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U'article de Laure Coulombel et Armand Bensussan
«IKDC, un nouveau costume pour les cellules NK
activées » (page 521 de ce numéro) été adressé au
Pr Laurence Zitvogel, et nous publions ci-dessous le
texte qui constitue sa réponse.

> Les cellules de immunité, comme celles du
systeme hématopoiétique, sont habituellement
et de fagon courante définies « phénotypique-
ment » par une association de marqueurs, ces
marqueurs concourant @ la caractérisation de
leur lignage ou précurseur d’origine, de leurs
fonctions (parfois dictées par un facteur de
transcription) ou de leur topographie dictant
une régulation phénotypique et fonctionnelle
particuliére. Uimmunologie moderne a permis la
définition de nouvelles sous-populations cellu-
laires appartenant a une catégorie d’origine, ces
sous-populations s’étant singularisées par leurs
fonctions distinctes. <

La confusion marqueur/fonction

Prenons I'exemple des lymphocytes T régulateurs puis

celui des cellules dendritiques.
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suppressive [5]. €n effet, Foxp3 peut étre exprimé dans
les cellules T effectrices activées qui ne montrent aucune
fonction suppressive. Ainsi la dénomination de lymphocy-
tes régulateurs fondée uniquement sur le phénotype n’est
plus correcte et seule la fonction suppressive associée a un

Atrticle disponible sur le site h

LUexemple des lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs naturels (Treg), définis initia-
lement par des marqueurs non spécifiques CD3*CD4*CD25°,
se sont révélés étre « naturellement » (D25 (distingua-
bles des autres T activés exprimant CD25 de fagon intermé-
diaire ou faible) et doués d’une fonction suppressive [1].
Ce nest qu’en 2003 qu’un marqueur spécifique fut décrit,
le facteur de transcription Foxp3 [2], dictant leur fonction
suppressive [3]. Pourtant, ces mémes cellules Treg existent
a I'état basal, et peuvent aussi étre inductibles a partir de
cellules T conventionnelles dans certaines circonstances
d’activation [4]. Il s’agit ici d’un exemple ol une méme
fonction T inhibitrice peut exister spontanément/naturel-
lement a Iétat basal dans une cellule A ou étre induite
a partir d’une cellule B dans un contexte d’activation.
Récemment, il a été démontré que I’expression de Foxp3
pouvait dans certains cas ne pas étre reliée a une fonction
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phénotype permet de statuer.

LPexemple des cellules dendritiques

Le second exemple correspond a une méme cellule dont
I’activité fonctionnelle est sous la dépendance des signaux
environnementaux. La versatilité ou plasticité fonction-
nelle d’'une méme cellule est peu typique mais c’est une
propriété originale des cellules dendritiques (CD). En effet,
les CD peuvent exister & I’état immature (ol elles exercent
une activité phagocytique) ou & I'état mature (ou elles
présentent I’antigéne), la transition entre les deux états
étant provoquée par des signaux inflammatoires [cytoki-
nes, PGE2 (prostaglandine €2), ligands des TLR (Toll-like
receptors)], chaque état étant identifiable par des mar-
queurs phénotypiques spécifiques [6, 71.

Les CD offrent un élément de complexité supplémen-
taire. Leur phénotype est aussi dicté par le tissu ou elles
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résident. Ainsi, les CD de I’épiderme sont-elles appelées «cellules
de Langerhans » dont les fonctions seraient davantage de transférer
un «cargo phagocytique » (transport d’antigénes de la peau pha-
gocytés) aux ganglions, que de directement opérer la fonction de
présentation des antigénes. €n revanche, les CD dermiques seraient
capables d’initialiser des réponses B et T a partir de lymphocytes naifs
apres migration dans la zone riche en T du ganglion drainant le derme
siege d’inflammation. A noter qu’au sein méme des ganglions murins,
une sous-population de CD (exprimant le marqueur spécifique DEC205)
venant du sang par les veinules & endothélium épais (HEV, high
endothelial venules) est spécialisée dans la présentation croisée des
antigenes dans la voie des molécules du complexe majeur d’histocom-
patibilité (CMH) de classe | [8]. €n résumé, les CD de I'épiderme, du
derme et résidentes des ganglions n’ont pas les mémes fonctions, bien
que toutes soient dénommées « dendritiques » car exprimant le CD11c
et les molécules du CMH de classe Il fortement a I’état basal.

Prenons encore I'exemple des cellules dendritiques plasmacytoides,
décrites a I'origine comme des cellules produisant un facteur soluble
pouvant interférer avec la croissance virale «viral interference »,
nommé interféron, les « Interferon producing cells » (IPC) [9-111; ces
cellules furent ensuite nommeées cellules dendritiques uniquement en
raison de leur morphologie « cellule ébouriffée et voilée » et de leur
expression des CMH de classe Il [12]. Lorigine de ces cellules est trés
controversée (lymphoide ou myéloide [9]) et leur capacité & induire
une réponse immunitaire a partir de lymphocytes naifs T CD4* n’a été
démontrée in vivo que trés récemment, uniquement au niveau des gan-
glions et non de la rate des souris [13].

Du fait de cette complexité et de cette plasticité, les experts du
domaine reconnaissent qu’une bona fide CD a, indépendamment de
son origine, des caractéristiques morphologiques spécifiques (richesse
en CMH de classe 1) et une capacité phagocytique et de présentation
de 'antigene permettant d’initier des réponses T primaires. Cette défi-
nition est donc principalement fonctionnelle.

Qu’en est-il des IKDC? Les IKDC ont été décrites début 2006 comme
exprimant & I’état basal le phénotype CD11c™ B220*NK1.1'CD3™ et
exprimant les molécules du CMH de classe Il sur le site de la tumeur
chez la C57BL/6 [14] et dans les ganglions des souris BALB/c infectées
par la Listeria [15]. Les IKDC troublent les esprits parce que les cellu-
les natural killer (NK) murines n’étaient pas connues pour exprimer des
molécules du CMH de classe Il fonctionnelles (induisant une fonction
de présentation antigénique) et qu’il était inattendu que les CD classi-
ques murines exercent une activité lytique spontanée (sauf chez le rat
ou apres culture et induction par les IFN in vitro [16]).

Pourquoi s’intéresser aux IKDC ?

Les IKDC sont apparentées aux lymphocytes NK conventionnels (car
elles expriment CD122, NKG2D, NKp46 [17-19] et dépendent du facteur
de transcription 1d2 [20], de I'IL-15 et de son récepteur IL-15Ra pour
leur ontogénie [21]) mais ont une origine de différenciation unique a
partir d’un progéniteur lymphoide c-kit®*CDé62L" [22]. De plus, d’un
point de vue fonctionnel, les IKDC se distinguent des NK convention-
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nels par au moins six éléments incontournables au plan
expérimental :

1. Contrairement aux bona fide, lymphocytes NK
murins (définis comme CD3"NK1.1* NKp46* CD1lc* mais
B220°), les IKDC proliférent de facon clonale en pré-
sence d’IL-15 trans-présentée par I'IL-15Ral sur une
cellule stromale (IKDC15). Jusqu’a 20 % d’entre elles
forment des colonies (expansion d’un facteur 1000
en micro-puits) gardant leur phénotype originel. Il est
donc possible de propager en culture les IKDC alors
que les NK ne se divisent pas et survivent difficilement
lorsqu’elles sont cultivées sur des cellules nourricie-
res ex vivo [21].

2. Contrairement aux bona fide, lymphocytes NK
murins, les IKDC tuent principalement par la voie
TRAIL [TNF (tumor necrosis factor) related apopto-
sis inducing ligand] lorsqu’elles sont stimulées par
trans-présentation de I’IL-15 in vitro [21], ou ’asso-
ciation Glivec® et IL-2 in vivo [14]. Dans les mémes
conditions, les NK classiques tuent leurs cibles prin-
cipalement par la voie perforine/granzyme B [21]. La
qualité de la lyse est donc différente et a des impli-
cations intéressantes sur I'immunogénicité de la mort
des cibles tumorales [21].

3. Conséquence du mode de cytotoxicité évoqué ci-
dessus, la réinjection de cellules de mélanome tuées
par des IKDC activées engendre une protection anti-
tumorale significative alors que ce n’est pas le cas
apres la réinjection de cellules de mélanome tuées par

Figure 1. Morphologie en microscopie confocale d’une cellule
IKDC (CD11c’- AlexaFluor 647, Bleu) activée par IL-15/IL-
I5R et ayant phagocyté des cellules de la lignée tumorale
mourante B16F10 (CMFDA, Vert).



les NK conventionnelles. A noter que cet effet prophy-
lactique antitumoral est conservé méme en présence
de la cytokine suppressive TGF (transforming growth
factor)-B1 (alors que les fonctions NK sont affec-
tées par cette cytokine) [21]. Ces données posent
la question du réle immunogene de la lyse par TRAIL
dans ce modele, question méritant une confirmation
expérimentale.

4. Contrairement aux bona fide NK murins, les IKDC
expriment le récepteur de chimiokine CCR2 (récepteur
de CCL2/MCP-1) en réponse a la trans-présentation de
I"IL-15. Elles peuvent donc répondre a CCL2 (produite au
niveau du site tumoral ou par des IKDC ou des NK acti-
vées). Ainsi dans un modele de souris déficientes pour
CCL2, les IKDC ne s’accumulent plus dans les tumeurs
traitées par Glivec® et IL-2 [23].

5. Le transfert adoptif passif d’IKDC (ou de prépara-
tions enrichies en IKDC) dans des souris dépourvues
d’effecteurs classiques (Rag™ x il-2ry”") et inoculées
par le mélanome B16F10, entraine un effet antitumoral
tres significatif qui n’est pas obtenu avec les NK B220"
ni avec les CD plasmacytoides [14].

6. Par ailleurs, I"association thérapeutique efficace
combinant le Glivec® et I'lL-2 permet I’amplification
des IKDC in vivo (de facon dépendante du couple IL-15
et IL-15Rat) et leur accumulation aux sites tumoraux,
alors que les lymphocytes NK sont peu affectés (en nom-
bre et migration) par cette combinaison thérapeutique.
Cette efficacité thérapeutique est dépendante des IFN
(type Il [14] et type | [23]) qui régulent positivement
les niveaux de TRAIL sur les IKDC et provoquent un effet
tumoricide dépendant de TRAIL in vivo. &n résumé, la
combinaison Glivec® et IL-2 permet de véhiculer, via les
IKDC, le TRAIL membranaire aux sites tumoraux. C’est
ce que les industriels esperent faire dans les essais de
Phase Il a I’aide des anticorps monoclonaux anti-DR4
et des molécules TRAIL solubles (dont le ciblage in vivo
paraft aléatoire).

Des fonctions présentatrices
d’antigéne pour les IKDC ?

De facon intéressante, on s’apercoit que les IKDC sont
en plus forte proportion dans les compartiments de NK
ganglionnaires (majoritairement CD27* [24]) que de NK
spléniques (25 % 5 % versus 10 = 5 %). De plus, les IKDC
des ganglions ont tendance a exposer les molécules du
CMH Il & leur membrane et, en paralléle, a diminuer les
récepteurs de lyse NKG2D [15]. Les ganglions étant des
sites clefs pour la régulation des réponses adaptatives,
il est licite de penser que les IKDC pourraient jouer un
role dans la présentation antigénique.
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Quelles sont donc les données publiées

permettant d’asseoir cette hypothése ?

Rappelons qu’une cellule présentatrice d’antigene doit pouvoir endo-
cyter ou phagocyter I'antigéne, I"appréter (digestion par une machi-
nerie spécialisée impliquant des cathepsines), le présenter dans des
molécules du CMH de classe Il et/ou | en présence de molécules de
costimulation (comme CD40, CD80, CD86 et les membres de la famille
du TNF) et migrer par la lymphe ou le sang vers la zone riche en lym-
phocytes T des organes lymphoides secondaires par ol les lymphocy-
tes T naifs transitent.

Les IKDC répondent aux cellules tumorales en exposant leurs molé-
cules du CMH de classe Il a leur membrane, I’IFNy autocrine jouant
un rdle majeur dans cet effet [14, 25]. Les IKDC ont apparemment
la capacité de lyser les cellules de mélanome B16F10 et de phago-
cyter leurs victimes. La Figure I montre une IKDC apres expansion de
cette population ex vivo, contenant des cellules B16F10 marquées
par le traceur CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) €n
présence de cellules tumorales, les IKDC pulsées par des protéi-
nes antigéniques, stimulent des lymphocytes T naifs exprimant un
récepteur T transgénique spécifique de I'antigéne pulsé (modéle
OT Il ou D011.10 [15, 21]), bien que moins efficacement qu’une
CD myéloide. U’entrée en cycle de ces lymphocytes T CD4* stimulés
par les IKDC in vitro et I"exposition du CD69 a leur surface ont ainsi
été rapportées. La migration des IKDC par la lymphe afférente au
ganglion drainant le site injecté par les IKDC est opérationnelle
puisque le transfert adoptif passif des cellules OTIl s’accompagne
de leur activation et de leur différenciation dans ce ganglion [25].
Linjection intraveineuse d’IKDC issues de ganglions dans une souris
infectée par Listeria permet de visualiser leur localisation préféren-
tielle dans les zones riches en lymphocytes T des ganglions et dans
la pulpe rouge de la rate [15].

La présentation antigénique des IKDC est régulée. Les IKDC sont de
meilleurs effecteurs lytiques en présence d’IL-15 (« NK-like » IKDC)
mais elles perdent leur expression des molécules du CMH de classe Il
dans ces conditions ainsi que leur pouvoir d’activation des lympho-
cytes T naifs in vitro et in vivo ([21]). Uinjection des IKDC15 incubées
en présence de leurs cibles ne permet pas de générer des réponses T
contre les antigénes de ces cibles [21]. Pourtant, les cellules tumora-
les sont nécessaires aux IKDC naives pour 'initialisation d’une réponse
adaptative T CD4* face a un antigene soluble. Uensemble de ces résul-
tats laisse penser que ces cellules sont probablement douées d’une
exceptionnelle plasticité et capables de passer d’un état « CD-like » a
un état « NK-like » (Figure 2).

Quelle nomenclature adopter
de fagon consensuelle pour ces cellules ?

Les IKDC peuvent donc revétir une plasticité phénotypique et fonc-
tionnelle. A I’état basal, et dans les ganglions, ces cellules ont un
profil transcriptionnel trés proche de celui des NK classiques mais
un potentiel de cellule présentatrice d’antigénes peut étre induit
dans certaines conditions de stimulation - tumeurs [14, 21] et TLR
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agonistes (données non publiées) - et elles revétent alors un profil
transcriptionnel plus proche de celui des CD conventionnelles (don-
nées non publiées). Aprés stimulation par I’lL-15, les IKDC régulent
négativement leur présentation restreinte par les CMH Il au niveau
transcriptionnel et traductionnel [21] et deviennent cytolytiques.
Les données accumulées au cours de ces deux derniéres années nous
orientent vers le fait que les IKDC représenteraient une sous-popu-
lation de NK « a phénotype ganglionnaire ».

Cependant, de grandes questions restent ouvertes. Quelles sont
les formulations antigéniques absorbées par les IKDC (protéines ?
tumeurs mourantes ? pathogénes ?) pour 'apprétement ultérieur et
par quel récepteur d’endo/phagocytose ? Quelle est la pertinence
fonctionnelle et téléologique de I’existence de sous-populations
de NK ganglionnaires dotées de cette potentialité ? Dans quelles
circonstances physiopathologiques ont-elles un réle clé ? Ces ques-
tions semblent stimuler de nombreuses équipes d’horizons divers et
nul doute que les travaux en cours permettront de convaincre les
jeunes esprits de Iintérét des sous-populations NK résidentes des
ganglions. ¢

IKDC: killer dendritic cells

or antigen-presenting NK cells ?
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Figure 2. Schéma représentant la plasticité des IKDC dans un contexte tumoral.
1. Dans un site inflammatoire, sous la dépendance de I'lL-15/IL-15Ra, les
IKDC proliferent, deviennent blastiques, accumulent des granules cytotoxiques
et expriment CCR2 et TRAIL. 2. Les IKDC15 produisent également du CCL2 ce
qui permet un recrutement des cellules du systeme immunitaire et un auto-
recrutement des IKDC. 3. Les IKDC15 sont capables d’induire I’apoptose des
cellules tumorales essentiellement via TRAIL. 4. Sous la dépendance de stimulus
inconnus (ligands de TLR, tumeur ?), les IKDC peuvent exprimer des molécules
du CMH de classe Il et de costimulation. 5. Ces « CD-like » IKDC peuvent capter
les antigenes tumoraux et les appréter. 6. Les « CD-like » IKDC sont capables
de migrer dans les organes lymphoides secondaires pour initier des réponses

lymphocytaires T CD4". CLP : common lymphoid progenitor.
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