)
Spearman’s cross-correlations between distinct maturation markers expression under TLR stimulation
between peripheral BDCA1+ ¢cDC2 and BDCA2+ pDCs in chronic HBV patients (Spearman correlation,
n=23-24). Only spearman r>0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and r>0.45 or r<- 0.45 with p<0.025 are shown.

Supporting Fig. S7. Correlations of maturation molecules modulation upon TLR triggering between
intrahepatic DC subsets in chronic HBV patients. LMNCs from chronic HBV patients were cultured for
22 hours with or without mixed TLRL (MIX: polyl:C+R848+CPGA). The expression of the maturation
markers CD40, CD80 and CD86 was measured on hepatic DC subsets by flow cytometry. Spearman’s
correlations of CD86 expression after stimulation with mixed TLRL between intrahepatic (A) BDCA1+
c¢DC2 and BDCA2+ pDCs, (B) BDCA1+ cDC2 and BDCA3+ cDC1, and (C) BDCA3+ cDC1 and BDCA2+ pDCs
in chronic HBV patients (n=10-11).

Supporting Fig. S8. Correlations between the intracellular productions of antiviral cytokines by
circulating DC subsets in chronic HBV patients after TLRLs triggering. Whole blood samples were
cultured for 5 hours with or without polyl:C, R848, CPG, (ODN2336) alone or mixed together (MIX:
polyl:C+R848+CPG,) and the production of intracellular cytokines by each subset was measured by
flow cytometry. (A) Representative flow cytometry plots of a HD and HBV patient. Fresh cell suspension

was analyzed by first gating BDCA1+ ¢DC2, BDCA2+ pDCs, and BDCA3+ cDC1 as described above and
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the intracellular production of corresponding cytokines (here 1L12p40/70 for BDCA1+ cDC2, IFNa for
BDCA2+pDCs, and IFNA1 for BDCA3+ cDC1) on each subset was analyzed. Spearman correlations
between the intracellular cytokine production by peripheral DC subsets from HBV patients within (B)
IL-12p40/70 and TNFa by BDCA1+ cDC2, (C) TFNa and IFNa by BDCA2+ pDCs and (D) TNFa, IL-
12p40/70, and IFNA1 by BDCA3+ cDC1 (n=23). Only spearman r>0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and r>0.45

or r<- 0.45 with p<0.025 are shown.

Supporting Fig. S9. The impaired productions of intracellular IL-12p70, TNFa, IFNa and IFNA1 (IL-29)
cytokines after TLRLs triggering are tightly correlated among peripheral DC subsets in chronic HBV
patients. Whole blood samples were cultured for 5 hours with or without polyl:C, R848, CPGx
(ODN2336) alone or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPGA) and the production of intracellular
cytokines by each subset was measured by flow cytometry. Cross-correlations between the
intracellular cytokine production were performed between (A) IL-12p70/TNFa-producing BDCA1+
cDC2 and IFNa/TNFa-producing BDCA2+ pDCs, (B) IL-12p70-producing BDCA1+ c¢DC2 and IFNA1-
producing BDCA3+ cDC1, and (C) IFNa-producing BDCA2+ pDCs and IFNA1-producing BDCA3+ cDC1
(spearman correlation, n=24). (D) Spearman correlations between cytokine production by
corresponding blood BDCA2+ pDCs and BDCA3+ cDC1 with HBsAg levels ( n=18-20) and viral DNA
(n=9). Only spearman r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05 and r>0.45 or r<- 0.45 or r>- 0.45 with p<0.025 are

shown.

Supporting Fig. S10. Hepatitis B infection impairs IFNa2, IFNB, IFNA1 and IFNA2 anti-viral cytokine
secretion from chronic HBV patients after TLR triggering. DC subset’s frequencies were analyzed by
flow cytometry on PBMC of chronic HBV patients and healthy donors as previously described. PBMCs
of HD or HBV patients were cultured for 22 hours with or without polyl:C, R848, CPG, (ODN2336) alone
or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPG,) and culture supernatants were examined for the
secretion of IL-12p70, IFNa2, IFNRB, IFNA1 (IL-29), IFNA2, TNFa, and TGFR1 by Luminex technology. (A)
Comparative cytokine secretion in HD and HBV patients (pg/ml). Open symbols, HD (n=14-16); filled
symbols, HBV patients (n=26-27). (B) IFNa2, IFNA1 and IFNA2 secretions by PBMC suspensions were
reported to the absolute number of BDCA2+ pDCs and/or BDCA3+ cDC1 present in samples before

stimulation and correlated with the viral DNA (n=11-12) in HBV patients.

Supporting Fig. S11. Modulation of the secretion of MCP-1 chemokine and increased regulatory TGF-
B1 secretion from PBMCs in HBV context after TLRLs triggering. PBMCs from chronic HBV patients
and healthy donors were cultured for 22 hours with or without polyl:C, R848, CPGx (ODN2336) alone

or mixed together (MIX: polyl:C+R848+CPG,) and the supernatant of culture was examined for
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cytokine secretion by Luminex technology. (A) Comparative secretion of MCP-1, IP-10, IL-10 and TGFR1
in HD and HBV patients (pg/ml). Open symbols, healthy donors (n=14-16); filled symbols, patients with
chronic HBV (n=27-28). P values were calculated using the 2-way-RM ANOVA test (*p<-0.05, straight
line) and the Mann—Whitney test (dashed lines). (B)Spearman’s correlations between MCP-1 cytokine

secretion by PBMCs from HBV patients and plasmatic HBsAg levels (n=27).

Supporting Fig. S12. Correlations between the secretions of IL-12p70, TNFa, IFNB, IFNA1 (IL-29) and
IFNA2 (IL-28A) cytokines after TLRLs triggering of LMNCs in chronic HBV patients. DC subset’s
frequencies were analyzed by flow cytometry on LMNC of chronic HBV patients as previously
described. Liver-infiltrating cell suspensions (1X1076 cells/ml) from HBV patients were stimulated for
22 hours with a mixture of TLRL (MIX: polyl:C+R848+CPG,) and the supernatant of the cultures were
examined for the presence of cytokine by Luminex technology. Cytokine’s secretion by liver cell
suspensions were reported to the absolute number of DCs present in samples before stimulation with
the mixture of TLRLs. Correlations between IL-12p70 reported to cDC1+cDC2 and IFNA2 reported to
cDC1+pDCs, and IFNB reported to pDCs and IFNA1 or IFNA2 reported to cDC1+pDCs (spearman

correlation, n=12).
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Supporting Table 1

Blood samples

Liver biopsy samples

HBeAg positive HBeAg negative
Classification
Chronic Chronic Chronic Chronic
infection hepatitis infection hepatitis Chronic Non viral
Hepatitis B 'Ilver
) ) diseases
Immune reactive HBeAg negative chronic
Old Immune inactive hepatitis
terminology tolerant carriers
untreated | Treated untreated | Treated
n 3 4 10 39 10 64 29 33
Age (y) 27 £9.82 |[35+11.27 (43 +£18.40| 39+14.58 (34 +14.75| 54+15.81 |37 £ 14.23|55+11.24
sex (%, 66.7/33.3 100/0 90/10 74.3/25.7 60/40 76.6/23.4 | 69/31 |51.5/48.5
Male/Female)
ALT level
(1U/L) 76.33 £ 54.35| 59 +49.24 (48 £ 15.70| 38 +16.57 |54 £40.13 |36 £ 14.21 |62 £39.91|72 £ 42.33
HBV DNA 8.230 6.743 £ 1.168 + 2422 + 3.888 1.192 + 4.420 )
(log10 IU/mL) 0 0.609 0.115 0.705 0.420 0.204 1.915
38588.5+ 16804 + 8105+ 9224 + 9159 + 4807+ 10355 +
HBsAg IU/mL -
1928.28 14553.86 | 7397.32 | 11262.22 | 6929.85 | 8283.90 | 8562.86
METAVIR A - 2+0.71 2+0.88 1+0.66 - 1+ 0.76 1+0.8 2+1.17
METAVIR F - + 1+0.98 1+1.05 - 2+1.04 |1+£1.003| 1+1.20
F3-F4 (%) - - - - - - 13,79 9,09
(oo/“)"eatme"t 02 02 100 P 0° 0° 100¢ | 3.44 9 -
(1]

Data are expressed as mean = SD unless indicated otherwise

a) No treatment (100%)

b) Tenofovir (100%)

c) 3,12% Entecavir+Tenofovir, 68,75% Tenofovir, 21,86% Entecavir, 4,69% Lamavudine, 1,56% Adefovir

d) 96.55% No Treatment, 3.44% Entecavir,

Abreviations: ALT, alanine aminotransferase; F, female; HBeAg, hepatitis B e antigen; HBsAg, hepatitis B s antigen;
HBV, hepatitis B virus; M, male ; n, number of patient; yoyesar; %, percentage




Supporting Table 2

Circulating BDCA1+ cDC2

Viral patterns

MIX

TLRL
stimulation
0,
Frequency within CD45+ % Frequency
Immune checkpoints: % OX40L+
Costimulatory and coinhibitory
molecules

%PDL1+
%CD40+
%CD80+

Maturation after TLRs triggering
MFI CD80+
%CD86+

Intracellular cytokine secretion
after TLRs stimulation

%IL-12p40/70+ [MIX

Spearman correlation r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05
and 0.45<r 0.5 with p<0.01
or -0.5<r <-0.45 with p<0.01

Blue : negative correlation

*p<0.05, **p<0.01

216

HBV DNA IU/mL
HBsAg IU/mL| on viremic HBV
patients




Supporting Table 3

Circulating BDCA2+ pDCs

Viral patterns

HBV DNA IU/mLon
viremic HBV patients

TLRL
stimulation HBsAg IU/mL
% OX40L+
Immune checkpoints:
Costimulatory and coinhibitory 5 -
molecules %PDL1+
% IFNa MIX
Intracellular cytokine R348
ti fter TLR
secre .|on a .er s b IENAL
Stimulation MIX
%TNFo+ R848

Spearman correlation r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05
and 0.45< r <0.5 with p<0.01
or -0.5< r <-0.45 with p<0.01

Blue : negative correlation

*p<0.05

217



Supporting Table 4

Circulating BDCA3+ cDC1

Viral patterns

TLRL
stimulation

HBV DNA IU/mL on

HBsAg IU/mL viremic HBV patients

Immune checkpoints:

secretion after TLRLs

Costimulatory and %41BBL+
coinhibitory molecules
MF1 CD40+
% CD80
Maturation after TLRLs [MFI CD80+
%CD86+
MF1 CD86+
Intracellular cytokine o4 IFNAM +

Spearman correlation r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05
and 0.45< r <0.5 with p<0.01
or -0.5<r <-0.45 with p<0.01

Blue : negative correlation

Red : positive correlation

*p<0.05, **p<0.01

218



Supporting Table 5

Circulating DC subsets

Viral patterns

Cytokines per 10r5 BDCA2+
pDC subsets

Cytokines per 10A5 c¢DC1+
pDC subsets

TLRL HBV DNA IU/mL on
stimulation |viremic HBV patients
IFNa MIX
R848
IFNA1
MIX
IFNA2 poly I:C

Spearman correlation r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05
and 0.45<r <0.5 with p<0.01
or -0.5< r <-0.45 with p<0.01

Blue : negative correlation

*p<0.05, ***p<0.001
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Supporting Table 6

Intrahepatic DC subsets

Viral patterns

HBsAg IU/mL

Co-Activation molecules and Frequency . TLRL.
stimulation
BDCA1+ cDC2 MFI CD40+
BDCA2+ pDCs % within CD45+
BDCA3+ cDC1 % CD40+ MIX
Secreted cytokines
TGF-B1 MIX
Cytokines secretion MCP1 |M|X
from LMNC IP10 |MIX
IL-12p70 IMIX

Spearman correlation r=0.5 or r<- 0.5 with p<0.05
and 0.45< r <0.5 with p<0.01
or -0.5< r =-0.45 with p<0.01

Red : positive correlation

*p<0.05, **p<0.01

220



Supporting Fig. S1
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Supporting Fig. S6
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Supporting Fig. S7

A Correlation intrahepatic BDCA1+ cDC2 & BDCA2+ pDCs
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