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Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des sous-populations de

monocytes dans les réponses immunitaires

Les monocytes sont des leucocytes circulants dont la caractérisation est longtemps restée
difficile. La dissection de I'ensembbie ces cellules en sepspulations fonctionnelles chez
I’'homme reste a ce jour insuffisante. Les monocytes sont cependant des précurseurs circulants
de plusieurs populations de cellules dendritiques et de macrophages tissulaires, et occupent
donc a ce tre une place prépondérante dans la mise en place des réponses immunitaires

normales et pathologiques.

A I'heure actuelle, trois soympulations sont décrites chez 'hommks monocytes
classiques CDI£D16"%Y les nonelassiques CDTA'CD16" et les inermédiaires
CD14'CD16'". Fonctionnellement, ces sepspulations sont diverses et hétérogenes et dotées
de propriétés proet antiinflammatoires apparemment redondantes. En pathologie, une
augmentation du ratio entre CD1@&t CD16°% monocytes a été détmi en situation
inflammatoire, suggérant un réle des premieres dans le développement et/ou I'amplification de
'inflammation. Parmi les monocytes natassiques, des cellules capables de détecter des
altérations de I'endothélium et ayant donc des progrigp&cifiques de surveillance du lit

vasculaire ont été identifiées et caractérisées.

Dans le but d'obtenir une meilleure définition des populations monocytaires et de les
subdiviser en sodgopulations ou l'identification des fonctions de ces cellubrsis plus
accessible, je me suis attachée, dans ce travail de thése, a analyser les différentes populations
de monocytes humains circulants de maniere aussi exhaustive que possible et avec les outils
d’analyse biologiques et informatiques actuels. Leslltats, obtenus par I'analyse en
cytométrie de flux de PBMC de 28 donneurs sains aprés marquage des cellules par vingt
anticorps dirigés contre les molécules de surface, ont révélé I'existence d’'une population de
monocytes de plus grande taille. Cefarge» monocytes se subdivisent également en
populations CD18%et CD16 (monocytes lal416™%et la1416). Les monocytes restant ou
« small» se composent de sm14+16neg largement majoritaires, délsh bt de sm14m16
auxquels se rajoutent des monasysm1416™9dont nous confirmons I'existence.dralyse
de I'expression des divers marqueurs sélectionnés a été faite par des méthodes d’analyse

classiques, manuelles, ainsi que par l'utilisation d’algorithmes d’analyssupenvisée. Les



résultats ontmontré les particularités d’expression propres a chaque population mais ont aussi
indiqué que I'hétérogénéité phénotypique a l'intérieur de ces six populations de monocytes
reste importante. Cependant, des profils d’expression qui sont partagés parplimmeurs

sains ont été identifiés. L'expression des molécules d’adhésion telles que CD49d, CD62L,
CD162, ainsi que CD43 a été particulierement utile pour cette identification. Quatre groupes
phénotypiques majeurs ont ainsi été définis chez les 28 dins&ns analysés.

Afin d’illustrer comment ces populations de monocytes évoluent en situation infectieuse et
inflammatoire, une analyse similaire a été faite chez trois patients septiques prélevés a deux
temps différents. Les résultats ont indiqué qeedkiarge» monocytes étaient présents dans
I'inflammation, avec également un ratio CDABD16"9 modifié. L'expression de HLADR
était, de maniere inattendue, conservée dans la populatioril6h1Bnfin, 'appartenance a

des groupes phénotypiques a ne @éterminée pour les patients.

Dans le but d’identifier des populations fonctionnelles des monocytes ainsi analysés, les
monocytes smI469 sm1416', sm14™M16', lal416"%¢t lal416" ont été purifiées a partir
de trois donneurs sains, différenciés en cellules dendritiques MoDC et testés pour leur capacité
a polariser des lymphocytes T allogéniques. Bien que les réponses aient été tres diverses, il a
été possible de relier les niveaux d’expression des cytokines produites par les T atlvés (
IL-4, IL-17, IL-10, 7 *) ) a I'expression de certains marqueurs sur les monocytes purifiés.
Ainsi, la production d’l-4 dans les caultures de lymphocytes T et MoDC issues de
monocytes smI46" était fortement corrélée au niveau d’expression de CD43 et CD49d chez
ces monocytes. L'analyse itérative des corrélations entre I'expression de CD43 et CD49d des
monocytes smI46" et la sécrétion d’It4 en ceculture MoDC Jdymphocytes T a permis la
purification d’'une population de monocytes circulants induisant exclusivement et fortement une
polarisation Th2. Ces résultats montrent I'existence de population de monocytes aux fonctions
prédéfinies des le stade circulant. lls permettent aussi de validanéthede efficace et
d’application plus générale pour l'identification de populations fonctionnelles dans des

échantillons complexes de cellules de phénotypes voisins.

Mots clefs : Monocytes, Sous -populations,Dérivé de monocytes, Cellules dendritiques

polarisation T, Sepsi€ytokines



Phenotypical and functional characterization of monocytes subset

in immune response

Monocytes are circulating leukocytes whose characterization has long been
difficult. Dissection of these cells into functional subpopulations in humans remains
insufficient. Monocytes areghowever circulating precursors of several populations of
dendriticcells and tissue macrophages, and in this capacity play a prominent role in the
development of normal and pathological immune responses.

At present, three subpoptitans are described in humaniassial CD14'CD16™¢ non-
classical CD14™CD16" andintermediate CD14CD16" monocytesFunctionally, these
subpopulations are diverse and heterogeneous and with apparently redundantprat
inflammatory propertiedn pathology, an increase in the ratio of CDIonocyteto
CD16"%has been described in inflammatory conditjiauggesting a role of the formens
the development and amplification of the inflammation. Among thectassical monocytes,
cells that can detect changes in the endothelium and having so specific praperties
monitoring the vascular bed have been identified and characterized.

In order to get detter definition of monocgtpopulations and break thetawn into
subpopulations where the identification ofitHfenctions would be more accessible, |
attachedmyself, in this thesis work, to analysiee different populations of circulating human
monocytes as comprehensively as possible and with cin@agic and informatics
analytical tools The analysis by flow cytometry of PBMC fra®8 healthy donors after
stainingcells withtwenty antibodieslirectedagainst cell surface molecules, revealed the
existence of a population of monocytes of larger size. Tlage monocytes weralso
divided into populations CDI®and CD16 (monocytes lal4.6™%and lal4 16%). The
remaining monoytes or ‘small' consistl of a majority of sm1416™¢ and ofsm1416, and
sm14'™16* monocytes to which we added the sm'P46"®9 monocytesof which we confirm
the existencelhe analysis of expression of various selected markersnads by traditional,
manual methods, as well as with the use of sigmervised analysis algorithnighe results
showed the peculiarities of expression unique to each population but also indicated that the
phenotypic heterogeneity within these gopulations of monocytes wastill
important.However, expression profiles thateshared by several healthy donors have been
identified. The expression of adhesion molecules such as CD49d, CD62L, CD162, as well as
CD43 has been particularly useful for this identificatibour major phenotypic groups have
thus been defined in the analysis of 28 healthy donors.

To illustrate how these populations of monocyeslveduring infection and
inflammaion, a similar analysis was made in three septic patimtse blood was dravat
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two different timesThe results indicated th#rge monocytes were present in inflammation,
with also a modified CDIBCD16"9ratio. Theexpression of HLA DR was unexpectedly
preserved irthe sm1416" population. Finally, the phenotypic group membership could be
determined for patients.

In order to identify populations that are functional in monocgtesysed in this wayhe
sm1416™9 sm1416', sm14'm16', lal4'16"%and lal1416" monocytes wergurified from
three healthy donors, differentiated in MoDC and tested for their ability to polarize allogeneic
T lymphocytes. Although the responses/e been very diverse, it was possible to connect the
levels of expression of cytokines produced by thvaigtd T cells (IFN, IL-4, IL-17, I1L-10,
TGF ) to the expression of certain markers on the purified monocytes. Thus, the production
of IL-4 in cocultures ofT cells and MoDC derived frormonocytes smI46" was strongly
correlated to the level @xpression of CD43 and CD49d in these monocytestive
analysis of the correlations between the expression of CD43 and CD49d in
sm1416" monocytes and H4 secretion in ca@ulture MoDC -T cells enabled the purification
of a population of circulating monocytes inducing exclusively and strongly a Th2
polarization. These results show the existencepaipalation of monocytesith predefined
functionsat circulating stage. They also validateedfective method for the identification of
functional popul@ions within complex samples of cellsth closely relateghhenotypes
which has broad potential applications

Keywords : Monocytes, Subsets, Monocytederived cells, Dendritic cells, T cells

polarization, Sepsis, Cytokines
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Introduction

L’objet de ce travail de these a consisté en une analyse approfondie d’'une population de
cellules du systeme immunitaire humain, les monocytes, afin d’en distinguer certaines
particularités phénotypiques et fonctionnelles a I'état physiologique. Les altérations de
certaines de ces propriétés ont été analysées en situation inflammatoire et infectieuse dans le
sepss. Dans cette introduction, je résumerai les éléments essentiels a la compréhension de ce
projet concernant le développement et les fonctions des cellules immunitaires, en particuliers
myéloides, I'inflammation, et le sepsis choisi comme modele poutysmees altérations des
phénotypes monocytaires déésiprécédemment chez le sujet sain.
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l. Le systéme immunitaire

Le systeme immunitaire a la particularité anatomique d’étre un organe constitué a la fois de
tissus dispersés dans l'organisme et de cellules individuelles circulantes, migratoires et
ubiquitaires dans I'ensemble de I'organisme. Les tissus immunitaires assurent la production et
le renouvellement des cellules (moelle osseuse) et leur instruction aux fonctions pasiculié
notamment pour les cellules lymphoides (thymus, rate, ganglions). Les cellules individuelles
sont regroupées en populations suivant leur origine et leurs fonctions. Par des mécanismes
biologiques complexes, elles assurent la défense de I'organisitne Idarasion microbienne
et contre certains dysfonctionnements des cellules de I'h6te. Pour ce faire, les cellules produites
dans la moelle osseuse circulent dans le sang et rejoignent si nécessaire les tissus périphériques
qui sont le siége de procespathogenes.

Une protection efficace de l'organisme est assurée par quatre fonctions principales du
systéme immunitaire :

- la reconnaissance immunologique de l'infection ou du dommage tissulaire via la détection par
des cellules et récepteurs du systemeaunitaire

- l'activation des cellules immunitaires effectrices qui contiennent de maniere localisée
I'infection ou la Iésion en vue de son élimination. Cette élimination est induite par I'activation
de facteurs sérigues comme le complément, la produdgomolécules effectrices par les
cellules activées telles que les défensines et les anticorps, et la capacité cellulaire d'élimination
des microorganismes et cellules altérées par phagocytose et cytotoxicité.

- la régulation immunitaire qui permet le contrdle de la réponse immunitaire afin de ne pas
engendrer de dommage a l'organisme durant la phase d’élimination, et de favoriser les
mécanismes de régénération des tissus.

- la mémoire immunologique qui permet a lI'organisme de se protéger en cas deagipect

un méme pathogéne avec une réponse plus rapide que suite a la premiére rencontre. Cette

immunité peut ainsi étre considérée comme une immunité protectrice.

Les réponses immunitaires se décomposent classiquement en immunité innée et adaptative,
et la coopération étroite entre ces deux composantes est importante pour la mise en place de

réponses immunes adaptées (Fan and Rudensky. 2016)

L’immunité innée est une réponse immunitaire immédiate de I'organisme a des molécules

percues comme étrangeres, que ces molécules soient exogenes ou bien endogénes mais non
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exposées au systeme immitaire en situation physiologique. Cette réponse ne requiert pas la
génération et la sélection de récepteurs spécifiques a cet antigéne et restienijaasi apres

chaque contact avec une méme molécule. Les récepteurs impliqués reconnaissent un grand
nombre d'antigéne dans des interactions de moyenne ou faible affinité. Ces antigenes sont des
motifs structuraux (#athogen Associated Molecular Patterou PAMP) portés par des
molécules essentielles a la survie des microorganismes. Ces récepteués appéern
Recognition Receptor (PRR), sont exprimeés par les cellules du systeme immunitaire inné
comprenant des cellules issues des lignées hématopoiétiques myéloides et lymphoides, mais

aussi des cellules participant aux barrieres anatomiques casamellules épithéliales.

Les cellules myéloides mises en jeu au cours de ces réponses immunes sont des cellules
telles que les granulocytes, les monocytes, les cellules dendritiques et les macrophages qui font
partie de I'immunité innée. Ce sont des cellules capables d'ingérer par phagocytose et de
détruire I'agent infectieux a l'aide de molécules toxique et d'enzymes lytiques. De plus, ces
cellules présentent des motifs structuraux issusmatériel phagocyté a leur surface par

interaction avec les molécules du Complexe Majeur d’HistocompatilsiigH).

Les cellules immunitaires lymphoide telles que les Innate Lymphoid Cells (ILC) et les
lymphocytes T et B font partie de I'immunité & ou adaptative. L’interaction entre le
complexe formé par 'antiger@MH et les récepteurs a I'antigene des lymphocytes T (TCR)
codés par des génes recombinés est au cceur de la coopération entre le systéme immunitaire

inné et adaptatif.

L’ensemble de es cellules proviennent de I'hématopoiése tres majoritairement dans la
moelle osseuse ou les précurseurs de ces cellules se multiplient et se différencient.
L’hématopoiese procéde a partir de progéniteurs communs aux cellules myéloides et
lymphoides, puis se divise en myélopoiese, qui nous intéresse plus particulierement ici, et en

lymphopoiese.

Nous présenterons dans un premier temps la différenciation myéloide ainsi que les cellules
myéloides effectrices et en particulier les monocytes. Dans un sengg] teus présenterons
I'inflammation, en particulier I'inflammation systémique, ainsi que quelques rappels sur le

sepsis.
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1. L’hématopoiese

L'hématopoiese est un processus constitutif de l'organisme qui conduit par différents
meécanismes a la production ainsi qu'au renouvellement continu des cellules du sang (globules
rouges, plaquettes, leucocytes comprenant les lignées lymphoides et myé&bitiedeurs
dérivés dans les tissus. Ce processus physiologique permettant ainsi le renouvellement de tissus
et de cellules souches hématopoiétigue (CSH) est régulé de maniére trés fine tant
qualitativement que quantitativement et est orchestré par asufs intrinséques et
extrinseques provenant du microenvironnement procédant par activation ou inhibition. Au
cours du développement, I'hématopoiése humaine a lieu dans différents organes mais chez

['adulte, cette dernier@lieu dans la moelle osseuse.
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D'apres "Epigenetic control of myeloid cell differentiation, identity and function",

(AlvarezErrico et al. 2014)

Figure 1: Facteurs de Transcription et régulateurs épigénétiquieslia myélopoiese

La différenciation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) en différentes cellules
du systeme immunitaire est reprise ici avec indication des facteurs spécifiques de chaque

type cellulaire mis en jeu a chaque étape.

Cette figure montre les différentes étapes de la différenciation myéloide et indique les

facteurs de transcription (boites jaunes) ainsi que les enzymes épigénétiques qui pourraient
étre impliquées.

Les enzymes qui jouent un rble dans la déméthylatidiAB® sont indiquées dans les
cases bleues, les histones déacétylases (HDAC) sont identifiées dans des cases oranges et les

histones acétyltransférases sont indiquées dans les cases vertes.
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Les CSH de la moelle osseuse sont des cellules indifférencié@ceaentes et capable
d'auterenouvellement qui ont la capacité de se différencier en plusieurs types cellulaires
formant ainsi le tissu sanguin. La CSH se différencie apres une division asymétrique a savoir
gu'une des cellules filles conserve sa capa@té@renouvellement alors que la seconde va se
différencier en fonction des facteurs cellulaires présents dans l'environnement et ainsi quitter la
niche hématopoiétique pour se diriger vers un microenvironnement induisant sa différenciation
finale (Knoblich 2008) Les cellules présentes dans la niche comprennent les ostéglbdastes
ostéoclastes, des cellules endothéliales, des cellules souches mésenchymateuses et des cellules
du systéme nerveux sympathique, toutes capables de secréter des facteurs trophiques.

L’analyse des différentes étapes de I'hnématopoiese dans les modéles animaux comme chez
I'nomme reste un domaine d’investigation intense source de remise en question réguliere des
notions connues.

Les CSH sont maintenues dans I'état de cellules souches pluripotentes en réponse a de
nombreux signaux extracellulaires tels que I'angiopoiétine, la thrombopoiétine, le SCF (Stem
Cell Factor) et CXCL12 (Wang and Wagers 20d) régulent la transcription de facteurs
comme lkaros et E2A, régulant emémes l'initiation de la différenciation vers les différents
lignages(Shenghui et al. 2009).e homing a des sites particuliers de la moelle osseuse assure
le maintien de ces cellules en cellules indifférenciées. La division initiale des cellules souches
se fait grace a la stimulation de la voie de signalisation Notch (par le blocage de Numb).
(Knoblich 2008) Leur expansion est réegulée par I'environnement ainsi que par des facteurs de
transcription régulateurs tels que Gfil, Bmil qui peuvent activer la transcription de STATS et
des membres de la famille Hox tels que Hox B4 et B6 (Mercer, Lin, and Murre 2011; Walasek,
van Os, and de Haan 2012; Wang and Wagers 2011)

La différenciation des cellules souches aboutit aux Progéniteurs Multipotents (MPP) qui
sont les progéniteurs communs des cellules lymphoides et myéloides mais qui perdent la
capacité d'autoenouvellement (Rosenbauer and Tenen 2007)

Ces derniéres se différencient en Progéniteurs Lymphoides @wr(@LP) dont sont
deérivés les lymphocytes (T, B et Natural Killer ou NK et autres ILC). (Rosenbauer agxl Ten
2007)et enProgéniteurs Myéloides Communs (CMP). A leur tour, les CMP se différencient en
progéniteurs d’érythrocytes et de mégakaryocytes (MEP) d’'une part, et sous le contréle des
facteurs de transcription CCAAT/enhancer binding protein-& (% 3et PU.1, en
progéniteurs qui donneront la myeélopoiese. CGauge distinguent entre progéniteurs de
macrophages et granulocytes (GMP) qui sont a l'origine des différents granulocytes, et les

progéniteurs de cellules dendritiques et de monocytes (MDP) (Rosenbauer and Tendh 2007)
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est a noter que ces populations de précurseurs ont été identifiées sur la base de tris en fonction
de molécules de surface et de tests de transfert in vivo. L’analyse récente des précurseurs CMP
par séquencage singtell couplée a des expériences de reconstitution a montré la forte
hétérogénéité de la population CMP avec 18 gpamyailations distinctes (Paul et al. 2015)
suggérant un bien plus grand nombre de progéniteurs spécifiques que ceux décrits ici.

Les MDP peuvent emprunter la voie de la différenciation vers les monocytes. Peu
d’informations spécifiques sont connues sur ce qui détermine I'engagement dans cette voie, ni
du point de vue des molécules de surface, ni surtout du point de vue des facteurs de transcription
impliqués (Terry and Miller 2014) L'invalidation d’'un nombre important de facteurs de
WUDQVFULSWLRQ FRPPH & (%3 -1HStatR Gf% & Gatb?, blog@ent le(J U
développement des monocytes, mais aucun n’est spécifique de ce stade de développement et
tous agissent sur d’autres branches de I'hématopoiese (Table 1), de sorte qu’il n’est pas possible
d’affirmer gu’ils ont un role spécifique. L’expression du récepteur pour-@S% (CSFiR)
est essentielle pour le développement des monocytes et est sous la dépendance des facteurs de
transcription Irf8 et KIf4 (Kurtaki et al. 2013)
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Roéle prédominant des facteurs de transcription au cours de la monopoiése

PU.1 Alnitiation et maintien de la monopoiése

& H%mB0 AExpansion des cellules progénitrices, Différenciation en GMP

& H%L3P /EExpansion des cellules progénitrices

STAT1/3 /ERestriction de la prolifération, Transition vers I'état de progéniteur

& H%mBI2 ARestriction de la prolifération, Transition en MERMP-GMP-MDP

c-Jun AEransition en MPP, puis CMP puis, GMP puis, MDP et en monocyte

JunB ARestriction de la prolifération

vDR ARestriction de la prolifération, Transition en MPP puis, CMP puis, GMP
puis,MDP et en monocyte

IRF1/4 /ERestriction de la prolifération, Transition vers GMP puis, MDP et epfin
monocytes

& H%LAP*/LAP A Restriction de la prolifération, transition vers GMP puis, MiDP
en monocyte

IRF8 ARestriction de la prolifération, Transition en GMP puis, M&Rn
monocyte, Différenciation terminale

C/eBPO ADifférenciation terminale

D’apres, “Regulation of monocyte differentiation by specific signaling modules and associated transcription
factor networks”

(Huber et al. 2014)
Table 1 : Roles des Facteurs de Transcription au cours de la différenciation monocytique

De nombreux facteurs de transcriptions interviennent de maniere séquentielle dans le
développement des cellules myéloides sanguines, comme résumé ici. lls contrdlent des

programmes d’expression géniques qui déterminent le destin des différents progéniteurs.

Au cours d'une inflammation, les monocytes acquiérent la capacité de subir une
différenciation supplémentaire et de donner ainsi des macrophages grace au facteur de
transcription MAFB ou de donner des cellules dendritiques par le biais de I'expression de I'lrf8

(Interferon Regulatory Factor 8). En amont, Irf8 favorise également la différenciation en
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monocytes par rapport a la différenciation en granulocytes (Alberto et al. 2015; Yanez and
Goodridge 2016)

L’autre type cellulaire issu 8eMDP est la cellule dendritique. L’engagement dans cette
voie est dépendant de I'expression du récepteurrdéhased tyrosine kinase 3 (FIt3)
(Maraskovsky et al. 1996) 'interaction de FIt3 avec son ligand FIt3L active Stat3 qui est
essentiel pour cette voiegouar et al. 2003)D’autre part, les souris déficientes en growth
factor independent 1 (Gfil), qui est un répresseur de la transcription, ne développe pas de DC
(Rathinam et al. 2005Pes progéniteurs médullaires spécifiques de chacune des populations
de DC (décrites sectidn2. B. e.ii.) ont été décrits. Cependant, les facteurs impliqués agissant
dans chaque voie peuvent étre communs, mais intervenant dans des complexes de signalisation
legerement différents. Ainsi, les facteurs de transcription Id2-@td&eihditionnent I'orientation
des progéniteurs vers les DC conventionnelles cDC et vers les DC plasmacgiiles
respectivementLi et al. 2012) Cependant, le développemeales DC plasmacytoide®C et
des DC conventionnelles de type cDC1 dépend d’'IRF8, alors que celui des cDC2 dépend de
IRF4 (Yamamoto et al. 2011)

Le développementles pDC dépend de l'activati de SpiB, Irf8, et Irf7 activés par E2-
(Ghosh et al. 20133t de I'expression du récepteur pour [€08F (Onai et al. 2013)

Le développement des cDC dépend aussi du zinc finger Zbtb46 qui intervient également
dans la différenciation in vitrdes DC dérivées de monocytes MoDC (Schraml et al. 2043)
voie cDC1 dépend des facteurs de transcription Nfil3 et EHiifdner et al. 2008)alors que

pour la voie cDC2 les données manquent encore.

Les progéniteurs myéloides ont longtemps été considérés comme étant également a I'origine
de macrophages. Cependant, I'origine embryonnaire et feetale des macrophages (esident
section |. 2. B. ei) a remis en question leur production a partir de 'hématopoiese médullaire
adulte.

L’expression de ces facteurs de transcription et leur dgpaeigir sur I'expression génique
est fortement dépendante de processus épigénétiques tels que la méthylation de 'ADN et la
méthylation et acétylation d’histoneBigure 1). Ainsi, dans les précurseurs des monocytes
humains, il a été observé que PU.kiagissait avec des enzymes de méthylation de 'ADN
telles que méthytytosine dioxygénase TET2 et ’ADN méthyltransférase 3B (DNMT3B) les
recrutant possiblement vers leurs cilfgs la Rica et al. 2013)
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2. Les cellules myéloides circulantes

Dans le cadre de cette introduction, j'effectuerai une bréve présentation de la biologie de
certaines des principales cellules myéloides circulantes, a savoir les polynucléaires neutrophiles
et, plus en détail, les monocytes, qui font I'objet de ce travail, ainsi que les cellules qui en sont
dérivées (macrophages et MoDC). Enfin, une courte section sera consacrée aux cellules
myéloidessuppressives MDSC pour lesquelles 'intérét est grandissant et auxquelles certaines

des cellules analysées au cours de ce travail de these pourraient éeatappar

A. Granulocytes Neutrophiles

Au sein des granulocytes, différents types cellulaires ont été identifiés et classés en fonction
de la nature de leurs granules présents dans le cytoplasme. La coloration de ces granules a I'aide
de colorant acide (aase d’éosine) ou basique (a base de bleu de méthylene comme dans la
coloration de MayGrinwald Giemsa) permit de distinguer tganulocytes suivant la nature
du contenu des granules. Ainsi, les granulocytes sont composées de neutrophiles (représentent
60 % des leucocytes circulants) qui sont les premiéres cellules a étre recrutées en cas
d’'inflammation ou d’infection et ont une forte capacité de phagocytaséosinophiles
(représentant 1% a 3% des leucocytes circulants) qui contiennent des enzymes éjtips
substances toxiques contre les parasites dans leur cytoplasme ainsi que de I'histamine qui est
un médiateur de linflammationet enfin les basophiles (représentant moins de 1% de
leucocytes sanguins) qui liberent également de I'histamine entjoun réle dans les réactions
antiparasitaires et allergiques.

Les granulocytes ou polynucléaires neutrophiles (PN) représentent la majorité des
leucocytes circulants chez un individu sain et leur diminution expose l'individu a un risque
infectieux. Cegellules migrent massivement vers le foyer inflammatoire afin d'y exercer leurs
fonctions antimicrobiennes puis meurent pa@Epse ou nécrose. La granulopaél’'urgence
activée dans la moelle osseuse en cas de stimulus du systeme immunitaire assure une

reconstitution du pool de PN qui passent dans le sang.
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La rétention des neutrophiles au niveau de la moelle osseuse se fait par l'interaction
coordonnée de CXCL12 avec le récepteur CXCR4, alors que leur mobilisation se fait par les
ligands de CXCR2. (Eash et al. 2010; Kohler et al. 2011)

Les PN ont été décrits comme ayant une durée de vie limitée (5,4 jours) (Cartwright,
Athens, and Wintrobe 1964; Pillay et al. 2018) cours d'une inflammation ou d'une infection,
il a été observé que la durée de vie des neutrophiles était augmentée dd a une inhibition de
I'apoptose cellulaire médiée entretre par les cytokines, les PAMPSs, les DAMPs (Geering et
al. 2013; Sundqvist et al. 2013)

Les PN ont des fonctions affitaictériennes majeures qu’ils exercent par la phagocytose et
par la libération de substances bactéricides contenus dans leurs gi@aules apparaissent
au cours de ldifférenciation terminale dans la moelle osseuse avec une apparition séquentielle
des différents types de granules. Trés t6t, deux types de granules ont été identifié suivant la
présence ou l'absence de myéloperoxyd@3e.Bainton, Ullyot, and Farquhar 1971ps
granules peroxidase negatif, appelés spécifiques, contienne de la lactoRarilesuite, les
granules positifs pour la peroxydase appelée granules azurophiles, ont été subdivisés en
granules pauvres ou riches en défensines, qui sont des molécules impliquées dans les défenses
antrmicrobiennes.(Rice, Kinkade, and Parmeley 1986; Rice et al. 198@nalyse des
granules azurophiles a montré, en plus de la présence de la protéine peroxydase, la présence
d'autres enzymes en particulier protéolytiques telles que la protéinase 3, la cathepsine G, et la
neutrophile élastase, ainsi que la protéase inactive enguadCAP37 ou Heparin Binding
Protein HBP) qui accroit la perméabilité de I'endothélium au cours de la diapédese. (D. F.
Bainton and Farquhar 1968a; D. F. Bainton and Farquhar 1968b; Perera et al. 2013; Ganz et al.
1985; Egesten et al. 1994; Gautam et al. 2001)

Une troisieme population de granules a été identifiée par la présence de la gélatinase et
appelée granulgélatinase. (Dewald, Bretz, and Baggiolini 1982¢pendant, il a été plus tard
démontré qu'il y avait une doealisation de la gélatinase avec la lipocaline, et cet ensemble
appelé neutrophile gélatisa associé a la lipocaline (NGAL) est retrouvé dans les granules

spécifiques. (Kjeldsen et al. 1993)
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Granulocyte colonystimulating factor and neutrophils forgotten mediators of inflammatory disease
(Eyles et al. 2006)

Figure 2 : A. Les récepteurs membranaires et B. les granules cytoplasmides
neutrophiles
La figure 2A. représente les récepteurs a la surface des neutrophiles ainsi que leur ligand
associe.
La figure 2B indique les différents granules que l'on retrouve dans le cytoplasme des
neutrophiles.

Les PN ont été anciennement considérés comme des cellules "homogénes", en
différenciation terminale, sans capacité proliférative, avec une production de cytokines limitée
et une activité transcriptionnelle réduite, et également avec une incapacité Reredams la
circulation apres avoir migré dans les tissus. Les travaux plus récents ont amené a réviser ces
propriéteés.

Les PN migrent vers le site infectieux ou inflammatoire sous l'influence de facteurs
chimiotactiques comme les chimiokines produitasnaveau du tissu lésé. Les neutrophiles
adherent aux cellules endothéliales des veinules ou des capillaires par I'intermédiaire de la
sélectine CD62L qui interagit avec CD62E et CD62P a la surface des cellules endothéliales
ellesmémes activées par lesimliokines produite sur le site. Cette interaction ralentit les
neutrophiles qui roulent sur les cellules endothéliales activées ce qui va induire la perte du
CD62L des neutrophiles (Casanefeebes et al. 2013; D. Zhang et al. 2085)induire
l'augmentation de I'expression a la membrane desinte JULQHV &' Ecidont &HOO
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se lier aux molécules d'adhésion ICAMIntracellular Adhesion Molecules) sur les cellules
endothéliales, menant a I'immobilisation des PN, préalable a la sortie des vaisseaux. Les PN
ainsi immobilisés se glissentipdiapédese entre les cellules de I'endothélium versclble,
guidés par un gradient de facteurs chimiotactiques. (Kolaczkowska and Kubes 2013)

Il a également été montré que les PN pouvaient migrer en sens inverse et traverser un
endothélium vers la lumiére du vaisseau, en particulier dans lssaaislymphatiques. Ainsi,
les PN adhérent aux cellules endothéliales via CD11b et dissocient les jonctions endothéliales
par la dégranulation d’élastase. Les PN rejoignent ainsi les ganglions lymphatiques ou ils se
présentent sous le phénotype COTpCD62L°Y, CXCR2°™. IIs y expriment également les
molécules du CMHet les molécules de costimulation CD80 et CD86, suggérant un role dans
présentation de I'antigéne et/ou dans l'activation des lymphocytes T (SHRssteHidalgo,
and Soehnlein 2016)

Les PN ont récemment été divisés en smasulations, avec une population majeure de
densité supérieure a celle du Ficoll (1,077) et une population mineure que I'on retrouve avec
les PBMC aprés séparation des cellules du sangagiregt de densité. Ces populations ont été
appelée digh- et lowdensity neutrophiles ou HDN et LDN, respectivemef®agiv et al.
2015a) Les LDN sont des neutrophiles matures et sont distincts des granulocytes immatures a
fonction suppressive (®DSC) également retrouvés dans la fraction PBMC. Dans les
réponses antumorales, ou les PN jouent un réle de mieux en mieux reconnu (Hicks et al.
2006) les HDN ont une fonction cytotoxique envers les cellules cansés alors que les LDN
sont antiinflammatoires et favorisent la progression tumorale i{Setgal. 2015b) Aussi, les
HDN prennent les caractéres de LDN en présence de,Ti@dntrant ainsi une plasticité déja

connue pour les autres cellules myéloides (Galli, Borregaard, and Wynn 2011)
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Trransmigration des Neutrophiles SANG
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D’apres “Neutrophil heterogeneity: Implications for homeostasis and pathogenesis”,
(SilvestreRoig, Hidalgo, and Soehnlein 2016)

Figure 3 La migration multidirectionnelle des neutrophiles

La transmigration inverse des neutrophiles de I'espaceesulnthélial vers la circulation
fait suite a une lésion d’ischémie/reperfusion. Le LTB4 induit le recrutement desphdat
(1), I'infiltration des neutrophiles et l'interaction avec les cellules endothéliales via le CD11b
et la libération de la Neutrophil Elastase qui va induire la dégradation de-TAK2),
permettant la recirculation dans la circulation sanguine (3s neutrophiles sont caractérisés
par un phénotype différent exprimant ICAIVE'CXCR1Y,

Au cours de linflammation induite par un pathogene, les neutrophiles infiltrés ont la
capacité de migrer vers les organes lymphoides et ont un phénotypeCartivd's", CD62L°,
CXCR? et également CMHI*CD86'CD80" dans les ganglions lymphatiques (4). Ce qui
suggere une capacité a influer sur les réponses T ou B (6). Les neutrophiles migrant vers la

moelle osseuse induisent une réponse antivirale dépendante des cellules(5)CD8
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B. Les monocytes

D’aprésSmiljanovicB., 2011,adapté deschémade
(Gordon and Taylor 2005; Swirski 2010; Geissmann et al. 2010)

Figure 4 : Développement et différenciation des monocytes en macrophages et cellules

dendritiques chez 'homme et la souris

Les monocytes circulants constituent 2 a 5 % des leucocytes sanguins chez les humains.
Leur durée de vie dans la circulation est de 2 a 3 jours. Comme vu plus haut, ces cellules
proviennent de la différenciation des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse et
elles quittent ce site sous l'effet de chimiotactisme impliquant leur récepteur CCR2. Les
monocytes transitent dans leng, rejoignent des sites de stockage des monocytes comme la
rate, et éventuellement infiltrent les tissus ou ils se différencient en cellules effedtigpese (

4)

La différenciation se fait en cellules dendritiques, surtout en conditions inflammatoire
macrophages, et en monocytes activés. La capacité des monocytes a se différencier en de
nombreux autres types cellulaires montrent d'une part la plasticité de ces cellules mais aussi
gu’ils jouent un réle important dans nombre de processus biologiDees fait, les monocytes
sont considérés comme des cellules importantes du systeme immunitaire car elles sont capables

de faire le lien entre I'immunité innée et adaptative.
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a. Historique : A la découverte des globules blancs
(leucocytes)

L’étude des moocytes forme le cceur de ce travail de these et il est important de rappeler
les étapes qui ont permis de définir ces cellules et de les isoler pour pouvoir analyser leurs

fonctions.

Nous connaissons de nos jours l'importance de ces globules blant&ss appatenant
leucocytes. lls n‘ont cependant été identifiés pour la premiere fois qu'en 1843, soit 185 ans
apres les globules rouges. Cette découverte ainsi que la premiere description de ces cellules a
été le fruit des études menées simultanément par Gabriel Andral et William Addison (Hajdu
2003) Parallelement & cette découverte Andral et Addison observerent indépendamment des
altérations de ces globules blancs au sode maladies. L'identification de nouvelles
populations de cellules sanguines jouant {&xé un réle en pathologie stimula la recherche

pour comprendre leurs fonctions.

A la fin du XIX®Mesiécle, I'étude de ces cellules bénéficia de la convergence de plusieurs
lignes de recherches. Ainsi, Louis Pasteur établit une approche scientifique de la vaccination,
ce qui permit de définir 'immunologie comme science de la défense de I'organismeedssnt
agressions externes a I'h6tee biologiste russe Elie Metchnikoff (184%16) découvrit la
« phagocytose qui est la capacité d’'une cellule a ingérer des corps étrangers ou des cellules
exogenes. Cette propriété s’avéra ensuite comme une catapiérmajeure de la majorité des
globules blancs ce qui établit les bases de I'immunité cellulaire en complément de I'immunité
humorale qui commencait a étre décrite en particulier par Paul Ehrlich. Le prix Nobel de
meédecine et physiologie de 1908 attribué a Ehrlich et Metchnikoff consacra le partage de
'immunologie entre ces deux branches qui évoluerent en immunologspéaifique ou innée
et immunologie spécifique ou adaptative. Ce n’est que plus récemment, au cours des 20
dernieres années que la coopération entre ces deux types de réponses immunitaires fut
clairement mise en évidence.

Suite a la découverte des leucocytes par Gabriel Andral et William Addison en 1843 de
nombreuses méthodes ont été développées afin de pouvoir obtenir ces cellulesnseus f

purifiée.
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Une premiere méthode testée par Szilar en 1926 a consisté a séparer les leucocytes des
érythrocytes par hémolyse en utilisant des acides (Szilard.192éYariante de cette méthode
utilisant de la saponine fut développée par Enders en 1930 (EnderCEd@Q0Jerniere permit
l'obtention de leucocytes mamvec de fortes contaminations d'érythrocytes et avec un
rendement trés faibl€es études ont cependant permis le début d'investigations biochimiques
des leucocytes.

Les limites de 'hémolyse ont mené d’autres investigateurs a développer des méthaetes basé
sur la sédimentation différentielle des cellules. Ainsi, la séparation des leucocytes et
érythrocytes a été tentée par une méthode de sédimentation dans des tubes cylindriques par
Westergren. Cette méthode consistait initialement a centrifuger le raeéang total + sodium

citrate dans un tube afin de mesurer la sédimentation des érythrocytes. Les globules blancs ainsi
obtenus étaient contaminés pas des érythrocytes. Par la suite, Wintrobe en 1935 a essayé le
méme principe de séparation mais en diluant le sang total dans une mixture d'oxalate contenant
de l'ammonium oxalate ainsi que du potassium oxalate. Cette méthode s'est montrée moins

efficace que celle de Westergren.

Continuant dans cette voie, d'autres études ont été menées en 1937 par Flei@hmann
Fleischmann 1937t par Larizza (Larizza 193@} permirent I'obtention, apres centrifugation
d’un cylindre en verre contenant le sang total dilué dans du citrate, de 2 phasesantrigse
erythrocytes en bas, le plasma en haut et un "anneau" contenant les leucocytes. L'analyse de cet

anneau montre une contamination érythrocytaire et un trés faible taux de leucocytes récupéré.

Cependant, ces méthodes restaient insuffisantes padaims et de nouvelles approches
ont été proposées pour améliorer le rendement en leucocytes et pour réduire la contamination
de la fraction leucocytaire. C'est ainsi qu'a été développée en 1947 une méthode de
sédimentation par densité, optimisée pailiastion de solution de densité différentes. Ainsi,
le sang total a été dilué avec une solution de densité 1.079 a base de d'albumine sérique et de
NaCl. Aprés centrifugation, le sang ainsi dilué formait 3 phases avec les globules rouges au
fond du tube, surmontés de l'albumine et du plasma tout en haut du tube. Entre la phase
albumine et plasma se trouvait un anneau contenant les globules blancs avec un meilleur
rendement que dans les expériences précédentes ainsi que beaucoup moins de contamination
(Figure 5). (Vallee, Hughes, and Gibson 1947)
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“A method for the separation of leukocytes from whole blood by flotation on serum albumin
(Vallee, Hughes, and Gibson 1947)

Figure 5 : Séparation du sang total par du sérum albumine

Le premier tube correspond a l'apparence du tube aprés dépbt du sang total sur
I'albumine a une densité de 1.079.
Les autres correspondent a des tests avec différentes densités afin de déterminer la meilleure

maniere d'obtenir les leucocytes.

Ainsi par cette méthode il a été déterminé qu'a la densité de 1.079 les leucocytes étaient
facilement identifiables et que de plus, il y avait moins de contaminations (d'érythrocytes). Ces

derniéres se trouvent a l'interphase entre Ifalba et le plasmagure 5 essais 3).

Simultanément, des travaux pour essayer d'obtenir une sédimentation plus rapide et
d'isoler les polymorphonucléaires ont été menées en 1949 par une méthode qui consistait a
ajouter du fibrinogéne ainsi que de I'népe au sang total pour obtenir les leucocytes dans le
plasma et avoir une sédimentation des érythrocytes au bout d'une heure. La séparation des
leucocytes du plasma est faite par adhérence sur une lame, car aprés lavage seul les cellules
adhérentes (appelées pohorphonucléairgssont rester fixée a la lamEgi¢ure 6). (Minor and
Burnett 1948)
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“ A method for obtaining living leukocytes from human peripheral blood by acceleration of erythrocyte
sedimentatiofi
(Minor and Burnett 1948)

Figure 6 : Visualisation par Illumination Darkfield (x630) de leucocytes.
Visualisation de des Polymorphonucléaires triées a partir de sang périphérique

humain.

Dans la méme optique, pour obtenir une séparation rapide de leucocytes purs, des études
ont été effectuées en 1955 en associant la gigwagglutinine au dextran ou au fibrinogéne
permettant ainsi la sédimentation et I'agglutination des érythrocytes apres centrifugation a 200g
(Figure 7 & 8). La contamination par les globules rouges était diminuée par cette technique.
(Skoog and Beck 1955)

0 min 5 min 10 min 14 min 18 min 20 min

D’apres “Studies on the Fibrinogen, Dextran and Phytohemagglutinin Methods of Isolating LeukoCytes
(Skoog and Beck 1955)

Figure 7 : Sédimentation des érythrocytes

La sédimentation se fait grace a la dilution du sang total dans du Dextran avec 2

volumes de Dextran pour 1 volume de sang.
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“Studies on the Fibrinogen, Dextran and Phytohemagglutinin Methods of Isolating Leukoéytes
(Skoog and Beck 1955)

Figure 8 : Tri des leucocytes a l'aide de la méthode du Fibrinogéne

Dans cette expérience, cette technique a été utilisée dans du sang de patient atteint de

leucémie.

Des lors, la méthode de séparation rapide par I'ajout d'un agent permettant I'agrégation des
erythrocytes restera la plus utilisée. Ainsi, cette méthode a été utilisée par Arne Bgyum en 1964
qui, par tests de différents composants, a mis au point plusieurs méthodes de séparation par :
- Ficoll* (dersité 1.09) + EDTA (anticoagulantavec une séparation par densité au bout de 40
minutes maximum ainsi qu'un rendement de 50 a 60% de leucocytes et tres peu de globules
rouges contaminants. Le sang est récupéré dans un anticoagulant qui est I'héparine
- Isopaqué + Dextran avec une séparation entre 10 et 60 minutes et un rendement de 30 & 50%
- Isopaque + Ficoll avec un rendement de 40 a 60 % en leucocytes

Et enfin,

- EDTA + Dextran avec une séparation entre 20 et 60 minutes et un rendement de 60 a 80% de
leucocytes.

! Ficoll permet de réaliser un gradient de densité des composés du sang afin d’obtenir les leucocytes
2 Isopaque est utilisé car a forte concentration, il a une viscosité faible et il a également une faible activité
osmotique
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Avec ces techniques, une faible contamination par les globules rouges a été observée. (A
Bayum 1964)

L'obtention ainsi de leucocytes sans contaminants permisrdeufa analyse plus poussée

des constituants des globules blancs, et en particulier des monocytes.

Ainsi en 1958 Wachstein développa une méthode appeléesphemific esterase” qui
initialement a permis de reconnaitre les monocytes et par éliminagitymphocytes déposés
VXU XQH ODPH 3DU FHWWH PpWKRGH HphBR@RaEE\YH UHFR
I'nydrolyse ce qui va former un précipité rouge dans les monocytes permettant ainsi leur

reconnaissancéWachstein and Wolf 1958)

Aussi, l'identification et 'analyse des monocytes est devenue possible par une méthode
d’adhérencen vitro sur plaque (Van furth and Cohn 1968gs cellules ayant la capacité
d’adhérence au verre ainsi que la capacité de phagocytose sont ainsi appeléegeshagoc

mononucléaires.

La suite des avancées dans ce domaine a été de séparer les granulocytes, des lymphocytes
et des monocytes. Pour ce faire, le sang total récupéré dans de I'EDTA utilisé comme
anticoagulant est dilué dans du NaCl et ce mélange ess@dé@icatement dans un tube
contenant un mélange d'lsopaque et de Ficoll (densité 1,077). Aprés centrifugation de ce tube
a 400 g pendant 40 minutes a 20°C ou 800 g pendant 15 minutes, lI'anneau situé entre le Ficoll
et le plasma contient les cellulesnenonucléaires (Figure 9). Afin d'obtenir les monocytes
et les lymphocytes seuls, les cellules sont déposées sur une plaque et les cellules adhérentes a
la plague sont des monocytes alors que les cellules restantes dans le surnageant sont les

lymphocytes. (Arne Bgyum 1974)
Cette mise au point a permis de séparer les celluleasnenucléaires dans d'autres

especes comme chez le cheval (Bruyninckx and Blancquaertéh@33)ine fraction de cellules

mononucléaires simil@es a celles obtenues chez I'humain.
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Plasma

PBMC

Ficoll

D’apres “Separation of Blood Leucocytes, Granulocytes and Lymphocytes
(Arne Bgyum 1974)

Figure 9 : Obtention des Cellules Mamucléaires du Sang Périphérique (PBMC).

Une dilution du sang dans 0.9% NacCl (6ml) dans un volume final de 8ml est déposé sur
3ml de Ficoltlsopaque. Une centrifugation de 40 minutes a 400g a 20°C a permis d'obtenir

cette séparation et ainsi de pouvagcolter les PBMC.

C'est donc a partir de ce moment que les monocytes sont séparés des autres cellules et

peuvent ainsi étre analysés chez I'hnumain.

C'est donc a partir du développement de ce protocole de séparation que les monocytes sont
séparésles autres cellules et peuvent ainsi étre analysés chez I'hdimain il a €é observée
une augmentation des monocytes chez des patients ayant des maladies inflammatoires (lupus
erythémateux). (Horwitz et al. 1977)
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b. Hétérogénéité des monocytes

Les perfectionnements apportés aux techniques de séparation en gradients de densité
(séparation sur gradients discontinus, nouvelles solutions colloidales comme le Percoll) ainsi
que l'utilisation de I'élutriation ont permis de purifier les monocytes en différentes fractions
suivant leur desité et leur taille. Les fractions ainsi obtenues étaient ensuite testées pour les
différentes fonctions connues caractéristiques des monocytes, telles que par exemple
'expression d’estérases, la phagocytose de particules inertes ou biologiques,tél’activi
chimiotactique, la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC), I'activation de lymphocytes
T. Les résultats de ces travaux, résumés par Gaaigbenow et a(GrageGriebenow, Flad,
and Ernst 200))ont permis de définir différentes populations de motesyhumains
circulants. Une difficulté majeure avec ces résultats venait de I'absence de standardisation ou
de consensus sur les méthodes, souvent complexes et délicates, de purification des monocytes
entre les laboratoires impliqués dans ces recherches. En l'absence de possibilité de
reproductibilité desésultats, la comparaison entre les spogulations décrites n’était pas
possible. De plus, ces méthodes généraient depspudations substantiellement contaminées
de lymphocytes, cellules NK et étaient peu résolutives entre lepspukations de monocytes
ellesmémes, ce qui compliquait considérablement la définition fonctionnelle des populations

purifiées.

Les avancés technologiqus, avec le développementda cytométrie en flux et des
anticorps monoclonaux (Acmpntété décisives pour permetne meilleure définition des
monocytes et ont confirmé leur hétérogénéité. En effet, bien que la purification des PBMC en
gradient de densité fournissait une fraction de leucocytes tres majoritairement constituée de
lymphocytes, le développement des monoclonaux spécifiques pour les lymphocytes (CD2,
CD3, CD4, CD8, et Ig de surface) et pour la fraction adhérente des PBMC a permis d’identifier
CD14 comme un marqueur des monocytes (Todd et al. 198a3 les PBMC, I'expression de
CD14 n’est pas exclusivement limitée aux monocytes, avec une fraction des lymphocytes B
pouvant I'exprimer aus$L Ziegler-Heitbrock et al. 1994 Cependant les deux types cellulaires
différent suffisamment paailleurs (taille, morphologie, molécules de surface) pour pouvoir les

distinguer facilement.

43



i Hétérogénéité phénotypique

[ Données de la cytométrie en flux

La premiere description fiable et aisément vérifiable de I'hnétérogénéité des monocytes
humains fut celle de Passlick et al. en 1989 qui montra qu’une petite fraction (moins de 10%)
des cellules exprimaient CD16, qui est un des récepteurs pour le fragment Fc des
LPPXQRJOREXOLQHV * [J* DXVVL QRPPp )F 5 avait'itheSOXV (
expression variable de CD14 allant d’'une intensité forte a f@tasslick, Flieger, and Ziegter

Heitbrock 1989)Ainsi, deux soupopulations de monocytes ont été identifiées :

- les monocytes CDIACD16 (Figure 10, population 3)

- les monocytes CDI€D16" (Figure 10, population 2) qui en plus de I'expression de CD16
étaient définis comme des cellules de plus petite taille avec une expression des molécules de
classe Il trés forte. Fonctionnellement, ces monocytes étaient moins adhérents au plastique et

avat une moindre capacité de phagocytose.

Identification and characterization of a novel monocyte subpopulation in human peripheral blood
(Passlick, Flieger, and Ziegleteitbrock 1989)

Figure 10 : Dot Plot CD14 vs CD16 sur des PBMi@mains

Identification de deux soysopulations de monocytes l'une classique CDCD16 et
I'autre non classique CDI€D16" par marquage a l'aide d'Anticorps Monoclonauci)

couplés a des marqueurs fluorescents.
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La terminologie adoptée par la suitentifia ces deux soysopulations en monocytes
"classiques" pour les cellules CO1@D16 et "nonclassiques” pour les CD1@D16" (Figure
10).

D’autres combinaisons de marqueurs furent utilisées pour analyser I'hétérogénéité des
monocytes.
Ainsi, I TH[SUHVVLRQ GX UpFHSWHXU GH KDXWH DIILQLWpP SRXL
permit également de définir deux populations de monocytes humains aux fonctions différentes
(Gragegriebenow et al. 1993). es monocytes CD6#, correspondant & 10% des monocytes
totaux, possédaient une plus forte capacité de présentation de I'antigene aux lymphocytes T, et
de production plus forte uhterféronsde type | en présence de virus.
De méme, I'expression des récepteurs aux chimiokines CCR2 et CX3CR1 permit également de
définir deux soupopulations de monocytes humains, bien que cette distinction n’ait été basée
que sur des niveaux relatifs d’expression avec des cellules TORERI et
CCRZ°CX3CR1" (Geissmann, Jung, and Littman 200Be méme, il a été montré que les
monocytes CD16+ migraient a travers une monocouche de cellules endothéliales en réponse a
la fractalkine via CX3CR1 alors que les moyies CD16%%étaient sensibles dans le méme test
a MCR1 (CCL2) via CCR2 (Weber et al. 2000; Ancuta et al. 2003)

L’avantage de la classification suivant CD14 et CD16 vint du fait que les cellules
dendritiques circulantes humaines, qui sont présentes dans les PBMC, n’expriment pas CD14
alors qu’elles contaminaient les populations purifiées sur la base de CD64 ou des récepteurs
aux chimiokines, entachant ainsi l'interprétation des analyses fonctionnelles des sous

populations obtenues.

La classification des maaytes suivant I'expression de CD14 et CD16 s’est plus
récemment enrichie par la reconnaissance de I'hétérogénéité des monocytés EXD16
distinguant ceux dont I'expression de CD14 est forte de ceux ou elle est faible, il fut montré
une différence de réacité avec I'AcM M-DC8 qui reconnait le motif 6ulfo N
acetyllactosamine (6ulfo LacNAc, slan), une glycosylation particuliere de PGP selectin
glycoprotein ligand 1, CD162) (Schakel et al. 2002an est fortement exprimé chez les
monocytes CD12'CD16', mais pas chez les CD2D16' (de Baey et al. 2001; Siedlar et al.
2000) Les propriétés fonctionnelles de ces monocytes ODR46" et leur présence accrue au

cours de l'inflammation comme décrit plus bas conduit a les individualiser sous le hom de
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monocytesintermédiaires, alors que les monocytes olassiques furent plus strictement
définis comme CD1#'CD16" (Figure 11) (Zieglerheitbrock et al. 2010)

Toward a refined definition of monocyte subsets
(Loems ZiegleHeitbrock and Hofer 2013)

Figure 11 : Dot Plot CD14 vs CD16 sur des PBMC haims

Nouvelle nomenclature avec individualisation de la gopysulation de monocytes
CD14'CD16" en souspopulationCD14'CD16' dite intermédiaire et en CD'PACD16" dite

non-<lassique. La population classique reste inchangée COD46.

Les progrégontinus de l'instrumentation et de I'analyse de données en cytométrie en flux
permirent 'analyse des monocytes humains directement dans le sang sans avoir a purifier les
PBMC au préalable. Les résultats obtenus en sang total ont largement confirmbteaus o
sur cellules préparées par séparation en gradient de densité malgré quelques différences qui ne
modifient pas substantiellement I'interprétation des résulsitsg et al. 2012)Si I'analyse
en sang total peut étre préférable dans les études sur patients emledisdaible taille de
I'échantillon nécessaire, de la facilité de préparation des échantillons, et de la faible
manipulation des cellules réduisant ainsi le risque de modification des cellules, I'analyse sur
PBMC est incontournable si I'objectif inclut la purification des cellules identifiées au cours de
I'analyse pour pouvoir mieux les caractériser (par ex. leur transcriptome) et pour étudier les

fonctions.

Récemment, Thomas et al. ont analysé I'expression de 36 marqueurs sur des PBMC par la

techniqueCyTOF, combinant cytométrie de flux et spectroscopie de masse, afin d'identifier de
46



nouveau marqueurs spécifiques des trois-popsilations de monocytes (Thomas et al. 2017)
Quatre marqueurs (CCR2, CD36, CD11lc, et HDR) en plus de CD14 et CD16
discrimineraient entre le®sspopulations, avec CCRY et CD36" pour les monocytes non-
classiques, CD11¥ et HLA-DR'°" pour les monocytes classiques, et une expression forte des
guatre margueurs pour les monocytes intermédiaires. |l faut cependant noter que CD14 et
CD16 restant de maniéere tres marquée les molécules dont I'expression discriminait le mieux
entre les soupopulations. De plus, les profils d’expression de CCR2 et de CD36 étaient

largement superposables a celui de CD14, réduisant leur intérét dans I'analyse.

[ Données transcriptomiques

Les premieres analyses transcriptomiques des populations deytesnont comparé les
expressions géniques chez les monocytes C®a6CD16.

Ainsi, Mobley et al. en 2007 ont étudié ces différences par microarray (Affymetrix). Pour
cela, les PBMC ont été déplétés de leurs lymphocytes T et B, et NK afin d'enrichir en
monocytes, puis une séparation suivant I'expression du CD16 a été faite afin d'obtenir les
monocytes CD16%et CD16. Leurs résultats ont montré la présence deeheg surexprimés
(+ 2 fois) chez les monocytes CD1I€D169 avec, par exemple, une forte expression du
CD14, du CCR2 ainsi que du CSF3R (qui est le récepteur aLSN) alors que 19 genes
avaient une expression forte chez les monocytes GIT1H46" tel que le CD16, le CX3CR1, le
CSF1R, le MCSF et certaines molécules du complément (C1QA, C1QB et C3). (Mobley et al.
2007)

D'autres études transcriptomiques ont été menées par Zhao et al. en 2009 également par
analyse en microarray (lllumina BeadArray). Les populations analysées ont été purifiées a partir
de PBMC par tri magnétique CD16 apres déplétion en cellules NK et PRAB6(€t CD15,
respectivement) pour les monocytes CDdtpar tri magnétique CD14 sur la fraction CL¥#6
Alternativement, les monocytes purifiés par tri magnétique CD14 a partir des PBMC ont été
ensuite triés en monocytes CD16ét CD16° en cytométrie erflux. Ainsi, 521 genes
différemment exprimés (£ 1,5 fois) ont été identifiés avec 305 génes caractérisant la population
CD14'CD16™9%¢t 216 genes pour la population CDCD16". En particulier, une surexpression

des génes participant a la phagocytose aettouvée dans les populations CORA16" alors
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gue dans les populations COOCD16™ une surexpression des génes jouant un réle dans les
réponses antinicrobiennes a été identifi€€hao et al. 2009)

En parallele a cette derniere étude, une autre équipe celle d'Ancuta a par contre effectué une
déplétion par sélection négative au préalable, en marquant tous les PBMC exceptés les
monocytes puis ils ont failn marquage CD16 pour séparer les CIC26" des CD14CD16
et ainsi faire une étude trangpomique par Affymetrix. lls ont pu par cette méthode obtenir la
définition de 361 genes permettant de différencier les ODR46" des CD14CD16. Ainsi,

172 génes identifiés pour les CDCD16" et 189 pour la population CD1@D16. De plus il
a été observé que 61 genes avec 20 transcripts ont été upoemddes CDIL D16 et 31
dans les CDI4D16. (Ancuta et al. 2009)

Les résultats des équipes de Zhao et d'Ancuta convergent sun@aints comme par
exemple I'expression forte de CSFR1 dans la population GIN46, ainsi que celle de I'H-
12RB1 (qui reconnait I't12 produite par les cellules activées en réponse a une infection) dans

cette méme population.

L’émergence de la population intermédiaire de monocytes a mené des investigateurs a
reprendre l'analyse transcriptomique des monocytes. Ainsi, Cros et al. ont montré une
proximité entre les populations de monocytes intermédiairelassiqueslors que les non-

classiquesemblet éloignés. (Cros et al. 2010)

A l'inverse, deux études indépendantes révélérent que legpspukations de monocytes
non-<classiques et intermédiaires étaient étroitement liées alors que la population classique serait
plus distante. (Wong et al. 2011; Zawada et al. 2011)

Ces derniers résultats ont été confirmés par une étude de microarray sur du sangefe primat
RhésugKim et al. 2010)ou sont identifiés trois populations de monocytes homologues aux

populations humaines.

L’'analyse de I'expression de 662 microARN (miRNA) a identifié des profils
caractéristiques pour chaque s@opulations de monocytes, avec I'expression de certains
mMiRNA tres fortement augmentés dans une population seulementlf@i®o pour les

classiques, miB087 et MiR4935p pour les intermédiaires, et miR725p et mMiR876-56p
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pour les norelassiquesjZawada et al. 2017 Cependant, la comparaison de I'expression de
MIiRNA de chaque soysopulation aux deux autres indiquait que I'expression de seulement 11
mMiRNAs variait entre les monocytes intermédiaires et le reste des monocytes, alors qu’a
I'inverse les variations d’expression dans les monocytes classiquesaassigques comparées

au reste des monocytes affectaient 123 et 69 miRNAs, respectivement. Etant donné le rble
important des miRNAs dans le caiie de I'expression génique, I'expression de la gquasi
totalité des miRNAs d’expression monocytaire dans les monocytes intermédiaires renforce le

caractére médian de cette s@agpulation.

[ Données protéomiques

Une analyse protéomigue a montré que earll006 protéines analysées, 235 différaient
entre les populations de monocytes avec 123 caractérisant la populatiorCOR&%et 112
particulieres a la population CDX@D16. Cette étude retrouva une surexpression des genes
participant a la phagocytose dans la population COD46" alors que dans la population
CD14'CD16™%est identifiée une surexpression des genes jouant un role dans les réponses anti
microbiennes.(Zhao et al. 2009)

[ Données épigénétiques

Les analyses de la transcription des promoteurs et enhancers dans les Hmigs@i®ns
de monocytes, ainsi que l'identification des sites de fixation des histones méthylées et acétylées
ont identifié, par les deux approches, des profils particuliers a chacune des populations (Schmidl
et al. 2014) En particulier, les monocytes intermédiaires présentaient des profils qui les
distinguaient clairement desuk autres populations, établissant leur individualité au niveau de
la structure chromatinienne. Les particularités du contrdle de la transcription de plusieurs genes
importants (CD14, CSF1R) dans les trois spopulations de monocytes ont également pai ét
établies. Plus récemment, les profils de méthyladi@iiADN ont été aussi analysés dans les
souspopulations de monocytes (Zawada et al. 2018) nombre important de locus était

hypomeéthylé chez les monocytes intermédiaires comparés aux monocytelassies et
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surtout aux classiques. Les genes concernés sont impliqués entre autres dans la différenciation

cellulaire, le trafic intracellulaire, et le métabolisme lipidique.
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ii. Hétérogénéité fonctionnelle

L’hétérogénéité phénotypique des monocytes peut servir de base pour tenter d’attribuer les
diverses fonctions de ces leucocytes a des-gaugpes definis. Ceci a été tenté en analysant
les fonctions des soympulations purifiees. Alternativement, les fonctions de-gomspes de
cellules ont été déterminées dans des populations brutes comme par exemple en déterminant
I'expression intracellulaire de cytokines parmi les monocytes marqués dans un échantillon de
sang total. Concernant I'analyse des fonctions des monocyte® Gieules les études les plus
récentes faisant la distinction entre les monocytes Chbé-classiques et intermédiaires
seront considérédbigure 11).

Dans la littérature, I'analyse des réponses fonctionnelles depspukations de monocytes
humainsest marquée par une grande hétérogénéité des résultats. Les résultats contradictoires
pourraient s’expliquer par la diversité des méthodes utilisées pour purifier les monocytes,
'absence de standardisation dans le traitement des échantillons et I'esatjfécents
anticoagulants, la comparaison entre monocytes purifiés et non purifiés testés en sang total, les
différences de gating dans lidentification des spapulations en l'absence de criteres
unanimement reconnus, ou pétite encore d’autres fatrs indépendants des différences de
techniques entre laboratoires et qui sont a identifier. Ainsi, I'analyse des réponses aux agonistes
des TLR a montré que les monocytes otassiques étaient les principaux producteurs de TNF
et IL-1beta évalués en imirellulaire apres stimulation en sang total (Mukherjee, Barman, et al.
2015; Belge et al. 2002u aprés purification (Wong et al. 2010ependant, d’autres ont
trouvé l'inverseg(Cros et al. 2010; Hadadi et al. 208ec également une faible expression de
CCL2, IL-8, et IL-6 (Cros et al. 2010t identifient les monocytes inteédiaires comme les
plus répondeurgCros et al. 2010; Rossol et al. 201Epfin, pour Boyette et al., ce sont les
monocytes classiques qui expriment le plus fortement TNEbk! IL-6 (Boyette et al. 2017)

Par ailleurs, suivant les auteurs, la cytokine -enfithmmatoire I-:10 est essentiellement
produite par les monocytes intermédiaires (Mujdee Kanti Barman, et al. 2015;
Skrzeczynskadoncznik et al. 2008pu bien par les monocytes classiques (Cros et al. 2010;
Wong et al. 2011; Smedman et al. 20&R)est faiblement induite chez les monocytes non-
classques (Cros et al. 2010)

La production de radicaux de I'oxygene par les gmysulations de monocytes a peu été
explorée. Selon Cros et al., elle serait comparable pour les monocytes classiques et

intermédiaires et faible pour les nolassiquegCros et al. 2010)
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La phagocytose de billes de latex a été décrite comme plus importante avec les monocytes
classiques et intermédiaires (Mukherjee, Barman, et al. 2015; Cros et al. 2010)
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c. Les monocytes en pathologie

La description des monocytes CD1& ouvert la voie a I'analyse des populations de
monocytes chez les patients et il est apparu dans de trés nombreux travaux que ces derniers
étaient présents dans le sang en proportion augmentée dans de nombreuses pathologies a
composante inflammatoire telles que l'infection et les maladiesimumones(\Wong et al.

2012) Ces observations ont conféré aux monocytes CIHL@énomination de monocytes
inflammatoires, bien que les propriétés intrinséques de ces cellules ne justifiaient pas cette
désignation de maniére claifinsi, dans I'érysipéle, les monocytes CD16+ en expansion dans

le sang étaient réfractaires a lansilation par l'acide lipoteichoique contrairement aux
monocytes classiques CDtgHorelt et al. 2002; Loems Ziegketeitbrock 2007)

De nombreux travaux ont été effectués avant la distinction entre monocytes intermédiaires et
non<lassiques parmi les cellules CDlaugmentées, ce qui relativise la portée de ces
observations au vu des fonctions différentes des deuxpequaations.

La signification de cette augmentation ddriction de monocytes CD1@ans le sang reste

incertaine.

Ainsi, dans le sepsis, 'augmentation de la proportion de monocytes' @36 montrée
depuis 1993 Fingerle et al. 1993)De maniere plus précise, il a été ensuite montré que la
proportion de monocytes intermédiaires triplait dans le sepsis avec une tendance a la baisse
pour les norelassiquegPoehlmann et al. 2009¢t ceci était plsi net chez les patients avec
hémocultures positives. Plus récemment, ce sont les deux populations intermédiaires et non-
classiques qui ont été retrouvées en expansion chez des patients septiques (Mukherjee, Kanti
Barman, et al. 2015pavec cependant un profil atypique rdarifié pour les monocytes non-
classiques. D'autres travaux ont montré que CD16, qui est exprimé sur les monocytes
intermédiaires, régulait la voie de signalisation dépendant de TRIF aprés stimulation de TLR4

enactivant a la fois les promoteurs et les inhibiteurs de cette signalisation (Shalova et al. 2012)

Dans les maladies autmmunes, comme l'arthrite rhumatoide, le lupus et la sclérose en
plague, les monocytes CD1$ont également préférentiellement augmentés (Wong et al..2012)

Dans l'arthiite rhumatoide, une augmentation du pourcentage des monocytes intermédiaires
mais pas des norlassiques a été obsery@mossol et al. 2012) es monocytes intermédiaires

de patients produisaient plus de TNF et dliLque les autres populations de monocytes, et

53



induisaient en caulture un plus fort taux de lymphocytes CB#crétant de I'lk17 (Rossol
et al. 2012) Sous traitement, 'augmentation du pourcentage de monocytes intermédiaires
n’était plus retrouvée (Amoruso et al. 2016)

Dans le lupus, bien que l'augmentation des monocytes CBdi6 retrouvée dans les
différents travaux, des résultats discordants ont été trouvés sur la natureulies CEIIL6 en
cause. Mukherjee et al. montrent une augmentation du pourcentage de monocytes non-
classiques dans une petite cohorte de 10 patients (Mukherjee, Barman, et ald@8Ihjune
autre étude récente identifie les monocytes intermédiaires comme les cellules principalement
augmentées, avec un accroissement moindsaramocytes nonlassiques dans une analyse
portant sur 62 patients (Zhu et al. 2Q1®)ans cette méme étude, les monocytes CP(i6
dans leur ensemble induisaient une plus forte galkion Th17 de cellules T CD4utologues
chez les patients en comparaison avec les monocytes classiques.

A l'inverse, le pourcentage de monocytes CD@fit diminué dans la sclérose en plaque
(SEP) dans une cohorte de 40 patients en forme récurgrmteente et en I'absence de
traitement (Waschbisch et al. 2017)a diminution concernait a la fois les monocytes
intermédiaires et noenlassiques et était absente chez les patients traités quel que soit le
traitement (interféron, Natalizumab, ou Fingolimod). Dans le liquide céphalchidien, alors
gue les monocytes étaient trés majoritairement de typaniadiaires chez les patients témoins
(affections neurologiques nanflammatoires), les monocytes CD'¥$dominaient chez les
patients SEP récurreatémittents. Des travaux plus anciens avaient aussi retrouvé une absence
d’altération quantitative des polations monocytaires dans la SEP traitée par interféron-
(Bergh, Dayyani, and Ziegldtleitbrock 2004)

Ces travaux effectués sur des patients présentant diverses maladieshvautes montrent
que les populations de monocytes sont variablement affectées dans ce type de pathologies. La
propension des monocytes CD16t particulierement les monocytes intermédiaires a
promouvoir les réponses Th1l7 est cependant retrouvée a la fois dans I'arthrite rhumatoide et
dans le lupus érythémateux. Ceci peut suggérer un @i@ffammatoire de ces cellules dans
la progression de ces maladies. Des travaux recherchant plus spécifiguement la présence des
monocytes dans les tissus atteints et les fonctions associées précisera le rble de ces cellules dans

ces pathologies.
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d. Les monocytes murins

Chez la souris les monocytes sont distingués des autres leucpaytisxpression du
CD115(le récepteur au MCSF), de I'intégrin€CD11b ainsi que du marqueur macrophagique
F4/80.

Tout comme les monocytésimains, les monocytes murinsont hétérogéenes
Actuellement, dux souspopulations ont été identifiésglon & niveau texpression de L§C
qui correspona un épitope de I'anteme de différenciation myéloiderldes granulocytes et
monocytes Les monocytes Ly6TY°% et Ly6C’Mdh different aussi pour I'expression de
récepteurs aux chimiokines avec une prédominance de I'expression de CX3CRR2t
respectivement, dans les sqaapulationsL’expression de CD14 sur les monocytes de souris
est faible ou négative (Haziot et 4996) Les populations Ly6TY¥°" et Ly6C’MI" bien
gu’'étant chacune fortement hétérogérmxp(ession de récepteurs aux chimiokines, de

molécules d’adhésion .,.présentent des convergences fonctionnelles.

« Les monocytes Ly69"

Cettesouspopulationde monocyteseprésente 2 a 5% des leucocytes circulants chez la
souris a I'état basal. EBesont plus extensivement caractérisées par le phénotype"@CR2
CX3CR1°" CD62L" (Table 2). (Serbina et al. 2008)

Ces cellules sont connues pour étre recrutées au cours de I'inflamrpatitcipent a
la défense contréimfection bactérienne, parasitaire et fongique, et jouent un réle dans la
présentation antigénique. Dans l'inflammatioutanée, les monocytes Ly#B" migrent a
partir de la peau vers les ganglions afférents de maniére @& dantéGeissmann, Jung,
and Littman 2003; Serbina et al. 2008; Jakubzick et al. 2008; Palframan et al. 2001)

En condition inflammatoire, ces cellules sont des précurseurs de macrophages et de
cellules dendritiques et elles sont recrutées via le CCR2 ainsi que le C{3&2hna et al.

2008; Geissmann, Jung, and Littman 2003; Nitancinelli et al. 2007)Chez les souris
déficientes pour CCR2, une forte diminution du recrutement de ces monocytes vers les sites
inflammatoires a démontré le réle important de ce récepteurlelaismiotactisme de ces
cellules.(Kurihara et al. 1997; Kuziel et al. 199Dk plus, ces cellules sont identifiees comme

GHVY PRQRF\WHV LQIODPPDWRLUHY GH SDU OHXU SURGXFWL
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« Les monocytes Ly6eyow

Cettesouspopulationde monocytegst légerement moins abondante dans le saag et
égalementété distinguéephénotypiquement des monocytes Ly8€" par I'expression des
récepteurs aux chimiokines et molécules d’adhésion avec pour phénotyp@GCDEZ R 1"
et CD62L %Y Elles exprimenaussi fortement LFAL (Table 2). (Geissmann, Jung, and Littman
2003; Palframan et al. 2001)

La présence de ces cellules dans les tissus au cours de l'inflammation a également été
montrée mais également a I'état basal ce qui a motivé la dénominatiomdeoegytes
résidents>. Dans les tissus, au cours de l'inflammaties,rhonocytes Ly6€Y'*¥sont capables
de se différencier en macrophages et de jouer un role dans la répiassatilaire(Geissmann,

Jung, and Littman 2003; Sunderkdtter et al. 2004)

L'utilisation des techniques d’analyse in vivo en microscopie intravitale a permis de
montrer que cette population avait la capacité d’adhérer le long de la surface luminale des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et qu’elle étaiteaingée rapidement dans les
tissus suite a un stimulus. Ces monocytes sont ainsi décrits comme des sentinelles patrouillant
en permanence la vasculature via I'adhésion a I'’endothélium par une interaction mettant en jeu
LFA-1 et CX3CRL1. Suite a une stimulation, ces cellules produisent des cytokines ainsi que des
chimiokines permettant I'initiation des réponses inflammatoires via le recrutement d’autres
cellules immunitairegAuffray and Geissmann 2007; Umehara et al. 2004; Lesnik, Haskell, and
Charo 2003)

Dans des expériences de transferts adoptifs, la population’Lgg@utée dans la cavité
péritonéale au cours whe péeritonite expérimentalegtait retrouvée dans différents organes
(rate, foie, poumons ...) de la souris receveuse avec un phénotyp&, Lsy@gérant un
phénomene de conversion entre les gmsulationgFigure 12) (Geissmann et al. 2010)

L’'analyse de I'expression génique des spapulationsde monocytes chez la souris a
ete faite en parallele a des monocytes humains afin de déterminer le niveau de similarité entre
les souspopulations. Les monocytes LyBCétaient plus proches des monocytes
CD14'CD16"™9 que des monocytes CD'I@D16" et CD14'™CD16, et inversement pour les
monocytes Ly6€". Cependant, des différences majeures affectant prés de la moitié des
transcrits entre populations humaines et murimgganmet pas d’affirmer avec confiance qu'il
s’agit de populations homologues entre les especes (Ingersoll et al.rAéht si ce raccourci

est souvent pris dans la littérature. De plus, I'obtention de monocytes circulants murins est
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limitée par leur faible nombre et I'essentiel des données expéslagntvitro chez la souris

est dérivé de monocytes médullaires et spléniques. Dans ces conditions, I'extrapolation des
données du modele murin a ’lhomme ne peut étre faite qu’avec grande précaution. La recherche
sur les fonctions des monocytes resteteange de critéres fiables permettant d’identifier des
populations homologues entre espédese jour, I'expression des récepteurs aux chimiokines
CCR2 et CX3CR1 reste probablement le meilleur guide, bien quimparfait du fait de

chevauchements importants des niveaux d’expression entrpouiationgTable 2).

Monocytes and macrophagedevelopmental pathways and tissue homeostasis
(Ginhoux and Jung 2014)

Figure 12 : Compartiments monocytaires murins
Migration et recrutement des monocytes a partir de la moelle osseusde site

inflammatoire viala circulation sanguine par l'intermédiaire de molécules d’adhésion

(CD62L, CD43 ...) et par chimiotactisme via la reconnaissance de chimiokines (CX3CRL1...)
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Espece Souris Humain
Sous
populations Ly6Chigh Ly6Clow Classique Intermédiaire Non-classique

de monocytes

Marqueurs CD11BCD115Ly6C" CD11bCD115Ly6CP CD14CD16* CD14CD16 CD1#CD16
Récepteurs

aux CCR2CX3CR1 CCR2CX3CR1 CCR2 CCR2 CCR2¢
chimiokines

Adaptéde (Wong et al. 2012; dcke and Randolph 2006; Sprangers, Vries, and Everts 2016)

Table 2 : Les soug$ypes monocytaires chez la souris et chez ’'homme

Caractérisation phénotypique des squopulations de monocytes chez 'lhomme et la souris par identification de marqueurs spécifiques

ainsi que des récepteurs aux chimiokines.
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e. Les cellules dérivées de monocytes

La conception longtemps dominante d'umenonuclear phagocyte system (MPS)
entierement dérivé de cellules de la moelle osseuse par I'intermédiaire des monocytes (Van
furth and Cohn 1968) été invalidée par nombre de résultats expérimentaux sur les cellules
myéloides résidentes des tissus (Hashimoto et al. 2A8ih3), les macrophages et les cellules
dendritiques ne sont pas tous dérivés de monocytes. Aussi, les caractéristiques des macrophages
et cellules dendritiqueeffectivement dérivés de monocytes ont été précisépse 14).

Les deux sections suivantes adressent brievement ces questions.

59



MOURAH Fadila -Thése de doctorat2017
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D’apres “Monocyte Heterogeneity : Consequences for Monocfaesved Immune Cells”

(Sprangers, Vries, and Everts 2016)
Figure 13 : Recrutement et différenciation des monocytes au cours de l'inflammation.

Un modéle a été proposé dans lequel les-paysilations de monocytes contribueraient
au cours de l'inflammation a augmenter les cellules immunes matures.

Les cellules matures tissulaires ne sont a I'étatowmal» pas maintenues par les
monocyteset les cellules produites au cours de I'inflammation different de celles produites

a I'état d’équilibre.
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Monocytes
GM-CSF
Macrophages Cellules dendritiques
LPS LPS Immatures
+ IL-4 + IL-10
IFN- IFN- IL-4 LPS
v

M1 M2a M1 M2a M2c Cellules dendritiques

Matures

Figure 14 : Schéma récapitatif de la différenciation desnonocytes in vitro (ou en

condition inflammatoire)

Différenciation des Monocytes en différents types cellulaires aprés stimulation in vitro

en cellules dendritiques et macrophages.
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i Les macrophages

Les macrophages sont des cellules myéloides retrouvées dans tous les tissus de
I'organisme. lls assurent des fonctions de soutien et de maintien de ’lhoméostasie a I'état basal
comme en situation inflammatoire (Wynn, Chawla, and Pollard 2@&1:33i, a l'initiation de
I'inflammation, les macrophages ont la capacité de détecter et de répamdagent infectieux
menant a son élimination. Dans un deuxiéme temps, les macrophages participent a la réduction
de I'état inflammatoire et a la réparation des lésions tissuldire&®est pas résolu si ces
différentes fonctions sont effectuées pangfarmation des cellules in vivo en répend
différents microenvironnemesytreflétant la plasticité observée in vitro, ou si différeng$yge
macrophages interviennent. (Biswas and Mantovani 2010; Stout and Suttles 2004; Gordon and
Taylor 2005)

Les travaux récents sur l'ontogénie des macrophages ont profondément modifié les
connaissances sur les précurseurs et l'origine des cellules présentes dans les tissus (Ginhoux
and Guilliams 2016)Ainsi, chez I'adulte, les macrophages du systeme nerveux (ou microglie)
et les cellules de Langerhans de I'épiderme sont dérivés de cellules se différenciant dans le sac
vitellin au stade embryonnaif€horro et al. 2009)Apres colonisation des tissus destinés a
former ces organeses cellules s’y maintiennent par awémouvélement tout au cours de la
vie de I'individu, un mécanisme dépendant du facteur de transcriptiod Raisas et al. 2014)

Les macrophages du foie (cellules de Kupfer) et ceux du poumon (macrophages alvéolaires et
pleuraux) ont également une origiitetale mais a partir de cellules différenciées au cours de
I'nématopoiese primitive dans le foie feetal. Ces cellules se maintiennent dans les tissus
également par ai@nouvelement. Cependant, suite a la perte des cellules de Kupfer au cours
d’'une infecion par L. monocytogenes, une restauration de cellules de Kupfer a partir de
monocytes sanguins a été observée, et les macrophages formés a partir des monocytes infiltrés
prenaient le caractere de cellules de Kupfer résidentes (Blériot et al. 20liGyerse, les
macrophages d’autres tissus comme lintestin, le cceur et le derme proviennent de la
différenciation de cellules dans la moelle osseuse et sont en permanence remplaces a partir des
monocytes circulants. In situ, ces macrophages dérivés de monocytes pourraient étre éduqués
pour faire fonction de macrophages résidents (Zigmond and Jung 2013)

Ainsi, a I'état de base comme au cours de l'inflammation, les monocytes peuvent étre a
I'origine de macrophages inflammatoires ou résidents, mais ceci semble étre dépendent du tissu

concerné et du microenvironnement induit par certains types d’inflammation. La détermination
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de la spécificité tissulaire des macrophages est sous la dépendance de remaniements de la
chromatine, via la méthylation d’histones, positionnant des amplificateersh&ncers) de

la transcription a disposition de promoteurs de genes impliqués dans le phénotype tissulaire
(Lavin et al. 2014)Ainsi, dans des souris irradiés et reconstitugar greffe de moelle osseuse,

les nouveaux macrophages générés dans les différents tissus possédaigraysages
d’amplificateurs» similaires a ceux des macrophages résidents des tissus correspondants. De
méme, des macrophages péritonéaux transgladéés le poumon adoptent le paysage
d’amplificateurs du tissu d’accueil. D’autres ont montré que le phénotype acquis était stable sur
la durée de la vie de la souris (Suzuki et al. 20C4&pendant, d’autres travaux ont indiqué

gu’un préconditionnement des monocytes par les cellules NK dans la moelle osseuse au cours
de leur développement précédait les étapes de différenciation en macrophages dans les tissus
(Askenase et al. 2019)’ensemble de ces résultats apporte un éclairage sur les mécanismes a

la base de la plasticitérictionnelle des monocytes et macrophages (AlvArezo et al. 2014)

Les états d’activation des macrophages ont été dénommeés M1 et M2 (alternatif) suivant leur
capacité a induire la polarisation de lymphocytes vers les voies Thl et Th2, respectivement
(Figure 15)(C. D. Mills et al. 200Q)Définis essentiellement in vitro, la correspondance avec
les macrophages analysés in vigste incertaine (Ka et al. 2014s macrophages présentant
les états d'activation M1 et M2 différent substantiellement dans leurs fonctions. Les
macroplages M1 acquierentine activité antimicrobienne et anti tumorgl@ordon and
Martinez 2010; Sica and Mantovani 2018nsi il a été décrit que I'activation pér LPS va
TLR4 sur s macrophagesn particulier quand elle est combinééeaposition a l'interferon

, ) 1 produitpar les lymphocytes de type Nk polariser le macrophage en type M1 doté
d’'une réponse prmflammatoire.(Figure 15) (Schroder et al. 2004; Adams and Hamilton
1984) La régulation de cette réponse se fait par les macrophages qui possedent dégsproprié

immunacrégulatrices permettant la résolution de l'inflammation. (Serhan et al. 2007)

La polarisation desacrophageen M2 se fait par la reconnaésse de multiple signaux
générés au cours des réponses immunitaires de tgoed®dminent L4 et IL-13) (Figure 15).
Ces facteursteconnus par desceptewrs comme’lL- 5., renforce chexzes macrophages
I'activité phagocytairest induisentune réponse antinflammatoire. Cettelerniereest associée
a des fonctions de réparation etrdenodelage tissulaire, idimuncrégulation mais aussie
promotion de la prolifération des cellules tumora|Bswas and Mantovani 2010; Gordon and

Martinez 2010; Mantovani et al. 2002; Mantovani 2008; Pollard 2009)
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D'autres signaux tels que 10, les glucocorticoides, les cellules apoptotiques et les
complexes immuns peuvent activer les macrophages et induitme réponse
immunosuppressive et de réparation tissulgirgure 15).

Des études transcriptomicgient montré que I'état d'activation de ces macrophages
dépendait de'dxpression déacteurs de transcription.alpolarisation de macrophage vers le
type M1 était induite par le facteur darscription IRB sous la dépendance de STATL1 tandis

que pour induire la polarisation M2 sont STATG6 et IRF4 qui sont mis en jeu. (Lawrence and
Natoli 2011)

Thl Th2

Microbes
Stimulation LPS

IFll\I— /

IL-4,1L13

IL-10

Complexe Immun

Glucocorticoides

v TLR4 B MCSF
IENAR IL-4R.
CMH I Oxydation
cD86 Glycolyse MR GR SR — Acide Gras
IL-1R [
CD209 |==
CD163 Arginase1™!
\ Polyamines
\ RN COX2COX1H!
IL-12t ROIH! IL-120 ALOX _
IL 23 CxclLioH COxitecoxazH TNFLO COLITH  ymiH P_roltect_|neisesoIV|nes
TNEH! Captation du Fer IL-10" CCL18"  Figyqt LiPerationduFer
IL-10-° IL-1RAH! CCL22H!
Macrophage inflammatoire M1 : Macrophage anttinflammatoire M2a & M2c :
M2a: M2c :
Pro-inflammatoire Anti-inflammatoire Immunorégulation
Microbicide Réparation et remodelage tissulaire Prolifération
Anti-tumorale Pro-tumorale

D’aprés*“ Macrophage polarization and pkticity in health and disease”
(Biswas et al. 2012)
Figure 15 : Représentation schématique de la polarisation des macrophages en M1 et M2

Les signaux de pafisation moléculaire métabolique et fonctionnelle des macrophages

sont indiqués(SR = Récepteur Scavenger, MR = Récepteur au Mannose, GR = Récepteur au

Galactosé.
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ii. Les cellules dendritiques

Dans ce travail, 'analyse fonctionnelle des monocytes humains a été faite en étudiant
les propriétés des cellules dendritiques qui en étaient dérivées indntrappel des données

sur ces cellules s'impose, en particuliers sur les cellules dendritiguesines.

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules polyvalentes du systeme immunitaire
de par leur capacité @pondre awactivateurs de I'immunité innée etiritier la répose
immunitaire adaptative. Ce sont en effet les cellules présentdgidantigene lesnieux

capables d’activer les lymphocytes T naifs.

La premiére identification des cellules dendritique a été énitk973 par Steinman et
Cohnchez la souris. A cette époque, l'identificationéaldasée sur la morphologiesicellules
qui permettait de les différencier des macrophages. (R. Steinman and Cohn 1973)

A la suite de cette découverte, il a été montréapsecellulesmises en caulture avec des
lymphocytes Tinduisaientine réponse plusrte des lymphocytes qu’avec tout autre leucocyte
testé (R. M. Steinman and Witmer 1978)

La caractérisation de ces cellules s’est poursawée le développement des techniques
d'études,et le réle des cellules dendritiquelans ['initiation des pmbnses immunitaires
adaptatives s’est précisé avec la description de la régulation de I'expression des molécules du
CMH, de lacapacitéles cellules a migrer velss organes lymphoides secondaire\eaétiver
les lymphocytes. (Steinman RM 2010; Heath and Carbone 2009; Merad et al. 2013; R. M.
Steinman and Banchereau 2007)

Les cellules dendritiques humaines accessibles a I'analyse et I'expérimentation sont
essentiellement les DC du sang et de la peau. Dans le sang, deux populations ont initialement
été décrites. En 1997, les cellules dendritiques plasmacy{pid€3ontété identifiées pour la
premiere fois chez 'homme, dans le sang périphérique mais également au niveau des organes
lymphoides secondaire. Le nom plasmacytoide provient du fait guedisemblend la fois
aux lymphocytes Tdlles sont CD4 CD45RA") mais également aux plasmocytes par leur
morphologie. (Grouard et al. 1997; Olweus et al. 1997)

Par extension, les DC restantes du sang ont été appelée DC myémigesDC

conventionnelles (cDC).
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Parmi les cDC dusang périphérigue humaimeux souspopulations CD1c/BDCAL et
CD141/BDCA3 ont été définiegZieglerheitbrock et al. 2010; Muzlifah Haniffa et al. 2012)

9 Les cellules dendritiques CDI4BDCA3" (Figure 16) conventionnelles appelées
cDCL1.(Guilliams et al. 2014klles sont caractérisées par le fait qu'elles ont une trés faible ou
absencal'expression de CD14, CD1c, CD11c, CD11b et CD172PDLYV HOOHV H[SULP
CD370 (Clec9A/DNGRL), le récepteur a chimiokine XCR1,le TNFHW © ,)JAOOHV LQLWLFE
une réponse T CD8+ restreinte aux molécule€lliH de classe | et en réponse a l'interaction
CD283/TLR3. (Schlitzer, Mcgovern, and Ginhoux 2015; Zieghmitbrock et al. 2010;

Muzlifah Haniffa, Bigley, and Collin 2015)

Aprés leur passage dans les tissus, les cellules dendritiques conventionnelle® CD141
sont localisées au niveau des organes lymphoides (amygdales, rate et moelle osseuse)
(Jongbloed et al. 2010; Mittag et al. 2011; Poulin et al. 2010; Segura et akt2@d2prganes
non lymphoides (peau, poumon et foie). (Muzlifah Haniffa et al. Z)ER) ont la capacité
d'induire la mort cellulaire via le CLEC9A, de reconnaitre les acides nucléigues viraux via
TLR3 et TLR8 et de assprésenter I'antigene aux lymphocytes (Muzlifah Haniffa et al.

2012; Jongbloed et al. 2010)

La population murine équivalen WH H V VWDQ0OB. (&rbzat et al. 2010; Poulin et al.
2010)

9 Les cellules dendritiques myéltes CD1&BDCAL" (Figure 16) appelées cellules
dendritiques CD1c+ conventionnelles ou cDC2 sont présentes dans le sang et les organes non-
lymphoides (peau, foie, poumons...) et dans les organes lymphoides (rate et ganglions). Elles
expriment tous les TLR de 1 a 10 et jouent un réle important dans le transport et la présentation
de I'antigéne aux lymphocytes T CD4 naifs. Elles ont cependant une faible capacité-de cross
présentation aux lymphocytes T CO®1 Haniffa et al. 2009; Muzlifah Haniffa etl. 2012;
Bachem et al. 2010; Guilliams et al. 20Hles expriment également fortement les molécules
& F HW &' . 6,53. SURGXL YV Higflamraatbvedet WiBréht &) Hiveas U R-
des ganglions lymphatiques afin d'initier une réponse T '@Hitace.(Reynolds and Haniffa
2015; Schlitzer, Mcgovern, and Ginhoux 2015)Cette  pulation correspond a la
S R S X O D WCRIQL &nlurines.
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Les cellules dendritiques plasmacytoid€sgure 16) sont également identifiables par
leurs marqueurs exprimés a la surface cellulaire, en particuliers les molécules BBICA
BDCA-4 qui servent &s identifier. (A. Dzionek et al. 2000; A. Dzionek et al. 2002; a Dzionek
etal. 2001) /HV S'& H[SULPHQW DXVVL O Hcépteur a OIB) rAdIpael . G X
CD11c(A. Dzionek et al. 2000)Ces cellules correspondent a environ 50% des DC circulantes
chez 'homme. Aprés migration dans les tissus, elles soriiséea au niveau des zones T des
tissus lymphoides, de I'endothélium des veinules et au niveau des zondslkcttaire riches
en cellules T au niveau des amygdales. (Cox et al. 2005; Grouard et al. 1997)

Elles expriment TLR7 et TLR9 qui reconnaissent respectivement les ARN simple brin
et ADN des virus et leur activation via ces récepteurs induit fortement la sécrétion de I'lFN
(Merad et al. 2013ainsi quela polarisation des lymphocytes T CD4 en Thl, Th2 ou Treg.
(Rissoan et al. 1999; Gilliet, Cao, and Liu 2008; Ito et al. 2007)

Chez la souris cette population est CD1R220" CD45RA" siglecH™ et Ly49Q.(J. Zhang
et al. 2006; Omatsu et al. 2005)

Dans les tissus, les cellules de Langherans sont TAAgerifCD11& et sont
localisées au niveau de I'épiderme summaal. Elles ne migrent pas au niveau du tissu
lymphoide et lors d'un dommage au niveau de la peau, elles sont calidblasfier la nature
du stimulus et d'adapter la réponse inflammatoarrespondant@éNikolaus Romani, Brunner,
and Stingl 2012)Les cellules dendritiques CD1fbu «dermales») sont localisées au niveau
des organes lymphoides et lgmphoides. Cette population a pour phénotype CER1 1"

CMH-II" mais exprime en plus des marqueurs spécifiques des monocytes et macrophages tels
que le CD11b ou encore le CX3CR1 (M Haniffa et al. 2009; Ochah 2008) Elles sont
considérées comme peu matures (elles n‘expriment pas le marqueur de maturation CD83) et de
plus, elles ne sont pas capables d'activer les lymphocytes T naifs (faible expression de CD80 et
CD86) comparé aux cellules dendritiqguesI€D(PenelSotirakis et al. 2012Par contre, des

études ont montré que ce type cellulaire jouait un réle important dans la formation des cellules
T helpers folliculaires Tth (Matthews et al. 20E) particulier, ces cellules sécrétent de-I'lL

10 et de I'll-6 induisant une réponse Treg et Tth. (Chu et al. 2012; Klechevsky et al. 2008;
McGovern et al. 2014)

Les DC CD14 sont celles qui fonctionnellement ressemblent le plus aux MoDC in vitro
(Figure 16).
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DC CD141 humaines DC CD1ct humaines pDC Humaines LC humaines
DC CD8'CD103" Souris || DC CD4"CD11b* Souris pDC Muri nes LC Souris

D'apres "Ontogeny and Functional Specialization of Dendritic Cells in Human and Mouse"
(Muzlifah Haniffa, Collin, and Ginhoux 2013)

Figure 16 : Phénotypes humain et Souris de certaines spapulations de DC

Les molécuds en rouge correspondent a celtesouvés dans les deux espéces, en noir
celles uniquement retrouvées chez I'humain et en bleu celles retrouvées uniquement chez la

souris. (C = Cellules de Langherains

Les cellules dendritiques immatures fonctionnent comme patrouilleurs et sentinelles
jusqu'a leur activation par un stimulus inflammatoire qui transforme la présentation de
I'antigene d’'un mode tolérogene a un mode immunogeatte @ansformation affecte toutes
les étapes de la présentation depuis le traitement de I'antigene et sa mise en complexe avec les
molécules du CMH sous forme de peptide lié jusqu’a la nature et la concentration des molécules
de surface en interaction avie lymphocyte T. (R. M. Steinman and Banchereau 2007)

Les cellules dendritiques matures ont une activité phagocytaire réduite, une augmentation de
I'expression de CMH, des molécules destioaulation et elles sécretent de grandes quantités
de cytokines. (Cella et al. 1996; Cella et al. 1997; Schnurr et al..2D@8)cellules matures
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vont migrermar chimiotactismes vers les organes lymphoddese fait I'initiation de la réponse
immunitaire adaptative. (Sozzani et al. 2000; Randolph 2001; Villadangos and Schnorrer 2007)

Comme décrit plus hausg¢ctionl. 1.), les DC circulantes sont générées au cours de
I’'hnématopoiese a partir de progéniteurs propres a la lignée dendritique et distincts des
progéniteurs de mongtes. Une question qui se pose est de savoir quelles sont les différences
entre les bona fideellules dendritiques et celles dérivées de monogligare 17).

D'aprés”“ Ontogeny and Functional Specialization of Ddritic Cells in Human and Mouse”

(Muzlifah Haniffa, Collin, and Ginhoux 2013)

Figure 17 :Origine et organisation des DC chez I'humain et la souris.

Les précursurs, monocytes et DC sont no#s noir pour I'humain et les homologues
murins sont en bleu. L'origine et la relation entre les espéces sont marquées flactues
noires pour les humains et bleues pour tout ce qui est murin.

Les modifications qui ont lieu au cours de l'inflammation sont inégjaa rouge.
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» Cellules Dendritiques dérivés de Monocytes (MoDC) :

Les recherches sur les cellules dendritiques humaines sont difficiles a mener en raison
de la faible accessibilité des cellules. En effet, les DC ne représentent que moins de 1% des
PBMC. Ces cellules occupant une place centrale dans linitiation des réponses immunitaires,
une source de DC disponible in vimalonc été activement recherchée.

Des résultats chez la souris ont indiqués que les monocytes pouvaient se diff@rencier
cellules dendritiques en condition inflammatoire ex @manettant en culture des cellules de
moelle osseuse stimulée avec du -GMF(Kayo Inaba et al. 1992; K Inaba et al. 1993; Caux
et al. 1992)Dans cette méme voia Hifférenciation de cellules dendritiques a été obtenue par
Caux et al. a partir de précurseurs CD34+ de sang de cordon mis en culture ave€@FGM
avec maturation des DC obtenues par du -TNEaux et al. 1992)Plus tard, Sallusto et
Lanzavecchia ont réussi a produire des DC in \dtrpartir de PBMC humains adultes en
présence de GMCSF (Sallusto and Lanzavecchia 199df) la maturation de ces cellules
immatures était obtenue par culture en présence de TNEHSHQGDQW OHV '& REWH(
une faible capacité de stimulation ainsi qu'une incapaqgirésenter I'antigene soluf@allusto
and Lanzavecchia 1994yar contre, la combinaison de GB&F et d'll-4 induisait des DC de
phénotype comparable aux cellules dendritiques du sang périphérique (morphologie/migration,
phénotype et forte stimulation des cellules T naives) aprés maturation par l'ajout-de TNF
(Sallusto and Lanzavecchia 1994; N Romani et al. 1994; Chapuis et al. 1997)

Cependant, il a étébgervé que la maturation des MoDC a l'aide du-TNRU pGXLVDLW O
réponse allogénique au cours d'une MLR (Mixed Leukocyte Reaction), ce qui n’était pas le cas
en utilisant le lipopolysaccharideesl bactéries Grdlf¥ (LPS) pour induire la maturation
(Sallusto and Lanzavecchia 1994; Pickl et al. 1996; Palucka et al. 1998; Matteo Rigolin et al.
1999)

La différenciation de MoDC a partir des sqaepulations de monocytes CDI1ét
CD16" a été analysée (Crawford et al. 1999; de Baey et al. 2001; Sanwmiieg et al2001)
Les résultats ont montrgue la population CD1Générait aprés différenciation des MoDC
matures (par TNFalpha) capables d'internaliser des antigenes solubles, et de stimuler une
réponse T allogénigue ou autologue. Les MoDC issues de monocyte$ &Piihaient plus
fortement les marqueurs CD86, CD11a et CD11c et plus faiblement CD1a et CD32 comparées
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aux MoDC CD16 La maturation de ces cellules avec du LPS induisait chez les MoDC issues
de monocytes CD1@ine augmentation de I'expression de 'TARNm lp#D-et une sécrétion
importante d'IL12370 comparé au CD1&hez qui par contre une augmentation I'ARNm du
TGF pWDLW (S¥nd¢eXarebl et al. 2001)Plus réecemment, la différenciation de
monocytes classiques, intermédiaires etcassiques en DC a été analysée, et dans ce travail,
seuls les monocytes clagses ont généré des DC identifiables par leur phénotype et leur
fonction en MLR (Boyette et al. 2017)Les differences entre cetsultats trouvent

probablement leuorigine dans des méthodes distinctes de purification des monocytes.

Les MoDC ont été extensivement caractérisées. Il a été démontré que les MoDC
HI[SULPDLHQW &' F &' D )FCBM-1, gu'elles%exprimaig¢rfortement le
CMH de classe 1l et qu'elles étaient négatives pour le Ckdn et al. 2004)Les cellules
dendritiques différenciées uniguement en présence deCGM présentait une hétérogénéité
des populations de CD11obtenues(Helft et al. 2015) Les étudedranscriptomiques ont
indiqué que ces cellules exprimaient les facteurs de transcription(LiRRtbnen et al. 2005)
et ZBTB46 et LMYC (Satpathy et al. 2012; KC et al. 2014)

Les MoDC ont également été produites et analysées chez la souris et elles ont le
phénotype CD1IMCCR2Ly6C" (Serbina, Kuziel, et al. 2003; Hespel and Moser 20EHes
produisent des cytokin@sflammatoires comme H12 et TNF . (Figure 17) (Serbina, Salazar
Mather, et al. 2003; Zhan et al. 201f)i induisent une différenciation Thl (Ledén, Lépez
Bravo, and Ardavin 2007 elles activent les lymphocytes T mémoif@gakim 2008) sont
capable de crogmésentatior{(Cheong et al. 2010t peuvent également généuee réponse
Th17(Figure 17) (Yi et al. 2012; Segura et al. 2013pujours chez la souris, il a été observé
que les mnoocytes Ly6C" TREML4 peuvent se différencier en MoDC Zbtb4éiprés
différenciation en présence de GBSF et d'll-4, et I'expression de Zbtb46+ est nécessaire a
la capacité de crogwiming des lymphocytes T CD8L'analyse transcriptomique de ces
MoDC a permis d'observer une induction de Irf4 est associée a la fonction derésesgation.
(Brisefio et al. 2016)
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C. Les cellules suppressives myéloides (MDSC)

Bien que décrites initialement comme des cellules myéloides apparaissant dans le cancer
et possédant des fonctions suppressives, les MDSC ont été identifiees dans de nombreuses
pathologies (infectieuses, atittmunes), mais aussi chez le sujet sain (Solito et al. 20a4)
définition est difficile en raison de I'absence jusgprésent de marqueur spécifique et du fait
gue des fonctions suppressives sont aussi présentes chez les autres cellules myéloides
(macrophages, DC, neaphiles) en situation pathologiq(Bronte et al. 2016} eur apparition
en plus grand nombre dans la ciatidn résulterait d’effets indirects de la tumeur ou du site
inflammatoire sur la myélopese a partir des Progéniteurs Myéloides Communs CMP (Marvel
and Gabrilovich 2015)avec des facteurs tels queM-CSF, IL-6, et PGE stimulant
'accumulation de cellules myéloides immatures. Callese caractérisent par une
augmentation de la survie, de la prolifératien une diminution de l'apoptose et de la
différenciation Figure 18) (Millrud, Bergenfelz, and Leandersson 201&es cellules
maturent dans le sang ou dans les tissus sotest [B&ctivateurs comme LPS ou IFNgamma
(Gabrilovich and Nagaraj 2009; P. Cheng et al. 200&tant en jeu SDU 1) % 3, . HW Gl
STAT. (Bergenfelz et al. 2015; Biswas and Logeallazo 2009; Németh et al. 2009)
L’activation s’accompagne d’'une augmentation de la production d'arginidéNOS et de

I'expression de cytokines immunosppressives. (Millrud, Bergenfelz, eandersson 2016)

. Les différentes lignées myéloides sont affectées et on retrouve ainsi des MDSC de plusieurs
types (Movahedi et al. 2008; J.Youn et al. 2008)

9 Les MMDSC ou MoMDSC (Monocytiques) correspondant aux MDSC CD14+ avec
le phénotype CD11b+ HLAR"™CD15"9

9 Les PMNMDSC ou GMDSC (PolyMorpheNucléaires ou Granulocytiques)
correspondant aux MDSC CD15+ CD66+ de phénotype CD11b+CRIEIN Youn
et al. 2012; Rodriguez et al. 2009)

Il existe a l'intérieur de chacune de ces catégories une hétérogénéité importante phénotypique,
morphologique, fonctionnelle et dans leur rdle au cours d'une réponse (Solito et al. 2014;

Marvel and Gabrilovich 2015)
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D'aprés,” On the origin of myeloidderived suppressor cells
(Millrud, Bergenfelz, and Leandersson 2016)

Figure 18 : Hypothéses actuelles sur 'origine de MDSC.

Des cellules myéloides immatures s’accumulent dans la moelle osseuse sous I'effet de
facteurs de croissancedg cytokines, et passent dans le sang, colonisant éventuellement des
organes lymphoides secondaires.

En présence de stimulation inflammatoire, elles sont activées et se différencient en MDSC
fonctionnellement actives.

Une conversion des monocytes périphériqgues en MDSC a été proposée mais ce phénomeéne
reste & déemontrer formellement (Bergenfelz et al. 2018) vitro, la capacité de
reprogrammation de cellules dendritiques et de monoeytddDSC au contact de cellules
tumoralesa été montrée et dépend de I'expression de la cyclooxyg2ri@eX-2) et de PGE
(Obermajer et al. 2011; Mao et al. 2013; Rodrigues et al. 2D&8)résultats similaires ont été
obtenus en présence de I'antigene de surface du virus de I'hépatite B et la reprogrammation
dépendaitle 'axe ERK/IL-6/STAT3(Figure 18) (Fang et al. 2015)

Les MDSC exercent leurs et suppresseurs essentiellement sur les lymphocytes T
suivant plusieurs mécanismes et ces mécanismes different suivant le type de(IMiRBE
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19). Les MDSC déplétent le milieu environnant en acides aminés nécessaires a la prolifération
des lymphocytes TAinsi I'arginine est consommée par I'arginase 1 exprimée par les MDSC,
et la cystéine est accumulée et séquestrée par les cellules. Il en résulte un défaut d’expression
de la chaine zeta de CD3 et une inhibition de la prolifération des lymphocytes T activés
(Rodriguez et al. 2004, Srivastava et al. 2018)production de peroxynitrite et de peroxyde
d’hydrogéne par I'expression d'iNOS et de la NADPH oxydase, respectivemeitie la
signalisation par le récepteur de Fl et la production d’interférogamma pat les lymphocytes

T activés (Mazzoni et al. 2002; Schmielau and Finn 2Q@E5)MDSC experiment a leur surface
'enzyme ADAM17 (disintegrin and metalloproteinase domain contaipiregein 17) qui

induit le shedding de la sélectine CD62L a partir de la surface des lymphocyte T naifs,
prévenant ainsi leur capacité a rejoindre les ganglions lymphatiques (Schmielau and Finn 2001)
Enfin, les MDSC favorisent le développement de T régulatrices naturelles ou induites par la
sécretionde TGF et d’IL-10 (B. Huang et al. 2006)Les MDSC agissent également
indirectement sur I'orientation de la réponse immunitair@eéunisant la conversion des acteurs

des réponses de type 1 comme les macrophages M1 en effecteurs de réponsegfeigtype 2

19) (Sinha et al. 2007)

“On the origin of myelad-derived suppressor cells”

(Millrud, Bergenfelz, and Leandersson 2016)

Figure 19 : Effets des immunossuppresseursdviDSC
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3. La polarisation des lymphocytes T vers les phénotypes Thl,
Th2, Thl7, Treqg

Au-dela de leur fonction ahs Iélimination des agents pathogeéenes, les récepteurs de
'immunité innée que sont les Pattern Recognition Receptor (PRR) activent dans certaines
cellules une signalisation qui modifie le phénotype de la cellule et lui permettent d’interagir
avec les lymphodgs T. Ces modifications comprennent 'augmentation de I'expression des
molécules du CMHQqui présentent les antigénes en surface cellulaire, des molécules de co
stimulation, et la sécrétion de cytokines ciblant les lymphocytes T. Parmi ces cellules
présematrices de I'antigéne (CPA), on retrouve les monocytes et les cellules qui en sont
dérivées, les macrophages, et les cellules dendritiQ@ssderniéres ont la capacitérdigrer
vers les organes lymphoides secondaires ou elles actava@ponse adaptae par leur
interaction avec les lymphocytes T CD4Lette activation induit la multiplication clonale des
lymphocytes T CD44qui reconnaissent I'antigene via leur TCR, et |différenciation en
cellules effectrices qui participent a I'éliminatides cellules infectées eeslpathogénesa
synapse immunologique (SI) correspond arédgion d'interactionentre &s CPA et les
lymphocytes T et elle se caractérgar unemodelage du cytosquelette des lymphocytes T qui

conduit a & polarisatiorde nombreuss structures de la cellule vers la Cf&gure 20).
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T cell antigen recognition at the cell membrane
(J. Huang, Meyer, and Zhu 2012)

Figure 20 : Les molécules mises en jeu dans la synapse immunologicn&RA)

Le TCR reconnaifantigéne présenté par la molécule @MH. La présence des €0
récepteurs et des molécules accessoires a la membeareellulesontstabiliserl’interaction
et la réponse intracellulaire induit I'activation et f@larisation T.

Les molécules de esiimulation a la surface des lymphocytes soR&-1, CD28 /
CTLA4, et CD2 reconnaissant respectivement sur les cellules dendritiques les molécules
ICAM-1, B74 / B2 et CD58CD45, par son domainatracellulaire, active Lck puis ZAP70.

Cette reconnaissance de l'antigéne par le TCR qui correspond au premier signal, va induire
une cascade de signalisation via les protéines kinases de la famille @éeg k. Les kinases
de la famille Src telles que Lck et Fyn induisent la phosphorylation des complexeSDER
(Figure 20). (Salmond et al. 2009Ces derniers contiennent des motifs d'activation ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motifs) dont la phosphorylation va induire le
recrutement dedtkases de la famille Syk telles que Z&P via leur domime SH2(Figure 20).
(Au-Yeung et al. 2009)Ces derniéres sont phosphorylées et recrutent et phosphorylent deux
protéines LAT et SLFF6 formant ainsi le signalosome qui va induire la libération dé @a
sites de stockage comme le reticulum endoplasmique. L’augmentation duin@a-
cytoplasmique induit une cascade de réactions aboutissant a une réorganisation du cytosquelette

et a la polarisation des organelles cellulaires vers la CPA.

76



MOURAH Fadila -Thése de doctorat2017

La formation de la synapse immunologique est induite par la réorientation du Centre
Organisateur des Micrdbules (MTOC) qui résulte de la reconnaissance de l'antigéne par le
TCR.(A. Kupfer and Dennert 1984; Sancho et al. 2002; M&tifreces et al. 2006; Gomez et
al. 2007) Il s’ensuit uneréorientation du Golgi et des vésicules sécrétoires au niveau de la
syngse permettant le relargage contrdolé de cytokines issues de lymphocytes ( a Kupfer,
Mosmann, and Kupfer 1991; Huse et al. 2006)

En paralléle, une induction des MAP Kinases a lieu régulant I'activation de facteurs de
transcription qui induisent une prolifération et une différenciation des lymphocytes T ainsi que
la production de cytokines. (Navarro and Cantrell 2014)

A la fin de I'inflammation, une partie dees cellules va mourir par apoptose et le reste
va constituer un pool de lymphocytes mémoires (qui seront activés rapidement et de facon plus

efficaces lors d’'une seconde préseptatie cet antigéne spécifique).
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IL-17A
IL-17F

IL-22 IL4
GM-CSF IL-10 IFN @ IL5
TNF = TGF TNF = IL-13

D’aprés “Dendritic cells and other innate determinants of T helper cell polarisation”
(Walsh and Mills 2013)

Figure 21 : Polarisation des cellules T par les cellules dendritiques apres stimulation par
les PRR

Suivantles PRRstimulésdans s cellules dendritiqueses voies de signalisations
induites sont différentese qui conditionne le type gmlarisation des lymphocytes Ainsi,

les lymphocytes T adaptent leigponse a différgs stimuli.

Suite a linteraction MHETCR et aux signaux d’activation cellulaire détaillés plus haut,
une phase d’amplification de la réponse se développe. Elle méne les lymphocytes T CD4+
activés, appelés T helper (Th), a sécréter différentes cytofjinesonditionnent le type de
réponse spécialisée mis en place pour contrdler les perturbations qui ont initié la réponse
immunitaire Figure 21). Cette phase est dépendante de I'expression de facteurs de
transcription spécifiques a chacune des réponsesi@sant I'inhibition des autres types de

réponsesKigure 22).
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Parmi les différents types de cellules Th, les Thl permettent de lutter contre des pathogénes

a multiplication intracellulaire (mycobactéries..) par la sécrétion de DIEN-N Jpotentialise
les fonctions phagocytaires et bactéricides des neutrophiles et des macrophages. lls permettent
eégalement de jouer un réle central dans I'éradication des virus en contribuant a la différenciation
des lymphocytes T CD8+ cytotoxique (CTL).

Les lymphocyte T helper Th2 sécretent des cytokines telles quedl'ILIL -5 et I'lL-
13, qui jouent un rdle important dans la protection contre les pathogénes muqueux. Les
lymphocytes T Th2 jouent un rdle également dans la différenciation des lymphocytes B en
plasmocyes qui sécretent des immunoglobulines (Ig) dont I'action est d’éliminer des
pathogenes.

Les lymphocytes T Th17, produisant I'lL7, jouent également un réle important dans
les défenses contre les bactéries mais également contre les infections fongiques par la

mobilisation et I'activation des phagocytes.

Spécifiquement, les facteurs intervenant dans la polarisationegedifiérents types de
réponsegFigure 22) comprennent (Yamane and Paul 2013)
- Pour la polarisation Thl, une forte signalisation du TCR (Constant and Bottomly 1997;
Jorritsma, Brogdon, and Bottomly 20Q)i induit une inhibition de la polarisation Th2
(Yamane and Paul 2013)'IL- 12, produite par la CPA, induit via I'HL12R et STAT4

I'expression du facteur de transc¢igm T-bet.

- La polarisation Th2 est induite par une faible signalisation du TCR (Constant and Bottomly
1997; Jorritsma, Brogdon, and Bottomly 2008 qui augmente la production ddLpar
la cellule T et induit I'expression du facteur de transcription GATA-a sécrétion
transitoire d’'ll-2 et l'activation de STAT5 via I'lL2ZR ménent a l'augmentation de
I'expression de la chaine alpha de HIR et a la différenciation en Th2 (Yamane, Zhu,
and Paul 2005; Liao et al. 2008)

- La polarisation Th17 (Bettelli et al. 2008; Dong 20088pend d’une forte signalisation du
TCR et de la présence @GF et d’IL-6. Ceci induit via STAT3 I'expression facteur de
transcription spécifique des Th17, RQRet la sécrétion de 'H17a et F, et de I'lt21. La
forte signalisation du TCR bloque les voies de signalisatie 3TAT5 et favorise la

polarisation Th17 en bloquant les voies Th2 et iTreg (Yamane, Zhu, and Paul 2005; Lee et
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al. 1999) La polarisation Th17 est autonplifiée par I'lL-21 et stabilisée médiée par I*IL
23.

- La polarisation iTreg résulte de I'action combinée de TG de I'lL-2 avec expression
du facteur de transcrition FoxP3. L*_est induite par une signalisation faible du TCR et
bloque la différenciation Th17 via STAT5 (Yamane, Zhu, and Paul 2005; Lee et al. 1999)

D’aprés “Early signaling events that underlie fate decisions of naive CD4(+) T cells toward distifiadiper
cell subsets”
(Yamane and Paul 2013)

Figure 22 : Polarisation desymphocytesT

Schéma rasmant les différentes polarisations des T CD4+ naives mettant en jeu des

cytokines, des facteurs de transcription ainsi que des facteurs de croissance.
A la fin de l'inflammation, une partie de ces cellules va mourir par apoptose et le reste

va constitueun pool de lymphocytes mémoires (qui seront activés rapidement et de fagon plus

efficace lors duine seconde présentation du méanégene).
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. Inflammation

1. Définition et médiateurs de l'inflammation

L'inflammation correspond de facon trés générale a I'ensemble des événements qui sont
mis en place suite a une agression de l'organisme (infection, traumatisme, effets de produits
chimiques, rayonnemestc...) et qui visent a rétablir un fonctionnement normal des tissus.
Cette réponse est initiée par la reconnaissance de produits exogenes ou endogenes dont la
perception signale un stress tissulaire. Les Pattern Recognition Receptors (PRR), dont
I'expression ne se limite pas aux cellules du systeme imnmenjtauent un réle important dans
le déclenchement de cette réponse.

L'inflammation se manifeste classiquement par 4 signes principaux qui sont la rougeur,
la chaleur, la tuméfaction et la douleur. Elle met initialement en jeu différents facteurdgprésen
dans le sang circulant tel que diverses protéases ou le systeme du complément et des facteurs
produits par des cellules résidentes (mastocytes et polynucléaires basophiles) capables de
réponse rapide par dégranulation de molécules stockées. Ces fadeursour, ont la capacité
d'activer différents systémes incluant les réponses immunitaires guinéliees vont amplifier
les réponses initiales. L'inflammation comprend ainsi de nombreuses boucles d’auto-
amplification et la production concomitante thcteurs antinflammatoires (antagonistes,
destruction des produits actifs) est cruciale pour permettre un retour a I'état physiologique. En
effet, idéalement, cette réponse élimine I'agent pathogéne et permet la réparation des tissus
lésés. Cependant,nel’absence de contrdle efficace, I'évolution vers la chronicité ou
inflammation systémique est possible.

De nombreux médiateurs plasmatiques ou cellulaires interviennent dans l'initiation et le

déroulement des différentes formes que peut prendredasépnflammatoire.
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a. Les protéases plasmatigues

Le systéme du complémezdt un ensemble de neuf protéines plasmatiques (C1 a 9) qui
aboutissent a la création d’'un Complexe d'Attaque Membranaire (CAM) permettant la lyse du
pathogendFigure 22). Des inhibiteurs de la formation du CAM sont présents a la surface des
cellules de I'héte. Cette cascade est déclenchée par la fixation de complexes immuns (Antigéne
- Anticorps) sur la fraction C1, et par les endotoxines. Les fractions produites au cours de
I'activation du complément orgllesmémes des fonctions puissantes. Ainsi, C3a et Cha
appelées anaphylatoxines, vont jouer un réle dans la perméabilité vasculaire, le chimiotactisme
des cellules de lI'immunité, I'opsonisation des pathogenes favorisahadmcytose, et la

libération de I'nistamine par les mastocyfeigure 22).

CAM

} Anaphylatoxines

D’aprés “http://www.courspharmacie.com/immunologie/leprr.html”
(Matthieu Simon)

Figure 23 : La cascade du complément

Les facteurs de leoagulatiorjouent un réle dans l'inflammation car la transformation

du fibrinogene plasmatique en fibrine et la fibrinolyse qui s’en suit amplifient I'inflammation
par vasodilatation et chimiotactisme pour les PN. De plus, le factéwgsKactivé par les

complexes immuns et les corps insolubles et il active le complément et le systeme des kinines.
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Les kinines dérivées du kininogéne plasmatique, dont I'action est initiee par divers
activateurs (protéases de tissus Iésés, histamine, facteur XII...) sont de puissants vasodilatateurs

et accroissent la perméabilité vasculaire. Leur durée de vie est réduite par dégradation rapide.

b. Les amines vasoactives

Elles sont présentes au niveau des granules cytoplasmiques des polynucléaires et des
mastocytes ou elles sont stockées et prétes a la libération immédiate dans le milieu
extracellulaire sous I'effet d’un traumatisme, de toxines, ou de la présence d’autres facteurs de
'inflammation (facteurs du complément C3a et C5a, contenu des granules de polynucléaires,
cytokines). L’histamine, relarguée par les mastocytes, a une forte action sur la perméabilité
vasculaire et le chimiotactisme des eosinophiles. La sérotonine libérée au cours de I'agrégation
plaquettaire a des effets vasoconstricteurs.

c. Les médiateurs lipidiques

Les dérivés de l'acide arachidoniquéacide arachidoniquegénéré a partir de la lyse

des phospholipides des membranes cellulaires par des lipases comme la phospholipase A2, est
métabolisé par
- la cyclooxygénase qui généreles prostaglandines (vasodilatateurs,
chimiotactiques), le thromboxane A2 (agrégant plaquettaire, vasoconstricteur), la
prostacycline (aragrégant plaguettaire, vasodilatateur)
- la lipo-oxygénase qui génere les leucotrienes (chimiotactiques, accroissent la

perméabilité vasculaire)

Le facteur d’activation plaguettaire (PAF¢galement formé a partir des phospholipides

membranaires par les PN, les basophiles, les monocytes, les plaquettes et qui agit sur la
perméabilité vasculaire, 'agrégation plaquettaire, le chimiotactisme des leucocytes.

83



MOURAH Fadila -Thése de doctorat2017

d. Les enzymes et métabolites des phagocytes

Les enzymes lysosomialpsesentes dans les granules des polynucléaires se retrouvent
dans le milieu extracellulaire suite a la lyse des cellules. Il s’agit de nombreuses enzymes telles
gue la myéloperoxydase, des peptidases, phospholipaagénase, etc.. Certaines enzymes
peuvent, dans une certaine mesure, étre neutralisées par des protéines plasmatiques comme

I'alphal-antitrypsine et la2-macroglobuline.

Les radicaux libres de I'oxygérggnérés par les phagocytes, ont des effetdayitjues

qui n’épargnent pas les cellules de I'h6te comme les cellules endothéliales. lls activent aussi la

phospholipase A2 et par la ménent a la production de médiateurs lipidiques de I'inflammation.

e. Les cytokines et les chimiokines

Les cytokines@nt des médiateurs solubles qui sont libérés par diverses cellules et jouent
un réle soit autocrine (sur les cellules qui les ont produites) soit paracrine (sur des cellules
voisines), soit systémique quand elles sont produites en grande quantité. Les cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF, I'Hlalpha et , I'lL-6 ont des effets activateurs sur les
réponses immunitaires, I'augmentation de la température corporelle et la baisse de I'activité
physique, la stimulation de la myélopoiése, la synthése déipgetde phase aigle, et agissent
sur la microcirculation et la perfusion tissulaire. Les cytokinesiaffeimmatoires comme I'lL
10 s’opposent a ces effets.

La famille des chimiokines comme I18, le MCR1 agissent sur le chimiotactisme des

cellules @& I''mmunité avec une spécificité cellulaire propre a chaque chimiokine.

f. Le monoxyde d'azote (NO)

Le monoxyde d'azote, produit par les cellules exprimant les différentes formes de
I'enzyme NO synthase (NOS) comme les macrophages et les cellules endothéliales, induit la
dilatation des vaisseaux ainsi que la lyse des cellules infectées.
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2. Détection de I'agent infectieux Les étapes de la réaction inflammatoire aigue
par les cellules sentinelles

Vaisseau
sanguin

Motifs

[ Recepteur Agent infectieux

Cellule PRR z:j moléculaires bactério)
immunitaire
(Monocyte, Cel_lgle 5?
h 7 granulocyte) dendritique 2 =
ﬁ? & > P 1. Contamination
i iﬁ par un agent

infectieux

3. Sécrétion de médiateurs
chimiques de l'inflammation

6. Phagocytose et digestion

4. Afflux de cellules Si 'infection
phagocytaires dans le tissu persiste partielle de I'agent infectieux
infecté (dianédese)
@[ Granulocyte ] [ Fragment de I'agent infectieux ]
Rougeur
Gonflement Macrophage [ Molécule du Cellule
(monocyte sanguin) CMH dendritique =
[ Migration vers les ganglions lymphatiques ]
| Inflammation > ‘
5. Phagocytose et destruction de I'agent Initiation de la ré_ponse adaptative dans
infectieux un ganglion lymphatique

D’apréshttps://svtlyceedevienne.wordpress.com/theBraecorpset-sante/chapitrel-la-reactiorrinflammatoire-un-exemplede-reponseinnee/
(Fabrice Morales)

Figure 24 : Schéma récapitulatif dealréponse inflammatoire

La reconnaissance d’'un pathogéne déclenche des activations cellulaires qui vont induire la sécrétion de médiateurs de I'inflammation
I'activation des réponses immunitaires adaptative
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2. Syndrome de Réponse Inflammatoire Systémique

La notion desyndrome de réponse inflammatoire systémique (SéR&¢ introduite en
1991 a la conférence " American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
(ACCP/SCCM) " comme une expression clinique de la réponse de I'hGiélanrination(Rc
Bone et al. 1992) e SIRS visait a permettreediéfinir les paramétres cliniques a suivre afin
d'identifier précocement les patients a risque d’évolution vers le sepsis. Cette définition
ambitionnait aussi de mieux grouper les patients entrant dans les essais cliniques. Bien que la
définition cliniquedu SIRS soit trés générale et présente chez la trés grande majorité des
patients admis en soins intensifs (2 signes parmi hyper/hypothermie, tachycardie, tachypnée,
leucocytose/leucopénie), la présence de 3 ou 4 signes de SIRS est associée a l'infection chez
les patients admis et a la susceptibilité au sepsis sévere chez tous les patielESqamz4)
(Sprung et al. 2006 ependant, Kaukonen et al. ont montré que jusqu’a 12% des sepsis severes
pouvaient avoir moins de 2 signes de SIRS (Kaukonen et al..2@16pp grade généralité
des signes et les résultats conflictuels obtenus dardifférents centres ont mené a I'abandon
du SIRS comme partie intégrante des criteres de définition du sepsis (Singer et al. 2016)
Cependant, le SIRS reste intéressant comme modéle pour définir les éléments constitutifs d’un
syndromed’inflammation systémique quelle qu’en soit I'étiologie ou I'évolution. Les échecs
de plusieurs essais cliniques sur le sepsis (glucocorticoides (R. C. Bone et al.ut®i8ajion
d'anticorps antendotoxinegZiegleret al. 1991pu anticytokines(Fisher et al. 1994)nt mené
a considérela réponse de li6te dans sa complexité a la fois pebv-ant-inflammatoire et a
prendre en compte les effets néfastes de son déreglement.
Ainsi, initialement,la physiopathologie du SIRS comprenaiétapes de gravité croissante (RC
Bone 1996)

- Etape 1:la réaction inflammatoire a un stress tissulaire se dévelomitant en jeu
les médigeurs décrits plus hawavec ses phases grdlammatoire d’élimination et
antrinflammatoire de contrdéle menant a un retour a ’lhoméostasie

- Etape 2: les défenses locales s’averent insuffisant@snplification de la réponse
pro-inflammatoire mene a urecrutement augmenté de cellules, et au passage des
médiateurs de linflammation dans la circulatiola réponse anthflammatoire

parvient cependant a controler la réaction, menant a un retour a ’lhoméostasie
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- Etape 3: le passage des médiateurs ddléimmation dans la circulation est massif
et/ou la réponse antflammatoire ne parvient pas a controler la réactides
défaillances d’'organes a distance du site inflammatoire se dévelgpjzarit-
inflammation devient également excessive et systéeniq

- Etape 4: 'immunosuppression domine, au risque de surinfectidassurvie de
I'individu est en jeu

- Etape 5: stade final des multiples défaillances d’organédquilibre entre pre
inflammation et antinflammation est rompules patients se répartissent entre des
états d’hypefinflammation ou d’antinflammation profonde et immunodépression,

ou bien oscillenentre ces deux états

http://www.omicsonline.org/articleimages/216403985-183-g001.html

Figure 25 : SIRS d’origine infectieux ou nonnfectieux

Un SIRS pat étre d’origine nonnfectieusgtraumatsme, bralure ...) ou infectieuse
Un SIRS accompagnéutie infection était considéré comme un sepsis. Un sepsis accompagné
d’'une défaillance d’organes évolue en sepsis sévere puis en choc septique. Si au moins deux

organes sont défaillant&e pronostic vital est en jeu

De nombreux travaux ont rapporté qutours du SIRS, il était possible d'observer dans la
circulation un fort taux de médiateurs de I'inflammation commed'([Taniguchi et al. 1999)
le CD14 soluble, I'ELAML soluble, le MIPL (Stoiser et al. 1998)la phospholipase A2
extracellulaire(Mayer et al. 2002¢t la protéine @éactive(Takala et al. 1999)émoignant

d’'un possible passage systémique de médiateurs physiologiquement tissulaires.
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Cependant cette vision d’'un organisme progressivement envahi par les réporestesiro-
inflammatoires générées au niveau du site Iésé s’accordait mal avec d’autres résultats montrant
gue les cellules et tissus de la périphérie étaient la sourceaterfipbnses antiflammatoires.
Munford et Pugin proposent alors de reconsidérer I'état inflammatoire systémique en le divisant
en compartiments (Munford and Pugin 2QG#)ec une réponse piolammatoire dominante
au site initial, et une réponse amiflammatoire partout ailleurs dans I'organisme, visant a
protéger les organes périphériques des effets déléteres d’'une inflammation extessive.
complications de I'état inflammatoire systémique proviendraient alors d’une incapacité de
'anti-inflammation systémique a contenir I'inflammation locale (étatiplammatoire) ou
d'une antiinflammation périphérique excessive (état d'immunodépression) avec risque
infectieux majeur. Suivant ce modele, il devenait Iégitime de considérer des traitements
immunostimulants (comme I'interferegamma) pour contrer [l'aninflammation et
limmunodépression, ce qui était inconcevable avec la vision précédentetedepé&te

cytokinique» proinflammatoire.

Ce modéle d’inflammation compartimentalisée dans I'organisme a été complété et étendu
avec l'addition d’'une composante temporelle qui tient compte de I'observation de I'évolution
clinique et biologique des patits. Dans la synthése récente de Hotchkiss, Monneret et Payen
(R. S. Hotchkiss, Monneret, and Payen 2018)réponse inflammatoire dominante serait
initialement preinflammatoire et d’intensité variable suivant I'état et I'dge du patient, la nature
et le site de I'agression, et cette phase serait d’une durée courtéZ48&4res). Ensuite, une
phase d’antinflammation s’installerait progressivement et la durée et higité de cette phase
déterminerait I'importance de I'immunodépression et de la susceptibilité a l'infection. Ce
modele implique la nécessité d’une surveillance immunitaire des patients afin de déterminer
leur état inflammatoire et ajuster en conséquendbdeapie vers I'immunosuppression ou

'immunostimulation (R. Hotchkiss, Monneret, and Payen 2013)

Le monocyte sanguin est une source importante d’information concernant I'état
immunologique du patient. Enfef, il a été observé que I'expression de la molécules HLA de
classe IlI, HLADR, est profondément abaissée chez les monocytes circulants de patients
polytraumatisés ou souffrant d’infection pasiirurgicale(Hershman et al. 1990; Cheadle et
al. 1991) Ceci a été retrouvé dans un grand nombre d’affections associées au SIRS comme
dans le sepsis, chez les grands brulés, dans les suites de chirurgie abdominale, ou dans I'accident

vasculaire cérébral, et lintensité de la baisse de [I'expression reflete celle de
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limmunodépression présente chez le patient (Monneret et al. . 2086Jynamique de la
récupération de I'expression de I'HEBR sur les monocytes a été associée a I'évolution
clinique du patien{fPayen et al. 2009 ertaines fonctions ex vivo de monocytes de patients
sont fortement déprimées, comme la réponse aux agonistes des TLR, la capacité d’activation
des lymphocytes T (Volk, Reinke, and Docke 20@0)a capacité de differenciation en cellules
dendritiques induisant des réponses Thl (Faivre et al. 24i8%i, les monocytes de patients
inflammatoires présentent des phénotypes de cellules reprogrammeées par les médiateurs de
linflammation présents lors de 'hématopoiese et/ou dans le plasma ou elles évoluent, avec un

niveau d’expression d’HLAR sensible a I'acauulation des effets de ces médiateurs.
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. Sepsis

1. Définitions

La définition du sepsis a fortement évolué au cours des 25 dernieres années, reflétant
les difficultés qui se posent d’'une part dans la compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires menant a cet état, d’autre part dans lidentification de signes cliniques et
biologiques objectifs et reconnus par I'ensemble des centres de soins intensifs permettant de
poser le diagnostic, particulierement au stade précotaffietion.

Ainsi, la premiére définition consensuelle du sepsis en 1%9de le considérer comme un

SIRS associé a une infection (RC Bone 1$8&)c un continuum de gravité croissante incluant
SIRS, sepsis, sepsis sévere et choc septique suivant la présence de dysfonctionnement d’'organe
et d’hypotension réfractaire. Cette défiom fut complétée en 2001 par I'ajout de criteres
permettant de diagnostiquer précocement le sepsis par une méthode "plus standardisée", en
particulier par I'introduction de scores (SOFR&grreira 2001)

Considérant les criteres cliniques du SIRS comme trop vagues, I'accent sur I'inflammation
comme trop important, et critiquant I'approche graduelle du SIRS au choc septique, une
nouvelle définition fut proposée en 2016 suivant laquelle le sepsis est onaiminement
d’organe engageant le pronostic vital, causé par un dysfonctionnement de la réponse de I'h6te
a l'infection (Singer et al. 2016)Jne nouvelle définition du score SOFA (Sepsisted

Organe Failure Assessment) permet d’affirmer la défaillance d’ord@nbte 3).
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The Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (S&)sis
(Singer et al. 2016)

Table 3 : qSOFA, critere des scarde défaillance d’organes

Ces nouvelles définitions impliquent plusieurs chobegufe 25) :

9 Sepsis impligue défaillance d'organes
SOFA plus discriminant que SRIS mais les prélevements pour évaluer ce score prennent
un certain temps

9 SOFA est plutét un indicateur de risque de décés et non de diagnostic du sepsis
proprement dit.
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Sepsis 4 1 Infection suspectéed + SIRS

Sepsis Il 1 Infection suspectéd + qSOFA  + SOFA
Indicateur Indicateur de
d’infection mortalité

Résumé de la définitiodu sepsis de 1991 a 20h&ps://emcrit.org/pulmcrit/problemsepsis3-definition/
(Consensus Definitions for Sepdash Farkay

Figure 26 : Similarités et différences entre les 3 définitions successives du sepsis

Le sepsis de type | et Il était défini comme I'association d’une infection a un SIRS.
Le sepsis de type Il eptus difficile adéfinir et l'associationd’une infection suspectée a un

gSOFA> 2 peut indiquer un possible sepsis.
Un des buts visés est de prendre en compte les manifestations du sepsis pas seulement dans

leur dimension inflammatoire, mais dans une approche gydtemes incluant les aspects

cardiovasculaires, neurologiques, hormonaux, bioénergétiques, métaboliques et coagulatoires.

2. Epidémiologie

L’épidémiologie du sepsis est compliquée par le report incomplet des cas et les
incertitudes évoquées plus haut sur sa définition. Les données récentes recueillies entre 2004 et
2009 indiquent une incidence entre 300 et 1 000 cas pour 100 000 habitauSAa(DF et
al. 2013) Ceci rejoint en partie des études précédentes trouvant une incidence proche de 300
cas pour 100 000 sur des périodes plus anciennes entre 1980 et 2000 (Angus et al. 2001; Martin
et al. 2003) La mortalité liée au sepsidait de 1726 % dans les études récentes (C.
Fleischmann et al. 201,6line baisse sensible par rapport aux années précéedeamtes.les
facteurs de risque, on retrouve I'ageledt maladies chroniques associées a une baisse des

fonctions immunitaires comme le cancer ou le diabéte (Alberti et al. 2002)
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3. Physiopathologie du sepsis

Comme décrit plus haut, la compréhension actuelle du sepsis a évolué pour considérer
que les dysfonctionnements immuimfiammatoires, bien que considérables, ne pouvaient
expliquer a eux seuls les difficultés de I'organisme a revenir a ’homéostasie, et que d’autres
perturbations, en particulier métaboliques, intervenaient défavorablement (van der Poll et al.
2017)

Dans le sepsis, les réponses inflammatoires et immunologiques inadaptées sont consécutives a
uneinfection. Celleci initie dans I'organisme l'activation de nombreux types cellulaires via

des Pattern Recognition Receptors parmi lesquels ledikeoReceptors TLR jouent un role
majeur. Ces récepteurs, au nombre de 10 chez 'homme (TLR1 a 10)eslargnies sont
présents dans la lignée germinale, reconnaissent des motifs qui sont conservés chez les micro
organismes en raison de leur importance pour la survie de ces especes. Des constituants de tous
les types microbiens (virus, bactéries, levuresyghgnons et parasites) sont ciblés par les
TLR. L'analyse de la structure des différents TLR a montré une organisation des Leucine Rich
Repeats de la structure primaire en forme de fer & cheval sans site particulier dédié a
l'interaction avec les différegtligands. Ainsi, le LPS des bactéries Gtf#mcomplexé a
'adaptateur MD2, interagit avec TLR4 via sa face concave. A l'inverse, I'hdiérére TLR2

TLR1 reconnait les lipoprotéines bactériennes par sa face convexe. L’ARN double brin, un
intermédiaire d la synthése des acides nucléiqgues de nombreux virus, interagit avec les
extrémités N et Gterminales du fer a cheval de la structure de TLR3 ce qui détermine la
longueur minimale du brin reconnu a 40 bp. Cette versatilité dans l'interaction avec les
conposés microbiens permet a cette structure de base des 10 TLR la reconnaissance d’'un
nombre étendu de composants de structures diverses. L'interaction avec le ligand mene a la
dimérisation des domaines initgtoplasmiques des TLR, ce qui initie une casckdeactions

de signalisation impliquant 'adaptateur MyD88, les kinases IRAK1 et 4, la molécule TRAF6,
'ensemble se complexant en un signalosome qui recrute d’une part la molécule Ikk menant a
la translocation de NFkappaB dans le noyau, et qui d’autre part active les MAP kinases. TLR3
active une voie distincte dépendante de l'adaptateur TRIF au lieu de MyD88, et TLR4 active
séquentiellement les deux voies. Ces évenements activent un programme génique de production
massive de médiateurs de I'inflammatimoif sectionll. 1.) qui amplifie la réponse initiale,

recrute d'autres types cellulaires sur le site, potentialise les fonctions (phagocytose,

cytotoxicité) des cellules présentes, et, pour les cellules dendritiques, engage les réponses
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spécifigues de immunité adaptative (voir section I. 3.ba réponse inflammatoire est
contr6lée, comme vu plus haut, par la production concomitante de médiateurs puissamment
antrinflammatoires comme I'l10. Le contrdle est également intrinséque aux cellules avec de
nombreux régulateurs de la voie de signalisation des TLR (I'analogue JRA&Nns activité

kinase, ubiquitinylation par SOCS, phosphatase -$HFgulation transcriptionnelle par le
miRNA 155). L’activation de I'ensemble de ces mécanismes de contrdle culamseid état
transitoire de tolérance des cellules, comme le monocyte, envers I'agoniste des TLR rencontré,
avec un certain degré de réactions croisées envers les autres agonistes (Ertel et al. 1995; Munoz
et al. 1991)Des déreglements de ces mécanismes de contréles ont été retrouvés dans le sepsis,
menant a I'hypeinflammation par production et activation excessive de médiateurs (voir
sectionl.1) et a I'immunosuppression profonde par reprogrammation cellulaire sur le site
inflammatoire et a distance dans le sang et dans la moelle (Poehlmann et al. 2009; Lukaszewicz
et al. 2009)

La réponse immunitaire est impactée au cours du sepsis a d’autres niveaux que I'immunité
innée. Ainsi, les fonctions des cellules dendritiques sont affectées dans leur capacité a initier
des réponseThl, comme le suggere la déviation fonctionnelle de MoDC produites a partir de
monocytes de patients septiques vers les polarisations Th2, Treg ou I'anergie des lymphocytes
CD4+ (Faivre et al. 2012)D’autre part, une apoptose massive des lymphocytes CD4+,
épargnant les Treg (Monneret et &108), CD8+, et des lymphocytes B est observée aux stades
précoces du sepsf{Boomer et al. 2011a; Felmet et al. 2005%s cellules T CB+ restantes
expriment fortement PD1, réduisant leur capacité de réponse (Boomer et al.. 204 b)
réponse neurologique parasympathique via le nerf vague résulte en la libération de
noradrénaline dans la rate, conditionnant une production d'ad@iithe par des lymphocytes
T CD4 qui ellemémeinhibe I'activité des macrophages MEigure 26) (Andersson and
Tracey 2012)

Les perturbations métaboliques au cours du sepsis, connues depuis longtemps, sont
aujourd’hui mieux reconnues pour leurs effets sur I'inflammatior stysteme immunitaire
(O’Neill, Kishton, and Rathmell 2016) a transition entre phosphorylation oxydative, forte
productrice d’ATP, et glycolyse aérobie, qui génére des substrats pour la synthese de
macromolécules au dépens de la production d’ATP, est un phénoméne normal en situation de
stress et connue commesfket Warburg» (Heiden et al. 2009)Cette transition méne a une
réponse inflammatoire par I'effet du succinate accumulé qui stabilise le facteur de transcription
HIFlalpha, favorisant ainsi la production d'HL (Tannahill et al. 2013)De pls, la

mitochondrie oxyde le succinate, augmente son potentiel de membrane et libére des dérivés
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actifs de I'oxygene (ROS) qui activent les macrophages (E. L. Mills et al..2D&pgndant,

dans l'activation via les TLR, seul le LPS induit cette transition, alors que les ligands des autres
TLR induisent une augmentation de la consommation d’'oxygéene a la fois par phosphorylation
oxydative et par la glycolyse aérobie qui pourrait satisfaire les besoins accrus en énergie en
début d’infection (Lachmandas et al. 20X8¢s évolutions métaboliques normales, qui peuvent
prendre place aux stades initiaux de I'infection et de I'inflammation, peuvent étre perturbées de
plusieurs manieres dans le sepsis. Chez les monocytes de patients septiques, une paralysie a la
fois des vaes métaboliques de la phosphorylation oxydative et de la glycolyse aérobie a été
décrite, corrélant avec I'état d'immunoparaly$g-C. Cheng et al. 2016 ette inhibition
métabolique pourrait entraver I'évolutimers les étapes de réparation et de régénération des
tissus Figure 26).
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Objectif s

Au départ du projet, les données de la littérature révelent une hétérogénéité importante

des sougpopulations denonocytes humains savoir:

- une grande hétérogénéjiénotypique a l'intérieur des sepspulations

- surtout, une hétérogenéité fonctionnelle avec des chevauchements importants entre les
fonctions attribuées aux soepspulations(e.g. B population de monocytes classique
CD14"CD16™9 est décrite comme ayant une activité antimicrobienne et de phagocytose
tout comme la population intermédiaire CD1D16"). (Zhao et al. 2009; Ancuta et al.

2009)

- de plus, lesonctions décrites dans les différents laboratoires msu8 sougpopulations de

monocytegtaient variables et ne concordaient pas

Ainsi mon premiembjectif au cours de cette theseét® d’analyser plus finement les
monocytes humains et de chercher a obtenir dans un premier temps une caractérisation
phénotypique és sougpopulations de monocytedtilisant les techniques actuelles d’analyse,
cette étude pr@yait d’étre aussi exhaustive que possible afin de pouvoir décrire des
populations quelle que soit leur taille. Les monocytes sont des acteurs essentiels des réponses
inflammatoires et I'évolution des phénotypes au cours de l'inflammation a été recherchée par

'analyse de cellules de patients septiques.

Les résultats obtenus, permettant de distinguer de nouvellep@uuiations de
monocytes, ont permis d’aborder dans un second terapalyse des fonctions des sous
populations de monocytes sous un angle nouveau. La fonction analysée est celle de la
polarisation des lymphocytes dprés différenciation des monocytes en MoDC suivant un
protocole standardisé et pratiqué dans le laboratb@g.données obtenues ont nécessité le
développement et l'utilisation de diverses méttsatianalyses pour pouvoir étre pleinement

interprétées. En particulier, des recherches de corrélations sur un volume important de données,
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couplées aux analyses phémitues de la premiére partie du projet, ont été fructueuses avec

l'identification d’'une petite soupopulation fonctionnellement restreinte aux réponses Th2.
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Articles
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Résultats Article 1

Les monocyteshumains sont classifiés comme classiques COD46™Y non-
classgquesCD14"™CD16" etintermédidgres CD14'CD16" etjouent un role important dans les
réponses inflammatoires et immunitaires. Cette classification est cependant limitée par sa faible
capacité a prédire les fonctions des monocytes qui font partie des 3 groupes.

Afin de progresser dans l'identification de populations fonctionnelles de monocytes,
nous avons cherché a mieux disséquer phénotypiqguement I'ensemble des monocytes humains.
Pour cela, mus avons analysé en cytométrie de flux I'expression de 17 marceudes
échantillons de PBMC de 28 donneurs sains.

Nos résultats nous ont permis d’identifier une nouvelle population de monocyte que
nous avons appelé large monocytes compoge de 2 soupopulations de monocytes
2147169 et 1a1416™9 et distincte de la small monocytes comprenant sm146",
sm1416™9 et sm14'™16*. Ces populations ont été caractérisées phénotypiquement par
I'analyse des molécules de surfaces (récepteurs a chimiokines, FcR, molécules jouant un réle
dans la présentation antigénique et molécules d’adhésion).

Les analyses mudtimensionnelles des donnéesafedonneurs ont permis de préciser
les phénotypes de chacune des gmpmulations, qui gardent cependant un fort niveau
d’hétérogénéité. Cependant, les analyses ont montré que cette hétérogénéité pouvait étre
rapportée a l'existence de groupes phénotypiques retrouvés chez des donnappanames,
en utilisant en particulier les variationgenindividuelles dans I'expression des molécules
d’adhésion.

Les monocytes jouent un réle important dans les pathologies inflammatoires et sont
modifiées au cours de ces derniéres. Pour déterminer I'évolution phénotypique des sous
populations identifieeshez le sujet sain, nous avons étudié I'expression des mémes marqueurs
sur 3 patients septiques a 2 temps différents {gurstission et 2 jours plus tard). Les sous
populations nouvellement décriteslékge») ont également été retrouvées chez leeptsi
septiques et leur ratio CD16+/CD't%est altéré de maniere similaire aux autres monocytes. La
baisse classique de I'expression de HDR était tres hétérogéne parmi les spapulations

de monocytes, avec quaminservation de I'expression chez leml1g'16". Enfin,
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'appartenance a un groupe phénotypique a pu étre établie pour les patients, et le phénotype en
cause est conserveé au cours de la réponse inflammatoire.

Ces résultats apportent un éclairage sur la diversité des populations de monocytes
humains et affine la définition de ces populations, ce qui est une étape importante pour I'analyse

des fonctions associées.

Les résultats présentés font parties d’'un article soumis pour publication.
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Abstract

Monocytes play a central role in immune responses, functioning as a source for
various subsets of tissue dendritic cells and macrophages. Human blood monocytes are
currently classified as classical (COTD16'9, nonclassical (CD14™CD16") and
intermediate (CD14CD16") cells. Although this classification has been helpful in describing
monocyte population alterations and recruitment in inflammatory and infectious conditions,
the particular functions related to these subsets has been hard to define, with conflicting
resuls and significant overlaps across these subsets. One likely reason for these ambiguities is
in the heterogeneity of these monocyte subsets regrouping cells with highly divergent
functions. To achieve progress in the definition of monocyte populations, we have analyzed
expression of 17 markers in multicolor flow cytometry in PBMC samples obtained from 28
control donors. With the aim to describe monocyte populations as exhaustively as possible,
data acquisition was tailored to also detect populations present at low frequencies. Our results
reveal the existence of novel monocyte subsets detected as largerdelid that were
CD16" or CD16"*% These large monocytes (Ia14™%and la1416") differed from regular,
smaller monocytes (smi#6™9 sm14'™16', sm1416", and sm14™16"9 with respect to
expression of various cell surface molecules, such as FcR, chemokine receptors, and adhesion
molecules. Unsupervised muttimensional analysis confirmed the existence of large
monocytes and revealed iradividual variations that were grouped in unique patterns of
expression common to several donors. Of particular interest for the definition of these
phenotypic groups were the expressions of adhesion molecules CD62L and CD49d, and
sialoglycoprotein CD43. To examim®w the described populations were altered in
inflammatory and infectious conditions we similarly analyzed monocytes in septic patients at
two time points, admission and42days later. The novel large monocyte population was also
present in patients and its CD14/CD16 ratio was equally altered as in small monocytes.
Belonging to a phenotypic group was readily determined in patients and remained stable over
time. Surprisingly, HLADR expression was not equally depressed in monocyte populations
from a same atient, with a striking sustained expression in sth@4monocytes. Patterns of
combined expression of HPR, CD86, and of the scavenger receptor CD163 in $ht14
monocytes was associated with the evolution of HRR expression in monocytes, which is
a marker of immune dysfunction in sepsis. Overall, extending and refining the definition of
monocyte subsets as shown here will be instrumental in the identification of the functions of

this highly heterogeneous cell type.
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Introduction

Phenotypic definition of cell subsets in the immune system has been instrumental in
the identification of new immunological functions and in the delineation of complex networks
of cells involved in immune responses. Monocytes, which are mostly precursors of some
macrophage and dendritic cell populations, have been hard to break up in populations with
clear cut inflammatory and immune functions. This may be due in part to the high number and

complexity of phenotypes present in monocyte populations and also to cell plasticity.

A classification of human blood monocyte subsets based on the expression of CD14 and CD16
cell surface receptors was proposeahd refined over the years. It consisted initially of two
populations described as "classical® monocytes which express Gii4no CD16
(CD14'CD16™? cells), and "nonclassical" monocytes with low CD14 and strong CD16
expression (CDI¥"CD16" cells). Further analyses of monocytes phenotypes and functions
recognized the heterogeneity of these-gapulations. A subset of CD16+ monocytes was
firstly distinguished on the basis of its expression of CCR5 and on its intermediate expression
of receptors divergently expressed in the two other subsets (e.g. CCR2 and CX3CR1) . This
additional subset of human monocytes was later identified as "intermediate” with strong CD14
and CD16 expressions (CDT2D16" cells). Evidence for this third subset was confirmed in

transcriptome analysis .

Alternative combinations of markers, such as CCR2, CX3CR1, and CD64béeanaised to
define subpopulations of human monocytes although intricate expression of these markers in
other cell types such as dendritic cells hindered cell classification and interpretation of

functional analysis in purified populations .

Despite progresses in phenotypic analysis, immune functions associated with monocyte
subpopulations in steaebtate remained iltlefined. Marked functional redundancies between
the subpopulations were found, and contradicting results in the literature added to the puzzling
difficulties in assigning functions to specific populations . Thus, intermediate monocytes were
described as the major source of-prtlammatory cytokines upon stimulation . In contrast,
non-classical monocytes weedso described as the most inflammatory monocytes . Similarly,
antrinflammatory cytokine secretion was alternatively found high in intermediatein

classical monocytes .
103



MOURAH Fadila —Thése de doctorat2017

Therefore, production of prioflammatory and antinflammatory cytokines upon activation,

a hallmark property of monocytes, remains hard to ascribe unambiguously to given subsets.

CD16" monocytes have been found in increased numbers and/or proparntetage number

of diseases , including infections, autoimmune and cardiovascular diseaseaiSddsthe
guestion of how these cells could be implicated in the initiation and progression of so many
diverse pathologies affecting different tiss. It has been proposed that increased numbers of
CD16" monocytes would merely be a nepecific response to inflammatory mediators .
Alternatively, given the extensive phenotypic heterogeneity within CDd®nocyte
subpopulations, cells may cattevely converge to exert a same function through cell plasticity.

A third possibility is that discrete monocyte subsets within the subpopulations as documented

by single cell gene expression are active in different tissues and pathologicas setting

In this study, we assessed the phenotypic heterogeneity of human blood monocytes by
multicolor cell surface labeling, flow cytometry analysis, and unsupervised detection of
clusters and analysis of their phenotypes. To look for conserved phenotypes, the analysis was
extended to 28 healthy donors. Modification and stability of monocyte populations and their
phenotypes during inflammation were documented in septic patients Hedumge analyses

of blood samples. Results identified novel populationmohocytes with unique morphologic

and phenotypic characteristics. Monocyte populations displayed heterogeneous phenotypes
among healthy donors that could however be resolved into phenotypic groups based on inter
individual variations of expression. In lammatory conditions, monocyte populations related

to that found in controls were recognized, and phenotype alterations were identified.

Phenotypic group belonging appeared to withstand changes induced by inflammation.
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Materials and Methods

Donors and patients

Blood samples from 28 healthy Caucasian donors (Table I) were obtained from the local
blood bank Etablissement Francais du Sang at Shmtis Hospital, Paris, France)

Blood samples from three septic patients (Table Il) were collected katémsive Care Unit
Lariboisiere HospitalParis, France. The study was approved by the Assistance Publique
Hoépitaux de Paris Cochin Hospital Ethics Committee (3 CCPPRB 2061). In this study, blood
collected for routine biological examinations was used after completion of these
examinations. Patients or their next of kin received information about the study and gave
verbal consent for the use of blood remainders.

However, the need fanformed consent was waived by the Ethics Committee. Neither cells
nor plasma were stored after the end of experiments and all data wiantfeed and

analyzed anonymously.

Cell separation from blood samples

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBM@gre isolated from veinous blood collected in
the presence of ACQvacutainer, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, Franbg)density
gradient centrifugation on a cushion of Ficoll (Eurobio, Les Ulis, Fraasa)escribed .

Briefly, blood was diluted (1:2) with sterile nonpyrogenic Phosphate Buffered Saline (PBS)
(Eurobio)and gently layered on 15 ml of Ficoll in a 50 mL Falcon tuigecfon Dickinson)

After centrifugation 15 min at 800 x g at room temperature without brake, the ring containing
PBMC was collected and cells were washed twice (10 min, 300 x g, 4°C) with cold PBS 1X
supplemented with 10% decomplemented human AB serum (ID&B $Etablissement
Francais du Sang, Rungis, Franc&p saturate cell surface nonspecific binding sites, cells
were then incubated in 10 ml PBS supplemented with 10% HAB®BS/10 % HABS) for

15 min on ice. PBMC were then collected by centrifugation (5 min, 300 x g, 42C), re
suspended in (PBS/10 % HABS) at a concentration of £ xdl3/ml, and aliquoted in

FACS tubegBecton Dickinson, polypropylene tubes with dapYurther use
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Cell staining

Monoclonal antibodies (MAD) listed in Table Il were used. Staining of PBMC was designed
for 8-color analysis with 3 sets of stained cells. Each set included lineage markers CD3,
CD19, CD335/NKp46 all labelled with phycoerythrein (PE) to allow exclusion of T and B
lymphocytes and NK cells, respectively. Each set also included CD14 and CD16 for
monocyte subsets identification. Other markergewmique to each set and consisted of

CD64, CD32, CCR2 CCR5, CX3CR1 (set 1), CD80, CD86, HhRR, CD163, CD7 (set 2),

and CD62L, CD162, CD43, CD49d, CD56 (set3). MAb were added to the cell suspension (2
x 1P PBMC in 0.05 ml PBS/10 % HABS) and samples weogibated for 20 min on ice in

the dark. The concentrations of MAb used were determined in preliminary titration
experiments. Cells were then washed one time in PBS/10 % HABS (5 min, 300 x g, 4°C), and
one time in 1ml of PBS supplemented with EDTA (0.5 ){Mmin, 300 x g, 4°C). Cell

pellets were recovered in 0.2 mL PBS EDTA 0.5 mM, placed on ice in the dark and analyzed

immediately by flow cytometry.

Flow cytometry analysis.

Stained cells were analyzed on a FACS Canto Il flow cytometer (Becton Dickinson, Rungis,
France) equipped for-8olor analysisCalibration was performed as recommended in
instructions provided by the manufacturer with setup procedures usiQr/Cytometer

Setup and Tracking (CST) beads and automated setup adjustmgmig kegiations within
acceptable limits set by the manufacturer. Unstained cells, isotype controls coupled to the
same fluorochrome used for the marker (except for control MAb for CD32 where Pacific
Orange was used as control for Krome Orange due to lack of availability) and single labeled
cells were used to set thresholds for positivity and to correct for spillovers. Compensations
were automatically set dyIVA (BD) and manually checked and adjusted.

Data was analyzed in different ways as described below

Manual gating was performed usigtpwJIo V10 (Treestar, Ashland, OR). Doublet
identification and exclusion was achieved based on fluorescence width versus area pulse

measurements .
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Gating of cells of interest allowed us to validate compensations for each label. Thresholds for
positivity were set to exclude 99 % of the label obtained with isotype controfei(lgach

marker. Percentage of positive cells and specific mean fluorescence intensityqiMfaigh

label and for each subpopulation were then determined. Specific MFI was calculated as: MFI
= MFluab - MFlig

Percentage of positive cells and specific MFI were presented in bubble and color map graphs
using OriginPro (Northampton, MA). MFI were designated as dim, med, and bri (for dim,
medium,and bright, respectively) according to the intensity of expression of a marker in a
population. Percentage of positive cells were noted as lo, int, and hi (for low, intermediate,
and high, respectively) to reflect the rate of cells that were positive for a marker in a
population. MFI and percentage of positivity were written as subscript and superscript,
respectively ( ;4 ), when both were assigned to a marker. Network visualization of
associations of sugroup phenotypes in dononsas performed using Gephi version 0.9.1 . In
Gephi, the layout map was obtained using the ForceAtlas 2 algorithm with repulsion and
attraction strengths set abD00 and 1.0, respectively .

Unsupervised multidimensional analysis was performed using two independent algorithms.
FLOCK (FLOw cytometry Clustering without K) available via the Web platform Immport at
(https://immport.niaid.nih.gov/immportWeb/home/home.do?loginTypg=ikn

unsupervised data analysis tool that accepts FlowJo datasets and determines the number of
unique populations in high dimensional flow data. It identifies automatically clusters of cell
populations and compares populations across multiple samples.

SPADE (Spanning tree Progression of Density normalized Eweatsysed as provided in

the Cytobank suiténttps://premium.cytobank.org/cytobank/logitmporting FlowJo data is

not supported in Cytobank. SPADE analysis of data was performed on.fcs files generated by
DIVA. SPADE is an unsupervised data analysis algorithm, which organizes cells into
hierarchies of related phenotypes (trees) and idenpipulation clusters. The number of

target nodes was set to 600, defining how many corresponding clusters SPADE will seek out
within our data. It is generally recommended to pick many more population nodes than are
expected and then working backwards to the cell identity based on the major branches
identified. The size of downsampled events target was set to 10 000 corresponding to the
absolute number of cells analyzed in each run. Identification of populations of interest in

SPADE allowed us to characize and to define clusters of monocytes through single cell
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measure of 11 simultaneous parameters (ARSESGH, FSGW, SSCA, SSCGH, SSCW,
CD14, CD16, CD3=D19NKp46, Density and Cluster)

VISNE (visualization of higldimensional singleell data) was also available in the Cytobank

suite fittps://premium.cytobank.org/cytobank/logimiSNE is an unsupervised high-

dimensional analysis tool intended for data sets generated from both mass and fluorescence
cytometry. It allows multidimensional data visualization in 2D plots representing three
parameters (x and y axes, and color scale). Plots can be drawn for all possible combinations of
markers used in the study, thus allowing to select the most informative combination for a cell
sample. All possible combinations were applied to SPADE branches that included small and
large monocytes in all 28 donors and 3 septic patients, and all the graphs were analyzed.

gRT-PCR

Monocytes were isolated from PBMC by cell sorting oRACS Aria Cell Sorter Il (Becton
Dickinson). Cel$ sorting wa based on negative selection against CD3, CD19 and NiKp46,
order to exclude T cells, B cells and NK cetlsspectivelyand on the expssion of the CD14

and CD16.

Purified cells were lysed in TriReagent and store@@tC.RNA was purified bychloroform
extraction and isopropanptecipitation.RNA was dissolved in 10 uL RNAgeee water and

stored at80°C or directly used for a revetsanscriptionQuality and quantity of RNA samples

were assessed using a NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo).

RNA samples were used as a template for cDNA synthesis using the kit SuperScript-111 First
Strand Synthesis system kit and random hexamers provided by the kit was used as primers
(Invitrogen).

The quantitative expression of early growth response 1 (EGR1), cCAMP responsive element
binding protein 5 (CREBbS), spleen focus forming virus proviral integration oncogene (SPI1),
hairy and enhancer of ip4 (HES4), actine beta (ACTB) and 18s ribosomal RNA (18S) genes
were measured using the kit Takyohow Rox Probe MasterMix dTTP Blue (Eurogentec).

The necessary primers and probes (Applied Biosystems) to gPCR use the Tagman technology,
or probe hydrolosis, and were labeled aebd by FAM fluorophore andMFQ quencer at 3’

end. gPCR waschieved by following the recommendations of Takydit, using the

instrument 7500 Redlime PCR system (Applied Biosystems). The sequences recognized by
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the probes wre EGRLI TGACCGCAGAGTCTTTTCCTGACAT, CREBS:

TTGATGCCAATGGAGCGACAAATGT; SPI1: CAGTCTTGGCCACCAGGTCTCCTAC;

HES4: CAGGTGACGGCCGCGCTCAGCGCCG; ACTB:

CCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCA; 18S: CCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCA.

The data was normalized to the expression of internal controls (ACTB and 18S) to obtain the
Ct (Cycle Threshold). The relative quantification of the expression of mRNA of EGR1,

CREBS5, SPI1 and HES4 genes are determined by using tHérethod ( Ct is calculated

in relation to the relative expressiohmRNA of these genes in PBMC used as the calibrator).
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RESULTS

Identification of new populations of monocytes in human healthy donors

In order to further define human blood monocyte populations, we have analyzed
labeled PBMC from 28 healthy individuals (Table 1) by flow cytometry. Settings, which were
chosen to achieve a comprehensive study of monocyte populations, included an optimized
procedure to reduce napecific labeling, the acquisition of 1 x%évents to analyze rare
populations, ad the exclusion of nomyeloid cell lineages (CD3CD19, and NKp46
(CD335) cells, Figure 1A). According to previously published studies and to recent
guidelines that have been proposed to define monocytes , CD14 positive cells withoat wit
expression of CD16 were considered (Figure 1B). In PBMC analyzed in these conditions,
CD14 cells formed three main clusters according to their size and granularity, as shown in
Figure 1C. In addition to a main cluster appearing to correspond tortiraanly defined
monocyte population, two new cell populations were identified. A clearly visible set of larger
cells was present in all donors. Cells in this cluster were named large monocytes (la) in
contrast to the denser set of smaller CDdells, thushamed small monocytes (sm). A less
abundant set of CDI4ells was consistently found in all donors (Figure 1C), adjacent to
small monocytes but slightly more granular, and were named Small Granular Cells (SGC).
After exclusion of doublets (FiguteE, F, G, H), the expressions of CD14 and CD16 were
analyzed in these three populations.

Small monocytes were divided into four populations (Figure 11). A major
CD14'/CD16™%population consisted of this cell cluster and were named '91@'t4
Populations of CD14CD16' cells named sm146*, and of CD14™/CD16' cells named
sm14'™16* were also identified in all donors. A fourth population of CHY€D16"9 cells
named sm14"16"%was identified in 16 out of 28 donors where it represented of small
monocytes.

Large monocytes (Figure 1J) were divided in two populations, a CD14+/€D16
population representing of large monocytes and namedlé't4 and a CD14+/CD16
population name lal416*. The higher expression of CD14 in large monocytes is clearly
shown in Figure 1M where the profiles of CD14 and CD16 expressions in large (blue
contours) and small monocytes (red contours) were overlaid. A substantial part ©6114
monocyteshad a higher CD14 expression than sf6%9 cells, and almost all la146"

monocytes expressed more CD14 than stt@4cells. Thus, this newly described set of large
110



MOURAH Fadila —Thése de doctorat2017

monocytes differed from small monocytes with respect to FSC scatter and levels of CD14
expression. It is likely that in many previous studies classical monocytes includetiléffid4
and parts or all la146"9cells, and similarly intermediate monocytes included st@4and
some or all la1#16". sm14"™16" monocytes appeared to fit with the definition of non-

classical monocytes.

In SGC, the expression of CD14 was weak contrasting with a very bright expression
of CD16, as seen in Figure 1K. This set of cells corresponded to the faintly gart4éf a
larger set of CD1%YCD16"9" cells distinct from lymphocytes and monocytes and present in
PBMC from all donors, as shown in Figures 1D in lin€&jeBMC and in Figure 1L for its
CD14 and CD16 expression.

Therefore, six populations of monocytes were distinguished here (Figueesi1))
according to lineage selection, SSC and FSC light scattering, and the level of CD14 and CD16

expression.

Phenotypic characterization of each of the newly defined populations of monocytes

To further characterize the identified monocyte populations, the expression of 15
selected markers was analyzed in monocytes obtained from a panel of 28 Caucasian healthy
donors (Table I). Markers included functional cell surface receptors such as IgoedRad
CD32 in addition to CD16, chemokine receptors CCR2, CCR5, and CX3CR1, antigen
presentation and cstimulatory molecules HLADR, CD86, and CD80, adhesion molecules
CD62L, CD162, CD43, CD49d, and CD56. The expressions of scavenger receptor CD163
and immunoglobulin superfamily CD7 moleculgere also determined. Results shown in
figure 2 are presented as bubbles which size corresponds to the percentage of positive cells
and the color reflects the MFI according to a heatmap scaldasgcdMarker expression for
each of the six monocyte populations is presented in individual panels (Figure 2 Ato F). The
results confirm the widely shown preferential expression of CCR2 and CX3CR1 if€D16
(Figure 2 A, B, F) and CD1§Figure 2 C, D, Emonocytes, respectivelyin all donors a
large percentage of monocyte from all populations expressedR.ASimilarly, in most
donors, adhesion molecules CD49d, CD162, and CD62L were expressed in a high percentage

of cells. Differences of expression between monocyte populations were however identified,
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with higher expression of antigen presentation molecules-BRAMFI) and CD86 (percent

of positives) in lal4+169%compared to sm14+1% (Figure 2 A and B), higher intensity of
expression of adhesion molecules CD49d, CD162, and CD62L in lal4+16+ compared to
sm14+16+ (Figure 2 D and E). A globally lower expression of most markers characterized
sm14'™16"9monocytes (Figure 2 F). Individual variation between donors was however one
of the salienteature of the analysis of expression for many of the genes. Remarkably, similar
variations were identified in donors, which were unrelated, allowing the identification of
groups among our panel of donors. In sm14%9Gonocytes (Figure 2 A), 15 out of the 28

donors had a high percentage of monocytes positive for CD49d and CD162 (Cidwbd
CD162") with a MFI in the bright to medium rang@D49 @} g o« CDL62 %% & ). Among

this group, two donors were set apart baseC@62 g% «expression defining profile 82,

and three others were distinguished according to a &E)@(pression (OR3). The

remainder was named @H.. Similarly, a second group of five donors was individualized on
the basis of £D49 @5 <« =J @D43, (; phenotype, a profile named @R. A final group of

three donors (OB5) was identified in sm14 monocytes with the common phenotype

CD49 . éf 4= @DA43; 5 x x (7 2 IN this two last groups, a CDlg‘"%@nd CD62 & 0

expression was found. Five donors from this panel could not be categorized along a unique

phenotype.

Similarly, the other monocyte populations could also be split according to the patterns
of expression of adhesion molecules. Variations in the number of donors analyzed in each
monocyte population were due to the inability to assess markers expression when cell
numbers were too low. Among large monocytes, lal#fhonocytes (n=28) (Figure 2 B)
were distinct from their CDT6° counterpart sm14+1® monocytes (Figure 2 A) in their
overall stronger expression of several cell surface molecules (CD163DR,AD86,

CX3CR1, and CCR2). In contrast, adhesion molecules CD162 and CD62L were in general
similarly expressed in lal4+18and sm14+169 Several groups of donors were defined in
la14+16°9monocytes according to the expression of adhesion molecules CD49d and CD43
with a C49 @éUgUCMB i’% sphenotype (n=8), a CD4%(@5 @ CD43§% « x ) phenotype

(n=10), and £D49 @)§UCD439§éohenotype (n=3), and were named-OF OR11, and

OP-12, respectively. In 7 donors, atypical profiles with C@%@:Z), CD43%9(n=3), and

CD49 @ gffu y CDA3 s LAJU(n:Z) were found.

xUa
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In sm1416" monocytes (Figure 2 C), the expression of CD49d and CD162 was
relatively conserved among most of the donors with a large majority of donors (20 out of 26)
phenotyped a€D49 @"’5 o x=J @062 %Ua & @« Among these, three gfiles could be
identified according to CD43 and CD62L expression with the following phenotypes
CD43X 3 4and CD62LLY, (n = 7) with a low level of CCR5 expression in some donors,
CD43a® « (N =10), and:D43x 0 yand CD62L§J 5 guip(n = 3). These profiles were named
OP-20, OR21, and OR22. Six donors had distinct patterns of expressions of these markers

and were not grouped.

lal4"16" monocytes (n=23) (Figure 2 D) differed from srilet monocytes (Figure 2
C) with a stronger expression of adhesion molecules CD49d, CD162, and CD62L, and of

CD163, and a brighter expression of CCR2 when expressed. Donors were grouped based on
expression of adhesion molecules CD49d and CD43 with48 @5]5], CD43 SLEJ group

(n=6), aCD49 @ UCD43 Q0. group (n=7), D49 @% & g C43 2% 4y group (n=5),

and aCD49 @JaUCD43 sgroup (n=3). These groups were termed3DRo OR33. Two

donors with &pical combinations of expression of adhesion molecules were left ungrouped.

Less individual variability with respect to adhesion molecules was detected in
sm14'™16+ monocytes (n=23) (Figure 2 E). A fairly consistent expression of CD49d, CD162,
as well as HLADR, and CX3CR1 was found in these cells with the exception of four donors

(on the right side of the figure) with lower expression of CD49d and/or CX3CR1. Two main
patterns named OGR0 and OP41 were identified with a @U :

CD43x 0 yand CI3162 ghenotype (n =9) in which varying degrees of CD62L expression
were distinguished, and a @ @U UCDZLBM «phenotype (n = 10) including 7 donors
characterized a@D162 @nd CDp2 .55 . Four donors had@D49 @Jg CD162 8ang

together with lower expression of CX3CR1.

The sm14™16"¢ monocyte population (Figure 2 F) could be analyzed in 16 donors
only, due to the its varying presence among monocyte populations. Profiles of expression in
this population were strikingly different from its CD1&unterpart, smE4'16" monocytes
(Figure 2 E) with low expression of adhesion molecules CD49d, CD162, CD62L and of
chemokine receptor CX3CR1. Remarkably, HDR was similarly expressed but this
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expression was coupled with scant CD86 expression in most donors. Groups were defined

along expressionf CD49d and CD62L with 5 donors characterized as

CD49 @ ,,CD62 4¢52 and six donors as CD4§§%CD§2 g'%ti‘ ‘named OF50 and

xUa !

OP-51, respectively. Five donors remained without classification.

From theseesults, it appears that variations in the expression of selected markers
(CD49d, CD43, CD162, and CD62L) did not occur randomly in the monocyte subpopulations
and may correspond to concerted profile of gene expression. In an atidompiter define
monocyte phenotypes across the populations, we set to determine which profiles detected
in small and large monocytes were more likely to be associated in healthy donors. We used
the network analysis tool Gephi to map the connecthétyveen profiles OB1 to OR51
based on the 28 donors analyzed. As shown in Figure 3, OP profiles formed clusters based on
relations to profiles found in each donor.

Four clusters were identified and consisted of profiles from each monocyp®gulations

that are more likely to be associated in a whole monocyte population. Thus, monocyte
phenotype | was composed of profiles-OE-10, 22 or 20, 30,-40 or 42, and 50 and was
present in 5 donors (1, 2, 11, 12, and 21). Monocyte phenotype Il was associated with no
profile in lal416"9monocytes, with donors 3 and 14 having profile AP donor 20 having
profile OR12, and donors 13, 18, and 19 having no characteristicll&t4profile.

However, in other monocyte syiepulations, these donors shared profiles0@mr 05, 20,

-32, 41, and 51. Monocyte phenotype Il included profiles ©OF or 02,-11, 21, 31, and -

43 or 44 with however some divergence in donors 22 (with33R 23 and 25 (with ORO).
Donors 17 and 25 had profile @R in subpopulation sm14™16"9whereas no other donor

had distinctive profiles in this sytwpulation. Monocyte phenotype IV was much less defined
and included profiles OB3 and 12 found in donors 5 and 8. Conspicuous in these two

donors was the paucity of CD16 positive monocytes, a feature also found in donor 9, which
bridged monocyte phenotypes IV (with ©B) and | (with OPL0). Monocyte phenotypes II

and Ill were also linked by donors 7, 15, and 24 that shared parts of their profiles. Overall,
identification of these monocyte phenotypes in donors further reinforce the notion that
monocyte expression of adhesion molecules shapes the phenotypes of these cells in subsets
within subpopulations. However, beside conserved patterns of expression of adhesion
molecules some markers varied considerably among donors, affecting the number of positive
cells and/or the level of expression (e.g. CD64, CD163, CD32).
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Having established the overall expression of selected markers in newly defined
monocyte populations and aftezstribing characteristic expression profiles within each
population, we sought to analyze the combined expression of the markers at a single cell level
within each monocyte population. Analysis of the expression of 17 markers in addition to
morphological prameters in monocytes from 28 patients generated multidimensional data
sets that had to be analyzed with computational methods able to detect shared profiles of
expression present in groups of cells . These methods allow automated unbiasedadnalysis
data in an unsupervised manner. Among the many tools now available for this task, we
selected two clusterization algorithms, FLOCK, a density based clustering method, and

SPADE, a hierarchical analysis generating branched tree structure of related cell

Identification of clusters of defined phenotypes within monocyte populations

FLOCK analysis

We initially used FLOCK to look for new populations of monocytes defined by
morphology and the expression of cell surface molecules that we have analyzed. This
algorithm identifies clusters of cells that share combinations of morphological characteristics
together with levels of expression of cell surface markers . Morphological characteristics are
based on side SSK, -H, and —-W and forward FSE&, -H, and —W light scatters. Both
morphology and expression levels (lineage markers CD3, CD19, and NKp385, and 17
cell surface molecules as listed in Table Ill) were ranked epant grading scale (negative,
low, positive, high) and to each identified cell cluster corresponded a combination of grades
defining its phenotype. Numerous populations whts revealed among labeled PBMC
(Figure 4). To restrict the analysis of results to monocyte populations, only cells positive for
CD14 expression and with FSC/SSC profiles consistent with this cell type are presented.

We first looked for clusters corresponding to classical,classical, and intermediate
monocyte subpopulations. Surprisingly, FLOCK did not identify clusters that would match
these phenotypes and that would be present in all the 28 donors analyzed. Actually, none of
the clusters identifiedypFLOCK was found in all donors. Six populations of monocytes were
defined (FL-1 to 6) and their characteristics are listed in Table IV. P8ESCA and

CD14/CD16 profiles of these 6 populations are shown in Figure 4. It should be noted that
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assignment ofegative/low/positive/high grades by FLOCK was based on relative expression
with respect to all cells present in the sample. Therefore, when significant numbers of events
with high or positive expression were present in one sample, cells that may be less positive
would be identified by FLOCK as low or negative. For this reason, only expressions labeled
by FLOCK as positive or high were included in this analysis. One exception was made for
CD16 which expression in CDlgbsitive cells is well documented afaat which

negative/low grades attributed by FLOCK were interpreted according to the corresponding
CD14/CD16 dot plots.

Flock-identified populations F2, -3, and-6 had unambiguously distinct phenotypes
(Table IV).
FL-2 included a population of sm4%16" monocytes which phenotype as determined by
FLOCK (Table 1V) was compatible with a consensus phenotype for these cells as determined
in Figure 2 E. Accordingly, donors positive for2L(n=15) were equally distributed in the 3
subgroups described indtire 2 E.
FL-3 (n=4) was included in sm42CD16"* monocytes and FB* donors were also present
in all three subgroups of snfIACD16'Y monocytes defined in Figure 2F. The phenotype as
determined by FLOCK was poor with positivity for markers usually positive in this
subpopulation (HLADR, CD86, CD162, and CD49d).
FL-6, present in small CD1® monocytes, was found in one donor only (donor 10) and was
thus of limited interest at this point.
Populations FL1, -4, and 5 included CD16and CD16°9 monocytes and had overlapping
phenotypes but could however be distinguished on the basis of expression of single or
combinations of character§gble 1V). FL-1 and FL-4 were found within either small or
large monocytes, respectively, whereas¥hcluded both small and large monocytes (Figure
3). In addition, FE4 differed from FL1 in that it expressed CD64, HEBR, and CD163.
FL-1 and FL-5 were distinguished by positive expression of CD163 ir5-FEinally, FL-4
population consistently expressed CD64, CD86 and4BIEA and was highly positive for
CD162, in contrast to Fb.
Overall, FLOCK analysis found new populations {Fland FL-3) within already described
monocyte subpopulation, particularly within CI4populations. Importantly, FLOCK
pointed to the presence of three monocyte populationd (HL-4, and FL5) encompassing
the CD16 divide.
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SPADE analysis

To further try to identify clugtrs of monocytes based on cell surface phenotype and to
determine the relatedness between these subpopulations, we used SPADE, which is able to
establish a hierarchy of cell clusters within complex populations in an unsupervised manner .
Flow cytometry data for each healthy donor was processed with SPADE, generating a tree
where each node corresponded to cells of similar morphology and receptor expression. We
used SPADE for 20 markers at high resolution and specificity (target number of nodes: 600;
downsampled events targets: absolute number 10,000), generating large numbers of nodes and
branches. Displays of trees indicated the size of node populations as well as the mean
expression of a selected markkere, CD14) by a color codeigkre 5).Analysis of side and
forward scatter properties of each branch of the tree together with CD14 expression allowed
us to identify branches corresponding to small and large monocytes (Figure 5). Interestingly,
monocyte populations were resolved in two distinct tree patterrs,&BH SF2, in our
donors (Figure 5). In SR, a cell population of low to negative CD14 expression and low side
scatter was intercalated between the branches corresponding to small and large monocytes.
SP4 and SP2 structures were tond in eleven and seven donors, respectively (Figure 5).

Four donors had tree structures that did not fall within thé& 8PSP2 types and were unique

to each donor.

In six donors (5, 8, 11, 26, 27, and 28), small and large monocytes did not cluster in single,
well-defined branches.

These results validated the individualization of small and large monocytes as subpopulations
(Figure 1), and again, as with FLOCK results, suggested that individual variations between

donors may shape the make of monocytgopulations.

VISNE analysis

An interesting feature of SPADE, as proposed in the CYTOBANK platform, comes
from the possibility to analyze any branch of the generated tree with the viSNE algorithm.
VISNE creates-D plots where the expression of eachrkeais taken into account to
determine the position of each cell . This allows visualization of multidimensional data in
simple two dimensional data plots. Series of dot plots were thus generated for SPADE

defined small and large monocytes fromtedonor and for each sample tube (Table III).
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Each set of data can be visualized in different ways depending on which markers are chosen

in x and y axis and which additional marker is selected for MFI @ided representation.

Multiple populations ofnonocytes were then detected. Strikingly, although these
populdions varied among donorspmmon patterns clearly distinguishable in groups of
unrelated donors were identified. Dot plots representing CD49d/CD43/CD62L expression in
small monocytes were particularly informative (Figure 6). In srb@4monocytes we
identified 3 subpopulations that were present in 9 donors. Although ViSNE positioned cells in
the dot plot according to expression of all markers in the test tube (CD14, CD16, CD62L,
CD162, CD49d, ©43, CD56), populations will be identified for simplicity according to the
markers used as axes in the dot plot (here CD49d, CD43, CD62L). These three
subpopulations were formed of COED49d'CD62L" cells, CD4S™eCD49d"CD62L4™
cells, and CD4BCD40™CD62L" cells and their concomitant presence in one donor was
defined as profile a. In a second set of donors, only populationsd®h#3D49d'CD62L4™
cells, and CD4BCD49d"™CD62L" were identified defining profile b (n=5). A third profile
(named ¢, n=4) consisted of CO&D49d'CD62L" cells and CD4B™eCD49d"CD62L9™
cells together with an intermediate population in between these two and of variable CD43
expression. A d profile was found in four donors and consisted of TIX¥DdCD62L"
cells and CD48™reCD49d"CD62L9™ cells as in profile ¢ but without the intermediate cells.
Finally, one donor (donor 10) had a unique profile (named e) with a T#®d'CD62L4™
major cell population and a CDAGD49d"'CD62L" minor cell populationinterestingly,
donors regrouped according to these patterns of expression inl€&nfivnocytes turned out
to often share similarities of expression for several markers in all other monocyte sub-
populations. Therefore, classification of donors into peefd to d initially defined in
sm14+16+ monocytes revealed clusters of donors with shared patterns of expression across all

monocytes populations.

From these results, it appeared that numerous populations of monocytes could be
distinguished and were shdrbetween donors. However, many monocyte populations were
present in a fraction of the donors, defining complex intertwined phenotypic groups (a, b, c, d,
and e) in our panel of 28 Caucasian healthy donors. The existence of such phenotypic groups
among a ppulation of healthy donors may further complicate the definition of monocytes

subsets and overseeing these variabilities might have been an impediment in the definition of
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functional populations among global monocyte populations or even among the three

monocyte subsets so far described in the literature.

Profiles of expression of transcription factors in human monocyte subpopulations

To refine the identification and characterization of monocyte subpopulations, the
expression of selected transcription factors was examined bYPGRRTIn purified monocyte
populations and SGC obtained from three healthy donors. The choice of factoredihaiye
was based on a previous transcriptomic R&& analysis of transcription factors expressed in
purified classical, nomtassical and intermediate monocytes . Factors that had been shown to
provide a strong discrimination between these monopgflations were selected. These
included CREBS for its strong expression in classical monocytes, HES4 and MXD3 for

nonclassical monocytes, and HES1 and EGR1 for intermediate ones .

NR4A1, which has been shown to be preferentially expressed M¥*DD16'
monocytes was also included. SPI1 (PU.1), which is strongly expressed in precursor and

circulating myeloid cells was used as a positive control.

As shown in Figure 8, CREB5 was strongly expressed in &84 and in 1a1416™¢
This may be expected if both subsets would be considered as part of*CE&assical
monocytes analyzed by otherglowever, it was also expressed in [dBf monocytes at a
level similar to those of CDI& monocytes. No expression was found in sfil4" and

sm1416" monocytes.

HES4 and MXD3 were strongly expressed in s#fl46" monocytes (Figure 7) that are
likely to correspond to nonclassical monocytes . However, expression in other subsets was also
found. HES4 expression was found in other CD16+ positive monocytes “(8hlahd
la14716"). MXD3 was expressed in all monocyte subsets although the level of expression was
significantly lower in sm1416™9 |a14'16™9 and la1416" monocytes.

Expression of HES1 and EGR1 was found in sth&@4monocytes but was also strong
in other subpopulations (Figur HES1 expression was strong in sff146" monocytes and

EGR1 was similarly expressed in all monocytes.
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NR4A1l was also expressed in all monocytes with no significant difference between

sm14™16' cells and other monocytes subsets in contrast to a previous report .

PU.1 was, as expected, expressed by all populations of monocytes studied (Figure 7).
Interestingly, its expression was much stronger in the SGC populationatipdpulation,

CREBS5 was also strongly expressed whereas HES4 and NR4A1 were low.

Overall, these results clearly showaifferences in expression of some transcription
factors between sm%216" monocytes and smi#6™9 and lal1416™9 monocytes with
statistically significant differences for CREB5, HES4, MXD3, and HES1l expressions.
sm14'™16+ monocytes also significantly differed from 116" monocytes for the expression
of CREB5 and MXD3. However, no difference was found between $i#B4and sm1416
monocytes for the expression of these genes. Similarly, none of the gene analyzed differed in
sml1l416™9and lal416™% CREBS5 expression allowed however to distinguish si@4and
lal4"16" monocytes, validating the flow cytometry bastidcrimination between these two

close populations.

Variations in monocyte populations and their phenotypes during inflammation

In order to determine how inflammation affected the monocyte populations described
above, we analyzed blood monocytes in three septic patients. Clinical and biological
characteristics of the patients are shown in Table Il. Blood was collected within 12 h after
admission in the ICU (DO0) and a second sample was obtain@@ B§ostadmission (D24).

Full analysis of both samples allowed to assess the evolution and/or stability of monocyte
populations and phenotypes over the early phase of sepsis. In this analysis, we used the same
cell isolation procedure, staining, and gating strategy as for control donors (Figure 1).

Morphology and CD14/CD16 expression

Morphological analysis and CD14/CD16 expression patterns of monocytes were
similar in all three patients, and profiles for ongl@m (UEM) is shown in Figure 8. Small

and large monocytes were unambiguougbntified at DQ(Figure 8A) and were present in
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the same proportions as in controls liBgpatients. At D24 (Figure 8B), monocytes

appeared morphologically smaller, and small and large monocytes could still be distinguished
although some level of overlap was pres&@&C population was increased in comparison to
controls at DO, but returned to close to normal adD2D14/CD16 dot plots indicated that

both small and large monocytes consisted of CEVE®d CD16 populations. A shift toward

lower CD14 expression in both small and large monocytes was found at DO and faded by D2-
4,

Interestingly, CD16 expression was dramatically decreased in fractions of SGC, leading to
CD16", CD16, and CD18%9populations, the latter forming the majority of SGC at2

Markers’ expression in monocyte subpopulations

Expression of cell surface molecules included in our platform for monocyte phenotype
analysis is shown in Figure 10 for all three patients. Many of these markers were expressed at
levels close to the lower end of egpsion in control donors. For example, the MFI for
CD162 in sm1#16™9 sm1416" and sm14™16" monocytes but not in the other monocyte
populations from patients were lower than in most of the controls although the numbers of
positive cells were similar.[@49d expression in patients was similarly low except in $fi14
monocytes. Other markers such as CD43 and CD163 were normally expressed in patients. On
the other hand, CD64, when expressed, was found with MFI higher than in control
sm14'™16* and sm14™ monocytes. HLADR has been of particular interest in septic patients
since its lower expression in monocytes correlated with reduced cell functions and was
associated with increased susceptibility to infection . HMR expression was as expected
lower in some monocyte populations, but unexpectedly MFI and percent of positive cells
were conserved in sml¥6" and lal416" monocytes (Figure 9 C and D). In addition, the
expression of HLADR was unevenly decreased among monocyte populatiohsawnarked
decrease in sm126"9 la1416"9 and sm14m169 (lower MFI and ratio of positive cells)
and a mild reduction of MFI in sm1#16" monocytes.

Analysis of monocyte phenotypes at admission and after an interva dags for
each patient &wed to assess how markers’ expression evolved over timehmeawcyte
population (Figure 9). It clearly showed that for a majority of the 15 markers analyzed in 6
subpopulations, no noteworthy change occurred idaay period. This gives evidenck o

overall stability of expression of these surface molecules analyzed in the same individual over
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time, even though these were patients with infection and systemic inflammation. Changes in
expression clearly affected different markers m platients (Figre 9. This may not be

surprising as patients were heterogeneous with respect to the time of sepsis onset at
admission, the type of infection, and emrbidities. Since decreased HZR expression has
been correlated with monocyte functions, its variation reflects on the immune status of these
cells in the patients. In patient UEM, HLBR expression in sm146'9and sm14™16"9
monocytes was strongly depressed at both time points, suggesting low monocyte functions at
DO and no recovery over time in thesals. In lal1416™%and lal416", expression decreased
over time with a lower ratio of positive cells and would reflect deteriorating cell functions. In
sm14'™16* monocytes, HLADR expression increased in MFI and ratio of positive cells,

while in sm1416" it retained almost normal expression over time. A very different evolution
of HLA-DR expression was found in patient EUI. In siiB49 la1416"9 and sm14m16"¢9
monocytes, expression strongly dropped at the second time point, while still within normal
values in sm1416', sm14'™16 and la1416" monocytes. Finally, in ITB patient, HLBR
expression increased slightly in smi1@*%and la1416™9monocytes, remained high and

normal in sm1416*, sm14'™16', and la1416" monocytes and stayed depressed i
sm14'™16"°9monocytes. Therefore, these results would suggest deep and sustained
deterioration of monocyte functions in UEM, worsening functions in patient EUI, and a trend
toward recovery of functions in patient ITB. Other variations, which may thertdrpreted
through the prism of HLADR expression, indicate a profound decrease of CD163 expression
in all monocyte populations in patient UEM no matter what the expression oflHR_#as.

In patient EUI, a strong decrease in CD43 expression parallelddlR_loss of expression,
together with a loss of CD64 expression in all monocyte populations exceptl§nddlls.

Notable variations of expression in ITB patient were found in CD86 going along with
increasing HLADR expression.

Interestingly, FCR CD32xpression was highly variable and diverse in all monocyte
populations in all 3 patients, emphasizing the need to carefully analyze receptor expression in
subpopulations which potentially exert different functions.

The combined expression of markers angle cell level was then determined with

unsupervised algoriththased analysis.
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FLOCK analysis

Three populations of monocytes were individualized in patients’ samples by FLOCK
when analysis was performed with the same caveat put forward in the FLOCK analysis of
control donors regarding the interpretation of negative expression of a marker as assigned by
FLOCK. One population, FHPatl, encompassed small and large monocytes that were
CD16"9(sm14+16neg, smiA169 and la1416"9 (Figure D). It wasdetected in patients
UEM at DO, EUI at DO and D2, and was not found in patient ITB samples. Its phenotype as
determined by FLOCK was CD82X3CRI'CD86" and it appeared to have similarities to
population F1 described in control donors @feire 4A). A second population FPat2
shown in Figure 10 was detected by FLOCK and was included in small'Gidrcytes
(sm1416" and sm14™M16"), was present in the same samples a®&ll, and had a
CD16"""CD64'CX3CRI'CD86'CD62L'*CD162CD49d phenotype. It may corspond to
the FL-2 population identified in healthy donors. Finally, a third population (Figuyé&L0
Pat3 was found mostly within small monocytes and partially overlapped with large monocytes
that were most proximal to small monocytes:Ft3 was CD16%and was therefore
included in sm1#16"9 sm14'™16"9 and partially in 1a1216"9 It was identified in all 3
patients in samples UEM B2, EUI DO, and in ITB DO and D2-and its phenotype was
CX3CRICD86'CD62L'CD162CD49d. FL-Pat3 had no similarities to FLOCK populations

desribed in control donors.

SPADE analysis

Unsupervised SPADE analysis of PBMC from each patient at two time points was
performed with the data files from a same patient analyzed in a single run. This allowed to
build a patient specific tree and to compare related clusters (Figurmifferences between
patients were in line with the heterogeneity in tree structure seen with control donors (Figure
5). Patients UEM and EUI had tree structures similar td $Rfiles (Figure 5 A while
ITB’s was comparable to control donors #2 (Figure 5 B), which was unique in our panel of

control donors.
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VISNE analysis

Analysis of the expression of markers in monocytespalations as defined in the
SPADE tree showed that, based ondkpression of CD43, CD49dh@ CD62L, patient ITB
(Figure 11E and F) had a profile similar to phenotypic group a (Figure 6 A). This is mostly
visible with D24 sample, but also in DO sample as differences between CD62L scales (which
were automatically set by VISNE) in the two ghddts largely explained the color shifts.

Patients UEM and EUI profiles of expression showed similarities but were not obviously
related to one of the healthy donors profiles. However, the presence of
CD43F'MCD49d"CD62LYM cellsand of CD43M"eC D49 ™MCD62LM cells in these patients
make them close to profile b, which was defined by two similar populations. Clearly, profiles
from patients UEM and EUI were distinct from all other profiles (a, c, d, and e) defined in
healthy donors.

The expressions of markers for each patient as visualized with viSNE were then
compared to that of control donors in the same phenotypic group. The very small number of
patients analyzed here precluded drawing general conclusions regarding monocyte phenotype
variation in sepsis. However, the extent of differences may indicate which monocyte
populations were more affected during inflammation and how these variations evolved over

time in a given patient.

Results showed that in septic patient UEM (Tall&) most of markers expression
alterations were concentrated to siiiBt monocytes although their H:BR expression was
almost completely conserved. In these monocytes, the expressions of several receptors, such
as CD32, CD64, and CD43, were increagddand D24 whereas CD86 expression was
decreased at both time points. CD163 expression was modified in that high expression was
detected in cells regardless of their HDR and CD86 expression at DO. On the contrary,
high CD163 expression at DPwas restricted to sm14+16+ monocytes with the lowest CD86

expression.

Differences of expression between patient EUI (Table VI B) and control donors in
phenotypic group b were also important in sid®4 monocytes, although differences in large
monocytes were also substantial. In sidA®4 monocytes, decreased expression of HDR
was mild and expression of several receptors (such as CD14, CD16, CD64, CCR2, CCR5)
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was altered in that expression was conegatt in cells with different phenotypes compared

to controls.

In ITB patient samples (Table VI C), a smaller number of variations of expression
compared to control donors in phenotypic group a were found and these were mostly
concentrated in sm1#6" and sm14™16" monocytes affecting mostly CD16, CD162, and
CDA43 expressions. Noticeable changes affected CD16 expression, which was reduced in the
two monocyte populations at both time points and CD162, which expression was decreased in
sm1416" monocytes onlyCD43 expression was reduced in sfi145" monocytes and also
in lal4'16"%and in lal416" monocytes.

Variations of expression between time points DO andtPPable VI A, B, C) were
abundant, present in all monocyte populations, and affected altogétbkthe markers
tested. However, ViSNE analysis through one set of molecules-®RACD86, and CD163)
showed that combined expression of the three markers in single cells were varying in a
noticeable way in sm146" monocytes. HLADR/CD86/CD163 profes were modified in
sm1416" monocytes in all three patients. Although variations were not identical in all
patients, patterns of expression were shared at different time points. In patient UEM (Figure
14 A), at DO the profile of expression was similatitat of control donors with profile b. At
D2-4, the HLADRY™/ CD86'™/ CD163 population was still present; however, the second
CD163 population was scattered in the midst of HDR+/CD86+ sm1416" monocytes
(Figure 14 A). In patient EUI, CD16%ellsalso expressed strongly HEBR at DO, but were
HLA-DRY™ at D24 (Figure 14 B). In patient ITB, the H-BR/CD86/CD163 profile at DO
included two CD163+ populations, whereas atDthe HLADRY™/ CD86'™ / CD163
monocyte population was not found anymgfeure 14 C). Since HLAR expression is
considered as a marker for monocyte functional status , variations of expression of other
functional receptors in cells with normal or altered expression of-BRAmay impact on
their role in inflammatory conditions. Overall, in sni1&” monocytes, CD163 expression
was found, as in control donors, in HIBR* and HLADRY™ cells in patients UEM and ITB
at DO, but diverged in the two patients at £2Fhat is, CD163 was expressed in HDRY™
cells in patient UEM and in HLADR" in patient ITB. This latter pattern was present in
patient EUI at DO and evolved to CD163 expression in HD'™ cells at D24 which was

also found in patient UEM at D2-How changes in CD163 expression in sm14+16+
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monocyes with varying levels of expression of HU2R and CD86 correlate with monocyte

functions in sepsis will have to be determined.
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DISCUSSION

The definition of human monocyte subsets has recently progressed by distinguishing
"intermediates" CD14CD16" monocytes from bona fide "narassical" CD14"CD16' cells
within CD16" monocytes . The vast majority of human blood monocyte 8586},

"classical” monocytes, remained so far as one cluster. However, monocyte functions often did
not align with these clusters, with considerable discrepancies and overlaps in the assignment
of inflammatoy and immunologic roles to these subsets . Further dissection of monocyte
populations is therefore warranted in order to progress in the definition of less ambiguous
functional human monocyte populations. To advance toward this goal, we haveneerf,
comprehensive flow cytometry analysis of multicolor labeled human monocytes present in
PBMC. First we showed that additional larger populations of monocytes were readily
detectable by flow cytometry when high numbers of evenisX 1¢) were anajzed. These

"large" monocytes, representing arounii®4 of CD14 myeloid cells in PBMC, were

composed of a majority of CD18 cells (la1416™? monocytes) and of less abundant CD16

cells (lal416" monocytes), paralleling the division of commonly described "smaller"”
monocytes (sm14.6™9 sm1416', and sm14™16" monocytes). These are seemingly

included into “classical”, “intermediate” and “natassical” subpopulation so far described.

In addition, within small monocytes, a CDf4CD16'9 population wasilso identified. Its
expression of CD14, HLAR and CD86 together with lack of expression of lymphocyte
lineage markers suggests its belonging to the monocytic cell type, confirming and extending
results by others . Within these six monocyte pdparia, analysis of expression of 15

additional myeloid markers (such as FcRs, chemokine receptors, antigen presentation
molecules, adhesion molecules) showed profiles of expression characteristic of each
population. However, the heterogeneity of these populations was also apparent. Interestingly,
variations in phenotype did not come out as random. Instead, groups of donors could be
delineated with similar patterns of expression, and this was found in manual analysis of the
data as well as in unsupervisedaithm-based analysis. Manual analysis was used to define
receptor expression at the godpulation level. It showed the distinctive expression of

markers in each syiopulation with, however, profiles defining subsets@Ro OR51 in

each subpopulation among our panel of 28 healthy donors. Combinations of these profiles
were found to preferentially associate in donors, defining signatures of markers expression
that characterized the whole monocyte population present in a donor. Automated

unsupervised alysis performed using a combination of hierarchical clustering of single cell
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phenotype with SPADE and visualization of high dimensional data with vViSNE. It indicated,

at the single cell level, the existence of four phenotypic groups of monocytes based-on inter
individual variations of expression. A similar analysis of samples from septic patients at day 0
and day 24 post admission showed that group belonging was maintained in inflammatory
conditions. In septic patients, all six populations of monocytse wdentified and increased
frequency of CD16+ monocytes was present in small and large monocytes. Surprisingly,
sm14+16+ monocytes had conserved expression ofBIRAalthough its expression was
depressed in other monocyte populations. Patterns of comnHing-DR, CD86, and CD163

were associated with alterations in HIDR expression and therefore possibly with monocyte
functions.

Complete equivalence between sitiB!®9 sm1416', and sm1416" monocytes
described in this study and classical, intermediate, anatlassical monocytes, respectively,
is unlikely since CD14 and CD16 expressions in small and large mesquartly overlapped
(Figure 1. Small and large monocytes needed to be cdyafidtinguished according to their
morphological properties in order to be individualized in CD14/CD16 scatter plots. Therefore,
cell populations used previously for characterization of phenotypic or functional properties of
classical and intermediate namytes may include contaminating 1418™and la1416"
monocytes, respectively.

Large CD16%%and CD16 monocytes were individualized as novel monocyte
populations on the basis of their unique position in FSC/SSC scatter plots. None of the 15
markers analyzed had an expression profile allowing to unambiguously distinguish large from
small monocytes on a population basis (Figure 2). However, comparison of large and small
monocytes (lal46™%vs. sm1416™9 and lal416" vs. sm1416") in individual donors
indicated that adhesion molecules CD62L, CD162, and CD49d were expressed at higher
levels in large monocytes. Analysis of the expression of transcription factor CREB5
confirmed that lal416" and sm1416" monocytes forme two distinct subsets (Figure 7). In
addition, SPADE hierarchical trees for each donor obtained with no manual intervention in
the analysis also individualized large monocytes as clusters. Expression of ... in clusters
corresponding to large and small monocytes differed ... ViSNE profileseggally different

(Show them in results)

Some of the intemdividual variations in monocyte phenotypes were shared between
healthy donors. This was seen in the analysis of subpopulation phenotypes as well as in

unsupervised algorithm based analysis=h®CK and by SPADE and viSNE. The
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phenotypic groups thus defined were however not precisely equivalent in terms of donor
inclusion although some level of overlap was found. Since donors were grouped according to
their profile in each subpopulation and reé@s for groups in subpopulations were made
independently, differences between groups defined at a subpopulation level may
understandably differ from those defined by analysis of expression of all markers in
individual donors as in FLOCK and SPADE/viSNalyses. FLOCK analysis was limited
because of the inability to exclude linage positive cells (CO®19, NKp46') in the final
analysis and would benefit from prior purification of monocytes. Nonetheless, FLOCK
identified profiles unique to some donors. Grouping according to the SPADE/NVISNE analysis
appeared as the most robust and reliable method to identify patterns of expression shared by
individual donors. Analysis relied on the expression of all markers in a given individual and
VISNE visualization of data is based on resolution of multidimensional data in simple three
dimensional plots. Gating in SPADE trees allowed to restrict the analysis to monocytes. The
ability to determine the phenotypic group of septic patients using ViSNE further showed the
strength of this method. Confirming the belonging to a given phenotypic group at two time
points in patients supparthe view that profiles of expression characteristic of a group are
stable in each individual.

Different methods of analysis (manual and automated) generated different sets of
groups based on int@émdividual variations in healthy donors. This may nosheprising
given that the manual method dealt with characteristics of wholp@uldations in contrast
to analysis at the single cell level allowed by computerized methods of analysis. Difference in
subgroups of donors identified by the two automatedhoes (FLOCK and SPADE/VISNE)
may stem from alternative methodology used by the algorithm to cluster cells. FLOCK
searched for related cells (density clusters) for the expression of markers within all cells in the
PBMC population. It turned out to be useful in defining cell clusters beyond the CD14/CD16
based classification. In contrast, SPADE relates cells in a hierarchical way with respect to
markers expression, a process more akin to human performed analysis. Thus, confirmation in
an unbiased manner dfe existence of small and large monocyte populations was supportive
of manually generated analysis. Combined to ViSNE visualization of single cell expression of
markers in small and large monocyte gdpulations, it allowed to defined profiles in sub-
groyos of cells independently of the MFI of the population and the frequency of cells of
interest in the population. Therefore, the different groupings of donors using these various
methods may not be competing or exclusive, and may be considered as clo$teongrs

according to distinct characters present in their monocytes. Determining how each
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classification of donors is biologically relevant and in which context will have to be
determined.

HLA-DR expression in monocytes from septic patients has beegnieged as a
marker associated with immune depression and its decreased expression was correlated with
impaired monocytes functions ex vivo . Altered expression of HIEAin monocyte
subpopulations has not been thoroughly investigated. Kim et al. reported differential
expression of HLADR in CD14high and CD14low monocytes with a more pronounced
decrease in the former population . The levels of circulating cortisol correlated with decreased
HLA-DR expression and HL0 levels were more speiciélly correlated to decreased
expression in CD14high monocytes. Our results indicate thatBIRAexpression is mostly
unchanged in sm14+16+ monocytes from septic patients even though it is profoundly
depressed in other monocyte populations in these same patients. Differential regulation of
expression in monocytes subsets may involve responsiveness to various mediators as
proposed via distinct patterns of expression of receptors and signaling molecules. Functional
consequences of decreased or sustained-BIRAexpression remain to be fully explored. Ex
vivo studies indicated that although HU2R expression was returning to normal in vitro
after culture in conventional culture medium , cell functions were durably altered with defects
in T lymphocyte activation and induction of regulatory T cells andiafiimmatory
cytokines . The evolution of expression of other receptors such as CD163 in sm14+16+
monocytes and particularly relation with the level of expression of HUAR as shown in
our results further point to the heterogeneity of monocytes withipspbhations and suggest
the existence of a range of distinct functional states that requires further dissection of these
subsets.

Overall, this study further documents the complexity of human monocyte phenotypes
and populations, identifying novel sploppulations, and pointing to the relatedness of
phenotypes detected in unrelated donors. A better dissection of human mauogey&tions
will help determining the unique function of specific subsets
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Figures legends

Figure 1 : Gating strategy and identification of monocyte suipopulations.

PBMC were separated and stained with antibodies directed at various cell surface molecules
(Table III). Lineage markers were used to exclude lymphocyte subsets (A) and CD14+ cells
were selected (B). Forward and side scatter identified small and large clusters of monocytes
and small granular cells (SGC) (C). After exclusion of doublets (E, F, G, H), the expressions
of CD14 and CD16 were analyzed in gated cells (I, J, K, L). Overlay of small and large
monocyte CD14/CD16 profiles is shown in (M).

Figure 2 : Phenotypes of sulpopulations of monaytes as analyzed with our typing

platform.

PBMC from 28 donors were separated and stained with antibodies directed at various cell
surface molecules {gixis and Table 1ll). Cells were analyzed as described in Figure 1.
Fluorochromematched isotype contiowere used to determine MFI and percentage of
positive cells, which were presented as dots with matched color and size, according to the
color and size scale legend. Monocytes subsets :"d@'t4(A), 1a1416"9(B), sm1416"

(C), la1416" (D), sm14'™M16" (E) and sm14M16™9 (F). In each sulpopulation, donors were
grouped according to similar expression of markers as noted at the top of the figures and
recapitulated with the OP nomenclature at the bottom of the figures.

Figure 3 : Connectivity map ketween donors and defined phenotypic profiles.
To determine which phenotypic profiles found in sadpulations of monocytes are more
likely to be associated in a given donor, a network analysis was performed with Gephi.

Phenotypic profiles are presented as green dots and donors are presented as pink dots. The

size of the dots is proportional to the number of links.
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Figure 4 : Identification of monocyte clusters in healthy donors using Flock

PBMC were isolated and stained as described in Figure 2 and monocypespsilditons
were identified according to dot plot S&Cvs. FSCA (morphology profile) and CD14 vs.
CD16 expression using FLOCK. Six profiles were identified and are presenteélhdre:
with donor 11 (A), FE2 with donor 17 (B), FL3 with donor 19 (C), Fi4 with donor 15 (D),
FL-5 with donor 3 (E) and Fb with donor 10 (F).

Figure 5 : Identification of small and large monocytes using unsupervised analysis tool
SPADE

PBMC were isolated and stained as described in Figure 2 and a hierarchy of related monocyte
phenotype was determined by SPADdentification of two groups of SPADE profile SIP
and SP2 is represented her&P- with donor 13 (A), SR with donor 4 (B) ad

uncategorized donor 2 (C).

Figure 6 : VISNE profile of monocytes sm14.6*

Small and large monocyte profiles identified with SPADE (Figure 5) were analyzed with
VISNE. Expression of all markers in the tube test (Table Ill) by sm14+16+ monocytes was
represented through dot plot profiles of CD43, CD49d and CD62L. Profiles shown in A, C, D,
E, and F correspond to monocyte fdpulations a, b, ¢, d, e identified in Table V. Panel B
shows a schematic representation of monocyte populations iahiif profile a (A) and that

were found in various combinations in profiles b, ¢, d, and e.

Figure 7 : Differential expression of selected transcription factors in monocyte sub
populations.

PBMC were isolated, stained, analysed as described in Figure lulapdmilations were

purified by cell sorting. Purified cells were lyzed in TriReagent, RNA was purified by
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chloroform extraction and isopropanol precipitation, and used as template for cDNA synthesis.
Samples were probed for the quantitative expression of indicated genes in a Tagman expression
system. Data were expressed using tHi&%method. (*, p < 0.05; **, p < 0.01 MarWthitney

U test)

Figure 8: Gating strategy and identification of monocyte sukpopulations in septic

patients.

PBMC were separatehd stained with antibodies directed at various cell surface molecules
(Table III). Gating strategy was identical to that presented in Figure 1. Results shown were
from patient UEM at DO (A) and at D4 (B).

Figure 9: Phenotypes of sulpopulations of monocyts in septic patients as analyzed

with our typing platform.

PBMC from 3 patients (UEM, EUI, ITB) were separated from blood collected at two different
time points DO and D2) and were stained with antibodies directed at various cell surface
molecules (yaxis and Table IIl). Cells were analyzed as described in &ifyuFluorochrome
matched isotype controls were used to determine MFI and percentage of positive cells, which
were presented as dots with matched color and size, according to the color and size scale
legend. Monocyte subsets analyzed in each panel ar indtee graph.

Figure 10: Identification of monocyte clusters in septic patients using Flock
PBMC were isolated and stained as described in Figure 2 and monocyepsildiions
were identified according to dot plot S&Cvs. FSCA (morphology profile) and CD14 vs.

CD16 expression using FLOCK. Three profiles were identified in patients anceaenizd
here: Fl-Patl (A), FL-Pat2(B), FL-Pat3(C).

138



MOURAH Fadila —Thése de doctorat2017

Figure 11 : Identification of SPADE monocyte tree profiles in septic patient

PBMC were isolated and stained as described in Figure 2 and a hierarchy of related monocyte
phenotype was determined by SPADE. Tree representation of profiles in septic patient at two
time point SPPatl DO (A), SRPatl D24 (B), SPRPat2 DO (C), SHPat2 D24 (D), SRPat3

DO (E) and SHPat3 D24 (F).

Figure 12 : viSNE profile of monocytes sm14+16+ in septic patients

Small and large profiles identified with SPADE (Figure 5) were analyzed with ViSNE.
Expression of all markers in the tube test (Table IlIsiml4+16+ monocytes was

represented through dot plot profiles of CD43, CD49d and CD62L. Patients UEM DO and D2-
4 (A+), EUI DO and D24 (B) and ITB DO and D2(C).

Figure 13: viSNE profiles via representation of HLA-DR, CD86 and CD163 expression
in sm14°16" monocytes from septic patients.

Small and large profiles identified with SPADE (Figure 5) were analyzed with ViSNE.
Expression of all markers in the tube test (Table Ill) by sm14+16+ monocytes was
represented through dot plot profiles of HHDR, CD86 and CD163. Patients UEM DO and
D2-4 (A+), EUI DO and D24 (B) and ITB DO and D2Z(C).
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Donor Age Sex Monqcyte Monocyte
D (years) | (M/F) fraction counts
(%)2 (x1Q%/L)
1 33 M 55 0,2
2 44 M 4,4 0,2
3 42 M 5,6 0,2
4 58 M 5,2 0,2
5 40 M 4,6 0,3
6 49 M 6,3 0,3
7 37 F 55 0,3
8 22 F 4 0,3
9 32 M 4,1 0,2
10 62 F 51 0,2
11 42 F 6,6 0,3
12 33 M 4,1 0,3
13 42 M 7,8 0,3
14 29 F 6,1 0,3
15 37 F 6,7 0,4
16 29 F 5,3 0,3
17 65 M 3,7 0,1
18 26 M 6,8 0,3
19 52 F 10,1 0,5
20 61 F 54 0,3
21 20 M 12,7 0,5
22 55 M 6,5 0,3
23 34 F 5,8 0,3
24 46 M 51 0,2
25 61 F 4,8 0,2
26 63 M 9 0,4
27 42 M 3 0,2
28 41 M 6,4 0,2

Table | : Characteristics of blood donors

& numbers express the percentage in PBMC
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Micro
_ Day of Monocyte | Monocyte ) No. of Alive
Patient Age | Sex . _ . organism Release
Sample fraction counts Diagnosis organ after 1
ID . (yrs) | (M/F) (blood _ from ICU
collection (%)2 (x1QP/L) failure year
culture)
) Staphylococcus
Day O 1,5 0,36 Severe sepsis,
aureus
UEM 63 M : — 2 Day 8 yes
Infectious myositis | Staphylococcus
Day 4 6,1 0,76 :
of lower limb aureus
i Staphylococcus
Day 0 2 0.58 Severe sepsis, phy
secondary peritonitis ~ aureus
after anastomotic
EUI 65 M . ) 0 Day 3 yes
small intestine
Day 2 10,2 0,48 _ none
fistula, catheter
related infection
Streptococus
Day O 7,7 1,47 Septic shock, lung
aerogenes
ITB 70 M infection, leg 3 Day 3 yes
Day 2 6,2 0,56 cellulitis, diabetes none

Table Il : Biological and clinical characteristics of septic patients

& numbers express the percentage in PBMC
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Marker Isotypes Test
Marker Clone Isotypes| Clone Label . yp. Tube
Supplier Supplier
used
CD3 UCTH1 12
CD19 HIB19 lgG1 | MOPCG21 PE Biolegend | Biolegend &'3
NKp46 9E2
MOPGC Beckman &| _. 1,2
CD14 RMO52 lgG2a 173 FITC Coulter Biolegend &3
PerCR 1,2
IgG1 MOPG ’
CD16 3G8 s[€ OPC21 Cy5.5 BD BD 23
CD64 10.1 lgG1 | MOPG21 | APC-H7 BD BD 1
Krome
CD32 2E1 gG2a | Li1s11 | Orange/| Beckman& o oen | 1
Pacific Coulter
Orange
CD192/CCR2| TG5/CCR2| 1gG2b | MPC-11 Alexa Biolegend | Biolegend 1
g FIUor647 g g
CD195/CCR5| HEK/L/85a] "X | RTK2758| "2%MC | Biglegend | Biolegend | 1
lgG2a Blue
CX3CR1 2A9-1 |gFé;a2tb RTK4530 | PECy7 | Biolegend | Biolegend 1
CD80 L307.4 IgG1l MOPG21 | APC-H7 BD BD 2
CD86 23311FUN lgG1 | MOPG21 | PECy7 BD BD 2
HLA -DR L2436/G46 lgG2a | G1554178 V500 BD BD 2
CD163 RM3/1 | 1g61 | Mopc21| N | giglegend | Biolegend | 2
g Fluor647 g g
CD7 M-T701 lgG1 X40 V450 BD BD 2
APC Beckman
CD62L Dreg56 lgG1l | 679.1MC7| Alexa Invitrogen 3
Coulter
Fluor750
CD162 FLEG lgG2a eBM2a APC eBioscience eBiosciencg 3
CD43 DF-T1 lgG1 IS5-21F5 | VioGreen| Miltenyi Miltenyi 3
CD49d 9F10 lgG1 | MOPG21| PECy7 | Biolegend | Biolegend 3
MOPGC Pacific . .
CD56 MEM-188 | 1gG2a 173 Blue Biolegend | Biolegend 3

Table I11 : List of antibodies used. Mab were from mouse unless specified
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Number
FLOCK Monocytes
. of Phenotype .
Populations sub-population
Donors
sm1416"9
FL-1 11 CD14' CD167"9CD647"9 CX3CR1 CD86' HLA-DR"° CD62L" CD162 CD49d sm14°169
sml416"
sm14°16"9
FL-2 15 CD14° CD16" CX3CRT CD86 HLA-DR' CD162 CD49d
sml1416"
FL-3 4 CD14° CD168°"9CX3CR1 CD162 CD49d HLADR CD86 sm14°16™9
FL-4 9 CD14' CD167"9CD64" CX3CR1 CD86' HLA-DR" CD163 CD62L" CD162" CD49d la
FL-5 13 CD14' CD16""9CX3CR1 CD163 CD62" CD162 CD49d sm and la
sm1416™9
FL-6 1 CD14" CD16"*9CD86' CD163 CD62L' CD162 CD49d and sm1#°169
and CD16°9

Table IV : Identification of six monocytes subpopulations by FLOCK analysis
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VISNE Profile Number of Phenotype Monocyte.s
Donors sub-population

a 9 CD14" CD16" CD62L" CD49d CD43' sm1416°
CD14" CD16" CD62L" CD49d CD43 sm1416°

i ° CD14° CD16 CX3CRI CD32 CD64 sm14°16'
CD14+ CD16+ CD62L+ CD49d+ CD43+ sm1416°

c 4 CD14" CD16" CD80 CD86" HLA-DR* sm1416°
CD14 CD16"*9CD62L" CD162 CD49d CD43 sm1416™9

d 4 CD14 CD16 CD62L" CD49d CD43 sml1416"

Table V : Identification of four monocytes subpopulations by viSNEanalysis
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Table VI.A : Phenotypic changes in monocytes syepulations from septic patients compared to healthy donors as analyzed in viSNE
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Table VI.B : Phenotypic changes in monocytes sutspulations from septic patients compared to healthy donors as analyzed in viSNE
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Table VI.C : Phenotypic changes in monocytes sutiepulations from septic patients compared to healthy donors as analyzed in viSNE
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Figure 1 : Gating strategy and identification of monocyte sulpopulations.
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Figure 2: Phenotypes of sm1416™9 sub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.
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Figure 2 : Phenotypes of |la1#16" sub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.
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Figure 2: Phenotypes of sm1416" sub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.
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Figure 2: Phenotypes of lal#16" sub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.

152



MOURAH Fadila <Thése de doctorat2017

Figure 2 : Phenotypes of sm1#"16* sub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.
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Figure 2: Phenotypes of sm14m16"%ub-population of monocytes as analyzed with our typing platform.
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Figure 3 : Connectivity map between donors and defined phenotypic profiles.
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Figure 4 : Identification of monocyte clusters in healthy donors using Flock
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Figure 5 : Identification of small and large monocytes using unsupervised analysis tool SPADE
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Figure 6 : ViISNE profile of monocytes sm14+16+
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Figure 7 : Differential expression of selected transcription factors in monocyte syopulations
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Figure 8: Gating strategy and identification of monocyte sukpopulations in septic patients.
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Figure 9: Phenotypes of sulpopulations of monocytes in septic patients as analyzed with our typing platform.
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Figure 9: Phenotypes of sulpopulations of monocytes in septic patients as analyzed with our typing platform.
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Figure 9: Phenotypes of sulpopulations of monocytes in septic patients as analyzed with our typing platform.
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FigurelO: Identification of monocyte clusters in septic patients using Flock
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DO B. D2-4

Figure 11: Identification of SPADE monocyte tree profiles in septic patient
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D24

Figure 11: Identification of SPADE monocyte tree profiles in septic patient
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Figure 11: Identification of SPADE monocyte tree profiles in septic patient
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Figure 12: VviSNE profile of monocytes sm14+16+ in septic patients
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Figure 13: ViSNE profiles via representation of HLA-DR, CD86 and CD163 expression in
sm1416" monocytes from septic patients.
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Résultats Article 2

L’analyse récente des monocytes humains a permis l'identification de neuvefialations a
l'intérieur de deux grands groupes de monocytes appeddnall» et «large» avec4 sous
populations sm146™9 sm1416*, sm14'™16" et sm14'™M16"9 (cette derniére inconstamment
retrouvée chez les donneyrs)l 2 sougpopulation 1al1416™9 et 1a1416"9 (F. Mourah, 2017

soumiy

Afin de déterminer les fonctions de ces spapulations, les monocytes de trois donneurs
sains ont été marqués avec I'ensemble des anticorps de notre plateforme de typage, et les sous
populationsont été purifiées par tri en cytométrie de flux, différenciéesellules dendritique
(MoDC), et mises en eoulture avec des lymphocytes T allogéniquéanalyse de la polarisation
de ces lymphocytes T a été faite par 'analysecgtazkines produitesiEN- , IL-4, IL-17, IL-10
etTGF Les résultat ont montré une grande hétérogénéité des réponses chez les trois différents
donneurs. Cependant, la recherche de corrélation entre les concentrations de cytokines induites et
'expression de marqueurs des monocytes ont permis d'établir un lien fort entee ¢l
'expression de CD43 et de CD49d chez les monocytes sm14+16+. Ainsi, cette corrélation
suggérait que des monocytes de phénotype particulier se différencient en MoDC aux propriétés
distinctes des autres MoDC et engagent la polarisation des lygipho€ dans une voie
déterminée. Un travail ultérieur dans le laboratoire (S. Cohen) a montré la validité de cette
corrélation par la purification séquentielle de populations enrichies en potentiel de polarisation
Th2, en progressant par une recherchatiiér de corrélations entre sepgpulations et réponse
cytokinique. L’obtention d’une population CD49#"9 CD43'™ possédant tout le potentiel Th2
des monocytes sm14+16+ et n'induisant pas d’autre polarisation montre I'existence de monocytes

aux fonctons immunitaires dédiées des le stade circulant.
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Article 2 : Identification of specific Th2-prone monocyte sub-population in

humans

F. Mouratt and S. Cohén(equal contribution), D. CharrdrN. Mooney, and A. Haziot

1 INSERM U1160, Institutniversitaire d’Hématologie, Hopital Saihtuis, Paris, France

2 INSERM U940, Institut Universitaire d’Hématologie, Hopital Sdiatsis, Paris, France
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Abstract

Blood monocytes are heterogeneous cells that play essential roles in inflammation and immunity
as precursors of some populations of macrophages and dendritic cells. The functions of
monocyte derived cells are thought to be dependent on environmental cues present in the tissues
that the cells infiltrate, and ranges fromqméammatory to regemative phenotypes. We report

here the identification and purification of a human blood monocyte population dedicated to Th2
responses following its in vitrdifferentiation in dendritic cells. These monocytes were part of

the recently identified small CD*¥4ACD16+ monocyte supepulation and were characterized

with a CD43"™ CD49d™"eIphenotype. Identification of this Thone monocyte population

was made possible by taking advantage of the-inthvidual variations in both monocyte sub-
populations and functional cell responses in unrelated human individuals. An iterative process of
correlation searches between quantified monocyte marker expression and capacity of monocyte
derived dendritic cells to polarize allogenic T cells led to a retrospective identification of
monocytes specifically involved in the functional response. This procedure of prospective and
guantitative retrospective identification of functional cell populations has broad potential
applications, and has allowed us to reveal the existence of a small unique monocyte population

dedicated to Th2 responses.
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Introduc tion

Monocytes are circulating myeloid cells making up to 3% of leukocytes and are mostly
considered as precursors for macrophages and dendritic cells in inflammatory and non-
inflammatory conditions As such, monocytes are considered as plastic cells that, upon
extravasation, differentiate in effector cells depending on the milieu of the tissue that they
infiltrate . However, monocyte are highly heterogeneous and the significance of this
heter@eneity is largely unknown. Human monocytes have been phenotypically divided on the
basis of CD14 and CD16 expression and three subsets have been defined, witC DDA¥
classical, CD14CD16' intermediate, and CDI# CD16" non<lassical monocytes . Recently,

we have extended this classification to six-populations according to light scattering and
markers expression with small monocytes stii%9and large monocytes la16" within
classical monocytes, sm6* and la1416' within intermeliate ones, smf4'16"™%as a new
population variably present in healthy donors, and $fill& corresponding to noolassical
monocytes (Mourah, 2017, submitted). Importantly, these populations remain very
heterogeneous. Assigning unambiguous functions to human subsets of monocytes has been
challenging and most of the knowledge on monocyte functions is derived from the mouse, where
however corresponding homolog spbpulations are not obvious. An additional level of
complexity comes from intandividual variations in human monocyte phenotypes, which we
recently analyzed with the definition of six phenotypic groups variably related in a panel of 28
Caucasian donors (Mourah, 2017, submitted). The effects of these variations on monocyte
functions remain to be determined. Here, we have analyzed the ability of the five commonly

found subsets of monocw¢o polarize T cells in vitro. Taking advantage of mitelividual
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variations of monocyte populations in healthy donors, we identified within '@flmonocytes
a population which was, after differentiation in DC, specifically dedicated to Th2 polami zxiti

T cells.

Results

We have recently identified novel human monocyte subsets by flow cytometry based on
light scattering properties and CD14 and CD16 expression (Mourah et al. 2017, submitted). A
total of six monocyte supopulations were thus idengfil out of which five were consistently
found in 28 control donors. In order to identify T cell activation functions associated with these
human monocyte supepulations, we analyzed the ability of the five commonly found monocyte
subsets to polarize alloge T cells in cecultures. Monocyte supepulations from three control
donors (donors 1, 2, and 3) were phenotyped (15 markers in addition to CD14 and CD16,
supplementary Table 1), purified by flow cytometry cell sorting, differentiated in dendritic cells
(MoDC), and LPS matured MoDC were cakured for five days with allogenic T cells. Culture
supernatants were analyzed for the presence of IFNgammajlk17, IL-10, and TGFoeta
(normalized for 10,000 T cells), and T cell expression of FoxP3 and CD25 was determined by
flow cytometry. Results showed that matured MoDC generated from each monoeyte sub
population induced all types of polarized T cells (Th1, Th2, Th17, Trl, and Treg) (data not
shown). However, results from individual donors varied quamngigtwith respect to the
intensity of the different types of induced polarization. Although this was somehow expected
with random donors, we reasoned that individual variations in the phenotype of monocytes might
condition the functions of the MoDC and their ability to activate T cells. To test this proposition,

we checked if levels of cytokine produced would retrospectively correlate with the expression of
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monocyte markers. This generated 750 plots (5 cytokines analyzed, 15 markers evaluated for
intensityof expression (MFI) and percent of positive cells, 5 gojpulations of monocytes), out

of which over 95 % showed no correlation at all. However, in a few cases, a linear relationship
between the level of expression of a monocyte marker and the corioendfahduced T cell
cytokine was found. As shown in Figure 1 A, the concentration-dfil.co<ultures of MoDC
generated from sm146" monocytes strictly correlated $R.999) with the percentage of
monocyte positive for the expression of CD43 present in donors. In contrast, the expression of
CD43 in these same monocytes showed no relation to the concentrations of other cytokines
assayed (Figure 1 B). This suggested that, although the number of &D#816" monocytes

were close in the 3 donors, it wiaslicative of the existence of a CD43opulation able to

polarize T cells towards a Th2 differentiated state, and that this population was present in
variable amounts in different donors. In these same samples, the expression of CD49d (Figure 2)
also showed a relation to the induction ofdlproduction (R=0.819), suggesting that CD49d
expression may be informative in the identification of monocytes inducing Th2 polarization. We
therefore used these two markers to identify the filo2e monocyte populain within the

sm1416" phenotype. As seen in Figure 3, the CD43/CD49d dot plots profiles differed
substantially in the three donors. It consisted mostly of a cell dense double positive cloud of
similar expression in the three donors. Two additional CE¥4@d CD49d° cells populations

were present in variable amounts in the donors and had“®#3-D43+ expressions. To

identify the relevant population, we used a new set of three control donors (donors 4, 5, and 6)
and the CD43 CD49d dot plot profiles of snill@d monocytes of these donors is showed in
Figure 4. We purified three pools of monocytes from these cells: the major double positive

CD43" CD49d monocytes (within the gates shown in Figure 4); the remaindeofate-gate”
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fraction; the total ppulation of sm14+16+ monocytes, as control. Purified cells were
differentiated in MoDC, and LPS matured MoDC werecatiured with allogneic T cells. As

shown in Figure 5, cultures set with gated cells produced low or no amountd.dhlcontrast,

in cutures with MoDC from “outof-gate” cell fraction the highest concentration ofdllwas
consistently detected, as well as the lowest IFNgamma concentration. This result indicated that
the putative ThZsrone monocyte population was not present in the ddosd of CD43

CD49d cells, and it led us to look for # inducing activity in the two other minor cell clouds.

In order to better locate this activity prior to cell sorting, we looked for correlations between the
numbers of cells present in newly defined gates within tiingell clouds present in donors 4,

5, and 6 and the concentrations ofdldetected in the cultures and normalized for 10,000 T

cells. As shown in Figure 6, two gates were initially drawn, gate a (in violet) that included the
CD49d"™ CD43" sm1416" monocytes, and gate b (in black) that included the CH2add
CD49d"®¢that were CD4%" (Figure 6 A). A strong correlation {R 0.848) was found between

cell numbers present in gate b and the normalized concentrationg ofvhile no relation at all

with cells present in gate a was apparent. To further locate the active cells, cells present in gate b
were divided in gate ¢ and d, including CD#9dnd CD498™"9sm1416* monocytes,
respectively (Figure 6 A), and correlations between cell numbers gateeand normalized 14
concentrations were searched. As shown in Figure 6 C, cell numbers in gate d were in linear
relationship with induced H4 (R? = 0.987), whereas no such relation was found with cell
numbers in gate ¢ @R= 0.582). These resultgsngly suggested that snill46" Th2-prone

monocytes were CD4989CD43F'™. To positively identify these Th@rone cells,
CD49d™negCD43"™M sm1416" monocytes were purified from a third set of three control donors

(donors 7, 8, and 9) together with “enftgate” fraction, and total sm186™ monocytes (Figure 7
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A). Derived mature MoDC were exultured with allogeneic T cells and cell culture supernatants
were assayed for cytokines. As seen in Figure 7 B, strong concentration4 welle induced

by matrre MoDC derived from CD496""9CD43"™ sm1416" monocytes. In donors 7 and 8,

no IL-4 was detectable in cultures derived from “otigate” fractions, indicating that all Th2
committed monocytes present in the siiB4 population were CD4S#"eICD4F M,

Conversely, no IFNgamma (figure 7 B)-17, 1L10, and TGFbeta (not shown) was detectable in
cultures derived from CD498/"*9CD43"™ sm1416" monocytes, suggesting that this monocyte
population was strictly inducing Th2 polarization. In donor 9, cultures derived from CGD4%9d
CD43'™ sm1416" monocytes showed the greater part o#lwith a 3fold increase over “out
of-gate” derived cultures, in parallel with a minor production of IFNgamma. Results with this
donor are consistent with a slight cell contamination in the gate of interest.

Togetter, these results showed that a Tin@ne monocyte population was present in the blood
of healthy donors and it was part of the CDCD16" cells small monocytes that had a
CD49d'™esCD43'™ phenotype. Importantly, these results demonstrate that functional cell
populations can be identified in complex cell mixtures using a combination of prospective
identification (PI) through extensive phenotyping and of retrospective quantitative identification
(RQI) based on inteindividual variations in cell numbeend phenotypes. Iterative use of this
method allows to guide the search for functional cells thus avoiding extensive exploratory cell

sorting strategies.
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Discussion

We report here the identification of human blood monocytes specifically committed to
Th2 polarization of T cells once they are differentiated in MoDC according to standard
protocols. Their presence in healthy donors points to naturally occurring cell populations which
may be involved in homeostatic and regulatory functions. These cetispadrof small CD14%
CD16" monocytes (Mourah et al., 2017, submitted) which form the major part of intermediate
monocytes according to current nomenclature. The functions of monocytes are considered as
non-sspecific and the functional particularities of no@yte subsets reside in the intensity of the
inflammatory responses, such as levels of cytokine secretion or phagocytic ability . One
monocyte subset, narlassical CD14™ CD16' is believed to patrol the vasculature , a function
of tissue surveillance akin to that of other myeloid cells involved in inflammatorgpecific
responses. Following extravasation, monocytes are precursors of dendritic cells and macrophages
in several tissues in inflammatory or nsmflammaory conditions The functional phenotype
adopted by monocyte derived cells is considered to be dependent on signals from the
environment of the cells . The Th2 committed functions of small CCDBL6" CD43™
CD49d"™ monocytes described hegeto our knowledge the first description of a monocyte
population with dedicated function towards one type of adaptive responses. Noticeably, all the
Th2 potential of small CDI4CD16" monocytes was present in this population. small CD14
CD16' CD43'™ CD49d"™ monocytes fulfilled all current criteria to be considered as monocytes.
These results suggest the presence within monocyte populations of cells already engaged in gene
expression programs directed towards development of one specific type of immune response,

together with cells able to adapt and develop according to the environment.
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Although much progress has recently been made in defining the conditions for the
development of Type 2 immunity, many mechanisms leading to specific Th2 responses remain
unclear . Dendritic cells are required for the development of Th2 responses in many experimental
models, as shown by depletion and reconstitution experiments . Specific mechanisms at the
interface between dendritic cells and CO4cells remai unsatisfactorily understood. Factors
such as the strength of the interaction MpkptideTCR has been considered to be a factor ,
together with DC production of 4 in the absence of 4.2 , and DC expression of OX40L and
CD40 expression . However, the cytokine environment and key polarizing events at the interface
between DC and CD4T cells remain to be fully defined. The availability of populations of
MoDC specifically engaged in the Th2 polarization of CD4ells in vitrowill allow to analyze

the molecular interactions at play in the development of these responses.

The method described here to identify monocytes committed to Th2 responses requires
having several starting populations where the soughpepbtation is unevenlyepresented. In
a first prospective step, the expression of as many markers relevant to the cell type is determined
in the starting populations, before proceeding to process the cells for quantitative functional
assays. Then, results of the assays aresyctively correlated with the expression of the
markers in the different starting populations. Correlations may be linear, as presented here, or
any other type, depending on the proliferative properties of the soughbpulation in steps to
prepare and perform the functional assay. Thus, this method includes prospective (P) followed
by quantitative retrospective (QR) steps to identify a functional population. This P/QR method
requires however, that events occurring in cultures with the differenbgtpdpulations, such

as proliferation and apoptosis, remain comparable. The relation between function and marker

179



MOURAH Fadila -Thése de doctorat2017

expression was, as shown here, indicative of a link between the markers and the sought
population, but did not point directly to a monocyte subset. It provided, however, cues for
seeking correlations in a smaller monocyte population. Guided iterative searches for correlations
between phenotype and function turned out as a powerful mean to identify a small Th2 prone cell
population within very hierogeneous monocyte populations. We used starting populations with
naturally occurring unequal cell concentrations, as monocyte populations are highly variable
among individuals (Mourah, 2017, submitted). However, several populations with heterogeneous
cell composition could easily be generated from a single sample by combinatorial mixing of

sorted sulpopulations.

The identification of cells with a defined function within a heterogeneous population has
been a recurring question in development studies and in stem cell biology . Methods of cell
lineage tracing solely based on transplantation have been used in the past, with either
transplantation of bulk cell populations with chromosomal abnormalities, or single cell
transplantation, followed by progeny analysis. Recently, powerful cell tracking methods, such as
bar coding, tissue specific expression of reporter gene, combined to single cell sequencing, have
been developed and have been instrumental in tracking progenitors and precursors in numerous
models of development and differentiation . These recent methods require however cell
modifications to introduce a unique marker and access to extensive genomics facilities for cell
analysis. In addition, these technologies aim at the identification of single cell precursors, a task

that is not needed in many fields of research such as analysis of the innate immune system.
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Materials and Methods

Blood donors

Blood samples were obtained from the local blood b&tdklissement Francais du Sang at
SaintLouis Hospital, Paris, France) (Table I). Donors were informed that blood would be used
for research purposes. All experiments were performed according to institutional ethical

guidelines.

Cell separation, staining, and analysis
Cells were isolated, stained and analyzed as previously described (Mourah F et al. ,

submitted). Briefly, blood was collected in four ACD (Becton Dickinson (BD), Le Pont de Claix,
France)and PBMC were separated by gradient density centrifug&®BhC wee washed and
nonspecific binding sites were blocked by incubation in PBS supplemented with 10%
decomplemented human AB Seritablissement Francais du Sang, Rungis, France)

Cells were stained with monoclonal antibodies (Table Il) and suspendedifEPB& 0.5
mM before analysis.

Cell fluorescence was analyzed on a FACS Canto Il flow cytor(EerRungis, France)
with acquisition of 1 x 1®events allowing a comprehensive analysis of monod¢esirah F et

al. , submitted). Data were analyzed using Diva (BD) and Flow Jo (Treestar, Ashland, OR).

Cell sorting
Monocyte sulpopulations were purified on a FACS Aria (BD) cells sorter. Gating

was set after acquisition of 1 x®yents, linead€(CD19-CD3-NKp46) were excluded, and
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CD14' cells were selected. Gates identifying small and large monocytes were set according to
light scatter properties (Mourah F et al., submitted) and CD14/CD16 dot plot profiles were used
to identify the various monocyte populations. Cells from selected populations were purified

according to standard procedures as recommended by the manufacturer.

Differentiation of MoDC and mixed leukocyte cultures (MLR)

Purified monocytes or fractions thereof were differentiated in dendritic cells (MoDC) in the
presence of GMCSF and 14 (both from R&D) as previously described . Immature MoDC

were matured in the presence of LPS (10 ng/ml) as described . Mature MoDC and allogenic T

cells were cecultured at a ratio of 1 MoDC for 10 T cells as described .

Cytokine assays

Cytokine concentrations in culture supernatants were determined by ELISA using commercial

kits for IL-4 BD), IFN- ~ -10, IL-17 and TGF DOO IURP R&D, Abingdon, UK
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Figure legends.

Figure 1. Correlations between CD43 expression in smi¥%6" monocytes and IL-4
production in allogeneic MLR between MoDC and T cells.

PBMC from donors 1, 2, and 3 were isolated, stained with Mab (Table II), and monocyte sub
populations were analyzed as described (Mourah F., 2017, submitted). Small monocytes CD14
CD16" were purified by flow cytometry cell sorting, differentiated in MoDC, andwtdred

with allogenic T cells. Cytokines present in culture supernatants were assayed by ELISA and
concentrations were normalized for 1 ¥ TGcells. Correlations betvea normalized cytokine
concentrations and expression of markers in monocytes (% of positive cells and MFI) were

searched.

Figure 2. Correlations between CD49d expression in sm16" monocytes and 1-4
production in allogeneic MLR between MoDC and T cells.

PBMC from donors 1, 2, and 3 were isolated, stained with Mab (Table II), and monocyte sub
populations were analyzed as described (Mourah F., 2017, submitted). Small monocytes CD14
CD16" were purified by flow cytometry cell sorting, differentiated in MoDC, andwédred

with allogenic T cells. Cytokines present in culture supernatants were assayed by ELISA and
concentrations were normalized for 1 ¥ TGcells. Correlations between normalized cytokine
concentrations and expression of markers in monocytes (% of positive cells and MFI) were

searched.

Figure 3. Profiles of expression of CD43 and CD49d in healthy donors 1, 2, and 3.

PBMC were isolated, stained with Mab (Table II), and monocytepspiHations were analyzed
as described (Mourah F., 2017, submitted). Small monocytes ‘GII146" were purified by
flow cytometry cell sorting, and expression of CD43 and CD49d was analyzed with Flow Jo.
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Figure 4. Profiles of expression of CD43 and CD49d in healthy donors 4, 5, and 6.

PBMC were isolated, stained with Mab (Table II), and monocytgspidations were analyzed
as described (Mourah F., 2017, submitted). Small monocytes'GII1#6" were purified by

flow cytometry cell sorting, and expression of CD43 and CD49d was analyzed with Flow Jo.

Figure 5. Cytokine production in allogeneic MLR between MoDC derived from different

monocyte fractions and T cells.

PBMC from donors 4, 5, and 6 were isolated, stained with lineage antibodies (CD3, CD19,
NKp46), CD14, CD16, CD43, and CD49d, and monocytepiations were analyzed as
described (Mourah F., 2017, submitted). Fractions of small monocytes'CIDII&" (gate

shown in Figure 4, and ocuff-gate cells) together with unfractionated small monocytes CD14
CD16" were purified by flow cytometry cell sorting, differentiated in MoDC, andwédred

with allogenic T cells. Cytokines present in culture supernatants were assayed by ELISA and

concentrations were normalized for 1 ¥ TQ:ells.

Figure 6. Correlations between CD43 and CD49d expression in fractions of sn1ll4*

monocytes and IL-4 production in allogeneic MLR between MoDC and T cells.

(A.) Small monocytes CD14CD16" from donors 4, 5, and 6 analyzed in Figure 4 were probed
for correlations with production of 4 in MLR. Gates a and b were drawn to select D43
CD49d°" and CD48Y CD49d*""edcells, respectively. (B.) H4 concentrations normalized for

1 x 10T cells were plotted against percentage of cells in gates a and b. (C.) Gate b was divided
in gates ¢ and d to select CO43CD49d°" and CD48"Y CD49d*V"9cells, respectively. 14
concentrations normalized for 1 x*I0cells were plotted against pertage of cells in gates ¢

and d.
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Figure 7. Cytokine production in allogeneic MLR between MoDC derived from small
CD14+ CD16+ CD4%¥ CD49d°*"¢d monocytes and T cells.

PBMC from donors 7, 8, and 9 were isolated, stained with lineage antibodies (CD3, CD19,
NKp46), CD14, CD16, CD43, and CD49d, and monocytemslations were analyzed as

described (Mourah F., 2017, submitted). (A.) CD43 and CD49d profiles of expression and gate
used for selection of CD&3 CD49d°""*9 monocytes and purification byofiv cytometry cell

sorting. Outof-gate cells together with unfractionated small monocytes COD4 6" were also

purified. All monocyte fractions were differentiated in MoDC, anccatiured with allogenic T

cells. Cytokines present in culture supernatants were assayed by ELISA and concentrations were
normalized for 1 x 19T cells. (B.) It4 and Interferongamma normalized concentrations in

culture supernatants from MoDC derived from small CDAB16" CD43°" CD49d°V/ned

monocytes, odbf-gate small CD14CD16™ monocytes, and unfractionated small COCD16

monocytes.
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Donor| Sample | AGE SEX % |MONO
ID | Date [years ('\é')/ MONO (x10%/L)
1 po13/02/1l 52 | F| 101 05
2 013/02/2] 26 |M | 68 | 03
3 013/042] 65 |M | 37 | 01
4 P015/02/1] 53 |M| 62 | 0.3
5 1015/02/1 61 | F | 57 | 03
6 |205/02/19 32 | F| 38 | 0.2
7 l015/11/2{ 34 |F| 5 | 02
8 12016/01/1 41 | F | N/A | N/A
9 12016/03/1 62 | F | 152 | 1.1

Table I. Characteristics of blood donors.
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Marker Clone Isotypes Clone Label Markgr Isotypes
Supplier | Supplier
CD3 UCTH1
CD19 HIB19 IgG1 MOPG21 PE Ozyme Ozyme
NKp46 9E2
MOPGC Beckman &
CD14 RMO52 lgG2a 173 FITC Coulter Ozyme
PerCR
CD16 3G8 lgG1 MOPG21 Cy5.5 BD BD
CD64 10.1 lgG1l MOPG21 | APC-H7 BD BD
Krome
Orange / |Beckman & .
CD32 2E1 IgG2a L11511 Pacific Coulter Invitrogen
Orange
CD192/CCR2| TG5/CCRZ  1gG2b | MPC11 | _Alexd Ozyme | Ozyme
Fluor647
CD195/CCR5| HEK/1/85a| Rat IgG2a| RTK2758 | Pacific Blue, Ozyme Ozyme
CX3CR1 2A9-1 Rat IgG2b| RTK4530| PECy7 Ozyme Ozyme
CD80 L307.4 lgG1 MOPG21| APC-H7 BD BD
CD86 2331{FUN lgG1 MOPG21| PECy7 BD BD
HLA -DR L243éG46 lgG2a | G1554178 V500 BD BD
Alexa
CD163 RM3/1 1gG1 MOPGCG21 Fluore47 Ozyme Ozyme
CD7 M-T701 IgG1 X40 V450 BD BD
APC-Alexa . Beckman
CD62L Dreg56 IgG1 679.1MC7 Eluor750 Invitrogen Coulter
CD162 FLEG IgG2a eBM2a APC eBioscience eBiosciencg
CD43 DF-T1 lgG1 IS5-21F5 | VioGreen | Miltenyi Miltenyi
CD49d 9F10 IgG1 MOPG21 PCG7 Ozyme Ozyme
CD56 MEM-188| 19G2a M%F;C' Pacific Bluel Ozyme | Ozyme

Table Il. List of antibodies used. Monoclonal antibodies were from mouse unless specified.
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Figure 1. Correlations between CD43 expression in smi¥6" monocytes and IL-4 production in allogeneic MLR between

MoDC and T cells
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Figure 2. Correlations between CD49d expression in sm146" monocytes and 1-4 production in allogeneic MLR between

MoDC and T cells
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Figure 3. Profiles of expression of CD43 and CD49d in healthy donors 1, 2, and 3
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Figure 4. Profiles of expression of CD43 and CD49d in healthy donors 4, 5, and 6
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Figure 5. Cytokine production in allogeneic MLR between MoDC derived from different

monocyte fractions and T cells
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Figure 6. Correlations between CD43 and CD49d expression in fractions of snil18*

monocytes and IL-4 production in allogeneic MLR between MoDC and T cells
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Figure 7. Cytokine production in allogeneic MLR between MoDC derived from small

CD14+ CD16+ CD4%" CD49d°“"ed monocytes and T cells
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Conclusion / Perspectives

Cette thése a permis d'identifier de nouvelles pojpnisitde monocytesles «large»
lal4+16neg et lal4+16+mas également de mieux caractéridar population «small»
(sml4+16™9 sm1446+ snldi™16+ et sm49M16™9. Cete nouvelle nomenclatureed
monocytes vise a mieux rendre compte de leur hétérogénéite.

Conscients de lI'importance fonctionnelle que peuvent avoir de petites populations de
cellules dans le systeme immunitaire, uneptexités de ce travaih été de faire une analyse
aussi exhaustive que possible de I'ensemblentmsocytes.Ceci est rendu possible par la
capacité accrue des moyens informatiques actuellement couplés aux cytometres de flux. Cela
nécessita aussi la préparation d’échantillaasgsins de taille suffisante pour disposer d’'un
grand nombre de monocytes.

Ce souci d’exhaustivité implique aussi de prévenir la perte sélective de populations de
monocytes par les effets de méthodes de séparation. Ainsi, les méthodes basées sur le tri
magnétique furent testées et abandonnées en raison des faibles rendements pour certaines
populations de monocytes. De plus, ces méthodes introduisent le risque d’activation indésirable
chez des cellules dont une caractéristique principale est la phagocytose.

Enfin, les monocytes présentent une surfacéagtive», avec I'expression forte de
récepteurs pour le fragment conservé des Ig (FCR CD16, CD32 et CD64) et de récepteurs pour
les sucres complexes, qui lie facilement les anticorps utilisés pour lesagesgde surface.

Pour réduire ces réactivités nspecifiques, de nombreux essais furent nécessaires pour mettre
au point un protocole optimisé pour ce type celluldaeprotocole fut suffisamment robuste
pour obtenir des résultats reproductibles chemiain en condition normatai pathologique.

L’acquisition d’'un grand nombre d’événements en cytométrie de flux (1°xpd0
échantillon), pour analyser 6 sepspulations de monocytes marqués avec 17 anticorps et le
tout dans une cohorte de 28 donneurs, génére une quantité de données considérable dont
I'exploitation devient un projet en soi. Une analyse manuelle de I'sxijoredes marqueurs au
niveau des soyggopulations de monocytes a été faite par analyse a 'aide des logicieldd-low
et OriginPro et a mis en évidence le caractére unique des profils d’expression pour chacune des
souspopulations. De maniére importante, elle a aussi permis de reconnaitre les profils

d’expression conservés entre donneurs aqgrarentés, mettant en lumiére un niveau encore
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méconnu de la complexité phénotypique des monocytes humains. Les conséquences
fonctionnelles associées a I'existence de ces groupes phénotypiques restent a déterminer.

Des outils informatiques déja disponibles (FLOCK, SPADE, ViSNE) pour l'analyse
automatique des données ont été également utilisés. En plus de l'automatisme, leur usage
permet d’éviter le biais éventuel daralyse manuelle, a savoir une composante subjective
dans le fenétrage des populations de cellules. L'utilisation de ces logiciels dans ce travail a ainsi
confirmé les conclusions de I'analyse manuelle sur I'existence de la populatiolargesx
monocyes. Les conclusions de ces analyses vont également dans le sens de I'existence de
groupes phénotypiques parmi les donneurs. L'utilisation généralisée de ces logiciels permet
d’envisager a terme des analyses de laboratoire a laboratoire qui soient plus comparables
gu’elles ne le sont aujourd’hui.

Si l'identification de groupes phénotypiques a été possible en utilisant différentes
méthodes d’'analyse (Flow Jo/OriginPro, FLOCK, SPADE, ViSNE), les groupes\&umes
n'étaient pas entierement superposables d'utbode a I'autre. Il est cependant intéressant de
constater des recoupements importants entre les résultats de difféerentes méthodes (Flow
Jo/OriginPro et VISNE), une méthode manuelle et l'autre supervisée. Par ailleurs, des
groupes assez distincts ont émergé suivant la méthode utilisée. Une interprétation pourrait venir
du constat d'une grande intrication des phénotypes identifiables parmi les donneurs. Le
phénotype monocytaire d’'un individu pourrait ainsi étre constitué de multiples facettes, ou
modules, et ces éléments constitutifs seraient variablement partagés dans la population. Chaque
méthode d’analyse identifierait préférentiellement certains des modules phénotypiques
partagés. Déterminer 'impact fonctionnel de ces derniers serait une tacbepasts, a défaut
d’étre aisée.

L’analyse de monocytes de patients septiques a montré une conservation générale des
caractéristiques nouvellement définies ici pour les monocytes d’individus sains, a savoir la
présence de large» monocytes, et I'appartance a des groupes phénotypigues, et ceci en
dépit de fortes perturbations de I'expression de plusieurs marqueurs. La faisabilité de I'analyse
approfondie des monocytes chez ces quelques patients a été montrée et permet d’envisager dans
le futur des poshilités d’analyses a but diagnostic et pronostic.

L’identification de nouvelles populations de monocytes a permis d’envisager I'analyse
de leurs fonctions sur des bases nouvelles. Le choix a été fait d’analyser les propriétés des
cellules dendritiquesssies de ces sog®pulations en raison du lien important entre monocytes
et développement de la réponse immunitaire adaptative en conditions inflammatoires, et de la

maitrise de protocoles fiables et reconnus pour obtenir ces cellules dendritiquesult&s rés
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obtenus en terme de polarisation de lymphocytes T allogéniques furent d’'une grande variabilité.
Cependant, instruits des variations importantes des phénotypes de monocytes de différents
donneurs lors de I'étude des sqaopulations, rechercher urelfi entre ces deux variabilités
s'imposa. L’existence de quelques liens montre la faisabilité d'une telle approche de
prospection sur de grands ensembles de données. L'utilisation itérative de cette approche
facilite grandement le choix des cibles a analyser expérimentalement en en réduisant le nombre.
Cette approche analytique peut trouver de nombreuses applications scientifiques et médicales.

L’identification d’'une population de monocytes sanguins spécifiguement dédiée aux
réponses Th2 chez des individus sains s’oppose a la représentation actuelle des monocytes
comme des cellules de I'immunité innée sans prédétermination et s’orientant vers des fonctions
dictées par I'environnement. Bien que ce dernier aspect de la biologie de monocytes ait été
maintes fois montré dans différents modeles in @tnmmmein vivo, les résultats présentés dans
ce travail suggérent que tous les monocytes ne suivraient pas ce schéma de spécialisation
fonctionnelle. Certaines populations de monocytes pourraient donc suivre wnele/oi
développement, intrenedullaire ou sanguine, les engageant dans un programme d’expression
génique aboutissant a une fonction immunitaire déterminée. Alternativement, 'ensemble des
monocytes présenteraient une propension au développement vers tina fitgterminée mais
qui serait contrecarrée dans les conditions fortement orientées des nodélesetin vivo.
La réponse des monocytes orientés vers Th2 identifiés ici pourrait étre analysée dans des
conditions différentes de celles utilisées (comme par exemple avec un stimulus de maturation
différent du LPS, comme du poly() ou un antiCD40) et une déviation par rapport aux
réponses Th2 serait recherchée.

Le travail présenté montre la recherche de corrélations entre les cytokines produites en
MLR et le phénotype des monocytes utilisés. Une recherche semblable pourrait étre faite entre
la réponse cytokinique et le phénotype des MoDC générés a partir des monocytes. Dans ce
modéle in vitro, les MoDC sont les cellules effectivement en contact agecellules T
allogéniques et l'identification des phénotypes de DC impliqués dans la polarisation T est une
question importante. Dans la continuité de cette étude nous sommes en train de rechercher de
tellescorrélation sur les mémes échantillons qui ont permis I'identification de la population de
monocytesLes premiers résultats montrent I'existencealeélations Les MoDC identifiées

devront etre purifiées pour une identification positive de leurs fonctions.

Il serait également intéressant de trier les M@ D1a+ et CDleazar ces dernies,

isolées de patients septiquesntribuent aux réponses régulatrices analysées ex vivo (Faivre et
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al. 2012) Il serait de plus intéressant d'identifier les monocytes a l'origine de ces MoDE CD1a
et d'analyser les conditions de leur génération.

L’analyse des fonctions des monocytes pourrait étre faite par différenciation en
macrophagesDes protocoles standardisés de différenciation ont été récemment proposeés
(Murray et al. 2014fin d’obtenir des populations caractérisables en différents M1 et différents
M2. Des premiéres mises au point ont été menées au cours de ce travail de thése et une telle
analyse pourrait permettre d’identifier des populations de monocytes a l'origine de fonctions

macrophagiques spécifiques.

Ainsi un autre type cellulaire a été mis en évidesnceours de la caractérisation des
monocytesa savoir les SGC (Small Granular Ce(Bigure 1 de I'Article 1) Le phénotype de
ces cellubs CD1#""IHLA-DR"9évoque la possibilité d’'une analogie avec les MDSC. Ces
populations se trouvent également augmentées chez les patients septigues que nous avons
analyséslne caractérisation fonctionnelle sera nécessaire pour déterminer la reates d
cellules.

L’identification de nouvelles soysopulations de monocytes doit étre confirmée en
sang totahvec un minimum de manipulation des cellules, et leur phénpowreait étre précisé
dans ces conditions plus proches de celles de la circukdimguine.
de ces cellules dans la circulation en présence de toutes les autres cellules contenues dans la
circulation sanguine.

En conclusion, € travail de these a été riche en expériences, en mises atss pain
résultats et surtout fut riche en enseignemente toue part. Partie &s monocytesels que
décritsdans la littératurg’ai pu un peu plus greusem avecla volonté dedécouvrir et de
mettreun peu plus de piment dans l'analyse de ce type cellulaire qui ne se développe pas aussi
bien @ aussi vite que pour d'autresllules de I'immunité

Il y a euégalement notre acharnement et notre volonté de faire les expériences les plus
rigoureuses possiblesequi a contribué a cedécouvertsetal'apport de notre petite pierre a

cet immense édifice ¢est la biologie és monocytes.
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