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INTRODUCTION

Découverte en 1976 dans le surnageant de cultures de lymphocytes (Morgan et al.,
1976), I’interleukine-2 (IL-2) est une cytokine qui constitue un véritable "dopant™ du systeme
immunitaire. 1l a fallu attendre, comme pour I’interféron, la fin des années 80 pour qu’elle
puisse étre obtenue par génie génétique en quantités suffisantes, pour permettre une étude

détaillée de ses mécanismes d’action au niveau moléculaire dans lesquels elle est impliqueée.

Aujourd’hui ses champs d’applications cliniques ainsi que ses activites biologiques ne
cessent d’évoluer. Le systeme IL-2/récepteur reste actuellement le systeme de cytokines le
plus étudié, et a servi de modele pour identifier le mécanisme de nombreuses autres cytokines.
La complexité et la polyvalence de cette cytokine est le reflet de la structure multimérique de
son récepteur, de la variété des voies de transduction dans laquelle elle est impliquée mais

aussi celui de son activité in vivo.

L’IL-2 induit une stimulation et une prolifération des lymphocytes T (LT) activés et
des cellules NK (Natural killer). L’IL-2 augmente leur activité cytotoxique. Elle stimule
également la prolifération et la différenciation des lymphocytes B. Enfin, elle entraine une
cascade de sécretions de multiples cytokines comme : I’interféron gamma, le TNF (Tumor
Necrosis Factor), I’'IL-1, I’'IL-4, I’IL-6, etc. Ces cytokines ont, a la fois, des effets inhibiteurs

et synergiques sur I’activité de I’l1L-2.

Apres le clonage du géne en 1983, la préparation d’une interleukine 2 recombinante
(adesleukine) par génie génétique (Proleukin ™) a permis son utilisation en thérapie. De
nombreuses études ont été ainsi entreprises en cancérologie, en particulier dans le cancer du
rein métastasé dont les traitements restent peu efficaces, le mélanome, et dans divers sarcomes
(peu sensibles a la chimiothérapie). Des résultats initiaux prometteurs ont été publiés , plus ou
moins remis en question a I’heure actuelle. Seule I’indication pour le cancer du rein
métastasique est resté confirmé dans la pharmacopeée francaise. Cependant, compte tenu des
effets secondaires observés dans une pathologie d’évolution spontanée, et du faible nombre




Sde rémissions répertoriées (maximum 30%) et le plus souvent, de courte durée, certains
doutent des indications réelles de I’IL-2 dans les métastases rénales. Le protocole PERCY
Quattro vient d’étre présenté a I’ASCO 2005 par le Docteur Negrier et montre I’absence
compléte d’efficacité de I’1L-2. Par ailleurs, en situation adjuvante, le Groupe allemend pour
la chimiothérapie du cancer du rein (DGCIN) a publié également des résultats négatifs. Les
essais actuels s’orientent donc davantage vers le traitement de pathologies cancéreuses

comme la leucémie lymphoide chronique ou la maladie de Hodgkin.

En transplantation d’organe, la 6-mercaptopurine en association avec les corticoides, a
longtemps été le traitement immunosuppresseur chimique de référence. Puis les anticorps
polyclonaux (1970), la ciclosporine et enfin les anticorps monoclonaux (1980), diriges contre
des sous-population lymphocytaires, leurs récepteurs et/ou les cytokines, ont permis d’obtenir
une immunosuppression plus spécifique en diminuant morbidité et mortalité associées.
Depuis 1990, de nouveaux médicaments immunosuppresseurs d’action élective et puissante
sont apparus (FK 506, mycophénolate, rapamycine). Leur intérét est en cours d’évaluation.
Ces traitements inhibent la sécrétion de différentes lymphokines, notamment I’IL-2,
nécessaire a I’amplification de la réponse immune et la prolifération des cellules effectrices

dirigées contre les greffons.

Il a été démontré également que des taux sériques élevés d’IL-2 pouvaient étre
associés a la progression de pathologies auto-immunes telles que la sclérodermie ou I’arthrite
rhumatoide (Tebib et al.1991). Il est important également de noter que les taux sériques du
récepteur soluble de I’IL-2 ont été étudiés dans de nombreuses pathologies auto-immunes.
Dans la plupart des cas, I’augmentation de ce récepteur sous forme soluble peut étre associée
a la sévérité de la pathologie et peut étre ainsi considéré comme facteur pronostic (Rubin et
al., 1990). Le systeme II-2 constitue donc un champ d’application thérapeutique novateur et

fait aujourd’hui I’objet de nombreux protocoles cliniques.

Ainsi, aprés une breve introduction a I’immunobiologie et le systeme de cytokines,
une présentation du systéeme de I’IL-2 permettra de mieux comprendre ses applications
actuelles. La seconde partie de ce mémoire sera consacréee a I’étude du ciblage du complexe
récepteur dans le cadre de transplantations d’organes et dans le traitement des hémopathies

malignes.




Introduction a I’immunologie

Introduction a I’1mmunobiologie

A . LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Le systeme immunitaire sert de défense contre les organismes pathogénes étrangers
infectant I'individu. Ce systeme de défense est capable de discriminer ce qui appartient au
"soi" de ce qui appartient au "non soi". Les cellules du systéme immunitaire sont toutes issues
de la moelle osseuse. Ces cellules maturent et migrent dans différents tissus lymphoides, ou

elles effectuent leurs fonctions respectives.

Une réponse immune spécifique, caractérisée par la production d’anticorps contre un
pathogene spécifique, est considérée comme une réponse immune adaptative ou acquise
puisqu’elle apparait au cours de la vie d’un individu comme un mode de résistance a
I’infection par ce pathogene. La plupart du temps, cette réponse immune adaptative procure
une protection immune a vie contre toute réinfection par le méme pathogéne. Les anticorps ne
sont produits qu’apres une infection et sont spécifiques du pathogéne infectieux. Les anticorps
présents chez une personne donnée sont donc le reflet direct des infections auxquelles elle a
été exposée. De nombreux micro-organismes sont ingérés et digerés par les cellules
phagocytaires : les macrophages. Ces cellules sont immédiatement disponibles pour combattre
un grand nombre de pathogénes sans avoir besoin d’une exposition préalable. Les

macrophages sont les acteurs clés du systeme immunitaire naturel.

Les réponses immunes innées et adaptatives dépendent toutes les deux de I’activité des
globules blancs du sang, ou leucocytes. L’ immunité innée implique les granulocytes (ou
leucocytes polynucleéaires) macrophages et cellules Natural Killer (NK). L’immunité
adaptative dépend quant a elle, des lymphocytes B et T. Ces cellules sont responsables de la
mémoire immunologique, suite & I’exposition a une maladie ou & une vaccination (Janeway et
al.2003). Ces cellules expriment des récepteurs spécifiques de certains constituants retrouvés
chez un grand nombre de pathogenes tel que le récepteur au mannose présent dans les parois

des bactéries ou le LPS (LipoPolySaccahride).

Toutes les cellules du systtme immunitaire sont issues des cellules souches

hématopoiétiques (cellules présentes dans la moelle osseuse). Ces cellules souches peuvent se
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différencier en cellules progénitrices, qui donneront ensuite naissance a differents types
cellulaires. Les progénitrices myéloides sont entre autre les précurseurs des granulocytes, des
macrophages, des cellules dendritiques et des mastocytes du systéeme immun (Janeway et al.
2001). Les progeénitrices lymphoides donnent naissance aux lymphocytes et aux cellules NK
(Figure 1). La differenciation des lymphocytes T s’effectue au niveau du thymus, en suivant

un processus complexe, tandis que les lymphocytes B se différencient au niveau de la moelle

osseuse.
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Figure 1-Hématopoiése du systeme immunitaire (d’aprés Goldsby et al. 2000)




Introduction a I’immunologie

Les lymphocytes B sécrétent des anticorps qui sont spécifiques d’un antigene
particulier présent chez un individu, et servent aussi de sentinelles en captant les protéines

solubles circulantes pour activer une réponse immune.

Les lymphocytes T acquierent au cours de leur différenciation thymique un récepteur a

I’antigene tres diversifie (TCR), spécifique d’un antigene particulier.

Au niveau de la lignée myéloide, les macrophages et les cellules dendritiques ont une
fonction essentielle pour le déclenchement de la réponse immunitaire (i.e. le rejet actif des
antigenes étrangers). Ces cellules dites phagocytaires, ingerent les antigenes pour les présenter
aux lymphocytes dans une disposition adéquate pour générer une réponse immunitaire. On les

appelle des cellules présentatrices d'antigénes (CPA).

Cette fonction de présentation est indispensable au contrdle et a la régulation de la

réponse lymphocytaire.

Le systéme immunitaire possede ainsi plusieurs caractéristiques qui augmentent son
efficacité. En premier lieu, la spécificité de reconnaissance des antigénes discrimine entre les
antigenes du soi et ceux du non-soi et élimine ainsi les invasions étrangéres. Les lymphocytes
stimulés possedent une "mémoire” qui leur permet de répondre rapidement a une rencontre
subséquente du méme antigene. Le systéeme immunitaire est enfin doté d'une capacité de

reconnaissance d'une grande variété d'antigénes, ce qui lui attribue sa qualité d'adaptation.

Les systemes immunitaires inné et adaptatif assurent donc ensemble un systeme de
défense remarquablement efficace. La plupart des infections sont résolues par le systéme
immunitaire inné sans causer de maladies. Celles qui ne peuvent I’étre entrainent une réponse

immune adaptative qui les maitrisera et induira une mémoire immunitaire durable.

Dans le processus de rejet de greffe, les populations effectrices sont essentiellement les
lymphocytes T et les CPA, qui présente a ces lymphocytes les antigénes du greffon comme

agent pathogéne.

La compréhension du mécanisme de rejet de greffe impose de connaitre également le
mécanisme de reconnaissance de I’antigene par le lymphocytes T avant d’aborder plus

spécifiqguement le réle de I’IL-2 et de son récepteur dans la réaction immunitaire.

10
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I.  Principaux éléments du systéme immunitaire

I.1. Les cellules présentant I’antigene

Les cellules de la lignée monocytes/macrophages, comprenant les monocytes du sang
circulants et les macrophages tissulaires, constituent les principales cellules présentatrices
d'antigenes aux lymphocytes T. L'antigéne étranger est capté, internalisé, puis dégradé par une
action enzymatique au sein du protéasome. Cette transformation produit des peptides qui sont
ensuite exprimés a la surface des monocytes-macrophages en association avec les molécules
HLA de classe Il, sous forme de complexes CMH-peptide (CMH pour Complexe Majeur
d’Histocompatibilité). Cette étape s'accompagne, entre autres, de la sécrétion de cytokines
(Tumor necrosis factor alpha ou TNFa, IL-1, IL-6) et d'enzymes (protéases, lysozyme) par le

monocyte-macrophage.

1.2. Les lymphocytes T

Ils ont un réle majeur dans la réponse immunitaire cellulaire et agissent directement
comme cellules effectrices. Chez I'nomme, tous les lymphocytes T expriment le récepteur
CD2 (LFA-2). La reconnaissance de I’antigene (complexe CMH-peptide) par les lymphocytes
T s’effectue par le biais de leur TCR (T Cell Receptor) spécifique de lI'antigéne et couplé a la
chaine transmembranaire CD3. L’expression d'un complexe CD3/TCR a la surface cellulaire
rend les cellules T immunologiquement fonctionnelles. Le complexe CD3 transmet a
1'intérieur de la cellule un signal d'activation lorsque le TCR est stimulé par I'antigéne.

1.2.1. Les antigenes reconnus par les lymphocytes T

Les lymphocytes T ne reconnaissent pas les antigénes sous leur forme native, mais sous la
forme de courtes séquences peptidiques complexées a des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). Ces molécules sont situés sur le bras court du chromosome 6.
Ces protéines sont microbiologiques et ont été découvertes par Jean Dausset en 1958. Le

typage HLA d'un individu, initialement réalisé par technique sérologique ou de
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microlymphotoxicité et maintenant par biologie moléculaire, permet de définir les produits
géniques issus de chagque chromosome parental et donc ses 2 haplotypes. Les complexes
CMH-peptides de classe I, sont la cible de la lymphototoxicité due aux cellules T CD8+. Les
antigenes HLA de classe Il, qui présentent l'antigéne aux cellules T CD4+, induisent la

transformation blastique des cellules T dans la réaction lymphocytaire mixte.

Les antigenes HLA de classe | sont constitués de 2 chaines polypeptidiques: une
chaine lourde de 45 kDa, codée dans le CMH, qui porte la variabilité et est associée de facon
non covalente a une chaine légere, codée en dehors du CMH (chromosome 5), identique pour

toutes les molécules: la 32 microglobuline (Figure 2).

()

Domaine o

o, sye
\‘ Domaine o2 Helice o

B microglobuline §

¥ Domaine o3

Figure 2-Représentation de la structure tridimensionnellle des domaines externes d'une
molécule de HLA humain d'aprés une analyse de cristallographie par rayons X. (a) Vue
latérale dans laquelle les brins B sont représentés sous la forme de fleches épaisses et les
hélices o sous la forme de rubans en spirales. Les liaisons dissulfures sont représentées par
deux sphéres interconnectées. Les domaines al et a2 interagissent pour former la cavité de
liaison au peptide . (b) Les domainesal et a2 sont vus par le haut, ce qui montre la cavité de
liaison au peptide constituée d’une base de brinsp antiparalléles et de coté formés d’heélices a.
Dans les molécules de classe I, cette cavité peut recevoir des peptides contenant 8-10 résidus
(d’aprés Goldsby et al.2000).
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Les CMH servent donc de "carte d’identité" immunitaire. Les lymphocytes circulants sont
tolérants a leurs propres CMH présentants un peptide du soi, grace a un principe de sélection,
intervenant au cours de leur différenciation. Un lymphocyte peut s’activer et engendrer une
réponse immunitaire si une CPA présente un peptide étranger ou si cette CPA possede des
CMH étrangers comme dans le cas de la greffe d’organes (Figure 3).

Endogenous tumor antigen DNA

DNA encoding
tumor antigen o

f,-micro-
Endoplasmic

reticulum

Protein

J receptor

_ Exogenous |
Tumor or antigen-presenting cell peplides

¢ Hawr, Cohimbin Linbwersity

Figure 3 - Voie de présentation des antigénes associés aux molécules de CMH 1. Les
protéines sont dégradées par le protéasome. Les peptides ainsi formés sont transportés, via le
systeme TAP, dans le réticulum endoplasmique ou ils sont chargés sur les molécules de CMH
I neosynthétisés. Les complexes ainsi formés sont ensuite transportés a la surface de la cellule
pour étre reconnus par le TCR des clones LT (d’aprés Berzofsky et al., 2004).

1.2.2.  Les lymphocytes T CD8+

Trente pour cent des lymphocytes T circulants expriment le récepteur CD8. Ces
lymphocytes qui reconnaissent les complexes formés a partir de la production de protéines
endogénes associées aux molécules du CMH de classe I. Les molécules du CMH de classe |
étant exprimées par I’ensemble de cellules de I’organisme. Deux types de lymphocytes T
portent le marqueur CD8: les lymphocytes T cytotoxiques exercant une cytotoxicité directe
sur les cellules cibles sans l'intermédiaire d'une cellule présentatrice d'antigénes. Les

13



Introduction a I’immunologie

lymphocytes T ont une fonction effectrice. Ils sont cytotoxiques vis-a-vis des cellules de

I’organisme exprimant ces complexes CMH-peptides dont ils sont spécifiques.

1.2.3.  Les lymphocytes T CD4+

Soixante-dix pour cent des lymphocytes T circulants expriment le marqueur CD4. lls
sont appelés lymphocytes T auxiliaires ou "helper" et reconnaissent les complexes formeés a
partir de la production de protéines exogenes associées aux molécules du CMH de classe II.
Ils participent a la transformation des lymphocytes B en cellules productrices d'anticorps et a
la différenciation des cellules T CD8+ cytotoxiques. On distingue 2 types de sous-populations
lymphocytaires CD4+ selon leur profil de sécrétion de cytokines apres stimulation
antigénique:

1) les CD4+ Thl sécretent de I’IL-2, de 1'interféron gamma (IFN gamma), activent
les macrophages et sont également responsables de I'nypersensibilité retardée;

2) les lymphocytes CD4+ Th2 sécretent de I'IL-4, de 1'IL-5 et de 1'IL-10,
responsable de la production d'IgE, de la stimulation des éosinophiles et des
mastocytes.

Il également est important de noter I’action inhibitrice qu’exercent les lymphocytes T

CD4+ Thl sur les Th2 et réciproquement.

1.3. Les lymphocytes B

Les lymphocytes B matures expriment a leur surface des immunoglobulines IgM ou IgD,
qui jouent le rdle de récepteurs spécifiques de I'antigene ou BCR (B Cell Receptor), mais
aussi différents marqueurs de surface, dont les molécules HLA de classe | et de classe II.
Aprés stimulation antigénique, ils proliféerent en présence d'IL-4 puis se différencient en
plasmocytes en présence d'IL-6. Le plasmocyte sécrete initialement une IgM de surface puis

lors d'une seconde stimulation antigénique (réponse secondaire) des immunoglobulines
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solubles (IgG) ou d'autres immunoglobulines d'isotypes différents (IgA ou E) exprimant la
méme région variable qui caractérise la reconnaissance de I'antigene.

Contrairement aux lymphocytes T dont la diversité du TCR est acquise précocement au
cours du processus de sélection thymique, le récepteur a I’antigéne des lymphocytes B
subissent au cours du processus de stimulation antigénique des modifications de deux ordres.
Dans un premier temps, un processus de mutation somatique des parties variables des Ig
permet une augmentation de I’affinité des BCR pour I’antigéne. Il s’agit du processus de
maturation d’affinité. Dans un second temps, les lymphocytes B exprimant les IgM de
meilleur affinité entreprennent un processus de "switch" qui conduit, par réarangement des
genes des Ig a associer les parties variables qui portent la spécificité du récepteur a différentes
parties constantes qui définissent la fonctionnalité de I’immunoglobuline. Ainsi, la formation
de I’lgG soluble permettra le développement d’une réponse humorale alors que la production
d’IgE ou IgA seront préférentiellement associées a une réponse de type allergique ou

sécrétoire.

1.4. Les cellules NK

Les cellules NK représentent environ 2 % des lymphocytes périphériques circulants.
Non restreintes par le systtme majeur d'histocompatibilité, elles n'adherent pas et ne
phagocytent pas, mais peuvent reconnaitre par leur récepteur pour le fragment Fc des
immunoglobulines, différentes cellules cibles recouvertes d'anticorps. Leur cytotoxicité
correspond alors au phénomene de cytotoxicité dépendante des anticorps (antibody dependent
cellular cytotoxicity ou ADCC), a médiation cellulaire en l'absence de complément. Les
cellules NK sont égalemnt dotées d’une activité cytotoxique, en intéragissant par le biais de

leur récepteur.

I.5. Les cytokines

Rappelons que les cytokines sont des glycoprotéines solubles sécrétées par certaines
sous-populations de lymphocytes T et par les monocytes. Elles agissent a distance lors d’une

réaction inflammatoire mais surtout permettent I’activation des cellules du systéme
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immunitaire (lymphocytes B, T, macrophages), des cellules responsables des réponses

cytotoxiques et celles qui sont liées a I’hypersensibilité retardée.

* L’IL-1 sécrétée par les monocytes/macrophages, est la premiére cytokine intervenant
dans la maturation et I'activation des lymphocytes B et T apres contact antigénique et controle
I'induction des récepteurs de 1'l1L-2.

* L’IL-2 est au centre de la réaction de rejet de greffe et représente la cible de plusieurs
traitements immunosuppresseurs (ciclosporine, anticorps monoclonaux).

* L'IL-4 synthétisée par les lymphocytes T CD4+ Th2, agit sur la prolifération des
lymphocytes B, la production d'immunoglobulines et induit I'expression des antigénes de
classe Il. L'IL-4 peut également agir sur les macrophages en augmentant leur cytotoxicité.

* L'IL-6 synthétisée par les monocytes/macrophages et les lymphocytes B et T induit la
prolifération des lymphocytes B et la différenciation en plasmocytes avec production
d'immunoglobulines. Elle active les lymphocytes T, induit la différenciation des lymphocytes
cytotoxiques et des monocytes en macrophages avec augmentation de la phagocytose.

* L'IFN y produit par les lymphocytes T activés, est un puissant activateur des
macrophages. Il augmente I'expression des molécules de classe Il & la surface des
macrophages et des lymphocytes B. Il augmente également l'activité des lymphocytes

cytotoxiques et des cellules NK ainsi que sa propre synthese.

B .DEVELOPPEMENT DES LYMPHOCYTES T ET
EDUCATION THYMIQUE

La grande diversité de reconnaissance des antigenes par les TCR et les anticorps permet
aux lymphocytes T et B de réagir contre la totalité des pathogenes rencontrés tout au long de
la vie d’un individu. Par contre, cette grande diversité de reconnaissance englobe la possibilité
de réagir aussi contre les antigenes du soi. Au cours du développement thymique, le systéme
immunitaire élimine par un principe de sélection, les lymphocytes réagissant trop fortement
ou trop faiblement contre les antigénes du soi. Les lymphocytes sélectionnés positivement
permettent la défense contre les antigenes étrangers reconnus dans un contexte CMH du soi,
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tandis que la sélection négative est essentielle pour eviter les réactions auto-immunes

(réactions dirigées contre des antigenes du soi).

I.  Principe de sélection thymique

Les organes lymphoides sont des tissus organisés contenant un grand nombre de
lymphocytes dans un contexte de cellules non-lymphoides. Ils se sous divisent en organes
lymphoides primaires ou centraux (thymus et moelle osseuse) et secondaires ou périphériques
(rate, ganglions lymphatiques, etc.). C’est dans les organes lymphoides primaires que
maturent les lymphocytes, tandis que les réponses immunes spécifiques sont initiées dans les
organes lymphoides secondaires. Une fois leur maturation terminée, les lymphocytes entrent

dans la circulation sanguine et migrent vers les organes lymphoides secondaires.

Les progéniteurs des lymphocytes T migrent de la moelle osseuse vers le thymus. Cette
migration débute vers le 11°™ jour de gestation chez la souris et entre la 8™ et la 9°™
semaine de gestation chez I’humain. Le thymus continue & se développer durant les 3*™ et
4°™ semaines aprés la naissance chez la souris tandis que, chez I’humain, le thymus est
complétement formé a la naissance. Apres la puberté, le thymus commence a diminuer en
taille, d0 a une production diminuée de nouveaux lymphocytes T. Le thymus est composé de
plusieurs lobules divisés en une région corticale externe, appelée le cortex thymique, et une

région interne appelée médulla (Figure 4) (Goldsby et al. 2000).
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Figure 4- Structure du thymus (d’apres Janeway et al.1999).

A leur arrivee au sein du thymus, les progéniteurs lymphoides n’expriment pas de
molécules de surface caractéristiques des lymphocytes. Ces progéniteurs vont passer une
premiére phase de maturation en lignée lymphocytaire qui dure environ une semaine. lls vont
interagir avec un réseau de cellules épithéliales dans le cortex thymique, ce qui leur permettra
d’acquerir certaines molécules de surface specifiques aux lymphocytes T. Passé ce stade, les
cellules sont appelées thymocytes "doubles négatifs" puisqu’elles n’expriment pas encore le
complexe CD3/TCR et le co-récepteur CD4 ou CD8. Par la suite, les thymocytes "doubles
négatifs " sont subdivisés selon leur expression des molécules CD25 (récepteur de I’IL-2),
CD44 (molécule d’adhésion) et c-kit (récepteur du "stem cell factor”). C’est a ce stade
gu’interviennent le réarragement du locus B du TCR. Ces réarrangements conduisent a la
production de la chaine B du TCR spécifique de chaque lymphocytes. L’expression de cette
chaine B est associée a une chaine o invariante sous la forme d’un pré-TCR. A ce stade,
intervient le réarrangement du locus o du TCR. La production d’une chaine o fonctionelle

permettra alors aux thymocytes d’exprimer un TCR a3 fonctionnel.

L’assemblage CD3/pré-TCR engendre une prolifération et I’expression des molécules
CD4 et CD8, appelés thymocytes "doubles positifs ". Lorsque la prolifération s’arréte, un
TCR fonctionnel se forme. Par la suite, les cellules doubles positives passent un processus de

sélection positive avant de migrer vers la médulla.

18



Introduction a I’immunologie

1. Acquisition du récepteur a I’antigene et discrimination du

soi'" et du ""non soi""

Le mécanisme physiologique de la tolérance T est initiée dans le thymus par la destruction
des lymphocytes T autoréactifs, c’est-a-dire dont les récepteurs reconnaissent les complexes
CMH-peptides du soi. En effet, la majeure partie des précurseurs des lymphocytes meurt dans
le thymus, sous I’influence d’une double sélection, positive et négative. Les réarrangements
de génes du récepteur T générent environ 10° récepteurs différents, permettant de reconnaitre
la totalité des structures antigéniques, y compris des auto-antigenes. Dans le thymus, ces LT
ou thymocytes vont étre en contact avec les peptides du soi présentés par les cellules
dendritiques thymiques. Schématiquement, trois cas de figure peuvent étre distingués .
(Figure 5) :

1- ceux dont le récepteur T n’interragit pas avec les complexes CMH-peptides du soi ne
vont pas générer de signaux anti-apoptotiques de survie et de différenciation et vont
mourir (absence de sélection positive) ;

2- ceux qui, au contraire, ont un récepteur de forte affinité pour les peptides du soi (auto-
antigenes), vont s’activer, générer des signaux apoptotiques et mourir ;

3- seuls ceux qui ont un récepteur d’affinité intermédiaire vont recevoir des signaux anti-

apoptotiques de survie (sélection positive), maturer et migrer a la périphérie.

s CMH + paptidss du Soi

Lympocytes T Lympocytes T Lympocytas T
v racapbsur A acefrbeur avac réceptaur
de falls affinité d'affinits intarmédiaira de forts affinitd
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de signaux de survie
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Maturation &t migration 4 la périphérie (<5 p. 100)

Figure 5- La tolérance centrale (d’apres Lebranchu Y. 2004).
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11.1. La sélection positive

La sélection positive permet la survie des thymocytes qui possedent une affinité
intermédiaire pour les complexes CMH de classe | et 1l exprimés (présentants un peptide du
soi) sur les cellules épithéliales du cortex thymique. Cette sélection est nécessaire pour induire
une réponse immunitaire restreinte aux molécules du CMH. Ainsi les thymocytes "doubles
positifs " interagissent avec les complexes CMH 1 et 11 par leur TCR et les molécules CD8 et
CD4 respectivement. Les thymocytes qui ne se lieront pas aux CMH mourront par apoptose
dans les jours suivants. La sélection positive permet aussi de différencier les lymphocytes en
CD4+ ou CD8+. Suite a leur sélection, les lymphocytes n’expriment qu’une seule de ces deux
molécules. Cette discrimination dépendra du type de CMH contracté par le TCR (des
thymocytes). L’interaction avec les molécules du CMH de classe | produira des lymphocytes
T CDB8+ tandis que I’interaction avec les molécules du CMH de classe Il engendrera des
lymphocytes T CD4+. La plupart des lymphocytes (> 95%) ne survivront pas a ce processus
de sélection positive. Les thymocytes sélectionnés positivement passent ensuite a la médulla,

ou ils subiront la sélection négative.

11.2. La sélection négative

Les affinités entre les TCR et les CMH peuvent varier de faible a forte. La sélection
négative permet la discrimination entre les différentes affinités et ainsi élimine les thymocytes
qui réagissent fortement aux interactions entre le CMH présentant un peptide du soi. Cette
sélection est importante pour développer une tolérance au soi. La medulla est composée de
différents types cellulaires dont les plus importants sont les cellules dendritiques et
macrophages dérivés de la moelle osseuse. Ces cellules exposent leur CMH de classe | et 11 et
interagissent avec les thymocytes. Les mécanismes précis de la sélection négative ne sont pas

encore connus mais les cellules meurent par apoptose.

Une fois ces deux sélections terminées, les lymphocytes T sont de petite taille et en

état de repos. Ils sont expatriés a la périphérie et migreront dans les organes lymphoides
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secondaires. Ils pourront donc effectuer leur tdche de reconnaissance des antigenes étrangers

lors d’une infection.

I11. La tolérance périphérigue

Tous les antigenes du soi ne sont pas représentés au niveau du thymus. Un certain
nombre de lymphocytes T échappent a la sélection thymique négative et pourraient induire
des réactions auto-immunes en I’absence de mécanismes de tolérance périphérique. Ces
mécanismes sont schématiquement au nombre de quatre :

e I’ignorance immunologique

e [’anergie ou paralysie lymphocytaire

e |’apoptose ou sélection clonale

e la suppression par régulation négative

I11.1.L’ignorance immune

L’ignorance immune est liée a la compartementalisation des cellules immunitaires.
Cellules dendritiques, dans les tissus ou elles captent un signal danger avant de migrer dans
les organes lymphoides secondaires en maturant et en s’activant, et cellules lymphocytaires
naives, uniquement dans les organes lymphoides secondaires (Figure 6) (Williams et al.
1997). Aussi, les lymphocytes T naifs potentiellement auto-réactifs, ignorent leurs antigénes
lorsqu’ils ne sont pas présentés par des cellules dendritiques matures parce que ces antigénes
sont séquestrés ou physiquement sépares. Ce phénoméne n’est probablement pas trés
important en transplantation. Néanmoins, on pourrait imaginer que le blocage de la migration
des cellules dendritiques allogéniques, ou surtout de la sortie des organes lymphoides
secondaires pour les lymphocytes T activés ou le blocage de I’infiltration du greffon,
pourraient constituer une certaine forme d’ignorance. Par ailleurs, la destruction des
lymphocytes T alloréactifs pourrait entrainer une tolérance par ignorance, probablement

transitoire en I’absence de phénomeénes de régulation.
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Figure 6- L'ignorance : absence de rencontre entre cellules présentarices professionnelles et
LT due a une compartimentalisation. (d’aprésLebranchu Y. 2004).

111.2.L’anergie

L’ anergie, ou paralysie lymphocytaire, est I’incapacité fonctionnelle de lymphocytes T
naifs activés par un antigene a proliférer lorsqu’ils sont restimulés par cet antigene (Schwartz

et al. 1996). L’anergie est un processus en deux étapes :

Un processus d’activation "incomplete”, généralement lié a I’engagement du récepteur
T (signal 1) sans signaux de costimulation (signal 2), mais aussi dans certains modeles, a
I’altération du premier signal par liaison du récepteur avec un ligand peptidique modifié, de
faible affinité pour le récepteur (Sloan-Lancaster et al. 1996), ou par modification de la
présentation peptidique par I’IL-10. Sur le plan moléculaire I’anergie nécessite I’engagement
du récepteur T et la translocation nucléaire du facteur de transcription NFAT car les cellules
T sans NF-AT-1 sont résistantes a I’anergie (Sloan-Lancaster et al. 1996). L’association des
facteurs NF-AT et AP-1 au niveau des séquences de promoteurs de génes de cytokines est
nécessaire a une réponse immunitaire agressive. AP-1, formé de c-jun et c-fos, résulte
généralement des signaux transduits par les molécules de co-stimulation (signal 2) (Figure 7).
La fixation nucléaire de NF-AT seul (en I’absence d’AP-1) induit I’activation d’un nombre
limité de genes (Macian et al. 2002) qui caractérisent I’état d’anergie et inhibent I’activation
ultérieure du premier signal induit par I’engagement du récepteur T (Figure 8). Les genes
induits dans I’anergie sont mal caractérisés. Les géenes lkaros, Grg 4, Jumanjiont été
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impliqués. Les mécanismes d’inhibition ultérieure du premier signal le sont aussi : induction
de proteines interférant avec la signalisation intracellulaire comme des tyrosines
phosphatases, la DAG kinase oo ou CD 98 ou d’une protéolyse par des pro-caspases 3 (Macian
et al. 2002).

En transplantation le blocage de la co-stimulation induit une tolérance dans de tres
nombreux modeéles animaux (Adams et al.2002 ; Mandelbrot et al. 2003), qu’il s’agisse du
blocage de la liaison CD80-CD86/CD28 (Lin et al. 1993) ou de liaison CD 154/CD 40
(Larsen et al. 1996). Cette tolérance est généralement inhibée par la ciclosporine, ce qui

souligne I’implication de la fixation nucléaire de NFAT dans ce processus de tolérance.

Néanmoins, I’induction de tolérance observée par I’association de cislosporine et du
blocage de la liaison de la molécule de co-stimulation ICoS a son ligand (Ozkaynak et al.
2001) montre que les mécanismes de tolérance périphérique induits par le blocage de la co-

stimulation ne se limitent pas uniquement a I’anergie.

M | Costimulation |

Signal 1 Signal 2
calcineurine/Ca++ dépendant junk, p38, IKK dépendant

Activation de génes
de réponse immune agressive

[J

Figure 7- La réponse immune agressive.(d’apres Lebranchu Y. 2004).
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Figure 8- L'anergie (d'aprés Macian et al. 2002).

111.3.L apoptose

La délétion clonale par apoptose est un processus physiologique nécessaire pour
éliminer la majorité des lymphocytes T activés, apres la disparition du stimulus immunitaire
qui a génére leur prolifération clonale (Figure 9). Deux mécanismes d’apoptose sont
impligués dans la délétion clonale des lymphocytes T :

1-L’apoptose passive lorsque les cellules T sont privées de leurs facteurs de croissance
(IL-2, IL-4, IL-9, IL-15 et IL-21) permettant I’activation de facteurs anti-apoptotiques tels que
Bcl-2 et Bel-xl.

2-L’apoptose active induite par la fixation de I’IL-2 sur son récepteur (activation-
induced cell death ou AICD) (Lechler at al. 2003). L’IL-2 est en effet indispensable et les
inhibiteurs de la calcineurine bloguent I’AICD et I’induction de tolérance dans certains
modéles expérimentaux (Li et al. 1999).

D’autre part, I’induction de la tolérance est extrémement difficile chez les souris dont
les genes de I’IL-2 ont été inactivés (souris IL-2-/-) (Wells et al. 1999 ; Dai et al. 1998).
L’induction d’apoptose par activation semble spécifique de I’IL-2 puisqu’elle n’est pas
générée par d’autres interleukines, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21 qui ont pourtant la méme chaine
yc au niveau de leur récepteur. L’IL-2 et I’IL-15 semblent donc jouer des roles différents,
voire antagoniste in vivo, bien qu’elles aient, en plus, en commun la méme chaine B au niveau

de leurs récepteurs (Waldmann TA 2002). L’IL-15 pourrait induire la division et la
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prolifération T et inhiber I’AICD induite par I’'IL-2 tandis que I’IL-2 pourrait limiter la
prolifération des lymphocytes T en diminuant I’expression de la chaine yc (Li et al. 2001). Les
signaux intracellulaires induits par I’IL-2 sont donc, en partie, différents de ceux induits par
I’IL-15 et les signaux d’apoptose induits par I’IL-2 sont indépendants de m-TOR (The
molecular Target of Rapamycin) (Van Parijs et al. 1999 ; Kreisel et al. 2002). Ainsi
I’inhibition de m-TOR pourrait favoriser I’apoptose active tout en évitant la prolifération
cellulaire (Figure 10) (Li et al. 2001). Le principal mécanisme de I’apoptose active repose sur
I’activation de Fas L (CD 178) par I’IL-2 a la surface des lymphocytes activés (Li et al. 2000).
Fas L, en se liant a Fas exprimé aussi a la surface des lymphocytes, induit un signal de mort
cellulaire et I’activation des caspases. Néanmoins, il existe d’autres mécanismes d’apoptose
impliquant I’activation de NF-xB (Smiley et al.2000) puisqu’une tolérance de greffe peut étre
induite chez des souris ayant une mutation des genes de Fas (Li et al.1999).

De plus, I’apoptose induite par I’IL-2 pourrait favoriser I’apparition de lymphocytes T
régulateurs. En effet, les cellules apoptotiques externalisent des résidus phosphatidylsérine qui
favorisent leur élimination par les phagocytes possédant des récepteurs de phosphatidylsérine.
La phagocytose de ces cellules apoptotiques pourrait induire la synthése de cytokines
immunorégulatrices, telles que I’IL-10 et le TGFR, qui suppriment la réponse inflammatoire et
régulent la réponse immunitaire en favorisant I’émergence de lymphocytes T régulateurs
(Chen et al.1998 ; Sauter et al. 2000).

Elimination Apoptose @
du stmulus “ @ des T actives
Sairmutus + @L "
FAuctivation @
Difigrenciation @ .
T memuoire

Prolifaration
Figure 9-La délétion clonale : processus physiologique nécessaire pour éliminer les
lymphocytes activés apres la destruction du stimulus immunitaire.(d’apres Lebrnchu Y.
2004).
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Figure 10- L'apoptose active : AICD (Activation-induced Cell Death). D’aprésLebrnchu Y.
2004.

111.4.La suppression par les lymphocytes T régulateurs

Le concept de la suppression de la réponse immune agressive par les lymphocytes T a
été largement développé dans les années 1970 (Gershon et al. 1970) puis abandonné en
I’absence de caractéraisation précise de ces cellules. 1l a été remis a I’ordre du jour en 1995
par Sakaguchi qui a décrit le role d’une sous-population de lymphocytes T CD4+ exprimant
avec une forte intensité la molécule CD25 (chaine a. du récepteur de I’IL-2) dans le contrdle
des réactions auto-immunes de la souris (Sakaguchi et al. 1995). Les lymphocytes T ont été
depuis identifiés par plusieurs groupes, a la fois dans des modeles expérimentaux de tolérance
mais aussi chez des étres humains tolérant leur greffon (Vanbuskirk et al.; Wood et al.2003).
Dans le cadre de la tolérance de greffe allogénique, les LT régulateurs proliférent faiblement
in vitro lorsqu’ils sont stimulés par les cellules du donneur (les LT régulateurs sont
anergiques) et sont capables, in vitro, de supprimer la réponse proliférative des lymphocytes
aux alloantigenes (Jonuleit et al. 2001 ; Dhodapkar et al. 2001).

In vivo, les LT regulateurs sont capables d’induire une tolérance d’allogreffe et de la
transférer a des receveurs naifs. Cette tolérance "infectieuse™ a été bien mise en évidence chez
la souris par H. Waldmann (Waldmann et al. 2001 ; Graca et al. 2003). Une survie a long
terme du greffon en I’absence de tout traitement immunosuppresseur continu peut étre
observée apres blocage des corécepteurs (anticorps non déplétant anti-CD4 et anti-CD8) ou de
la costimulation (anti-CD 154). Cette tolérance est suffisamment robuste pour résister a un
transfert de lymphocytes de souris non tolérantes (Quin et al. 1990 ; Scully et al. 1994). Cette
résistance, spécifique de I’antigéne, est la marque de tolérance dominante et est médiée par

26



Introduction a I’immunologie

des lymphocytes T CD4+ (Graca et al. 2000 ; Qin et al. 1993 ; Chen et al.1996). De plus les
lymphocytes non transfusés acquierent des propriétés régulatrices au contact des lymphocytes
T CD4 tolérants. Enfin, I’injection de LT d’animaux tolérants peut prévenir le rejet de greffe
chez des receveurs lymphopéniques (Gregori et al. 2001 ; Hara et al. 2001) et inhiber les
réactions de GVH (Graft versus Host ou réaction du greffon a I’héte) (Taylor et al.2002,
Cohen et al. 2002, Hoffman et al. 2002).

IV. Activation des cellules effectrices du systeme immunitaire

IV.1. Activation des lymphocytes T CD4+

La coopération entre les cellules du systeme immunitaire est essentielle pour développer
une réponse adéquate contre un antigéne. L'activation des lymphocytes T nécessite la
présentation des antigénes étrangers par une CPA (macrophage, cellule dendritique ou
lymphocyte B). La capacité de ces cellules a présenter I’antigene aux lymphocytes T est
conditionnée par la perception "d’un signal danger", résultant de I’agression de I’organisme
par un pathogéne. De maniere générale, les lymphocytes T ne sont pas activés par des
antigénes qui ne sont pas présentés par une CPA. L'engagement d'un TCR avec un CMH de
classe 1l, présentant un peptide immunogéne sur une CPA, constitue le "signal 1",
L’interaction du TCR avec le complexe CMH-peptide est renforcée par I’intéraction de
molécules d’adhésion, qui joue également un réle d’amplification du signal | d’activation des
lymphocytes T. Parmi celles-ci, on retrouve principalement le LFA-1 ("lymphocyte function-
associated antigen-1"; CD11a-CD18), CD2 et ICAM-3 (" intracellular adhesion molecule™-
CD54) sur le lymphocyte T et ICAM-1, ICAM-2, LFA-3 et DC-SIGN sur la CPA (Figure 11).
Lorsqu’un lymphocyte T naif reconnait le peptide présenté par une CPA, il y a changement de
conformation du LFA-1, ce qui augmente grandement son affinité pour ses ligands ICAM-1 et
ICAM-2 (Janeway et al. 2001).

L’activation compléte des lymphocytes nécessite un second signal, "siganl 11", appelé co-
stimulation, qui doit étre recu par une CPA au moment de la reconnaissance de I’antigene par
le TCR (Figure 11). Les molécules de co-stimulation les mieux caractérisées sont B7.1
(CD80) et B7.2 (CD86). Les homodimeres B7 font partie de la superfamille des
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immunoglobulines et sont retrouvés a la surface des cellules stimulant la prolifération
cellulaire (CPA). Leur récepteur sur le lymphocyte T est le CD28. Le CD28 est exprimé
constitutivement sur les lymphocytes et sa liaison engendre la division cellulaire et la
production d’IL-2. Lorsqu’un lymphocyte T naif s’active, il exprime alors plusieurs protéines
qui contribuent au maintien du signal de co-stimulation et permet I’expansion et la
différenciation de celui-ci. Une de ces protéines est le CD154 (CD40L) dont le récepteur est
le CD40 exprimé par la CPA. La liaison CD154-CD40 active le lymphocyte, mais aussi active
la CPA a exprimer la molécule B7. CD154 fait partie de la famille de récepteurs TNF.

Lymphocyte T CPA
1 1 I
ICOS ou4-1BB l ( ") LICOS ou4-1BBL
[ T
] CD154 | : lf_ ) D40
o- r I
N . i L . . .
stimulation D28 : L ) CDS0 ou CDSG
D45 (
RcT ] FPeptide-CMH
Adhésion CD4 or CD8 J
CD11a-CDIS rl { . ] cDs
cD2 X Y CDs

Figure 11-Rdle des corécepteurs dans I’affinité de liaison du TCR et interactions entre le
récepteur des cellules T et le complexe peptide-CMH et de diverses molécules accessoires
avec leurs ligands sur une cellules présentatrice d’antigéenes. La liaison des corécepteurs CD4
et CD8 et des autres molécules accessoires a leurs ligands renforce la liaison entre les cellules
qui entrent en interaction et/ou contribue a la transduction du signal qui conduit a I’activation
de la cellule T.
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Une autre molécule de co-stimulation des lymphocytes T est la molécule 4-1BB
(CD137) qui lie 4-1BBL sur les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B
activés. Comme I’interaction CD154-CD40, la liaison 4-1BB-4-1BBL est bidirectionnelle
(Janeway et al. 2001). La protéine ICOS (inducible costimulator ) est aussi reconnue comme
permettant d’augmenter la réponse du lymphocyte T a une stimulation antigénique. ICOS est
exprimée sur les lymphocytes T activés, et son ligand, LICOS, est exprimé sur les cellules
dendritiques, les monocytes et les lymphocytes B activés. Malgré la ressemblance avec le
CD28 pour induire la proliferation cellulaire, I’interaction ICOS-LICOS est différente dans sa
production de cytokine. En effet, ICOS induit la production d’IL-10 tandis que CD28 induit la
production d’IL-2.

La molécule CD45 est une protéine tyrosine phosphatase transmembranaire et
s’exprime en plusieurs isoformes encodées par différents exons (A, B et C) (Trowbridge et al.
1994). Le CD45 joue un role important dans la régulation, par le TCR, de I’activation des
lymphocytes T. CD45 peut déphosphoryler des sites d’auto-phosphorylation et des résidus
tyrosine a régulation négative de la famille des protéines tyrosine phosphatase Src, suggérant

un double réle de la molécule CD45. Le ligand du CD45 n’est pas encore identifié.

Une molécule importante dans I’homéostasie lymphocytaire est le CTLA-4
( "cytotoxic T-lymphocyte antigen” 4/CD152). Le CTLA-4 s’exprime tardivement apres
I’activation et lie avec une avidité 20 fois plus forte les molécules B7 que peut le faire CD28.
La liaison CTLA-4-B7 induit un signal négatif au lymphocyte qui diminue sa production
d’IL-2 et sa prolifération (Janeway et al. 2001).

Les lymphocytes activés synthétisent des cytokines et entrent en division cellulaire.
Les lymphocytes libérent I’IL-2 et expriment la chaine o du récepteur de I’'lL-2 (CD25),
permettant ainsi a cette cytokine d’agir de maniére autocrine pour activer leur prolifération.
Le récepteur de I’l1L-2 est constitué de trois chaines (a., B et y). Lorsque les lymphocytes sont
au repos, seules les chaines (3 et y sont exprimées. D’autres cytokines sont aussi exprimées par
les lymphocytes T CD4+, et ces cytokines sont importantes pour stimuler les autres cellules
du systeme immunitaire. Par exemple, la sécrétion d'IL-4 et d’IL-5 stimule l'activation des

lymphocytes B reconnaissant I'antigene étranger a produire des anticorps contre cet antigéne.
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La libération d'IL-2 par les cellules CD4+ peut aussi activer les lymphocytes CD8+
reconnaissant un antigene étranger présenté par un CMH de classe I. La fonction des
lymphocytes CD4+ réside dans I’orchestration et I'amplification des réponses immunes envers

des antigenes. C'est pourquoi la communication intercellulaire est importante.

La difféerenciation des lymphocytes T CD4+ naifs peut se produire en deux directions :
TH1 ou TH2. Les facteurs déterminant la direction de différenciation ne sont pas
completement compris & ce jour. En outre, la présence de cytokines, les signaux de co-
stimulation utilisés et la nature de la liaison du peptide avec les molécules du CMH ont tous
un effet. Les conséquences d’une différenciation TH1 ou TH2 sont importantes. La
production de cellules TH1 méne a une immunité cellulaire tandis que la production de
cellules TH2 mene a une immunité humorale. La différence entre les cellules TH1 et TH2
réside dans les profils de cytokines produites. Les cellules TH1 sécretent principalement
I’interféron- y (INF- y), I’'IL-2, le TNF-a et le TNF-B tandis que les cellules TH2 sécrétent
principalement I’1L-4, I’IL-5, I’'1L-10 et le TGF-$ (Janeway et al. 2001).

IV.2. Activation des lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T CD8+ sont aussi appelés cytotoxiques (CTL pour Cytotoxicity T
Lymphocyte), du fait de leur fonction cytolytique. La stimulation des lymphocytes CD8+
requiert un signal généré par la liaison du CMH de classe | présentant un peptide étranger, des
signaux de co-stimulation et un signal généré par la liaison de I'lL-2 a son récepteur. Une
cellule dendritique activée, possédant des molécules de co-stimulation, peut directement
activer un lymphocyte T CD8+. La cellule T CD8+ peut alors sécréter de I’IL-2 et induire sa
propre activation et différenciation. Cependant, dans la plupart des cas, I'lL-2 est produite par

les lymphocytes CD4+ activés (Janeway et al. 2001).

Lorsqu'un CTL activée rencontre une cellule présentant un peptide étranger reconnu par

son TCR, il libere des substances, comprises dans des granules cytoplasmiques, pour lyser et
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tuer cette cellule. Ces substances incluent la perforine, qui perfore la membrane des cellules
cibles, et le granzyme B, qui induit I’apoptose de la cellule cible (Abbas et al. 1991). Les CTL
sont efficaces pour éliminer les cellules infectées par des virus ou des parasites, inaccessibles

par les anticorps. Les CTL sont aussi importantes pour le rejet de greffes allogéniques.

La sécrétion de granules cytolytiques par les CTL est le moyen le plus employé par les
CTL mais deux autres mécanismes apoptotiques peuvent aussi étre utilisés. Les CTL
expriment Fas L et I’engagement Fas-FasL provoque I’activation des caspases et induit
I’apoptose de la cellule cible. Un CTL sécréte aussi certaines cytokines, comme I’INF-y,le
TNF-a et le TNF-B. L’ INF-y inhibe directement la réplication virale et induit I’expression de
CMH de classe | et Il. Cette cytokine active aussi les macrophages et les recrute au site
d’activation. Les TNF synergisent avec I’INF-y pour I’activation des macrophages (Janeway
et al. 2001).

IV.3. Activation des lymphocytes B

Les lymphocytes B reconnaissent les antigénes a l'aide de leur récepteur (BCR), qui est
constitue, entre autres, d'une immunoglobuline. Les cellules B captent les antigenes circulants
sous leur forme native et n'‘ont pas besoin de présentation d'antigene par les molécules du
CMH. L'activation de lymphocytes B par des antigenes protéiques nécessite la coopération
des cellules T CD4+. Suite a la capture de protéines solubles par le BCR, les lymphocytes B
internalisent ce complexe. Celui-ci sera dégrade et présenté par les CMH de classe Il. Les
cellules T CD4+ reconnaissant le peptide étranger par leur TCR, présenté par les molécules
du CMH de classe Il sur le lymphocyte B, recoivent aussi les signaux de co-stimulation
CD154-CD40 et sécrétent I'lL-4 et I'IL-5, qui sont nécessaires a l'activation complete des
lymphocytes B. Le lymphocyte B recoit aussi un signal par son CD40, ce qui contribue a son
activation. L’interaction avec le CD40 et la sécrétion de cytokines contribuent aussi au
changement d’isotype des immunoglobulines par un mécanisme de "switch™ impliquant une
recombinaison somatique des génes du BCR. D'autres types d'antigénes, comme le LPS

induisent l'activation des lymphocytes B en liant plusieurs récepteurs sur la méme cellule. Ces
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lymphocytes B activés par le LPS produisent des anticorps de type IgM. Cependant ce type
d'antigéne n'induit pas de réponse par les cellules CD4+ ce qui empéche la formation de
cellules B mémoires. Les lymphocytes B activés se divisent rapidement et se différencient en
plasmocytes, cellules productrices d'anticorps, qui migrent vers la moelle.

V. Signalisation intracellulaire des lymphocytes T

L’activation lymphocytaire est un processus complexe et extrémement régulé pour éviter
des activations inutiles qui pourraient étre dommageables a I’individu. Plusieurs voies

intracellulaires complexes et reliées entre elles sont nécessaires pour activer un lymphocyte.

Lorsqu’un TCR et les molécules CD4+ ou CD8+ s’engagent avec une molécule du CMH
présentant un peptide étranger, le complexe CD3 transduit trois types de signaux activateurs
qui sont reliés entre eux et nécessaires pour stimuler le lymphocyte : (1) la phosphorylation de
protéines membranaires et cytoplasmiques, (2) I’hydrolyse de phospholipides inositol de la
membrane plasmique et (3) I’augmentation de la concentration du calcium cytoplasmique.
Tous ces signaux stimulent la synthése protéique ou la transcription de génes par des cascades
complexes (Figure 12). Ces signaux intracellulaires peuvent induire plusieurs évenements : la
prolifération, la différenciation, I’activation, I’apoptose ou I’anergie. La signalisation par un
TCR ou un BCR présentent des points communs. Le plus souvent les deux voies d’activation

sont hétérogenes dans les deux types lymphocytaires.

La signalisation intracellulaire, causée par la dimérisation et I’oligomérisation du
récepteur, est initialement induite par I’activation de protéines tyrosine kinases (PTK)
cytoplasmiques non-associées aux récepteurs. Les portions intracellulaires des molécules CD3
possédent des ITAM (" immunoréceptor tyrosine-based activation motif"). Ces ITAM servent
de substrat aux PTK, permettant le recrutement de molécules signalétiques supplémentaires
via les domaines SH2 ("Src homology 2"). La protéine tyrosine phosphatase retrouvée sur la
portion intracellulaire du CD45 peut réguler positivement les signaux d’activation en
déphosphorylant les motifs inhibiteurs des PTK. Les PTK des familles Src (Lck et Fyn) et
Syk/ZAP-70 sont impliquées dans la transduction de signaux par le TCR. Les PTK de la
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famille Src possédent des domaines d’activation et d’inactivation régulés par phosphorylation
et déphosphorylation. L’activation d’un lymphocyte nécessite environ 100 interactions
TCR/co-récepteur-CMH avec une CPA. En absence de co-récepteur, 10 000 interactions sont
nécessaires, représentant environ 10% des CMH a la surface d’une cellule. Donc, lors d’une
liaison TCR/co-récepteur-peptide-CMH, Lck et Fyn phosphorylent les ITAM et ZAP-70 et est
recruté par les ITAM phosphorylés. Ensuite ZAP-70 agit sur LAT (linker activation in T
cells) et la protéine SLP-76. Par ses multiples résidus tyrosine, SPL-76 est capable de recruter
d’autres protéines par leurs domaines SH2 ce qui poursuit le signal a des kinases, PLC-y
(phospholipase C-y) et Ras. PLC-y et Ras initient trois voies d’activation importantes qui
aboutissent a I’activation de facteurs de transcription au noyau. NFkB, NFAT et AP-1, sont
des facteurs de transcriptions qui génerent la transcription de nouveaux genes (Janeway et al.
2001).

La PLC-y a un role crucial dans I’amplification du signal. Cette enzyme sous forme active
scinde les molécules de la membrane phospholipidique PIP2 (phosphatidylinositol
biphosphate) en deux parties : IP3 (inositol triphosphate) et DAG (diacylglycerol). LIP3, en
interagissant avec son récepteur sur le réticulum endoplasmique, cause le relachement d’ions
calciques (Ca2+) en grande quantité. L’augmentation du calcium intracellulaire active la
calmoduline qui, a son tour, active d’autres protéines et enzymes jusqu’a I’activation du

facteur de transcription NFAT (Janeway et al. 2001).

Le DAG, pour sa part, reste associé a la surface interne de la membrane plasmique. Le
DAG active les membres de la famille des protéines kinases C (PKC). Ces sérine-thréonine
protéines kinases initient plusieurs voies d’activation du facteur de transcription NFkB
(Janeway et al. 2001).
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Figure 12- Vue d’ensemble de la transduction du signal au cours de I’activation des cellules T
(d’aprées Goldsby et al.2000).
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Les cytokines hématoporétiques

Le fonctionnement d’un organisme vivant est régi par un équilibre complexe
hautement régulé entre les différentes cellules qui le constituent. Ainsi, le systéme
immunitaire repose sur I’interaction entre les effecteurs cellulaires que sont les lymphocytes
T, les lymphocytes B, les cellules naturelles tueuses ou NK (Natural Killer) et les CPA
comme les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques. La communication entre
ces différentes cellules est assurée soit par contacts directs soit mediée par des facteurs
protéiques solubles. Ces molécules transmettent leur signal via des protéines
transmembranaires spécifiques, ou récepteurs. L’intégration de ces différents signaux génére
un message qui aboutit a différents effets comme I’activation de la prolifération, la
différenciation et la maturation fonctionnelles des cellules (induction d’activités cytotoxiques

et phagocytaires, production d’anticorps, accroissement de I’hématopoiese).

A .GENERALITES

I.  Lescytokines

Afin d’assurer le bon fonctionnement d’un organisme multicellulaire, il est nécessaire que
les cellules établissent des moyens de communication entre elles. Hormis les contacts
cellulaires, les facteurs solubles jouent un rdle prépondérant dans la diffusion de
I’information. Ces facteurs peuvent étre différenciés en trois catégories distinctes: les
hormones endocriniennes possédant une action systémique, les facteurs de croissance et les
cytokines, agissant localement. Le terme de cytokine désigne un ensemble de glycoprotéines
solubles ou membranaires de faibles poids moléculaires qui présentent peu ou pas de
similitudes dans leur sequence en acides aminés (aa) et régulant un large spectre d’activités
biologiques (prolifération, différenciation, réponses cellulaires).

Lorsqu’elles sont sécrétées, les cytokines peuvent agir a de trés faibles concentrations sur
les cellules avoisinantes (paracrinie) ou sur les cellules productrices elles-mémes (autocrinie).
Elles pourraient également agir a I’intérieur des cellules productrices sans étres sécrétes
(intracrinie). Les cytokines sont rarement produites de maniére constitutive mais plutét en

réponse a une activation cellulaire qui elle-méme a pu étre induite en cascade par d’autres
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cytokines. En effet, les cytokines peuvent réguler positivement ou négativement la production
d’autres cytokines et dans certains cas réeguler leur propre expression. Ce réseau de cytokines
est également défini par le fait qu’une action simultanée de différentes cytokines peut aboutir

a un effet additif, synergique ou antagoniste.

Les cytokines sont généralement regroupées selon leurs modes d’action et leurs
fonctions biologiques. Ainsi les cytokines sont classées en six groupes ou familles (Figure
13):

Les interleukines (IL-X)

Les interférons (IFNs)

Les facteurs de nécrose de tumeurs (TNFs, "Tumor Necrosis Factors")
Les facteurs stimulant les colonies (CSFs, "Colony Stimulating Factors™)

Les facteurs de croissance (GFs, "Growth Factors™)

vV V.V V V VY

Les chimiokines

I_n’
v
/
7/ v

Interleukines (IL-) Interférons (IFNs) Facteurs de Nécrose
des Tumeurs (TNFs)

¥ §

Facteurs Stimulant Facteurs de Chimiokines
les Colonies (CSFs) Croissance (GFs)

Figure 13- Groupes ou familles de cytokines.Les feuillets représentés sous la forme rectangle
et les hélices o sous la forme de fines fleches.(Mortier E., Thése de doctorat, 2005)
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En réponse a un stimulus adéquat, la production de la cytokine qui résulte d’une
synthese de novo sera généralement, rapide, bréve, intense et sa sécrétion sera immédiate.
Hormis I’IL-1, les cytokines ne sont pas stockées a I’intérieur des cellules. 1l existe cependant
des cytokines qui sont exprimées de fagon basale, comme celles qui sont produites par les
cellules stromales du microenvironnement médullaire ou thymique. La majorité des cytokines
sont des facteurs solubles sécrétés, cependant certaines peuvent se présenter sous deux

formes, solubles et membranaires, toutes deux biologiquement actives.

De maniere g@énérale, I’expression des cytokines est régulée de maniere
transcriptionnelle. Cependant il existe des cas de régulation post-transcriptionnelle via la
stabilisation d’ARNm (GM-CSF, IL-7, IL-15) ou post-traductionnelle via un clivage
protéolytique. Ce clivage peut étre celui d’une pro-cytokine afin de libérer la cytokine mature,
ou celui du domaine extra-cellulaire d’une forme membranaire permettant le relargage de la
cytokine mature soluble.

Au fur et @ mesure de la découverte de cytokines, de récepteurs, ou de nouveaux

modes d’action et d’intéraction, le réseau cytokinique apparait de plus en plus complexe.

Il. Les récepteurs de cytokines

Les cytokines exercent leur action par I’intermédiaire de récepteurs localisés a la
surface des cellules. De fagon similaire aux cytokines, les récepteurs membranaires peuvent
étre classés selon leurs homologies structurales et fonctionnelles. Ainsi les chaines réceptrices

des cytokines sont regroupées en neuf familles principales.

e Les récepteurs des cytokines hématopoiétiques (récepteurs de classe 1) comme
la chaine gp130, la chaine B commune (Bc) et la chaine y commune (yc).

e Les récepteurs des cytokines des familles des IFNs et de I’IL-10 (récepteurs de
classe 1) tels que les IFN-Rs, IL-10R, IL-30R, IL-22R, IL-28R.

e Les récepteurs des cytokines de la superfamille des TNFs (récepteurs de
classe I11) qui correspondent par exemple au TNF-R, NGF-R, Fas, CD27, CD40 et
TRAIL-R.
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e Les récepteurs apparentes a la superfamille des immunoglobulines sans
activité tyrosine kinase comme les IL-1Rs et IL-18R.

e Les récepteurs apparentes a la superfamille des immunoglobulines avec
activité tyrosine kinase qui correspondent entre autre aux M-CSF-R, EGF-R et
PDGF-R.

e Les récepteurs a activité sérine/thréonine kinase des cytokines de la famille du
TGFB comprenant par exemple les TGFB-R, Inh-R et Act-R.

e Les recepteurs a domaine sushi dont I’'IL-2Ra et I’IL-15Ra sont les seuls
membres.

e Les récepteurs des cytokines de la famille des IL-17 (IL-17Rs).

e Les récepteurs a sept domaines transmembranaires des chimiokines comme le
CXCR-1, les CCRs, les CX3CR-1.

I11. Les cytokines hématopoiétiques

Ce travail de these s’est intéressé a I’étude du "systeme interleukine-2". L’IL-2 est une
cytokine hématopoiétique a quatre hélices a courtes, structurellement et fonctionnellement
proche de I’IL-15 (Burton et al. 1994 ; Grabstein et al. 1994). Les récepteurs fonctionnels de
I’IL-2 et de I’IL-15 partagent les chaines transductrices IL-2R[ et yc, de la famille des
récepteurs hématopoietiques (Bamford et al ; 1994 ; Giri et al. 1994 ; Grabstein et al. 1994).
Leur spécificité de réponse est conférée par leurs chaines réceptrices spécifiques, I’'lL-2Ra et
I’IL-15Ra.

I11.1.Caractéristiques de cytokines hématopoiétiques

Les cytokines hématopoiétiques sont des protéines de faibles poids moléculaires
impliquées dans la différenciation et I’expansion des cellules sanguines. Elles présentent
généralement des N-glycosylations et O-glycosylations. La structure tertiaire de la plupart de
ces glycoprotéines est assurée par des ponts dissulfures. L’organisation spatiale des structures

secondaires donne une structure tertiaire globulaire aux cytokines a hélices o courtes. Ces
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cytokines se fixent généralement sous forme monomerique sur différentes chaines réceptrices

hématopoiétiques.

I11.2. Les récepteurs des cytokines hématopoiétiques

I11.2.1. Structure des chaines réceptrices

Les chaines réceptrices de la famille des cytokines hematopoiétiques sont des
glycoprotéines contenant une seule région transmembranaire a I’exception de la chaine
CNTF-R qui est ancrée dans la membrane par une liaison glycosyl-phosphatidylinositol
(GPI). Les régions extracellulaires de ces chaines réceptrices sont variables, mais présentent
toutes un module de type "Cytokine Receptor Homology" (CRH), constitué par deux
domaines hématopoiétiques et impliqué dans la liaison de la cytokine. Le premier domaine
hématopoiétique, situé en NHy.terminal, présente quatre cystéines conservees qui forment
deux ponts disulfures intracaténaires successifs indispensables a la fonctionnalité du CRH
(Yawata et al. 1993). Le second domaine hématopoiétique, plus proche de la membrane,
posséde un motif W-S-X-W-S conservé spécifique des récepteurs hématopoiétiques (Figure
14).

Récepteurs des cytokines
de classe [ (hématopoiétine)

o IL-2 IL-13
IL-3 IL-15
[ -_--_..____>( ysteines 1L-4 GM-CSF
! = conservées IL-5 G-CSF
IL-6 OSM
WSXWS | L7 LIF
/"'d_:_ | o =
=

IL-11 Hormone de croissance

1L-9 CNTF
- IL-12 Prolactine

Figure 14- Structure des récepteurs des cytokines hématopoiétiques (d’aprés Goldsby et al.,
2000).

Des domaines de type "immunglobuline™ (Ig) et/ou des domaines de type "fibronectine
11" (FNIII) sont retrouvés dans les régions extracellulaires de certaines chaines réceptrices de
la famille des cytokines hématopoiétiques. Les domaines Ig peuvent également jouer un role
dans la liaison de la cytokine (Layton et al. 2001 ; Bitard et al ; 2003) alors que les régions de
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type FNIII peuvent permettre des interactions entre les chaines réceptrices (Kurth et al. 2000 ;
Timmermann et al. 2002).

Les parties intracellulaires des chaines réceptrices hématopoiétiques sont de longueurs
variables et ne présentent pas d’activité tyrosine kinase intrinseque. Deux motifs conserves,
"box1"et "box2", sont retrouvés sur les domaines intracellulaires des chaines réceptrices
hématopoiétiques qui participent a la transduction du signal biologique. Le motif
"box1"posséde un site, riche en proline, essentiel a la transduction du signal en permettant
I’ancrage de protéines tyrosines kinases cytoplasmiques de la famille des JAKs (*"Janus-
Associated Kinases™). Le motif "box2", moins conserve, augmenterait I’affinité des JAKs

pour la région intracytoplasmique des chaines transductrices (Bazan 1990).

111.2.2. Les familles de récepteurs hématopoiétiques

Afin de transduire un signal, les récepteurs hématopoiétiques fonctionnels induisent
I’homodimérisation d’une chaine spécifique ou I’association de deux ou trois chaines
réceptrices différentes. La spécificité d’interaction des complexes récepteurs multimériques
avec la cytokine est conférée par la chaine a. Dans le cas des récepteurs trimériques, cette
chaine possede un domaine intracellulaire court et dépourvu, le plus souvent, d’activité
transductrice. Elle s’associe, alors, dans le récepteur fonctionnel a un homo ou hétérodimere
de chaines transductrices. La liaison de la cytokine peut induire le rapprochement des chaines
transductrices pré-associées qui permettent le rapprochement des régions intracellulaires. Le
rapprochement des parties intra-cytoplasmiques permet I’initiation de la transduction du
signal intracellulaire en permettant aux JAKs constitutivement associées aux chaines

réceptrices d’interagir et de s’autoactiver.

Les chaines transductrices peuvent étre partagées par plusieurs cytokines. Cette
propriété, a la base de la redondance fonctionnellle entre différentes cytokines, ainsi que la
nature dimérique ou trimérique des récepteurs, permet de définir quatre groupes principaux de
cytokines hématoporiétiques (Ozaki and Leonard 2002) :

- le groupe des cytokines hematopoiétiques a récepteurs homodimeériques comprend les
cytokines hématopoiétiques homodimérisant leur chaine réceptrice unique qui est
transductrice. Ce groupe comprend I’EPO, le TPO, le G-CSF, la GH, la PRL et la Leptine.
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- le groupe des cytokines hématopoiétiques a récepteurs hetérodimériques utiliant la chaine
transductrice f. Les cytokines de ce groupe sont I’IL-3, I’'IL-5 et le GM-CSF. Chaque
cytokine possede une chaine réceptrice spécifique (chaine o) qui, associée a la chaine (3
forme le complexe récepteur fonctionnel.

- le groupe des cytokines hématopoiétiques a récepteurs hétérodimériques ou
hetérodimériques utiliant la chaine transductrice y.. Ces cytokines sont I’IL-2, I’IL-4, I’IL-7,
I’IL-9, I’IL-15 et I’IL-21. La chaine réceptrice spécifique de chaque cytokine est appelée
chaine réceptrice a. L’IL-2 et I’IL-15 partagent, en plus de la chaine y. la chaine
transductrice IL-2Rp.

-le groupe des cytokines a récepteurs multimeriques correspond a la famille IL-6/IL-12. La
famille de I’IL-6 comprend, en plus de cette cytokine, I’IL-11, le CNTF, le LIF, I’OSM, la
CT-1 et la CLC sécrétée uniquement si elle est complexée au "Cardiotrophin-Like
Factor"(CLF-1) ou au CNTF-R. Deux homologues viraux de I’IL-6 sont connus : la "Kaposi
Sarcoma associated human herpes Virus 8 interleukin-6" (Rm-IL-6). Toutes ces cytokines
partagent la chaine transductrice gp130 et certains partagent la chaine transductrice gp190. La
CT-1 possederait une chaine spécifique non determinée qui serait ancrée a la membrane
plasmique par une liaison GPI déja décrite pour le CNTF-R membranaire (Pennica et al.
1996 ; Robledo et al. 1997).
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Le Systeme Interleukine-2

L’11-2 est une cytokine appartenant a la méme famille que I’IL-15. La découverte de
son activité remonte a pres de 30 ans lorsque Morgan, Ruscetti et Gallo ont montré que des
surnageants de culture de lymphocytes périphériques activés par des mitogenes étaient
capables de faire pousser a long terme des lymphocytes provenant de la moelle osseuse
(Morgan et al. 1976). La découverte de ce facteur, sa purification, sa production en grande
quantité par génie génétique et I’identification de ses récepteurs ont eu comme retombées
technologiques majeures : (i) la possibilité de cultiver a long terme des lignées et des clones
lymphocytaires T, ouvrant ainsi des voies de recherche encore inenvisageables jusqu’alors, en
particulier dans le domaine de I’analyse du répertoire T ; (ii) la mise au point de protocole
d’immunointervention en cancérologie, en prévention du rejet de greffe et dans les maladies

autoimmunes.

A .L'INTERLEUKINE 2

l. Structure

La connaissance structurale de I’interleukine 2 a été rendue possible grace a deux
types de lignees cellulaires. La premiere est la lignee cellulaire Jurkat (lignée cellulaire T
humaine leucémique) qui, aprés stimulation, a permis I’obtention d’une grande quantité
d’interleukine 2 et donc I’analyse de séquence apres purification. Le deuxiéme type de lignée
est constitué de lignées cellulaires stables dépendantes de [I’interleukine 2 pour leur

prolifération (type lignée CTLL2).

Le gene de I’1L-2 est situé sur le chromosome 4 humain en position q26-27, contient 4
exons qui codent pour un polypeptide précurseur de 153 aa dont les 20 premiers constituent le
peptide signal. L’IL-2 humaine contient un seul site de O-glycosylation sur la thréonine en
position 3. Sa masse moléculaire est de 15,5 kDa. La glycosylation en position 3 n’a pas
d’effet sur I’activité biologique de la molécule, mais peut influencer ses propriétés
pharmacocinétiques en augmentant sa demie-vie sérique.La séquence de I’lL-2 humaine

mature présente 60 % d’homologie avec celle de la souris, incluant la conservation stricte de
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trois résidus cystéine. L’IL-2 murine differe de son homologue humaine en particulier par la
présence d’une séquence de 12 résidus glutamine consécutifs dans sa partie N-terminale. Une
autre particularité de I’lIL-2 murine est son comportement dimérique en électrophorése (masse
moléculaire apparente de 30 kDa. Les études de cristallographie, consécutives a la production
de I’interleukine 2, ont permis I’obtention d’une image tridimensionnelle de I’IL-2 humaine
(Brandhuber et al ;1987). D’un point de vue structural, I’interleukine 2 est caractérisée par
une succession de domaines structurés en hélice alpha (60% de la molécule). Quatre de ces
hélices B/B’, C, D et F organisées deux a deux de facon antiparallele, forment un faisceau
dont la cohésion est assurée par le pont dissulfure 58-105, I’hélice A correspondant a
I’extrémité NH2 terminale (Figure 15).

Ces considérations sont d’un point de vue thérapeutique primordial. Elles permettent
la formation d’anticorps réactifs vis-a-vis d’une seule conformation moléculaire, évitant ainsi
toutes réactions de cross-reactivité avec d’autre cytokines.

Par ailleurs il a eté démontreé que la structure de cette cytokine était similaire a celle de
I’IL-4 ainsi qu’a celle du GM-CSF ("Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor")
(Smith KA, 1993 ).

Figure 15- Strucure cristallographique de I'lL-2 humaine (Protein Data Bank (128), crystal
structure at 1.99 A° resolution/Gaffen et al. 2004).
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Il. Fonctions et réles physiologiques de I’IL-2 dans le Sl

L’interleukine 2, cytokine majeure du systeme immunitaire, assure
principalement I’expansion clonale des lymphocytes T activés par I’antigeéne en particulier la
sous population exprimant le marqueur CD4 (lymphocytes T Helper), par lesquels elle est
majoritairement sécrétée dans des conditions physiologiques normales. 1l a été démontré
cependant que la sous-population exprimant le marqueur CD8 pouvait étre activée in vivo
pour produire cette cytokine (Schwartz et al. 1990). On la retrouve également exprimée par

certains lymphocytes B et les cellules dendritiques.

I1.1. Les lymphocytes T

11.1.1. Le role de facteur de croissance de I’IL-2

L’interleukine 2 exerce ses effets sur plusieurs types cellulaires en particulier les
lymphocytes T. En effet, I’'une des consequences les plus rapides de [I’activation
lymphocytaire T est la synthése de novo de I’IL-2. La production de cette cytokine est
rapidement suivie par I’expression de son récepteur de haute affinité, assurant une rapide
expansion des populations lymphocytaires T effecteurs activés par I’antigéne (Lenardo et al.,
1999). En conséquence, la fonction principale de I’lL-2 est de stimuler la prolifération des
lymhocytes T.

L’IL-2 agit de maniere autocrine sur les cellules auxilliaires (CD4+) de type Tho
(précurseurs des lymphocytes T) et Thl (participant & I’'immunité cellulaire) et de maniere
paracrine sur les autres sous-populations T (Th2, participant a I’immunité humorale). L’IL-2
ne semble pas jouer de réle fondamental sur le profil de différenciation (Th1l ou Th2) a partir
des précurseurs Tho, a I’inverse de I’lL-4 et de I’IL-10 (Th2) et de I’'lL-12 et IFN-y (Thl).
Des clones Th1l ou Th2 proliferent de la méme maniére en présence d’IL-2 et conservent leurs
profils de cytokines. Dans les cellules T cytotoxiques (majoritairement CD8+a/B), I’IL-2
augmente la synthese de perforine et du granzyme B et participe donc a I’augmentation de
I’activité cytotoxique de ces cellules. (Liu et al. 1990 ; Makrigiannis and Hoskin 1997 ; Smyth
etal. 1990).
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11.1.2.  L’activité anti-anergique de I’lL-2

Parallelement & son activité de facteur de croissance, I’IL-2 exerce également une
activité anti-anergique : I’activation du TCR en I’absence de signal accessoire (CD28) induit
un signal d’anergie cellulaire caractérisé par une absence de prolifération cellulaire et un état
réfractiaire vis a vis d’une nouvelle stimulation antigénique. Ce signal peut étre contrecarré
par I’addition d’IL-2 exogéne lors de la premiere stimulation antigénique. Cet effet implique
le domaine intracellulaire de la chaine y du IL-2R ainsi que la tyrosine kinase associée, Jak3
(Boussiotis et al. 1994).

11.1.3.  Induction de la mort programmee (apoptose)

L’IL-2 semble induire la mort programmée de lymphocytes T lors de stimulation
antigénique répétée. Cet effet régulateur pourrait ainsi participer aux mécanismes de tolérance
extra-thymique (Lenardo et al., 1999).

En effet, il a été démontré que I’IL-2 activait des signaux pro-apoptotique en
augmentant le taux d’expression de la molécule FasL exprimeée par les cellules T (Refaeli et
al., 1998 ; Van Parijs et al., 1998). Les cellules T exprimant les molécules Fas/CD95 peuvent
donc conduire & la mort programmée des cellules T activées. Confirmant cette hypothese, des
études menées chez des souris déficientes pour les molécules Fas et FasL présentent un

phénotype auto-immun (Hsu et al., 2001).

11.1.4. Larégulation du cycle cellulaire par I’'IL-2

Les signaux transmis par le TCR exprimé par les cellules T au repos (en phase GO)
permet d’activer différentes voies métaboliques et génere des changements caractéristiques
dans la taille des cellules et leur contenu en ARN, soulignant la progression du cycle
cellulaire en phase G1. Quoi qu’il en soit, I’entrée en phase S, ne peut pas étre observée en
I’absence d’IL-2. En effet, des cellules dépourvues d’IL-2 sont caractérisées par un arrét du
cycle en phase G1 (Cantrell and Smith 1984). L’IL-2 induit également I’expression des proto-

oncogenes c-myc et c-myb associée a la croissance cellulaire (Shibuya et al. 1992 ; Stern and
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Smith 1986) et accélere I’entrée en phase S. Dans le syteme eucaryote, le cycle cellulaire est
régulé par I’activation séquentielle des cyclines dépendantes des kinases (CDK). Or, les
signaux transmis par le TCR stimulent la synthése des CDKs et de protéines cyclines
caractéristiques de la phase G1. Cela n’est pas suffisant pour générer des complexes CDK
permettant la progression du cycle cellulaire en phase S (Karnitz and Abraham 1996). Les
signaux transmis par le récepteur de I’'IL-2 vont permettre I’expression de complexes
cyclines/CDK actifs (Firpo et al. 1994). Le r6le de I’lL-2 dans la progression du cycle
cellulaire a été démontré gréce a I’identification de molécules inhibitrices des cyclines
G1/CDK, en particulier la molécule p27“"' exprimée a de fortes concentrations par les
cellules T au repos. Associee a la synthese des proteines CDKSs, dépendantes des signaux
transmis par le TCR, I’IL-2 conduit & une baisse du taux de la molécule p27""' (Firpo et al ;
1994). Cette derniére observation confirme le réle joué par le récepteur de I’IL-2 dans la
régulation du cycle cellulaire des lymphocytes .

L’etude des effets de I’IL-2, au cours du cycle cellulaire, a permis de souligner
I’importance de cette molécule in vivo dans I’expansion clonale observée apres activation des
lymphocytes T par I’antigéne. Cependant il est important de souligner les différents stades
cellulaires observés au cours de la différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices
ainsi qu’au cours du processus d’homeostasie cellulaire. En fonction des conditions
signalétiques, les signaux transduits par le récepteur de I’IL-2 peuvent donc limiter et méme

annuler les effets sur la progression cellulaire.

11.2. Les lymphocytes T CD4+/CD25+(Treg)

11.2.5. ROle des lymphocytes T CD4+/CD25+(Treg)

Le thymus produit des lymphocytes T présentant un répertoire trés large de spécificités
pour les antigenes. Certains de ces lymphocytes T ont un réle déterminant dans I’élimination
spécifique des agents infectieux. D’autres, spécifiques d’antigénes du soi, seront éliminés par
délétion clonale (sélection négative) ou leur fonction sera neutralisée ; dans ce dernier cas, on
parle alors d’anergie. Toutefois, il persiste des lymphocytes T fonctionnels qui reconnaissent
des antigénes du soi. Ces lymphocytes T auto-réactifs, s’ils sont activés, exposent au risque de

maladies auto-immunes. Ce processus est contrélé par les lymphocytes T dits régulateurs qui
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empéchent I’action des lymphocytes T auto-réactifs potentiellement pathogenes, prévenant

ainsi I’émergence de maladies auto-immunes (cf. chap.Tolérance immunitaire).

11.2.6. IL-2 et lymphocytes T régulateurs : nouveau concept

Le r6le de I’IL-2 dans la survie des cellules T reg in vivo reste un nouveau concept (Malek
et al ; 2004). L’IL-2 semblerait aujourd’hui jouer un réle plus important dans le mécanisme de
tolérance immunitaire que dans le développement de la réponse T (Nelson et al. 2004). Ainsi,
des souris déficientes pour I'lL-2 ou la chaine réceptrice o, décedent non pas d’une
lymphopénie mais de désordres auto-immuns et de lymphoprolifération. L’injection d’IL-2 a
la naissance corrige ces anomalies (Almeida et al. 2002).

Le transfert adoptif de cellules T reg chez des souris déficientes pour I’IL-2 ne permet pas
de retrouver des taux physiologiques de lymphocytes T reg (Almeida et al. 2002). Cependant,
le transfert adoptif de lymphocytes T reg conduit a la survie cellulaire des lymphocytes T et a
la suppression des pathologies auto-immunes (Malek et al. 2002).

Un déficit specifique en lymphocytes T reg aggrave considérablement le diabéte auto-
immun des souris NOD (Non-Obese Diabetic) qui développent de fagon spontanée cette

maladie (Salomon et al. 2000).

11.3. Les cellules NK (Natural Killer)

Les cellules NK sont de gros lymphocytes granuleux ou LGL ( "Large
Granular Lymphocytes™) qui jouent un réle essentiel dans I’immunité innée. Les cellules NK
posseédent une activité tueuse naturelle ou NK ("Natural Killing"), une fonction tueuse activée
par les lymphokines ou LAK ("Lymphokine-Activated Killing") et une cytotoxicité
dépendante des anticorps ou ADCC. En effet, les NK présentent une activité cytotoxique
contre les cellules tumorales, les cellules infectées par les virus et différents agents
pathogenes. La cytotoxicité des cellules NK ainsi que leur sécrétion cytokinique sont

augmentées par I’1L-2,
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L’IL-2 peut étre considérée comme facteur de croissance des cellules NK tout,
comme I’IL-15 (Carson et al., 1997). Parmi les trois types de lymphocytes activés par I’lL-2,
les cellules NK sont uniques dans le sens ou elles expriment constitutivement les chaines R et
vy du récepteur de I’IL-2 (Hodges et al.2000). Ceci explique le fait qu’elles soient
constamment réactives a I’l1L-2.(Siegel et al, 1987 ; Caligiuri et al, 1990).

L’IL-2 stimule la production de cytokines dérivées des cellules NK comme le TNF a,
I’IFN vy et le GM-CSF.

11.4. Les lymphocytes B

La majorité des lymphocytes B au repos ne répondent pas a I’lL-2, puisqu’ils
n’exprimen pas la chaine y e son récepteur. Cependant, une fraction d’entre eux porte la
chaine B (10%) et la chaine a (2%). L expression de la chaine 3 peut étre augmentée par I’IL-
2 elle-méme et par I’IL-4. Ces lymphocytes peuvent proliférer en présence de fortes
concentrations d’IL-2. La réponse optimale des lymphocytes B a I’IL-2 nécessite I’induction
de la chaine a. Elle varie suivant le contexte d’activation des lymphocytes B. Tout d’abord
I’IL-2, comme I’ll-4, induit la prolifération des lymphocytes B stimulés par I’antigéne ou par
des activateurs polyclonaux comme le LPS.L’IL-2, produite essentiellement par la population
TH1, a un effet majeur sur la prolifération et la différenciation des lymphocytes B
(cf.sécrétion des immunoglobulines IgM, IgG, et IgA). Cependant, ces effets sont seulement
observés a court terme. Par ailleurs, elle agit en trés forte synergie avec I’1L-10 pour induire
la prolifération et la différenciation cellulaire a long terme. L’effet de I’IL-10 est d’augmenter
la densité des récepteurs de haute affinité pour I’'lL-2 (Fluckiger at al. 1993 ; Gaffen et al.,
1996).
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I11.5. Les monocytes

Les monocytes humains au repos expriment les chaines B et y du récepteur de I’IL-2.
Ainsi, par le biais de récepteurs d’affinité intermédiaire, I'IL-2 stimule leurs activités
cytotoxiques, anti-tumorale et anti-bactérienne (Espinoza-Delagado et al. 1990. Ces effets
sont accompagnés par la synthese de peroxyde d’hydrogene, de prostaglandine E2 et de
thromboxane B2, ainsi que de nombreuses cytokines dont le TNFa, I’IFN y ou le LPS qui

induisent la synthése de la chaine o du IL-2R.

Sources d’IL-2 :
Lymphocytes T/B
Monocytes

Cellules Natural Killer (NK)

Lymphocytes T Lomoh 5

Facteurs de croissance ymphocytes B N
Activité anti-anergique Facteurs de croissance/différenciation
Apoptose (sécrétion 19G, IgM, 1gA)

Régulation cycle cellulaire

Cellules NK / \ Monocytes

Facteurs de croissance Activité cytototoxique, anti-
Production cytokines tumorale, anti-bactérienne

(TNFo., IFNy, GM-CSF)

v

Lymphocytes Treg

Tolérance immunitaire (suppression
pathologies auto-immunes)

Figure 16-Fonctions physiologiques de I'lL-2 dans le systeme immunitaire
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I11. Reégulation de I’expression de I’I1L-2

111.1.Les molécules de co-stimulation

La reconnaissance de I’antigéne par le TCR implique de nombreux signaux de co-
stimulation qui permettent d’induire la synthése de différents facteurs de transcription tels que
Oct, NF-AT et AP-1 (Figure 17). Ces facteurs permettent d’assurer la transcription du géne de
I"1L-2.

Les cellules T naives peuvent vivre plusieurs années sans se diviser. Ces petites
cellules au repos présentent une chromatine condensée et un cytoplasme trés réduit. Elles
synthétisent peu d’ARN et de protéines. Une fois activées, elles peuvent entrer dans le cycle
cellulaire et se diviser rapidement pour produire un trés grand nombre de descendants qui
vont se différencier en cellules T effectrices armées. Ce phénomeéne de prolifération et de
différenciation est contr6lé par I’IL-2, produite par la cellule T activée elle-méme.

La production de I’interleukine 2 par les cellules T nécessite deux signaux d’activation
distincts. Le premier est initié par le complexe TCR/CD3 qui engage la présentation de
I’antigéne associé aux molécules du de CMH de classell par les CPA. L’affinité du TCR pour
le complexe CMH-peptice est faible comparativement a celle de I’anticorps pour I’antigéne.
De nombreuses autres molécules interviennent pour créer une interaction productive entre le
lymphocyte T et la CPA . Par ailleurs, afin d’assurer un taux satisfaisant d’IL-2, I’intervention
de molécules de co-stimulation est indispensable. Le CD28 est I’acteur principal de cette voie

d’activation. Il se lie aux molécules B7-1 et B7-2 (signal 1 et 2) exprimés par les CPA.

Les ARNm des cytokines ont une vie trés courte a cause d’une séquence "d’instabilité"
dans leur région 3’ non traduite. Cette instabilité empéche une production et une libération
soutenue de cytokines et permet de réguler finement I’activité de ces cytokines. La
stabilisation de I’ARNm de I’IL-2 augmente la synthese de I’IL-2 de 20 a 30 fois. Un autre
effet de la liaison de CD28 est I’activation de facteurs de transcription (AP-1 et NFxB), ce qui
augmente la transcription du géne de I’IL-2 d’environ 3 fois. Ces deux mécanismes
permettent d’augmenter d’environ 100 fois la synthese d’IL-2.

En I’absence de stimulation, le facteur NFkB est séquestré au niveau du cytoplasme

par une molécule inhibitrice, le facteur 1B (Inhibitor of NF«B). Aprés phosphorylation de
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I’lxB, NFxB est transloqué vers le noyau pour se fixer sur le promoteur du gene de I’'IL-2. Ce

mecanisme permet d’obtenir une mobilisation rapide des molécules effectrices.

Le promoteur du géne de I’IL-2 contient également deux sites de fixation pour les
membres de la famille NFAT. NFATcl et NFATc2, toutes les deux impliquées dans la
régulation du gene de I’IL-2. (Crabtree et al. 2002). Ces facteurs sont situés au niveau du
cytoplasme puis, apres activation des lymphocytes T, ils sont transloqués vers le noyau par
une voie de signalisation dépendante de la calcineurine, cible de nombreux

immunosuppresseurs qui permettent d’inhiber par ce biais la sécrétion de I’1L-2.

TCR/CD3 Signals CD2s Signals

| HFATIAFA CO2BREAP |

Figure 17- Promoteur du géne de I'lL-2. Région 5' contenant les sites de fixation des facteurs
de transcription Oct, AP-1 et NFkB (d’aprés Gaffen et al.2004).

111.2.Les molécules endogenes inhibitrices et activatrices

111.2.7. Les molécules inhibitrices

Il existe de nombreuses molécules endogénes inhibant la production de I’lL-2. Ces
molécules vont inhiber le signal d’activation médié par le TCR. Par exemple, les cellules T
activés vont augmenter I’expression de la molécule CTLA-4 qui va antagoniser I’action de la
molécule CD28. Tout comme le CD28, la molécule CTLA-4 va se fixer aux marqueurs B7-1
et B7-2 (Dai et al., 1999).

Les glucocorticoides adrénergiques vont également réguler de fagon négative la
production de I’IL-2 en inhibant les facteurs NF«xB et AP-1(Auphan et al. 1995).Par ailleurs,

il existe des molécules venant interagir de fagon compétitive avec le récepteur de certaines
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cytokines inhibant ainsi la transduction du signal. Dans le cas de I’IL-2, la chaine o de son
récepteur soluble (sIL-2R) a été mise en évidence dans de nombreuses pathologies auto-
immunes. (Keystone et al., 1988 ; Symons et al., 1988 ; Colver et al., 1989 ; McFarlane CG,
1991). Enfin, les molécules de la famille SOCS (“the Suppressors of Cytokine Signaling")
exprimées aprées activation du récepteur a I’lL-2 vont inhiber la voie de signalisation JAK-
STAT, qui sera présentée dans la partie évoquant le récepteur de I’1L-2

111.2.8. Les molécules activatrices

Mise a part I’activation des cellules T par le TCR, I’IL-2 active sa propre production
en augmentant I’expression de la sous-unité o du récepteur assurant un signal autocrine
efficace. En outre, I’IL-2 et I’IL-5 vont également augmenter, au niveau des cellules B,
I’expression de la sous-unité o, sensibilisant ainsi les lymphocytes B aux taux physiologiques
d’IL-2 (Gaffen et al., 1996).
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B .LE RECEPTEUR DE L’INTERLEUKINE 2

Le récepteur de I’IL-2 est un complexe multimérique constitué de 3 sous-unités ayant
des fonctions bien distinctes (a.,B,y). Il appartient a la famille des cytokines hématopoiétiques
(ou récepteur de classe 1) a laquelle on peut également associer tous les récepteurs possédant
la chaine 3 (comme I’'ll-15) ou la chaine y (comme I’IL-4, 7, 9, 15 et 21). Il peut étre aussi
classé dans la famille des récepteurs a domaine Sushi, nouvelle classe de récepteur, apparue
avec la découverte de ces domaines communs aux chaines receptrices du récepteur de I’IL-2
et de I’1L-15.

I.  Lestrois formes du récepteur de I’IL-2

L’expression des différents composants du récepteur génere la formation de
différentes formes de récepteur de I’lL-2 ayant chacune une affinité différente pour I’I1L-2.

Des études biochimiques ont montré que la premiére étape initiant la formation du
complexe récepteur de I’IL-2 était I’interaction de I’IL-2 avec la sous-unité o et 3 suivies par
celles de la sous-unité y (Rickert et al. 2004). Comme nous I’avons noté précédemment, la
chaine o seule constitue le récepteur dit de basse affinité, avec une constante de dissociation
(Kd) de 10 nM. L’expression concomitante des deux chaines o et 3 permet de former un
récepteur de "pseudo haute-affinité” avec un Kd de 1nM. Enfin, le complexe formé par les
trois chaines réceptrices a, B et y constitue le récepteur de haute affinité ayant un Kd
d’environ 10 pM, exprimé par les cellules T activées (Waldmann et al ; 1991)

Parmis ces différentes combinaisons réceptrices, deux seulement semblent aptes a
délivrer un signal intracellulaire. Par conséquent, le récepteur possédant une affinité
intermédiaire (3/yc), exprimé par les cellules NK, les macrophages, et les cellules T au repos,
peut transmettre un signal en présence de fortes concentrations d’IL-2. Tandis que le
récepteur de haute-affinité (a/R/yc) est exprimé sur les lymphocytes T activés et transmet un
signal en présence de faibles concentrations d’IL-2. Bien que I’on puisse facilement mettre en
évidence le signal transmis par les deux complexes récepteurs décrits in vitro, I’étude de

souris Knock out pour le gene de la chaine réceptrice o a révélé un phénotype similaire a
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celui de souris ne possédant pas le géne de I’IL-2 (Willerford et al. 1995). Cette observation
souligne I’importance du complexe de haute affinité forme par les trois chaines réceptrices
dans la transmission du signal.

Le mécanisme par lequel I’IL-2 interagit avec son récepteur reste encore incertain.
Cependant des études ont permis d’identifier deux mécanismes possibles. Tout d’abord, il
semblerait que les chaines receptrices o et B soient exprimées a la surface cellulaire en
I’absence de ligand, de fagon indépendante. Dans ce cadre, I’IL-2 se fixerait, en premier lieu,
a la sous-unite o, compte tenu de sa vitesse d’association supérieure a celles des deux autres
sous-unités. Le complexe ainsi formé s’associerait ensuite avec la chaine réceptrice 3
augmentant I’affinité de la structure pour son ligand, puis a la chaine y. La chaine réceptrice a
permettrait ainsi d’augmenter le taux d’IL-2 a la membrane. La seconde hypothese propose un
modele de "pré-assemblage™ dans lequel les chaines a et 3 sont pré-associées en I’absence de
ligand (Rickert et al. 2004).

Il. Lastructure du récepteur de I’IL-2

Le récepteur de I’IL-2 est constitué de 3 chaines polypetidiques (afy). Chacun de leur
gene a été cloné. Celui de I’IL-2Rp est exprimé constitutivement dans les cellules CD8+ mais
non dans les CD4+. Le gene de I’lL-2y est lui exprimé dans toutes les cellules lymphoides.
Rappelons que les chaines B et y appartiennent a la superfamille des récepteurs

hématopoiétiques.

I1.1. La chaine privée du récepteur de I’'lL-2 : I'IL-2Rea (Tac;
P55; CD25)

11.1.1. Mise en évidence

L utilisation d’ anticorps monoclonaux ainsi que des molécules d’IL-2 radiomarquées
a permis de caractériser chimiquement les différentes sous-unités du récepteur. L analyse de
la structure, de la fonction et I’expression du récepteur a I’IL-2 a été facilitée par la production
d’un anticorps monoclonal dirigé contre les cellule T activées (anti-Tac) par Uchiyama et al.

(Uchiyama T et al.1981). On a démontré que I’anti-Tac était capable de reconnaitre le
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récepteur humain a I’IL-2 en bloquant la liaison de I’IL-2 radiomarquée a son récepteur,
stoppant ainsi la prolifération des lymphocytes induite par I’lL-2 (Leonard WJ et al., 1982 et
1983 ; Miyawaki T et al. 1982 ; Robb RJ, 1983).

11.1.2. Constitution

La sous-unité a, caractéristique du récepteur a I’IL-2 est une molécule possédant une
structure glycosylée ayant un poids moléculaire de 55 KDa (Waldmann et al., 1984). Elle
possede des homologies structurales avec la chaine o du récepteur de I’IL-15.

Cette sous-unité est constituée de 251 aa dont I’extrémité N-terminal (21 aa) constitue
le peptide signal clivé in vivo. Les 219 aa terminaux forment un domaine extracellulaire
contenant deux sites potentiels de N-glycosylation.Un second domaine de 19 aa contient une
région hydrophobe située a coté de I’extremité C-terminal correspondant & la région
transmembranaire. La région intra-cytoplasmique est constituée d’une séquence de 13 aa trop
courte pour porter une quelconque activité tyrosine kinase ou sérine/thréonine kinase.

Le domaine extracellulaire possede deux motifs caractéristiques impliqués dans la
liaison des protéines. Ces domaines portent le nom de domaines Sushi, encore appelé Src
("Short consensus repeat™) ou GP-1 (glycoprotein-1) (Giri et al. 1995). Le domaine Sushi a
été initialement mis en évidence au niveau de protéines du complément (C1s, C1r, facteurs B
et H) ou de facteurs de coagulation (facteur XIII et C4BP) (Davie et al. 1986, Perkins et al.
1988). Les deux domaines Sushi forment un angle de 90° rejoignant les extrémités N- et C-
terminal (D1 et D2) permettant I’interaction du complexe récepteur avec I’IL-2 au niveau du
domaine D1. La surface de liaison de I’IL-2 est constituée par les hélices A’,B’ et en partie
par la boucle AB. (Figure 19).Les motif D1 (résidus 1a 64) et D2 (résidus 104 a 165) forment
une structure globulaire formée par deux ponts dissulfures intracaténaires entre les cystéines 3
et 46 pour le domaine D1 et entre les cystéines 147 et 104 pour le domaine D2. Malgré une
structure similaire & I’'lL-15Ra, I’IL-2Rac  ne possede qu’un seul domaine Sushi. Ces deux
chaines forment ainsi une nouvelle famille de récepteurs grace a leur domaine Sushi (Rickert
et al. 2005).
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IL-2ML 2R

Figure 18-Structure du complexe IL-2/IL-2Ra..A.Vue détaillée de la fixation de la chainea
dans le sillon constitué des hélices AB et B’ de I’IL-2. Le domaine D1 de la chainea. est vert,
le domaine D2 est bleu, et I’IL-2 est violette. Les ponts dissulfures sont représentés par des
motifs rouges, les résidus hydrophobes situés entre D1 et D2 en jaune et bleu. B. Mode
d’interaction entre I’IL-2 et son récepteur. D’apres Rickert et al.2005.

11.1.3.  ROle physiologique

Bien que la chaine réceptrice o soit incapable de délivrer des signaux intracellulaires,
son réle physiologique ne doit pas étre négligé (Hatakeyama et al., 1986). Des souris ayant
des délétions ciblées pour cette chaine a. ont clairement démontré que I’absence d’expression
de la sous-unité o était équivalente a I’absence d’expression d’1L-2 (Willerford et al., 1995 ;).
Par conséquent, les concentrations physiologiques d’IL-2 ne sont pas suffisantes pour pouvoir
se fixer au complexe formé par les deux autres sous-unités R/yc. C’est pourquoi, I’expression
de la sous-unité o est étroitement régulee par de nombreux types cellulaires specifiques de la
réaction immunitaire, et peut étre induite par I’IL-2 (Depper et al. 1985), mais aussi par I’lIL-4
(Froussard et al., 1991), I’'IL-5 (Gaffen et al. 1996), I'IL-10 (Fluckiger et al. 1993), les
cytokines pro-inflammatoires (Plaetinck et al., 1990) et les infections virales (Ballard et al.
1988).
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11.2. La chaine réceptrice de I’lIL-2 commune au récepteur de
I’IL-15 : I'IL-2RB (p75 ; CD122)

11.2.1. Mise en évidence

Ce n’est que peu de temps apreés la découverte de la sous-unité o que des études ont
démontré I’existence d’une seconde chaine dans la constitution du récepteur a I’IL-2
commune a celle de I’IL-15. Des cellules répondaient a de hautes concentrations en IL-2 en
présence de I’anti-Tac (Trinchieri et al., 1984), d’autres, comme la lignée YT de type NK
(Natural Killer), fixaient I’IL-2 avec une affinité intermédiaire en I’absence d’interaction avec
I’anti-Tac. Ces analyses ont abouti & la mise en évidence d’une chaine dont le poids
moléculaire est proche de 70-75kDa. Un anticorps monoclonal anti p75, fabriqué a partir des
cellules YT (le Mik B.1) (Tsudo et al., 1989), a permis le criblage d’une banque d’expression
d’ADNc de YT, I’obtention de I’ADNc codant pour la protéine p75 (Hatakeyama et al ;
1989a), le clonage et la localisation du géne sur le chromosome 22.

11.2.2. Constitution

L’excision des 26 AA formant le peptide signal donne une protéine mature de 525 aa
ayant une masse moléculaire de 58 kDa. Son géne est localisé sur le chromosome 22 humain
en position g12-13 et est organisé en 10 exons et 9 introns. La partie extracellulaire est
composée de 214 AA et comprends 8 cystéines ainsi que 4 sites potentiels de N-glycosylation.
Cette zone est donc en taille sensiblement équivalente a celle de la chaine o (219 aa). Les
autres régions sont représentées par les 25 aa hydrophobes de la partie transmembranaire et le
domaine intracellulaire. Ce dernier, formé par une longue chaine polypeptidique de 286 aa,
est riche en proline (42 résidus) et en sérine (30 résidus) indispensables a la transmission du
signal mais ne possede pas la séquence consensus des tyrosines kinase Glycine-X-Glycine-X-
X-Glycine et contient 6 tyrosines (Hanks et al., 1988). Cela laisse donc supposer que le
récepteur a I’IL-2 utilise un autre systeme pour effectuer la transduction du signal.

L’existence d’une forme soluble de la chaine IL-2B (p75) produite de maniére
endogene, 20 a 25 kDa plus petite que la forme totale, a également été mise en évidence
(Honda et al., 1990). La génération du sIL-2R[ est indépendante de I’activation cellulaire et

est médiée par clivage proteolytique de la forme membranaire.
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11.3. La sous-unité ¢ (Common y, p64, CD132)

11.3.1. Constitution

La chaine yc est partagée par de nombreux récepteurs de cytokines (IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-13, IL-15 et IL-21). Il s’agit d’une glycoprotéine membranaire de type | de 64 kDa.
Elle est codée par un gene situé sur le chromosome X, en position g13.1 (Takeshita et al.,
1992). C’est une molécule qui totalise 369 aa, la protéine mature comporte 347 aa et le
peptide signal 22 aa. La partie extra-cellulaire de la chaine est composée de 233 aa. Dans ce
domaine, on retrouve 6 sites potentiels de glycosylation. Le domaine transmembranaire de la
molécule comporte 21 aa. Aucune séquence consensus permettant d’exprimer une activité
tyrosine kinase n’a été identifiée dans la partie intra-cytoplasmique de 86 aa. Cependant, une
séquence de type SH2 a été identifiée. Elle permet a la chaine yc de se lier, par I’intermédiaire
de phosphotyrosines, a des protéines de signalisation et ainsi d’induire la transduction du

signal.

11.3.2.  ROle physiologique

La chaine yc seule est inapte a transmettre le signal, il est nécessaire qu’elle soit
associée a une autre chaine, la chaine . La chaine yc est d’autant plus importante qu’elle est
partagée par de nombreux récepteurs de cytokines et qu’un défaut d’expression provoque une
immunodéficience combinée sévére ou X-SCID ("human X-linked Severe Combined
ImmunoDeficiency™) (Noguchi et al ;1993).

Des travaux sur la chaine yc ont permis d’identifier différentes caractéristiques
de cette chaine. Des études ont montré que les lymphocytes T CD4 + présentent un pool
important de chaine yc intracellulaire, mais sa translocation a la membrane plasmique ne se
fait qu’apres I’activation cellulaire et I’induction des genes IL-2Ra et IL-2Rp (Bani et al.
1997). Il a également €té identifié un isoforme de la chaine yc (64), la p74 de la chaine yc qui
semble remplacer la p64 dans la lignée TF-132 (TF-1 transfectées pour exprimer IL-2Rp et
cultivées en IL-2) (Monson et al. 2001). Deux transcrits de la chaine yc ont été caractérisés
par la présence (yc-long) ou I’absence du site SH2 (yc-short) en C-terminal de la protéine (Shi

et al. 1997) dans les lymphocytes périphériques humains. Ces deux formes suggerent une
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activation différentielle de voies de signalisation et pourrait jouer un role important dans la
réponse cellulaire aux différentes cytokines yc dependant.

Une forme soluble de la chaine yc murine, qui résulte d’un clivage
protéolytique de la forme membranaire, a été découverte dans les surnageants de culture de
cellules T, B, NK et macrophages apres activation (Meissner et al. 2001). La yc soluble
posseéde comme propriété physiologique d’inhiber la prolifération des cellules dependantes de
cytokines yc dépendantes. Elle jouerait donc un réle de régulation négative des cytokines
exprimant la yc membranaire en entrant en compétition avec cette derniére.

La chaine yc peut également entrer dans la composition d’un récepteur
fonctionnel pour le GM-CSF (Giron-Michel et al. 2003). En effet, le GM-CSF inhibe la
liaison de I’IL-2 sur le récepteur fonctionnel de I’IL-2 (Kankura et al.1993) dans la lignée pro-

mégacaryocytaire MO7e.

I11. Le récepteur soluble de I’'lL-2 (SIL-2Re) : propriétés et

implications dans les pathologies

Des corrélations entre le niveau d’expression sérique de certains récepteurs solubles
(notamment le sIL-2Ra, SIL-6Ra., et le TNFa) dans certaines pathologies ont été observées.
Leur niveau d’expression peut étre utilisé a des fins diagnostiques ou comme marqueur

pronostique dans différentes conditions cliniques.

Les stimulations antigénique ou mitogénique des lymphocytes B et T n’entrainent pas
seulement I’induction de la sous-unité o membranaire mais également la génération et la
sécretion de chaines tronquées (Rubin et al.1985 ; Osawa eet al. 1986 ; Wagner et al.1986).
Ces récepteurs solubles, sIL-2Ra, sont approximativement 10 a 15 kDa plus légers que la
forme membranaire, tout en conservant les propriétés de liaison a I’l1L-2 (Josimovic-Alasevic
et al.1988). L’affinité de liaison du sIL-2Ra pour I’IL-2 est similaire a celle retrouvée pour la
chaine membranaire isolée, mais environ 1000 fois inférieure au complexe trimérique ally
(Jacques et al.1987). Cela explique la relative inefficacité du slL-2Ra a bloguer la liaison de
I”IL-2 au récepteur IL-2Ra biologiquement actif sur les cellules.Il a néanmoins été montré, in

vitro, que I’activité et la liaison de I’IL-2 sont inhibées en utilisant de fortes concentrations de
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sIL-2Ra (Treiger et al.1986 ; Kondo et al.1988). Plusieurs études ont mis en évidence
I’existence d’un sIL-2Ra endogene, potentiellement responsable d’une activité inhibitrice des
fonctions de la cellule T, dans les sérums et liquides biologiques dans des conditions
pathologiques, comme la polyarthrite rhumatoide (Symons et al.1988) et la leishmaniose
viscérale humaine (Barral-Netto et al.1991).

La genération du sIL-2Ra est médiée par le clivage protéolytique de la forme liée a la
membrane. Un seul type d’ARN messager code pour la chaine totale membranaire, sIL-2Ra.
Des experiences de transfection de cellules avec de I’ADNc codant pour la forme
membranaire conduisaient non seulement a I’expression de la chaine a la surface des cellules
mais égalemnt a la présence d’une forme soluble dans le surnageant de culture (Rubin et
Nelson 1990). Les cellules néoplasiques et infectées par le HTLV-1, dans lesquelles
I’expression de I’IL-2Ra est constitutive, produisent aussi de grandes quantités de sIL-2Ra.
L’identité des protéases responsables de la génération du sIL-2Rou est encore imprécise.
Cependant une étude a montré que le clivage protéolytique de la forme membranaire de sIL-
2Ra, a la surface des lymphocytes T, peut étre induit par des MMPs (MMP-2 et MMP-9)
dérivées de tumeurs et ainsi supprime la capacité proliférative des cellules T (Sheu et
al.2001). 1l a également été montré que Der p1, un allergéne a activité cystéine protéase, est
capable de couper I’'lL-2Ra. de la surface des cellules T du sang périphérique, ce qui a pour
conseéquence d’inhiber la propagation des cellules Th1l et de favoriser le développement d’une
réponse Th2 associée a un environnement allergique.

De faibles concentrations de sIL-2Ra sont retrouvées dans le sérum et Iurine
d’individus sains, témoignant d’un niveau basal d’activation immunologique (Rubin et
al.1985). L’augmentation d’expression de sIL-2Ra dans le sérum a été observée dans diverses
conditions cliniques, comme les maladies infectieuses et autoimmunes. Le niveau
d’expression de sIL-2Ra. a été validé comme un bon indicateur de I’activité pathologique
et/ou de la progression de ces maladies, et a un impact direct sur le pronostic de la maladie.
Dans le cas de néoplasies hématologiques, comme les pathologies associées a I’infection de
HTLV-1, les leucémies a tricholeucocytes et le lymphome de Hodgkin, le taux sérique de slL-
2Ra reflete la charge tumorale totale et son accroissement est associé a la progression de la
maladie (Richards et al.1990 ; Ambrosetti et al.1993 ; Kamihira et al.1994). De plus, une
augmentation de la moyenne des taux de sIL-2Ra., corrélé avec la progression naturelle de la
maladie, a été observée chez des patients atteints du virus de I’immunodéficience humaine

(VIH) (Prince et al.1988 ; Honda et al.1989). Dans les maladies auto-immunes comme la
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polyarthrite rhumatoide ou le lupus érythémateux, les taux de sIL-2Ra sont corrélés avec une
forme active de la maladie (Semenzato et al.1988; Symonset al.1988; Tokano et al.1989). Des
taux élevés de sIL-2Ra. ont aussi €té observés dans de nombreux types d’infections virales,
bactériennes et parasitiques, probablement reflétant I’état d’activation immunologique
(Josimovic-Alasevic et al.1988 ; Brown et al.1989 ; Muller et al.1989). Enfin des taux élevés
de sIL-2Ra. servent au pronostic de rejet dans des cas de transplantation (Perkins et al. 1989 ;
Bock et al.1994).

En conclusion, la mesure des taux d’expression de sIL-2Ra dans les serums et/ou dans
les liquides biologiques représente un outil relativement simple et non invasif. Il permet ainsi
I’observation de I’activité, associée a une activation immunologique, de différentes maladies,

de leurs réponses aux traitements et leurs pronostics.

IV. Signalisation intra-cellulaire par le systeme IL-2

L’un des aspects les plus fascinants des signaux transmis par les cytokines
hématopoiétiques est le fait que la simple dimérisation de leurs chaines réceptrices puisse
entrainer une cascade de signaux intracellulaires permettant la prolifération et la
différenciation des cellules sanguines. Dans le cas du récepteur de I’IL-2, I’hétérodimérisation
des domaines intracytoplasmiques R et yc peut déclencher de nombreuses réponses
physiologiques au sein des cellules T, telles que la prolifération cellulaire, I’activation des
fonctions effectrices et la sensibilisation aux signaux de mort cellulaire. Comme les autres
membres de la superfamille des récepteurs de cytokines hématopoiétiques, le récepteur de
I’IL-2 ne possede pas de fonction catalytique intrinséque, mais reste associé a une activité
tyrosine-kinase, en particulier celui des Janus tyrosine kinase (Jaks).

L’interaction de I’IL-2 avec son récepteur induit I’activation catalytique des Jaks et
autres kinases associées, initiant une cascade de phosphorylation intracellulaire ainsi que la
formation d’un complexe multimérique de signalisation du c6té interne de la membrane
cellulaire. Plusieurs facteurs de transcription sont alors recrutés par le complexe, dont Stat3 et
Stat5, la protéine adaptatrice Shc et la kinase lipidique PI13Kinase, chacune de ces molécules

possédant une cible unique génétique situées au niveau du noyau cellulaire.
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IV.1. Les domaines cytoplasmiques des sous-unites B et yc

Un complexe multimérique se forme rapidement autour des domaines cytoplasmiques
IL-2 et yc apres fixation de I’IL-2 sur son récepteur. La formation de ce complexe dépend de
I’activité catalytique intracellulaire de protéines kinases, en particulier celle du systéme Jaks,
qui permet la phosphorylation des résidus tyrosine sur les deux chaines IL-28 et yc. (Asao et
al. 1990).

Ces phosphotyrosines permettent de former des sites d’arrimage pour des protéines
cytoplasmiques possédant des domaines SH2 ou PTB ( phosphotyrosine-binding) (Pawson
1995).

IV.1.1. Lachaine réceptrice 3

Le domaine cytoplasmique de la sous-unité B a été initialement divisé en trois régions
par Taniguchi et ses collégues sur la base de la séquence en aa et I’utilisation d’enzymes de
restriction appropriées (Hatakeyama et al. 1989). La région membranaire proximale de la
chaine réceptrice B contient les motifs "box1"et "box2"communs aux récepteurs des cytokines
hématopoiétiques. Ces motifs sont constitués de sites de liaison pour les Janus tyrosine
kinases, en particulier Jakl, dans le cas de la sous-unité 3 (Tanaka et al. 1994). La région
comprenant le motif "box2"est surnommée "région S", compte tenu de la richesse en résidus
sérine. Des délétions réalisées au niveau de cette région annulent I’activation de Jakl et Jak3
ainsi que I’ensemble des signaux qui en dépendent (Miyazaki et al. 1995). Par ailleurs, la
région délimitée par les aa 313 et 382 correspond a la région A. Cette région, chez I’homme,
contient 4 résidus tyrosine (Y338, Y355, Y358 et Y361) ainsi que des sites de liaison pour les
kinases de la famille src (Lck, Fyn, et Lyn)(Minami et al. 1993), les molécules adaptatrices
Shc (Friedmann et al. 1996) et dans certaines cellules les facteurs de transcription Stat. La
région distale de la chaine réceptrice B est surnommée région H, étant constituée de la moitié
du domaine cytoplasmique. Elle contient également 2 résidus tyrosine (Y392 et Y510)

impliguées dans I’activation des facteurs de transcription (Gaffen et al. 1996).
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IV.1.2. Lachaine réceptrice yc

Tout comme la sous-unité B, la séquence en aa de la chaine réceptrice yc peut étre
subdivisée en trois régions distinctes. Le premier clonage de cette sous-unité realise par
I’équipe de Sugamara a permis d’identifier des séquences homologues entre la région
membranaire proximale (aa 284-321) et les domaines de type "Src-Homology 2" SH2
(Takeshita et al. 1992a). Cependant, la chaine yc reste courte et ne contient aucun résidus
permettant une liaison aux phosphotyrosines. Surnommé "région PROX", elle contient le
motif "box1", essentiel pour I’activation de la tyrosine kinase Jak3, responsable de la
prolifération (Nelson et al. 1997).

IV.2. Les différentes voies de transduction du systeme IL-2

IV.2.1. Les tyrosine-kinases Jak1l et Jak3

La stimulation des récepteurs de cytokines hématopoiétiques induit la phosphorylation
rapide de résidus tyrosine situés sur des substrats intracytoplasmiques, bien que ces récepteurs
ne possedent pas d’activité tyrosine kinase intrinseque. La découverte de la famille des Jaks
kinase a permis de clarifier ce processus. Associées aux domaines cytoplasmiques de ces
chaines réceptrices, les Jaks kinases sont rapidement activées apres oligomérisation du
récepteur. La famille des Jaks comporte quatre membres : JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2. Ces
protéines cytoplasmiques de 120 a 140 kDa sont constituées de 7 domaines "Janus Homology
domains” (JH) présentant de fortes similitudes au sein de cette famille. La partie NH2 des
Jaks comprend un domaine de type "Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin" (FERM) qui est
indispensable a I’association de ces kinases avec les régions intracytoplasmiques des
récepteurs de classe | et Il au niveau des motifs "box1" et "box 2". En effet, suite a leur
activation par phosphorylation mutuelle sur tyrosines, les Jaks vont phosphoryler les chaines
réceptrices au niveau de leurs tyrosines. Ces phosphotyrosines sont des sites d’ancrage pour
des protéines cytoplasmiques comportant des domaines d’intéraction de type SH2 qui
interviennent dans la propagation du signal intracellulaire (lhle te al. 1995).

Dans le cas du récepteur de I’IL-2, I’activation des deux kinases Jakl et Jak3, est
induite rapidement apres fixation de I’IL-2 sur son récepteur. Des études ont démontré que la

protéine Jakl s’associait préférentiellement a la chaine réceptrice B, et la protéine Jak3,
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préférentiellement a la sous-unité yc. (Tanaka et al. 1994). La molécule Jak interagit avec la
région proximale cytoplasmique de la chaine réceptrice, en particulier au niveau des domaines
"box1" et "box2".(Nelson et al. 1996). Aprés dimérisation du recepteur, la phosphorylation et
I’activation de Jak3 induit la phosphorylation et I’activation de Jakl (Nelson et al. 1997). Par
ailleurs, il a été démontré que la chaine réceptrice yc favorise I’expression du gene anti-
apoptotique bcl-2 par une voie dépendante de Jak3. Des études réalisées sur des lignées
lymphocytaires B humaines ont montré que la molécule Jak3 était nécessaire a la
phosphorylation des résidus tyrosine de la sous-unité 13 du récepteur de I’l1L-2, de Jak1 et de la
molécule Stat5. Quoiqu’il en soit, Jakl et Jak3 semble participer a des éveénements

biochimiques communs au sein de ce groupe de récepteurs.

Cette premiere étape de recrutement de molécules de signalisation peut conduire a
I’engagement des trois principales voies d’activation des cytokines hématopoiétiques :

La voie des "Signal Transducers and Activators of Transcription” (STATS)

La voie des "Mitogen-Activated Protein Kinases" (MAPKS)

La voie de la "Phosphatidyl Inositol 3-kinase" (P13-K)et du “cellular homolog of the v-

akt oncogene” (Akt ou PKB pour "Protein Kinase B™)

IV.2.2. Les facteurs de transcription cytoplasmiques STATS

Les facteurs de transcription STATs sont au nombre de sept: STAT1a/, STAT2,
STAT3 a/B, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. Ces glycoprotéines de 84 a 113 kDa
possédent un domaine SH2 et un résidu tyrosine nécessaires a leur activation. Le domaine
SH2 des STATSs permet leur ancrage sur les phosphotyrosines des récepteurs ou elles sont
phosphorylées par les JAKs. Les STATs phosphorylées se détachent des récepteurs et se
dimérisent par interactions croisées des domaines SH2 et des phosphotyrosines. Les formes
actives des STATS sont, soit des homodimeéres, soit des hétérodimeres. Le complexe récepteur
de I’IL-2 est capable d’activer les deux isoformes de la molécule STATS, et dans de
nombreux types cellulaires, dont les cellules T naives, il peut également activer la molécule
STATS3. L’activation des protéines STATs par I’IL-2 implique la molécule Jak3, et non

JAK1, et la présence des résidus tyrosines 392 ou 510 de la chaine réceptrice R.
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L’IL-2 va induire, par une suite d’évenements caractéristiques des récepteurs de

cytokines, I’activation de signaux nucléaires par le biais des facteurs STATS. :

Phosphorylation (dépendante des JAKs) d’une ou plusieurs tyrosines de la chaine réceptrice

recrutement des molécules STATs

phosphorylation des molécules STATS recrutées par JAK3
homo- ou hétérodimérisation des molécules STATSs par interactions réciproques des
domaines SH2
translocation des diméres STATS vers le noyau

liaison de ces dimeres a des séquence spécifiques de régulation au niveau du gene

IV.2.3. Les sérine/thréonine kinases MAPKSs

Le complexe récepteur de I’IL-2 active la protéine Ras ainsi que I’ensemble des
molécules situées en amont et appartenant a la voie des MAPKSs. Dans ce cadre, hous pouvons
citer la molécule Raf, MEK, la MAP kinase p42/44. Les MAP kinases sont régulées par de
nombreux facteurs. Les récepteurs membranaires phosphorylés par les JAKs recrutent d’abord
la protéine adaptatrice "Growth factor receptor-bound protein 2" (Grb-2). Cette interaction
peut faire intervenir les protéines adaptatrices "SH2-containing collagen-related protein (Shc)
ou "SH2-containing phosphatase 2 (SHP2) qui se fixent aux phosphtyrosines des récepteurs
ou elles sont phosphorylées par les JAKs activées. La protéine Grb-2 se complexe avec le
facteur d’échange "Son of sevenless" (Sos), le recrutement de ce complexe Grb-2/ Sos au
niveau de la région intracytoplasmique des récepteurs permet a Sos d’activer la protéine Ras
ancrée a la membrane plasmique. La protéine Ras passe alors de la forme associée au GDP a
la forme associée au GTP, et la forme Ras-GTP s’associe avec la sérine/thréonine kinase Raf
qui est alors phosphorylée. La kinase Raf activée phosphoryle une "MAPK/ERK Kinase"
(MEK) qui a son tour active les MAPKs. Les MEKs sont donc des "MAPK kinase "
(MAPKK) et Raf est une MAPK Kinase Kinase" (MAPKKK) ou une MEK Kinase (MEKK).
Les MAPKSs phosphorylées migrent vers le noyau ou leur activité kinase va activer différents
facteurs de transcription (FT) qui sont impliqués dans la régulation de nombreux genes cibles
(Kishimoto et al. 1994).
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L activité catalytique de JAK3 et la région A de la chaine receptrice 3 semble étre
essentiel pour la phosphorylation des résidus tyrosines de la protéine Shc. La région A de la
chaine réceptrice permet également la phosphorylation ou I’activation des protéine Shc, Ras,
et de la MAP Kinase p42/44. Elle active également plusieurs proto-oncogénes comme c-fos et
c-jun. Enfin, le recrutement et la phosphorylation de résidus tyrosine conduit a la
différenciation préférentielle des lymphocytes T CD4 + aux dépends des lymphocytes T CD8
+ (Sharp et al. 1997).

1IV.2.4. Lakinase PI13-K

La kinase PI3-K est une enzyme hétérodimerique d’environ 200 kDa composée d’une
sous-unité régulatrice (p85) et d’une sous-unité catalytique (p110). Parmi ces différentes
régions d’interaction avec de nombreux facteurs impliqués dans la transduction du signal, la
sous-unité adaptatrice p85 possedent deux domaines SH2 et un domaine "Src-Homology 3"
(SH3) reconnaissant des motifs riches en prolines. La sous-unité fonctionnelle p110 est
caractérisée par une activité sérine/théronine kinase. Le recrutement et I’activation de la PI3-
K peuvent mettre en jeu les Jaks, SHP2, et les kinases Lck et Fyn de la famille Src. La PI13-K
peut également s’associer avec SHP2, le "Grb associated binder 2" (Gab2 ou p98) et les
complexes Grb-2/Sos pour activer la voie Ras/Raff MAPKK/MAPK. La PI3-K activée permet
la phosphorylation du “phosphatidyl inositol 4,5-biphosphate™ (PIP;) en "phosphatidyl
inositol 3,4,5-biphosphate™ (PIP3) au niveau de la membrane plasmique (Wymann et Pirola
1998). Le PIP; interagit avec les domaines "Pleckstrin Homology " (PH) de la "3-
Phosphatidyl inositol-Dependent protein Kinase 1" (PDK1) et de la sérine/thréonine kinase
Akt. Le PIP3; permet I’ancrage membranaire de PDK1 et d’Akt et induit un changement de
conformation d’ Akt nécessaire a son activation par la kinase PDK1 (Hill et Hemmings 2002).

La kinase Akt activée devient cytosolique et peut alors avoir trois effets principaux :

-une augmentation de I’activité transcriptionnelle impliquant I’activation du "Nuclear
Factor kappa B" (NFkB),

- une augmentation de la traduction protéique sur la "small subunit ribosomal protein
S6 Kinase" (p70°°¢),

-une augmentation de la survie cellulaire en induisant I’effet anti-apoptotique de la "B
cell leukaemia x Large form protein " (Bcl-xy).
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L’ Akt est en effet, capable d’induire la séparation des protéines kB et NFkB suite a
I’activation de I’enzyme "I-Kappa-B Kinase" (IKK). L’inhibiteur IxB est dégradé et le facteur
NF«B actif migre vers le noyau ou il induit une activation génique.

Par ailleurs, la kinase Akt peut agir sur le "mammalian Target Of Rapamycin™
(MTOR) qui est un activateur de la p70°® . Cette kinase phosphoryle la protéine ribosomale
S6 mise en jeu dans les mécanismes d’initiation de la traduction protéique (Reif et al 1997).

Enfin, Akt peut entrainer la séquestration cytosolique de "Bcl-x_ /Bcl-2 associated
death promoter” (Bad) en induisant la formation de complexes protéiques. Le facteur
cytosolique Bad, qui n’est plus associé a Bcl-x_ au niveau de la membrane externe des
mitochondries, ne bloque plus Bcl-x,_ qui peut alors inhiber le relargage du cytochrome c par
les mitochondries. Le cytochrome ¢ cytosolique est un facteur pro-apoptotique qui joue un
role dans la voie des "Cystéine protéases with aspartate spécificity” (Caspases) (Datta et al.
1997).
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Figure 19-Schéma des voies transduction auxquelles participent le syteme IL-2.

Le complexe récepteur de I’IL-2 est donc impliqué dans plusieurs voies de
signalisation, ceci justifiant la pléiotropie de ces effets. L’idée de perturber celles-ci, a fait
I’objet de nombreuses études, ayant donné lieu a la production d’anticorps monoclonaux
ciblant certaines molécules clés, ceci dans le cadre de thérapie contre le cancer ou la

prévention du rejet de greffe.
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Ciblage du récepteur de 1’IL-2 dans la

prévention du rejet de greffe

A . MECANISMES IMMUNOLOGIQUES DU REJET DE
GREFFE

Les mécanismes immunologiques complexes du rejet d'une allogreffe fait intervenir
les différents éléments du systéme immunitaire qui concourent au rejet du non-soi par deux
processus complémentaires : I'immunité cellulaire, dépendant principalement des cellules T et
des cytokines, et I'immunité humorale, médiéee par les anticorps produits par les cellules B. Le
systeme immunitaire, dont le réle est de protéger l'individu contre toute substance étrangere,
est caractérisé par sa spécificité pour I'antigene, sa capacité a distinguer les antigénes du soi et
du non-soi et enfin par sa mémoire pour permettre une réponse anamnestique plus forte lors
de la réintroduction de I'antigéne initial. Parmi les nombreuses substances antigéniques faisant
I'objet d'un polymorphisme au sein de I'espece (allotypes), la principale cible du rejet de
greffe est I'ensemble des antigenes tissulaires, codés par des géenes exprimes a la surface des
membranes cellulaires, définissant les systemes d'histocompatibilité. Trois principaux
systemes interviennent dans le rejet de greffe:

1) le systéme des groupes sanguins ABO et Lewis correspond a des molécules tissulaires tres
fortement antigéniques ;

2) le systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) code pour I'identité du soi (HLA classe 1) et
le contréle du rejet du non-soi (HLA classe I1);

3) un ensemble d'autres systemes d'histocompatibilité appelés mineurs qui codent pour des
antigenes de transplantation présentés sous forme de peptides en association avec les produits
du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) du donneur ou du receveur.

L'expression clinique du rejet d'allogreffe est étroitement liée a la nature de Il'organe
greffé, a l'intensité du rejet (suraigu, aigu ou chronique) et aux possibilités de manipuler la
réponse immunologique du receveur afin d'éviter la réaction de rejet par le receveur en cas de
greffe d'organe, ou par le greffon lui-méme vis-a-vis de son hote en cas de greffe de moelle.

Quelques définitions permettant de mieux cerner le sujet sont présentées dans le tableau 1
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Définitions

Autogreffe : greffe d'organe ou de tissus lorsque donneur et receveur sont le méme individu.

Greffe syngénique : greffe d'organe ou de tissus d'un donneur a un receveur genétiquement
identiques (jumeaux homozygotes).

Allogreffe : greffe d'organe ou de tissus d'un donneur a un receveur génétiquement différent
au sein d'une méme espece.

Xénogreffe ou hétérogreffe : greffe d'organe ou de tissus d'un donneur a un receveur
appartenant a deux especes animales différentes.

Tableau 1- Définitions

I.  Antigenes exprimés par les cellules du greffon

Trois antigénes exprimés en abondance a la surface des membranes cellulaires sont

impligués dans les mécanismes immunologiques du rejet de greffe.

I.1. Antigenes du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH ou HLA)

Les génes codant les antigenes d'histocompatibilité, qui interviennent dans I'identité du
soi (HLA classe 1) et le contréle du rejet du non soi ou régulation de la réponse immune (HLA
classe Il), Les antigenes HLA A et B sont les principaux antigénes HLA de classe | et
correspondent aux produits des 2 locus majeurs de classe | du CMH : HLA A et HLA B. Il
existe un troisieme locus de classe I, HLA C, situé entre HLA A et B. Les antigénes HLA C
sont moins immunogénes et, en pratique, ont une importance moindre dans les typages
tissulaires réalisés. Les antigénes HLA de classe | sont exprimés par toutes les cellules
nucléées de I'organisme. Les cellules lymphoides expriment beaucoup plus d'antigenes HLA
de classe | que les cellules parenchymateuses. A ce jour, plus de 120 alléles de HLA classe |
ont été mis en évidence. De nouveaux géenes appartenant au systeme HLA classe | ont été
récemment mis en évidence : E, F, G, H, J et pourraient avoir un rdle dans le rejet de greffe.
Les antigénes HLA de classe 11 sont des glycoprotéines transmembranaires, hétérodimériques

comportant une chaine o et une chaine 3 associées de maniére non covalente. La région du
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CMH codant les antigenes de classe Il, appelée HLA D, est subdivisee en 3 sous-regions:
HLA DP, DQ et DR. Les antigenes HLA de classe Il sont exprimés par certains types
cellulaires seulement : lymphocytes B, macrophages, cellules endothéliales et cellules
dendritiques. A ce jour, plus de 150 alléles ont été mis en évidence. L'expression des
antigénes HLA, notamment de classe |1, est augmentée pendant le rejet. Les infections virales
associées a un rejet jouent le réle d'inducteur puissant pour l'expression des antigenes HLA

par l'intermédiaire d'une sécrétion d'IFN gamma.

1.2. Les antigénes des groupes sanguins

1.2.1.  Lesysteme ABO

Les antigénes de groupes sanguins érythrocytaires ABO sont de puissants antigénes de
transplantation. Le locus ABO posséde 3 alleles A, B et O : génes A et B codominants, gene
O récessif avec 4 génotypes possibles (A, B, AB, O). Les antigénes A et B sont présents sur
les hématies, mais aussi sur certaines cellules épithéliales et endothéliales. Des anticorps anti-
A ou anti-B immuns, encore appelés allo-anticorps, peuvent apparaitre a la suite d'une
immunisation (grossesse, transfusions). La compatibilité dans le systtme ABO doit étre

rigoureusement respectée pour toute transplantation d'organe.

1.2.2.  Autres systemes antigéeniques des groupes sanguins

De nombreux autres alloantigénes sont portés par les globules rouges notamment
antigenes Rhésus, antigenes des groupes Kell, Duffy et Kidd. A la différence des antigénes A
et B, il n'existe pas danticorps naturels contre ces autres systéemes antigéniques
érythrocytaires, qui peuvent étre néanmoins responsables d'allo-immunisation. En pratique, la
compatibilité dans tous ces autres systemes antigéniques des groupes sanguins n'est pas

requise pour réaliser une transplantation d'organe.
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1.3. Les antigénes mineurs d’histocompatibilité

Le rble de certains antigénes indépendants du CMH et du systeme ABO dans le rejet
des greffes est démontré par la survenue de rejet chez des receveurs d'allogreffe HLA
identiques. La nature des antigenes mineurs d'histocompatibilité est encore mal connue. Il
s'agit principalement d'antigénes exprimés par les cellules endothéliales vasculaires et par les
monocytes du donneur. Les cellules endothéliales qui expriment les antigénes de classe | et 11,
les antigénes du systeme ABO sont des cibles privilégiées des réactions de rejet. Le réle des
antigénes mineurs d'histocompatibilité est variable selon I'organe greffe. L'antigene
érythrocytaire Lewis et des antigenes males, codés par le chromosome Y, pourraient étre
impliqueés dans le rejet de greffe d'organe mais aussi, dans la maladie du greffon contre I'h6te
(GVHD ou Gratft versus host Disease).

1. Les aspects du rejet de greffe

La greffe pour remplacer des organes malades est désormais un traitement médical
important. Dans la plupart des cas, les réponses immunitaires adaptatives contre les tissus
greffés représentent le principal obstacle a la réussite d’une greffe. Le rejet est provoqué par
des réponses immunes contre des alloantigénes portés par le greffon (principalement, les
molécules du CMH) qui sont des protéines qui varient d’un individu a I’autre dans une méme

espece et donc pergues comme étrangeres par le receveur.

I1.1. La présentation directe

La majorité des tissus greffés contiennent des leucocytes passagers. Ces leucocytes
sont des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) exprimant les CMH du donneur. Suite a la
greffe, ces CPA migrent aux nceuds lymphatiques ou autres organes lymphoides secondaires,
ou elles activeront les cellules T CD4+ helper (TH) du receveur. Ces CPA, appartenant au
greffon fournissent les signaux de co-stimulation nécessaires a I’activation des lymphocytes.
Les TH ont un réle prédominant dans I’orchestration et I’amplification d’une réponse
allogénique. Les cellules dendritiques du greffon sont les actrices principales dans la

présentation directe. Il est suggéré que les myoblastes peuvent servir de CPA pour activer
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directement le systeme immun suite a leur transplantation (Goebels et al. 1992; Garlepp et al.
1995; Curnow et al. 2001). Cependant aucune évidence de leur migration au niveau des
organes lymphoides secondaires ou de leur réle dans I’activation des lymphocytes in vivo n’a

été démontré.

11.2. La présentation indirecte

Lors d’une greffe de tissus ou de cellules, des débris tissulaires accompagnent
I’implantation du greffon, ce qui entraine la phagocytose de protéines allogéniques par les
CPA du receveur. Ces CPA vont ensuite migrer aux organes lymphoides secondaires pour les
présenter aux cellules T et les activer. Cette situation immunogénique correspond a une
situation classique de présentation d’un peptide du non soi dans le contexte du CMH du soi.
Elle implique moins de lymphocytes et I’ampleur de la réponse est moindre comparativement

a la présentation directe allogénique.

1. Mécanismes impliqués dans le rejet de greffe

Le processus de rejet du greffon est causé essentiellement par une réponse immunitaire a
médiation cellulaire. Les réactions d”hypersensibilité retardée et les réactions de cytotoxicité a
médiation cellulaire ont été toutes deux mises en cause. On peut distinguer deux étapes dans
ce processus : une phase de sensibilisation, dans laquelle les lymphocytes du receveur réactifs
aux antigenes proliferent en réponse aux alloantigenes du greffon et, une étape effectrice, dans

laquelle prend place la destruction immunitaire du greffon.

I11.1. Phase de sensibilisation

Pendant la phase de sensibilisation, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ s’activent et
proliferent suite a la présentation des antigenes allogéniques. Les antigéenes
d’histocompatibilité majeurs et mineurs sont impliqués. En regle générale, la réponse immune
a des antigénes mineurs est plus faible. La présentation des alloantigenes peut s’effectuer par
les cellules du donneur et/ou les cellules de I’h6te, déterminant une présentation directe ou

indirecte respectivement (Goldshy et al. 2000).
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I11.2. La phase effectrice

Une variété de mécanismes est impliquée lors de la phase effectrice du rejet. Les
réactions cellulaires les plus communes comprennent les réactions d’hypersensibilité retardée
("delayed-type hypersensitivity") et la cytotoxicité induite par les CTL (Figure 4.1). Les
réactions d’hypersensibilité retardée sont causées par la sécrétion de certaines cytokines par
les TH qui induisent une forte réaction inflammatoire localisée. Cette réaction est caractérisée
par un influx massif de cellules inflammatoires, dont les macrophages sont les principaux
intervenants, provoquant donc le dommage au tissu greffé. Les CTL sont, pour leur part,
principalement des cellules T CD8+, restreintes aux CMH de classe I, mais parfois aussi des

cellules T CD4+, restreintes aux CMH de classe Il.

Suite a leur activation spécifique par les CPA du donneur ou du receveur, ainsi que par
les TH, les CTL proliférent et migrent dans la circulation pour trouver leur cible. Lorsqu’un
CTL reconnait sa cible sur les cellules du greffon, il détruit cette derniére soit en induisant
I’apoptose par Fas, soit en relachant des enzymes (perforine et granzyme) qui percent la
membrane et fragmentent I’ADN. La présence de lymphocytes infiltrants est recherchée en

histochimie pour caratériser le procesus de rejet sur une biopsie du greffon.

Des mécanismes moins communs de la phase effectrice de rejet sont la lyse par le
complexe anticorps-complément par un phénomene de CDC (Complement Dependant
Cytotoxicity) et I’ADCC ( antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity ). Certains
lymphocytes B produisent des anticorps spécifiques des protéines allogéniques du greffon.
Les anticorps fixés a la surface des cellules du donneur peuvent, selon leur isotype, activer la
cascade du complément, menant a la lyse de la cellule cible. Lors de I’ADCC, les anticorps
liés a leur cible activent certaines cellules cytotoxiques via leur récepteur de la région Fc des
immunoglobulines. Les cellules possédant ce récepteur sont les cellules NK, les macrophages,
les monocytes, les neutrophiles et les éosinophiles. La majorité de ces cellules lysent leur
cible en relachant des enzymes cytolytiques ou en sécrétant le TNF ( Tumor necrosis factor ).
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Figure 20-Représentation schématique des mécanismes de rejet de greffes
Parmi ceux-ci, nottons les réactions d’hypersensibilité retardée (« delayed-type
hypersensitivity »), la cytotoxicité induite par les CTL, la lyse par le complexe anticorps-
complément et I’ADCC (« antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity ») (d’aprés Goldsby
et al. 2000).
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IV. Manifestations cliniques du rejet du greffon

On distingue trois types de rejet immunitaire suite a une greffe : le rejet hyperaigu,

aigu et chronique.

IV.1. Le rejet hyperaigu

Le rejet hyperaigu est généralement causé par la fixation d'anticorps circulants et
préformés (anticorps réagissant contre les antigenes du greffon) sur le tissu transplante,
causant ainsi une forte réaction inflammatoire et une forte coagulation du sang en quelques
minutes a quelques heures suivant la transplantation, empéchant la vascularisation du greffon
(Schwartz 1994). Les complexes antigénes-anticorps qui se forment activent le systeme du
complément. Ce type de rejet se produit lors de transplantations d'organes solides. Les
antigénes causant ce type de réaction sont les antigénes des groupes sanguins et les CMH qui
ont déja été mis en présence du systéme immunitaire du receveur pendant une grossesse, une
transfusion ou une greffe antérieure. Les tests préventifs sont aujourd'hui le meilleur moyen
pour contrer ce type de rejet. Les xénogreffes générent aussi un rejet hyperaigu, causé par la
présence danticorps circulants naturels dirigés contre les antigénes provenant d'autres

especes.

IV.2. Le rejet aigu

Le rejet aigu est cause par le développement de réponses cellulaires et humorales
spécifiques qui surviennent environ une semaine suivant la transplantation. C'est durant cette
période que I'emploi d'immunosuppresseurs devient essentiel pour permettre la survie du
greffon. En absence d'immunosuppression, le tissu greffé est infiltré de lymphocytes T CD4+
et CD8+, ainsi que dautres leucocytes, et on détecte aussi la présence d'alloanticorps

circulants. Ces phénomeénes ménent a la destruction du tissu greffé.
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IV.3. Le rejet chronique

Si le tissu greffé survit au rejet hyperaigu et aigu, une période de quiétude s'installe.
Cette période peut durer plusieurs années pendant lesquelles les fonctions du greffon
apparaissent normales. C'est pendant cette période que le rejet chronique peut survenir. I
n'existe aucun médicament a ce jour permettant de contrer ce phénomeéne qui se produit chez
50% des patients transplantés. Le rejet chronique est caractérisé par une occlusion lente et
constante des artéres, des veines et des autres structures tubulaires du tissu greffé. Durant une
certaine période, cette occlusion est compensée par d'autres phénomenes physiologiques, dont
le développement ne peut étre décelé. Cependant, lI'occlusion vasculaire atteint un point
critique, causant ainsi une ischémie menant a la nécrose et la fibrose tissulaire. Les causes du
rejet chronique ne sont pas encore connues, mais il existe un lien entre le développement d'un

rejet aigu et le rejet chronique.

I1V.4. GVHD (graft-versus-host disease ).

Dans le cas de greffe de moelle osseuse, la situation inverse peut se produire. C’est-a-dire
que ce n’est pas I’héte qui rejette le greffon, mais le greffon qui rejette I’héte. En effet, la
présence de lymphocyte T matures contaminant les cellules de moelle osseuse d’un donneur
peuvent s’activer contre les CMH du receveur et engendrer des séveres réactions
inflammatoires, appelées GVHD. Les effets se refletent par des éruptions cutanées, des
diarrhées et des inflammations pulmonaires. Ces réactions peuvent se produire non seulement
en cas de disparité des CMH de classe | et 1, mais aussi des antigenes mineurs. Les GVHD
sont une complication commune des situations de greffe de moelle osseuse, et elles peuvent
étre contr6lées par élimination préalable des lymphocytes T des cellules de moelle greffée et
par administration d’immunosuppresseurs pendant une courte période suivant la greffe de

moelle (Janeway et al. 2001).
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B . IMPLICATION POUR LA TRANSPLANTATION

I.  Les Aspects expérimentaux

De nombreux protocoles sont capables chez le petit animal, mais aussi chez le porc ou
le primate, d’induire une tolérance de greffe d’organe ou de peau. Certains de ces protocoles
impliquent principalement I’induction d’une tolérance centrale par sélection thymique et
permettent I’établissement d’un macrochimérisme chez un animal, par ailleurs déplété en
lymphocytes T matures périphériques. Bien que ces expérimentations ne soient pas
transposables a I’homme, elles permettent de comprendre les mécanismes de tolérisation.
Ainsi I’injection intrathymique d’alloantigénes induit une tolérance chez le rongeur mais plus
difficilement chez le gros animal et surtout, des protocoles utilisant I’infusion de cellules
souches hématopoiétiques allogéniques (Sykes et al. 2001). D’autres protocoles impliquent
I’établissement d’une tolérance périphérique par des anticorps anti-CD3 non mitogéniques
(Chatenoud et al. 2003), ou des anticorps anti-corécepteurs CD4 et CD8 non déplétants
(Graca et al.2003), ou le blocage des signaux de co-stimulation par CTLA4-1g (Larsen et al.
1996), anti-CD40 L (Kirk et al. 1999), anti-lcoS (Ozkaynak et al. 2001), anti-OX40.
Néanmoins, les lymphocytes T CD4+ semblent plus sensibles que les lymphocytes T CD8+
au blocage de ces signaux de costimulation, ce qui implique, soit I’utilisation d’anticorps
déplétant anti-CD8, soit le blocage d’autres voies de co-stimulation. Les meécanismes
impliqués dans cette tolérance associent a des degrés divers, anergie, apoptose et suppression
par des T régulateurs (Li et al. 2001). Il faut noter que dans ces protocoles, I’administration
concomitante d’immunosuppresseurs, comme les inhibiteurs de calcineurine (comme la
ciclosporine et le tacrolimus ou FK506) ou les corticoides empéchent la survie prolongée ou
la tolérance du greffon (Li et al. 2000). Or I’anergie induite par le blocage de la co-stimulation
nécessite la déphosphorylation et la translocation nucléaire de NF-AT, principale cible des
anticalcineuriques. D’autre part, I’apoptose induite par I’activation (AICD pour Activation-
induced Cell Death) nécessite la production d’IL-2, I’expression membranaire de la chaine o
CD25 de son récepteur, et I’expression membranaire de Fas-L, trois évenements inhibés par
les anticalcineuriniques. Ces éléments soulignent la difficulté d’associer des molécules
immunosuppressives dans ces protocoles d’induction de tolérance. En effet, I’effet n’est

souvent pas additif ou synergique, comme cela a été le cas ces derniéres années dans les
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stratégies visant a inhiber le rejet aigu cellulaire, mais au contraire antagoniste. En plus des
mécanismes d’anergie et d’apoptose des T alloréactifs nécessaires a I’induction de tolérance,

le maintien a long terme du greffon nécessite le développement de T régulateurs .

Il. Anergie, apoptose et regulation

Ces mécanismes ne sont pas indépendants. Nous avons vu que les cellules T
apoptotiques favorisaient I’émergence de T régulateurs. IL existe, d’autre part, des liens trés
clairs entre I’anergie clonale et I’activité suppressive La plupart des LT régulateurs sont
anergiques. Par ailleurs, les LT anergiques semblent inhiber la fonction présentatrice des
cellules dendritiques sans que les mécanismes n’apparaissent tres clairs (Lombardi et al.
1994). Sur le plan physiologique, on peut envisager que le pool des lymphocytes T
régulateurs puisse controler les LT agressifs lors de I’état d’équilibre ou d’une réponse
immunitaire déclenchée par un stimulus "faible™ comme un autoantigene. Par contre, I’anergie
empéche la prolifération de ces lymphocytes T régulateurs lors d’une réponse immunitaire a
un antigéne puissant comme un antigene infectieux, permettant la prolifération de
lymphocytes T agressifs et I’élimination de ce stimulus. La plupart des lymphocytes T
"agressifs" vont alors mourir d’apoptose par AICD, les LT restants, mémoires, étant contrélés

par les LT régulateurs.
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Figure 21- La coopération entre anergie, apoptose et régulation. (d’aprés Lebranchu Y.
2004).

78



Ciblage de I'lL-2R dans la prévention du rejet de greffe

Ainsi, on peut considérer la tolérance comme la résultante d’un équilibre entre le pool
des lymphocytes agressifs et celui des lymphocytes T régulateurs (Li et al. 2001). L’induction
d’une tolérance durable en transplantation peut donc résulter d’un contr6le ou d’une délétion
des lymphocytes T régulateurs, par exemple en interférant avec la présentation de I’antigene

par les cellules dendritiques .

I11. Les perspectives

Un protocole séduisant de tolérance de greffe vient d’étre récemment décrit par
I’équipe de T. Strom, associant d’une part, un blocage de la prolifération des LT alloréactifs
par I’utilisation de la rapamycine et d’une protéine de fusion IL-15 —Fc antagoniste, inhibant
la fixation de I’IL-15 sur son récepteur. IL associe d’autre part, une apoptose de ces
lymphocytes alloréactifs par une protéine de fusion IL-2-Fc agoniste favorisant I’AICD tout

en respectant I’émergence de lymphocytes T régulateurs (Zheng et al. 2003).

Chez I’homme, il existe des signes encourageants permettant d’espérer I’induction de
tolérance. Des protocoles de greffes combinées de rein et de cellules souches
hématopoiétiques avec ou sans myéloablation ont été testés avec succes dans le myélome
permettant I’établissement d’un chimérisme mixte et, malgré I’absence de tout traitement
immunosuppresseur ultérieur, une survie a moyen terme des patients sans signe de rejet ni de
récidive de la maladie.

Des protocoles sont actuellement en cours utilisant une molécule CTLA4-1g de
seconde géneration (LEA 29 Y) ou des anticorps anti-CD3 non mitogéniques. D’autres
protocoles ont pour objectif de diminuer I’'immunosuppression en long cours (“prope
tolerance™) par I’utilisation initiale d’anticorps monoclonaux Campath 1H, anti-Campath 3 ou
d’anticorps polyclonaux anti-T. Des résultats encourageants ont d’ores et déja été observeés,
permettant dans certains cas d’arréter I’immunosuppression. D’autre part, sont en gestation
des essais de thérapie cellulaire par infusion de cellules dendritiques immatures et/ou rendues
tolérogénes ex vivo par des inhibiteurs de NF-xB tels que la dihydroxyvitamine D3, la
désoxyspergualine, la N -acétylcystéine, ou par I’acide mycophénolique (Jonuleit et al. 2003).
L’étude des parametres immunologiques des patients tolérant leur greffon, soit spontanément

aprés arrét de leur traitement immunosuppresseur, soit apres protocole d’induction de
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tolérance, suscite de réels espoirs pour I’identification de parameétres spécifiques de la
tolérance, comme une restriction VR du répertoire T de leurs lymphocytes sanguins.

La caractérisation d’un tel "profil de tolérance" chez les greffés permettrait d’une part,
d’identifier les patients chez qui des protocoles de baisse ou d’arrét de I’immunosuppression
pourraient étre menés et d’autre part, d’identifier les stratégies thérapeutiques susceptibles
d’induire ce profil. Ainsi pourrait se dessiner dans un avenir proche des modifications de ces

stratégies.
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Figure 22- Les deux phases d'induction et de maintien de la tolérance périphérique (D’apres
Lebranchu Y. 2004)
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C .IMMUNOSUPPRESSION ET IL-2

L’emploi d’immunosuppresseurs permet aujourd’hui la survie de milliers de patients
greffés a travers le monde. Malgré le développement de nouvelles formulations chimiques
d’immunosuppresseurs de plus en plus efficaces pour contrdler le rejet cellulaire, leur usage
s’accompagne indéniablement d’effets secondaires néfastes. En effet, les patients sous
traitement immunosuppresseur sont plus sujets aux infections et au développement de
cancers, puisque tout leur systeme de défense est déprimé, en raison de I’action non-
spécifique de ces drogues. De plus, I’emploi de certains immunosuppresseurs peut étre
néphrotoxique et neurotoxique.

Dans le but d’augmenter la spécificité de I’immunosuppression, certains anticorps
monoclonaux ou polyclonaux ont été developpés. La plupart sont dirigés contre des récepteurs
exprimés par les lymphocytes. Les anticorps polyclonaux sont dirigés contre des lymphocytes
humains, comme I’ATGAM (antithymocyte globulin) et la thymoglobine. Aprés leur
administration, ces anticorps provoquent la chute du nombre de lymphocytes totaux, mais
particulierement des lymphocytes T. Ces anticorps sont surtout utilises lors d’épisodes de rejet
aigu. Par contre, leur emploi est associé a des effets secondaires importants comme des

réactions allergiques et un risque élevé d’infections.

Les anticorps monoclonaux ont été initialement testés en utilisant des anticorps complets
de souris. Le plus répandu est ’OKT3 (anti-CD3). Aprés injection, la quantité de
lymphocytes circulants chute sous les 5%. Cet anticorps est aussi surtout utilisé lors
d’épisodes de rejet aigu, lorsque les patients deviennent résistants aux immunosuppresseurs
stéroidiens. Cet anticorps ne reste que quelques jours en circulation, puisque le patient produit
des anticorps contre les immunoglobulines de souris. Son utilisation est aussi associée aux
effets indésirables de I’immunosuppression (risque d’infection et de développement de
cancer) et aux effets indésirables dus a sa nature (fievre, frissons, cedeme pulmonaire et
néphrotoxicité).

Une seconde catégorie d’anticorps monoclonaux est dirigé contre le récepteur a I’lL-2
(IL-2R). Ces anticorps ont la particularit¢ d’étre humanisés, ce qui diminue leur
immunogénicité. A partir d’un anticorps monoclonal de souris dirigé contre I’IL-2R humain,
seules les parties liant I’antigéne (CDR) sont préservées et insérées dans un gene produisant

un anticorps humain. Cette humanisation permet a I’anticorps de perdurer plusieurs mois dans
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un organisme humain. Deux anti-IL-2R humanisés ont été développés: daclizumab et
basiliximab. Ces agents induisent une immunosuppression et sont efficaces pour réduire
I’incidence de rejet aigu. Leur utilisation offre I’avantage de ne pas causer d’effets
indésirables dus a leur structure moléculaire. D’autres anticorps monoclonaux humanisés sont
en essais cliniques et pourraient étre appliqués a la prevention du rejet de greffe : CAMPATH
1H et CAMPATH 3 (anti-CD52), anti-LFA-1 (bloque I’interaction LFA-1:1CAM-1), CTLA4-
Ig (seconde génération), husC8 et IDEC131 (anti-CD154), anti-CD45RB, et h1F1 (anti-B7.1;
CD80) et h3D1 (anti-B7.2; CD86).

Un fait important a noter est I’échec d’essais cliniques de I’utilisation du hu5C8 (anti-
CD154) par la compagnie Biogen apres qu’un patient soit décédé de complications
thromboemboliques. De plus, [Iutilisation du hu5C8 n’a pas démontré une
immunosuppression efficace (5 patients sur 7 ont eu des épisodes de rejet).

l. Les inhibiteurs de I’lIL-2

On trouve dans le plasma au cours de diverses maladies d'origine tumorale,
immunologique ou infectieuse (bactérienne, virale, parasitaire) des récepteurs de I'lL-2,
solubles, dont la fonction reste obscure mais qui pourraient réduire l'activité de I'lL-2 en la
fixant. Cela permet d’imaginer qu’ils puissent intervenir dans le rejet du greffon en bloguant
I’IL-2 circulante.

Rappelons également que I'lL-2 a des effets de type autocrine et paracrine. Elle active
des récepteurs situés sur la membrane de diverses cellules telles quelymphocytes T, les

cellules NK et les lymphocytes B activés.

L'IL-2 est sécrétee essentiellement par les lymphocytes T de type CD4+ stimulés par
les antigénes présentés par les CPA et par I'lL-1. L'interaction entre un CPA porteur d'un
antigéne présenté par les molécules HLA de classe Il et le récepteur d'un lymphocyte T
Helper, provoque au niveau du lymphocyte T la stimulation de la phospholipase C qui
hydrolyse le Phosphatidylinositol (PIP2) en Inositoltriphosphate (IP3) et en diacylglycérol
(DAG). L'IP3 libere du calcium qui active la calmoduline, laquelle s'unit a la calcineurine. Le
complexe calmoduline-calcineurine déphosphoryle le NF-AT (nuclear factor of activated T
cell) qui est présent dans les cellules lymphoides quiescentes a I'état phosphorylé. Le NF-AT

déphosphorylé pénetre dans le noyau et active la synthése d'IL-2.
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Les inhibiteurs de la calcineurine constituent la pierre angulaire du traitement
immunosuppresseur des patients transplantés. Deux drogues sont acuellement disponibles : la
cyclosporine A (CsA) et le tacrolimus. Ces deux molécules pénétrent dans le cytoplasme des
lymphocytes de type CD4+ ou ils inhibent la transduction du signal conduisant & la synthése
d'IL-2.

I.1. Laciclosporine A (CsA - Néoral® ; Sandimmun ®)

La cicliopsporine (dénommeée initialement cycliopsporine A) extraite du champignon
Tolypocladium inflatum.Il s’agit d’un peptide neutre, riche en acides aminés hydrophobes,
insoluble dans I’eau mais soluble dans les solvants organiques (Figure 23). Elle a de
puissantes propriétés immunomodulatrices résultant de [I’inhibition spécifique des
lymphocytes T et la suppression concomitante de la production de cytokines, principalement
celle de I’IL-2, mais egalement celle de I’IL-3, d’IL-4, de TNF o, d’IFN y et du GM-CSF

(granulocyte macrophage colony-stimulating factor).

Cyclosporin

Figure 23-Structure chimique de la ciclosporine

La ciclosporine est un médicament majeur, découvert et utilisé en thérapeutique avant
que I'on ne connaisse son mécanisme d'action au niveau moléculaire. Elle a été sélectionnée
parce gqu'elle inhibait le rejet de greffe chez I'animal. Par la suite elle s'est montrée efficace en
thérapeutique dans la méme indication.

Le mécanisme d'action de la ciclosporine rprivilégié actuellement est I'inhibition de la
synthése de certaines cytokines, en particulier celle de I'lL-2 par les lymphocytes T Helper.

Cette inhibition s'opére selon les mécanismes suivants :
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1- la ciclosporine pénetre dans le cytoplasme des lymphocytes T Helper ou elle se lie a une
immunophiline, la cyclophiline, qui est une enzyme, la peptidyl-prolyl-cis-trans-isoménase ou
rotamase.

2- le complexe cyclophiline-ciclosporine se lie a la calcineurine et inhibe son activité
phosphatasique, ce qui conduit a I'accumulation de phosphoprotéines parmi lesquelles le NF-
AT (nuclear factor of activated T cell) sous forme phosphorylée qui ne pénétre pas dans le

noyau et n'induit pas la synthese d'lIL-2.

En bloquant I’expression de I’IL-2, la ciclosporine bloque au stade quiescent les
lymphocytes en phase GO ou G1 du cycle cellulaire. Les conséquences sont :
e [’inhibition de la prolifération des lymphocytes CD4
¢ |e blocage de I’activation des lymphocytes cytotoxiques
e I’inhibition de la production d’IFNy
L’action moléculaire de la ciclosporine est spécifique et réversible. Contrairement aux
agents cytostatiques, la ciclosporine ne déprime pas I’hématopoiese (elle respecte en

particulier le polynucléaires) et ne modifie pas la fonction de phagocytose.

La ciclosporine inhibe, outre la synthese d'IL-2, celle d'IL-3 et d'IL-4, du GM-CSF
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) et du TNF, cytokines intervenant

notamment dans le rejet de greffes.

Un autre mécanisme d'action a été proposé récemment : la ciclosporine augmenterait

la synthese de TGF-R qui a des propriétés immunosuppressives.

Sur le plan pharmacocinétique, la ciclosporine est métabolisée dans I'organisme par le
cytochrome P-450 en plusieurs métabolites oxygénés dont certains possédent une activité
pharmacologique. Son métabolisme peut étre modifié, soit accéléré, soit ralenti, par d'autres

médicaments :

* accéléré par les inducteurs enzymatiques comme la rifampicine, la carbamazépine, le
phénobarbital, qui diminuent sa concentration plasmatique
* ralenti par les inhibiteurs du cytochrome P-450 comme I'érythromycine et le kétoconazole

qui entrainent une élévation de sa concentration plasmatique.
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La molécule est lipophile et quoique de nature polypeptidique elle passe la barriere
intestinale. Sa distribution dans le sang est particuliere puisque sa répartition sanguine est
d’environ 33 a 47% dans le plasma, 10 a 20% dans les leucocytes, et 41 a 56% dans les
hématies. Ainsi, compte tenu de I’équilibre instable entre les différents compartiments

sanguins, qu’il est nécessaire de doser la ciclosporine sur un échantillon de sang total.

La cilclosporine dont la prescription doit étre initée a I’hdpital a plusieurs indications :

la transplantation d'organe et la greffe de moelle osseuse ou elle est utilisée dans la
prévention du rejet du greffon et le traitement du rejet lorsqu'il survient ;

en néphrologie, le traitement de deuxiéme intention des syndromes néphrotiques avec lésions
glomérulaires ;

en dermatologie, les formes étendues et graves du psoriasis résistant aux autres traitements et
de la dermatite atopique de I'adulte ;

en rhumatologie, le traitement des formes trés actives et graves de la polyarthrite rhumatoide,
en cas d'inefficacité des autres traitements ;

en ophtalmologie, le traitement de certaines uvéites ;

En hématologie, le traitement des aplasies médullaires acquises severes.

L'indication essentielle de la cyclosporine reste la transplantation d'organe qui s'est

développée grace a son efficacite.

La molécule originale présente des caractéristiques physico-chimiques qui influencent
négativement la plupart des paramétres cinétiques (biodisponibilité orale, surface sous la
courbe, fluctuations des concentrations plasmatiques, grande variabilité inter-individuelle).
Compte tenu de ces eéléments, I’industrie pharmaceutique a développé une seconde
formulation (Néoral®) qui consiste a incorporer la substance dans une micro-emulsion a base
de surfactant, de solvants lipophiles et hydrophiles ainsi que d’éthanol. Administrée a des
volontaires sains ou a des transplantés rénaux stables, la ciclosporine dispersée dans cette
micro-émulsion a été effectivement absorbée de maniére plus consistante (Cmax et AUC
augmentés) et sans interférence alimentaire. Il y va de surcroit une corrélation linéaire entre la
biodisponibilité et la dose administrée per 0s, ce qui n’est pas le cas pour la préparation

conventionnelle.
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Elle est donc commercialisée sous deux formulations différentes : I'une le Néoral® et
le Sandimmun®, la premiére formulation ayant une meilleure biodisponibilité par voie orale

que la seconde.

La ciclosporine peut entrainer un certain nombre d'effets indésirables : insuffisance
rénale, hypertension artérielle, tremblements, paresthésies, sensations de brdlure aux mains et
aux pieds, hirsutisme, troubles digestifs (anorexie, nausées, vomissements, diarrhées,
hypertrophie  gingivale), troubles  métaboliques (hyperkaliémie,  hyperuricémie,
hypomagnésémie). En raison de la diminution des réponses immunitaires, elle peut augmenter
le risque d'apparition de certaines tumeurs malignes ou de lymphomes. La ciclosporine

n'aurait cependant pas d'effet tératotogéne.

L’introduction de la CsA, vers le milieu des années 80, a permis d’accroitre la survie
des greffons rénaux de plus de 10% par rapport a I’azathioprine. La CsA a été depuis
universellement prescrite, du moins, des les premiers mois de greffe, a tous les transplantés

rénaux.

1.2. Le tacrolimus ou FK 506 (Prograf®)

Dénommé a son origine FK 506 (Fugisawa), ce medicament est utilisé dans diverses
greffes d’organes et en particulier la greffe de foie. Cette molécule est une lactone
macrocyclique hydrophobe (macrolide) (Figure 24) extraite d’une bactérie tellurique
Streptomyces tsukubaensis. Son activité immunosuppressive, sur une base molaire, a été

estimée a 100 fois celle de la ciclosporine.
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Figure 24- Structure chimique du tacrolimus (FK 506).
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Ce macrolide immunosuppresseur inhibe I’activation des lymphocytes T et la
prolifération des lymphocytes B dépendants des lymphocytes T auxiliaires (CD4). Il diminue
la production des lymphokines, et en particulier I’IL-2 et I’IL-3, ainsi que I’IFN y. Il diminue
également I’expression du récepteur de I’lL-2.

Le tacrolimus a le méme mécanisme d'action que la ciclosporine, mais au lieu de se
fixer a la cyclophylline, il se fixe a une protéine appelée FKBP12 (FK binding protein). Le
complexe tacrolimus-FKBP inhibe l'activité phosphatasique de la calcineurine responsable de
la déphosphorylation du NF-AT-P. Comme seul le NF-AT (non phosphorylé) est susceptible
de pénétrer dans le noyau et de stimuler la production d'IL-2, l'inhibition de la
déphosphorylation du NF-AT-P, l'inactive.

Les indications du tacrolimus sont la prévention et le traitement du rejet de greffe
apres transplantation rénale et hépatique. En application locale, le tacrolimus s'est montré
efficace dans le traitement de la dermite atopique.

Sa biodisponibilité chez I’homme est tres variable, elle varie entre 20 et 25% chez les
transplantés rénaux ou hépatiques. Apres administration orale, I’état d’équilibre est atteint en
3 jours (avec une Cpax entre 40 et 75 ng/ml chez I’adulte). Le tacrolimus est fortement lié aux
protéines plasmatiques (>98%), il est également fortement lie aux érythrocytes. Le rapport
sang total sur plasma est d’environ 20. Comme la ciclosporine A, le tacrolimus doit étre dosé
dans le sang total.

Parmi ses effets indésirables, on peut citer des troubles métaboliques (hyperkaliémie,
hyperglycémie, insuffisance rénale), des manifestations neuropsychiatriques (tremblements,
céphalées, paresthésies, troubles visuels, troubles du comportement), une hypertension
artérielle, des troubles digestifs, un risque majoré d'infections ou de lymphomes.

Le tacrolimus inhibe le cytochrome P-450 de type 3A4, responsable de la
métabolisation de divers autres médicaments tels que le inhibiteurs calciques, macrolides,
ciclosporine et glucocorticoides ; diverses interactions pharmacocinétiques étant possibles. Le
tacrolimus étant tératogene chez certaines especes animales, son utilisation pendant la

grossesse est contre-indiquée.
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I1. Les anti-métabolites

11.1. Le mycophénolate mofétil (Cellcept®)

C’est I’ester morpholinoéthyl (mofétil) de I’acide mycophénolique (MPA), inhibiteur
compétitif et réversible de I’enzyme inosine-monophosphate-déshydrogénase (IMPDH),
impliquée dans la synthese de novo des purines (nucléotides dérivés de la guanine). Le
blocage de cette synthese de novo entraine une diminution des réplications d’ADN dans les

lymphocytes B et T ainsi qu’une diminution de synthese d’anticorps par les cellules B.

Figure 25- Structure chimique du mycophénolate mofétil

Il inhibe ainsi la prolifération lymphocytaire et la production d’immunoglobulines,
mais pas la production d’IL-1, IL-2 ou IL-2R. En synergie avec la ciclosporine, le
mycophénolate inhibe le rejet aigu d’allogreffe et préviendrait le rejet chronique. Il inhiberait
également le rejet xénogénique. Sa toxicité s’exerce essentiellement sur la moelle osseuse et
le systéeme lymphocytaire (anémie et lymphopénie). Des doses de 400 mg a 5 g/j ont été
utilisées dans le traitement de la polyarthrite. Aucun effet secondaire notable n’est survenu
jusqu’a 2 g/j. Au-dela, fievre, rash cutané, vomissements, myalgies, arthralgies ont été notés.

L’effet anti-prolifératif du MMF s’apparente a celui de I’azathioprine (Imurel®), qui
inhibe aussi, par d’autres mécanismes, la synthése des purines. Les effets secondaires
principaux du mofétil sont la leucopénie et la diarrhée. Ainsi, la dose de mofétil a du étre
réduite chez pres de 25% des patients pour leucopénie.

Cependant et de facon notable, le mofétil est dépourvu des effets secondaires
provoqués par les ICNs, le sirolimus (SRL) ou les stéroides, tels [I’hypertension,

I’hyperlipidémie, le diabéte, la néphrotoxicité, ou les complications osseuses. Trois grands
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essais cliniques ont évalué, durant la premiere année de la transplantation rénale, le mofétil en

association avec de la CsA et des stéroides.

Le 10 octobre 2003 une autorisation de mise sur le marché a été octroyée au
laboratoire NOVARTIS Pharma SAS sur la spécialité Myfortic®. Le principe actif de
Myfortic® est le mycophénolate sodique, sel de sodium de I’acide mycophénolique.

Myfortic® est indiqué, en association avec la ciclosporine et les corticoides pour la
prévention du rejet aigu d’organe chez les patients adultes ayant bénéficié d’une allogreffe
rénale.

Le mycophénolate sodique est présenté sous une formulation gastro-résistante. Le but
initial recherché était de diminuer les effets indésirables, notamment gastro-intestinaux,
observés avec le mycophénolate mofétil, prodrogue du MPA (Cellcept®). L’efficacité

thérapeutique ainsi que la pharmacocinétique de ces deux spécialités sont équivalentes.

11.2. L’azathioprine (Imurel® ; Imuran®)

Analogue des bases puriques, I’azathioprine ou 6-[(1-méthyl-4-nitro-1h-imidazol-5-
ylthio]-1H-purine, est un précurseur de la 6-mercaptopuirne (6-MP) (Figure 25). Son activité
immunosuppressive repose, apres transformation en 6-Mp, sur I’inhibition de la synthése des
acides nucléiques. La 6-MP est d’abord transformee, sous I’influence de I’hypoxanthine-
guanine-phosphoribosyl-transférase, en un ribonucléode, I’acide thio-inosinique (T-IMP). Le
T-IMP inhibe la synthése des purines de novo, I’interconversion purine-nucléotides et la
synthése des acides nucléiques. L’action de I’azathioprine sur la réponse immune in vitro
prédomine sur les cellules T dont elle inhibe la prolifération. Elle diminue également la
production d’IL-2, le pool de cellules cytotoxiques NK et de monocytes. In vivo, aux doses
thérapeutiques, elle prolonge la survie des allogreffes sans modification des populations

lymphocytaires, des tests fonctionnels in vitro ou des concentrations d’anticorps préformés.
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Figure 26-Structure chimique de I'azathioprine

La toxicité médullaire nécessite une surveillance réguliere de I’hémogramme ;
leucopénie, thrombopénie, anémie mégaloblastique ou aplasie de la lignée rouge peuvent
apparaitre 7 a 14 jours apreés le début du traitement. L’azathioprine, par son effet carcinogéne
direct (altérations chromosomiques) et indirect (réplication de virus oncogenes), augmente
I’incidence des cancers. L hépatotoxicité reste controversée.

L’association azathioprine-allopurinol expose au risque de pancytopénie, voire
d’agranulocytose, puisque I’allopurinol inhibe la xanthine-oxydase et diminue I’élimination
de la mercaptopurine. L’azathioprine augmente la synthése et/ou [I’activation de la

prothrombine et donc les besoins en warfarine (anti-vitamine K) lors d’un traitement.

L azathioprine, par voie intraveineuse (Imuran®) puis per os (Imurel®), est associée
aux corticoides en prophylaxie du rejet apres transplantation. Il existe une synergie d’action
avec la ciclosporine. La posologie de 1 a 3mg/kg/j est adaptée a la tolérance hématologique et
le traitement est interrompu si les globules blancs sont inférieurs & 3500/mm? ou les

plaquettes & 80000/mm?®.

I11. Les corticostéroides

L’introduction des corticostéroides en tant que traitement immunosuppresseur dans les

années 1960 a été un élement clé de la thérapie aprés transplantation d’organes. Les
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principaux représentants utilisés dans ce contexte sont la prednisone (Solupred®) (Figure 26)
et la méthylprednisolone (Medrol®). Ces molécules agissent par une diminution de
I’expression des génes codant pour certaines cytokines, interrompant ainsi I’activation des LT
et I’atteinte tissulaire médiée par les macrophages. En effet, les corticoides se lient au
récepteur proteique intracellulaire NF-xB, régulateur du systéme immunitaire et de
I’expression des génes de [I’inflammation. L’activation du NF-xB (et la formation
concomitante de cytokines) implique la dégradation de son inhibiteur cytoplasmiqque (1xB) et
la translocation du NF-xB vers le noyau. En présence de prednisone, la transcription du gene
d’IxB est stimulée. La protéine 1xB nouvellement synthétisée favorise la réassociation du
complexe NF-xB-1xB et en empéchant la translocation du facteur nucléaire vers le noyau,
diminue substantiellement la sécrétion de cytokines et la réaction immunitaire. Les
corticostéroides produisent également des effets anti-inflammatoires non spécifiques et des

effets anti-adhésion pouvant contribuer a I’immunosuppression.

PREDMISOMNE

Figure 27-Structure chimique de la prednisone

IV. Les inhibiteurs de la mTOR (mammalian target of
rapamycine)

IV.1. Le sirolimus (Rapamune ®)

Le premier représentant de cette catégorie est la rapamycine. Il s’agit d’un macrolide
cyclique (Figure 27) issu d'un micro-organisme tellurique (Streptomyces hygroscopicus). Il a
été isolé pour la premiére fois au début des années 1970 dans le cadre de la recherche de
nouveaux agents antifongiques. Cette molécule a tout d’abord montré une activité
particulierement puissante chez I’animal contre la levure Candida albicans, ainsi qu’une

activité immunosuppressive dans des modeéles de maladies auto-immunes chez le rat. Ce n’est
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que bien plus tard que son activité pour la prévention du rejet de greffe a été investiguée,
aprés qu’un composé structurellement similaire, le tacrolimus, ait démontré une activité
immunosuppressive puissante. En 1995, la rapamycine prend le nom de sirolimus
(Rapamune®). L’élucidation de son activité immunosuppressive puissante ainsi que
I’identification ~ d’un  important  synergisme  pharmacologique  avec  d’autres
immunosuppresseurs, amenent la FDA a approuver son utilisation lors de greffes rénales en
1999.

IV.2. L’éverolimus (Certican®)

Le deuxieme inhibiteur de la mTOR est I’everolimus qui est également connu sous le
nom de SDZ-RAD. Il s’agit du dérivé 40-O-(2-hydoxyethyl) du sirolimus. 1l a été admis sur le
marché suisse depuis le 21 avril 2005 dans la prophylaxie du rejet d’organe chez les patients
adultes avec un risque immunologique faible a modéré ayant recu un greffon allogéne de rein
ou de cceur.

* || devrait étre administré en combinaison avec le Neoral® et des corticostéroides

* 11 constitue également un nouveau inhibiteur du signal de prolifération (inhibiteur mTOR)
qui inhibe la prolifération des cellules T, des cellules musculaires lisses vasculaires et des
cellules endothéliales (Swiss Compendium of Drugs — www.documed.ch).

* 1l permet une diminution significative de la vasculopathie du greffon et des rejets aigus en
comparaison avec I’ Azathioprine dans la transplantation cardiaque.

* 1| est le seul inhibiteur du signal de prolifération admis dans la transplantation cardiaque
(Swiss Compendium of Drugs — www.documed.ch).

* Il permet une réduction de la micro-émulsion de ciclosporine dans le but d’améliorer
la fonction rénale tout en maintenant la méme efficacité chez les transplantes rénaux (Eisen et
al. 2003).

Alors que les inhibiteurs de la calcineurine bloquent la libération d’1L-2 par les LT, les
inibiteurs de la mTOR se fixent, comme le tacrolimus, sur I'immunophiline FK-PB12. En
revanche, leur mode d'action est trés différent. Leurs cibles apparaissent étre deux kinases
TOR-1 et -2 (targets of rapamycine), associées a la progression G1-S du cycle cellulaire. La
liaison des inhibiteurs de la mTOR a FK-BP 12, inhibe une S6 protéine kinase (p70S6K)
essentielle a la phosphorylation ribosomale et a la dissociation de l'inhibiteur du cycle

cellulaire p27 du complexe cdk/cykline D. Cette inhibition n'est pas spécifique des
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lymphocytes T car ces immunosuppresseurs inhibent aussi la prolifération des lymphocytes B,

des mastocytes, des cellules musculaires lisses, des fibroblastes et des cellules endothéliales.
Ces molécules ne semblent pas néphrotoxiques. Les principaux effets secondaires sont

la survenue d'une thrombopénie et d'une hyperlipidémie qui apparaissent sensibles a la

réduction de la posologie.

Sirolimus Everolimus

Figure 28-Structure chimique des inhibiteurs de la mTOR.

V. Les anticorps antilymphocytaires

V.1. OKT3 et ATG

Commercialisé en 1981, I’OKT3 ou murumonab-CD3 (OKT3 Orthoclone®) est un
anticorps monoclonal de souris dirigé contre le complexe CD3, une série de protéines
associées au récepteur a I’antigéne des LT. Les préparations polyclonales d’ATG (pour anti-
thymocyte globulins) sont obtenus en immunisant des lapins ou des chevaux a I’aide de
lymphcytes humains. Elles contiennent des anticorps diriges contre de nombreux antigenes
membranaires dont certains sont représentés uniquement sur les cellules T, tels CD3, CD4 ou
CD8, alors que d’autres, telles les molécules d’adhésion CD11b et CD18 se retrouvent aussi
sur d’autres cellules circulantes (Bourdage te al. 1995). Ceci explique probablement la
leucopénie et la thrombopénie se produisant lors du traitement a I’ATG. Le mécanisme
d’action principal de I’OKT3 et de I’ATG consiste en une déplétion du sang circulant en
lymphocytes T. L’OKT3 et I’ATG entrainent un syndrome de relargage de cytokines aprés la
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premiére dose (Abramowicz et al. 1989 ; Chatenoud et al. 1989). En outre, tant ’OKT3 que
I’ATG peuvent entrainer une sensibilisation chez le receveur, avec comme conséquence
possible une neutralisation avec perte d’efficacité en ce qui concerne I’OKT3, et une maladie
sérique en ce qui concerne I’ATG. L’efficacité de I’OKT3 et de I’ATG dans le traitement du
rejet aigu conduit a leur utilisation pendant une a deux semaines durant la période post-
opératoire immédiate, une stratégie appelée "induction”, ayant comme objectif d’utiliser les
immunosuppresseurs les plus puissants au moment ou le risque de rejet est le plus grand,
c’est-a-dire durant les premiéres semaines de greffe.

Des données provenant d’études prospectives, randomisées ainsi que des registres
indiquent (Opelz et al. 1995) que I’induction a I’OKT3 ou a I’ATG permet non seulement de
réduire considérablement I’incidence de rejet, mais aussi d’augmenter la survie du greffon a
long terme de + 5% par rapport aux patients recevant CsA Sandimmun® + AZA + stéroides.
Chez les groupes a plus haut risque immunologique tels les enfants, les patients de race noire
ou les patients présentant des taux élevés d’anticorps anti-HLA, le bénéfice était encore bien
plus considérable, atteignant parfois 20% d’amélioration de survie du greffon apres 3 a 5 ans.

Méme avec I’utilisation des nouveaux immunosuppresseurs, I’adjonction d’ATG ou
d’OKT3 permet une diminution supplémentaire des taux de rejet. Ainsi, I’incidence de rejet
s’éleve a 32% chez les patients traités par tacrolimus + AZA+ stéroides, versus 18 si I’on y
associe une induction a I’ATG (Charpentier et al. 1998). Toutefois, il est clair que dans cette
indication — prévenir au mieux le rejet aigu - les anticorps anti-1L-2R semblent tout aussi
efficaces et moins toxiques (Vincenti et al., 1999).

Il faut néanmoins garder a I’esprit que les patients a haut risque immunologique, tels
ceux ayant perdu un ou plusieurs greffons préalables ou ceux hautement sensibilisés contre les
antigenes HLA, n’ont pas été inclus dans les essais cliniques évaluant les anticorps anti-1L-2R
et OKT3/ATG chez ces patients. Dans I’attente, I’induction a I’ATG ou I’OKT3 constitue les
stratégies de choix dans cette indication, en association avec un inhibiteur de la calcineurine,
du MMF et des stéroides.
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V.2. Les antagonistes du récepteur de I’l1L-2

V.2.1. Le Basiliximab (Simulect®)

Le Basiliximab est un anticorps monoclonal chimérique (murin/humain) constitué des
parties variables d’un anticorps anti-Tac (anti-CD25) (RFT5) et des régions constantes de la
chaine lourde d’une 1gG1 humaine et de la chaine kappa (k) (Amlot et al. 1995).

RFTS5 se fixe spécifiquement et avec une forte affinité (Kd = 10 ° M) & la chaine o du
récepteur de I’IL-2 exprimée par les cellules T activées. Il prévient ainsi la fixation de I’I1L-2
sur les LT et inhibe la réponse proliférative. Les cellules T au repos ne sont pas affectées par
le Simulect® (Amlot et al. 1995).

Variahle

Domaines variables du RFT5 murin

Constamnt

Domaines constant de I’lgG1 humaine

Figure 29-Sructure du basiliximab. (Laboratoire Roche)

Simulect® associe la spécificité d’un anticorps murin aux caractéristiques
fonctionnelles d’une 1gG1 humaine. La susbtitution du fragment Fc murin (constant) par des
régions humaines homologues permet de diminuer la réponse HAMA (Human anti-mouse
antibody) de maniére significative. Les anticorps anti-idiotypes dirigés contre le Simulect® ne
sont que rarement observés. L’incidence n’est que de 1,2%, plus faible que celle observée
pour le Daclizumab qui est de 8,4% (Laboratoires Roche, 1997 ; Laboratoires Novartis 1998).
Une inhibition de la fixation de I’IL-2 est observée a partir de 1 ug/ml. Une dose totale de 40
mg de Simulect® peut étre suffisant pour obtenir 30 & 45 jours d’imunosuppression apres
transplantation (20 mg sont d’abord administrés 2 heures avant I’intervention et une dose de
20 mg est aministrée ensuite 4 jours apreés la transplantation).
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Une diminution de I’incidence (de 29% versus placebo) des épisodes de rejet aigu, 6
mois apres la greffe a été observée .

La demi-vie du Basiliximab est de 7 jours, qui semble étre plus longue que les autres
anticorps chimériques existants tels que I’anti-CD7, dont la demie-vie varie de 2 a 5 jours et
des autres anticorps monoclonaux murins dont la demie-vie est approximativement 1 jour.

En association avec la ciclosporine et la prednisolone, il réduit I’incidence et la
séverité des épisodes de réjection aigue. La fréquence des infections et des cancers ne serait
pas augmentee.

Commercialisé depuis mars 2003 (Simulect®) par les Laboratoires NOVARTIS
PHARMA S.A.S, il permet d’adapter la posologie a I’enfant de moins de 35 kg, suite & une
demande de la Commission de la Transparence (avis du 20 février 2002).

Figure 30-Représentation shématique de la fixation du Basiliximab sur la
chaine réceptrice alpha du complexe récepter de I'lL-2 (représentation
partielle a gauche) (Laboratoire Roche)

V.2.2. Ledaclizumab (Zenapax®)

Le daclizumab est un anticorps monoclonal produit par génie génétique. La solution
stérile contient un anticorps monoclonal humanisé recombinant d’isotype 1gG1l. Les génes
recombinants qui codent pour le daclizumab sont composés de séquences d’anticorps humains
(90%) et murins (10%). Les séquences humaines proviennent des régions constantes de
I’lgG1 humaine et les régions structurales variables de I’anticorps Eu de myélome. Les
séquences murines proviennent des régions CDR (déterminant la complémentarité) de

I’anticorps anti-Tac murin. Le poids moléculaire prévu d’aprés le séquencage de I’ADN est
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de 144Kd. Zénapax® est purifié & partir du surnageant de cultures cellulaires a I’aide de la

chromatographie par échange d’ions et de la chromatographie par gel-filtration.

Le daclizumab se fixe avec une forte affinité a la sous-unité o (Tac) du complexe
récepteur de haute affinité de I’IL-2 (IL-2Ra), inhibant la liaison et I’activité biologique de
I’IL-2. L’affinité du daclizumab est trés spécifique pour le Tac, qui est exprimé sur les
lymphocytes activés et non sur les lymphocytes au repos. L’administration du daclizumab
inhibe I’activation des lymphocytes médiée par I’IL-2, état critique de la réaction immunitaire
a médiation cellulaire intervenant dans le rejet des allogreffes.

Le daclizumab sature le site récepteur Tac pendant environ 120 jours a la posologie
recommandée. Aucune modification significative du nombre de lymphocytes circulants et de
phénotypes cellulaires n’a été observée lors de I’analyse au moyen d’un trieur de cellules
activé par fluorescence. Les données ne permettent pas de tirer une conclusion définitive sur
I’apparition d’un syndrome de libération de cytokines aprés I’administration de Zenapax®

Le mode d’action précis associé a I’anticorps anti-Tac humanisé (HAT) n’a pas
completement été élucidé. Il est certain que la saturation de I’IL-2Ra et I’inhibition de la
prolifération cellulaire dépendant de I’IL-2 sont essentielles aux effets immunosuppresseurs
globaux du daclizumab, mais on ignore si ces facteurs sont suffisants ou les seuls en cause.

Les données in vitro et in vivo semblent indiquer qu’une concentration sérique de 5 a
10 pg/ml est nécessaire pour saturer le récepteur Tac afin d’inhiber les réponses des LT
activés.

La demi-vie d’élimination terminale pour un sujet de référence (blanc, 45 ans, 80 kg
et exempt de protéinurie) a été de 20 jours, ce qui équivaut a la demi-vie d’élimination
terminale de I’lgG humaine (18-23 jours). L’influence du poids corporel sur la clairance totale
de Zénapax® justifie une posologie en fonction du poids (mg/kg). On maintient ainsi
I’exposition au médicament a I’intérieur de 30% de la valeur de référence dans les cas
présentant un large éventail de paramétres démographiques. Aucune modification de la
posologie en fonction des autres covariables identifiées (&ge, sexe, protéinurie, race) n’est
nécessaire chez les patients qui recoivent une allogreffe rénale. Les effets du sexe, de la race,
du poids et de la présence d’un atteinte rénale ou d’une atteinte hépatique n’ont pas fait I’objet
d’études complétes et indépendantes. Par ailleurs, aucune donnée pharmacocinétique

completes sur les enfants qui ont regu une allogreffe rénale sont disponibles.
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D’autre part, Il est important de noter que les patients soumis a un traitement
immunosuppresseur aprés une transplantation sont davantage exposé au risque de lymphomes
et d’infections opportunistes. En revanche, bien que le Zénapax® soit un immunosuppresseur,
I’incidence de lymphomes ou d’infections opportunistes n’a pas augmenté chez les patients
qui ont recu cet anticorps au cours des essais cliniques.

Par ailleurs, dans les études sur I’administration de trithérapies et de bithérapies, des
anticorps ont été décelés chez respectivement 12 et 18% des sujets, mais ces anticorps n’ont
pas influencé I’efficacité, I’innocuité, le taux sérique de daclizumab ou tout autre parameétre
cliniquement pertinent mesuré.

Ayant obtenu ’AMM en février 1999, le daclizumab commercialisé par les
Laboratoires ROCHE est indiqué comme adjuvant pour la prophylaxie du rejet aigu chez les
receveurs de greffe rénale. Dans les études cliniques, la majorité des sujets ont recu
Zénapax® en association avec la ciclosporine, des corticoides et I’azathioprine.

Des réactions anaphylactiques peuvent survenir apres I’administration de protéines.
Dans de rares cas, des réactions d’hypersensibilité severes et aigues (apparaissent dans les 24

heures) ont été signalées apreés I’administration initiale ou subséquente de Zénapax®.
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Figure 31- Mécanisme d'action du daclizumab : liaison spécifique a la chaine réceptrice alpha
du complexe récepteur de I'lL-2. A. Avant fixation. B. Aprés fixation.

(laboratoires Roche)
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Ciblage du récepteur de I1’1L-2 en

cancerologie

A .INTRODUCTION

. Le traitement du cancer

I.1. Les traitements classiques

Parmi les traitements classiques pratiqués actuellement en routine, on peut distinguer : les
traitements locaux (chirurgie, radiothérapie externe) et les traitements systémiques
(chimiothérapie). Dans la plupart des cas, les différentes approches thérapeutiques sont
utilisées en association, en alternance ou en concomitance afin de potentialiser les réeponses
anti-tumorales. Dans la majorité des cas de tumeurs solides, le traitement de référence le plus
efficace reste I’ablation de la tumeur par intervention chirurgicale. Ce traitement peut
conduire a la guérison si la tumeur est localisée et s’il n’y a pas de processus d’envahissement
des autres organes. En présence de métastases, la chirurgie est souvent nécessaire en premiére
intention et des traitements complémentaires sont utilisés pour éliminer les cellules
métastasiques.

La radiothérapie externe est, aprés la chirurgie, le traitement local le plus courant. Elle
utilise des sources d’irradiation externe a I’organisme (rayons gamma ou X). Cependant,
I’administration de doses élevées localisées entraine des effets secondaires importants le long
du trajet des rayons notamment au niveau de la peau et au niveau des tissus sains environnant
la tumeur. Il est donc important de fractionner la dose et de I’étaler dans le temps pour
permettre d’augmenter I’effet anti-tumoral sans dépasser les seuil de tolérance des tissus
sains.

La troisieme "arme thérapeutique™ classique est la chimiothérapie. Ce traitement
systémique utilise différentes molécules toxiques, ciblant les cellules en prolifération et

bloguant leur capacité de multiplication. Selon leur mécanisme d’action, on distingue :

-les anti-métabolites, qui inhibent de facon compétitive la synthése de I’ADN et la

prolifération cellulaire (exemple : methotrexate)
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-les alkylants, qui modifient les bases de I’ADN (exemple : Melphalan)
-les poisons du fuseau, qui bloquent le cycle cellulaire (exemple : paclitaxel, vinorelbine)
-les inhibiteurs de topoisomrases | ( exemple : Irinotécan) et Il (exemple : Doxorubicine)

-et les agents intercalants de I’ADN (exemple : iadarubicine).

Ces molécules peuvent étre administrées isolément ou dans des protocoles de
polychimiothérapie combinant des molécules qui induisent des effets cellulaires différents.
Dans le traitement curatif des tumeurs solides, la chimiothérapie est en général adjuvante a la
chirurgie ou a la radiothérapie. L’efficacité de ce traitement est souvent accompagnée d’effets
secondaires importants liés a son action sur les cellules saines en prolifération (cellules de la

moelle osseuse, muqueuses, peau).

1.2. Les associations thérapeutiques

Pour améliorer I’efficacité des traitements des tumeurs malignes, la combinaison de
différentes thérapies est une approche séduisante. Les associations, entre la chirurgie et la
radiothérapie externe, ou entre la chirurgie et la chimiothérapie constituent des traitements
standards dans certaines indications. De méme, la radiothérapie est souvent associee a la
chimiothérapie. En effet, certaines molécules, comme la gemcitabine (Azria et al. 2004a ;
Lawrence et al. 2001) et le paclitaxel (Milas et al. 1994) sont connues pour leurs propriétés
sensibilisantes et peuvent donc potentialiser les effets toxiques de la radiothérapie
concomitante par rapport a la radiothérapie (rayons y/X) sur les cellules tumorales.
L’efficacité supérieure de la chimio-radiothérapie concomitante par rapport a la radiothérapie
seule a été démontrer dans des études cliniques randomisées (Jeremic et al. 2005). Les
mécanismes de complémentarité des deux thérapies ne sont pas encore précisement compris
mais I’augmentation de la mortalité cellulaire semble passer par I’apoptose, le cycle cellulaire,
et I’oxygénation des tumeurs.

Malgré les progres incontestables, le taux de mortalité des patients reste élévé pour de
nombreux types de cancers. L’avenement de la biologie moléculaire et la connaissance des
voies de signalisation intracellulaire ont permis le développement des thérapies systémiques
ciblant de plus en plus spécifiquement les tissus néoplasiques.
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1.3. Les thérapies expérimentales

1.3.1.  Le ciblage des néo-vaisseaux tumoraux

Une approche thérapeutique récente consiste a cibler spécifiqguement les cellules des
néo-vaisseaux tumoraux pour entrainer la mort des cellules cancéreuses et éviter la
dissémination des cellules tumorales. Une des voies de signalisation jouant un réle majeur
dans le processus d’angiogénése normal et pathologique est la voie du VEGF/récepteur-
VEGF. Par cette implication dans I’angiogénése tumorale, de nombreuses études ont été
menées et ont donné des résultats encourageants (Hicklin and Ellis, 2005). Deux approches
thérapeutiques sont principalement développées dans le ciblage des néo-vaisseaux tumoraux.
La premiere utilise des agents anti-angiogéniques pour inhiber le développement de la
vascularisation tumorale (inhibiteurs de la matrix-métallo-protéases, inhibiteurs de la
croissance des cellules endothéliales...). La seconde approche cible les vaisseaux tumoraux
déja en place en essayant d’exploiter des différences d’expression de marqueurs vasculaires
entre les cellules endothéliales normales et les cellules de la néo-vascularisation tumorale

(utilisation d’anticorps, thérapie génique).

1.3.2.  Les inhibiteurs de tyrosine kinase

Récemment ont été développés des traitements ciblant les enzymes tyrosines kinases
qui interviennent a la fois dans la prolifération et la cancérogénése. Plusieurs anticorps ou
petites molécules inhibant I’activité tyrosine kinase de différents récepteurs sont en cours de
développement clinique (Shawver et al. 2002). L’Herceptin® a été la premiére thérapie anti-
kinase développée (trastuzumab). Cet anticorps humanisé cible le récepteur Her2/neu, qui
appartient a la famille des RTKs (Récepteur Tyrosine Kinase), exprimé a la surface des
cellules tumorales. La fixation de I’Herceptin® au récepteur Her2/neu induit une
internalisation du récepteur et inhibe la progression du cycle cellulaire. Le gene codant pour
HER2/neu est surexprimé dans 30% des cancers du sein et dans d’autres cancers, comme le
cancer pulmonaire non a petites cellules, le cancer ovarien et le cancer de la prostate. Cette
expression constitue un mauvais pronostic. L’efficacité de cet anticorps en monothérapie a été

démontrée dans des études cliniques de phase Il (Cobleigh et al. 1999) admis également dans
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des essais de phase Il randomisés, lorsque I’Herceptin® est associé avec une premiére ligne

de chimiothérapie (Slamon et al.2001).

1.3.3.  Les anticorps couplés a de petites molécules toxiques

L utilisation d’anticorps, comme le trastuzumab ou le rituximab (anti-CD20), dans le
traitements de certaines pathologies comme le cancer du sein, montre une efficacité liée aux
effets directs de I’anticorps nu. Afin d’augmenter le potentiel anti-tumoral des anticorps, ils
peuvent étre directement couplés a des toxines. Le couplage des anticorps avec des molécules
de chimiothérapie a largement été étudié (Farah et al.1998) mais n’a pas montré d’efficacité
dans les études cliniques de phase Il (Ajani et al. 2000). L’utilisation de molécules toxiques
comme la calicheamicine (DiJoseph et al. 2004 ; Sievers et al. 2001) ou la Maytansinoide (Liu
et al. 1996) a augmenté de 100 a 1000 fois le potentiel toxique des anticorps couplés, par
rapport aux anticorps couplés a des molécules de chimiothérapie. L’internalisation de
I’anticorps fixé a la surface des cellules ciblées permet de délivrer la molécule toxique a
I’intérieur des cellules potentialisant ainsi I’efficacité anti-tumorale tout en diminuant

significativement I’exposition des tissus sains a I’agent toxique.

1.3.4. La radioimmunothérapie

1.3.4.1. Généralités

La radioimmunothérapie (RIT) est une forme de radiothérapie interne utilisant comme
agent de vectorisation un anticorps monoclonal reconnaissant les antigenes exprimes par les
cellules tumorales. Cette approche constitue une avancée par rapport au protocole
d’irradiation externe en permettant d’obtenir de fortes irradiations localisées sur les tumeurs
ou de cibler les cellules cancéreuses disséminées dans I’organisme tout en préservant les
tissus sains. L’efficacité et la toxicité de la RIT dépendent du choix de I’anticorps, du
radioélément, de I’antigéne et des caractéristiques de la tumeur. Ces facteurs conditionnent la
dose absorbée et I’lhomogénéité du dépot d’énergie.

L’optimisation de cette approche thérapeutique implique en premier lieu d’améliorer
la spécificité des anticorps pour les cellules tumorales, et d’élargir les possibilités de ciblage
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de tumeur d’origine histologique variée. En second lieu, il est nécessaire d’optimiser
I’irradiation en adaptant le choix des radioéléments aux caractéristiques des tumeurs ciblées.

La majorité des protocoles mis en place actuellement utilise des émetteurs béta tels
I’lode 131 ou I’Yttrium 90. Les rayonnements béta présentent un faible transfert d’énergie
linéique (TEL) c’est-a-dire que les dépdts d’énergie provoqués par les particules béta sont
sporadiques et s’effectuent sur des trajets longs (de I’ordre de 1000 um) (Figure 32). Ces
rayonnements sont donc particulierement bien adaptés au ciblage de tumeurs localisées ayant
un diamétre de I’ordre du centimétre. La fixation d’un nombre important de radioéléments
dans le volume de la tumeur entraine localement une forte irradiation liée au « feu croisé »
des radiations dont les effets s’additionnent. Les tissus sains qui expriment une moindre
densité d’antigéne et ne présentent pas d’organisation en amas cellulaire recoivent des doses
sublétales compatibles avec leur survie. Les approches thérapeutiques de radio
immunothérapie des cancers hématologiques diffus sont donc peu accessibles a la radio
immunothérapie béta. Actuellement les limites de cette approche sont liées a la toxicité du
traitement et en particulier a la myélotoxicité. D’autre part, la taille et la structure de la
tumeur doivent étre compatibles avec la pénétration des anticorps radiomarqués afin qu’une
accumulation de dose permette sa destruction.

Récemment, de nouvelles approches de radio-immunothérapie utilisant des
rayonnements alpha se sont développées. Ces rayonnements, contrairement aux €missions
béta, présentent un fort transfert d’énergie linéique c’est-a-dire que le dép6t d’énergie lié a
I’émission d’une particule alpha est élevé et s’effectue sur un trajet court de I’ordre de
quelques dizaines de um (Poujet et al. 2001, Mulford et al., 200, Van den Bulcke et al; 2003)
(Figure 33). Ce type d’émission permet donc, d’effectuer des irradiations tres localisées tout
en préservant les tissus environnants et, d’obtenir une toxicité cellulaire avec seulement
quelques désintégrations a la surface cellulaire (Mc Devitt et al. 2001). Contrairement aux
émetteurs béta, les émetteurs alpha, en raison de leur court rayon d’action, semblent mieux
adaptés au traitement de cancers diffus ou de micrométastases en complément de I’ablation
d’une tumeur primaire (Allen et al.1999 ; Zalutsky et al ; 1996 ; Vaidyanathan et al ;1996,
Bethge et al, 2004). Le faible nombre de radioéléments nécessaires a la destruction cellulaire
impose en contrepartie d’effectuer un ciblage tres spécifique des cellules tumorales.

L’utilisation de radioélément alpha en radio immunothérapie permet d’envisager a
moyen terme, la mise en place de protocoles thérapeutiques pour des cancers qui ne sont pas
accessibles a la radio immunothérapie béta. Les cancers disséminés tels que les leucémies B et

T, ou le traitement des micrométastases constituent les champs d’application privilégiés de la
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radio-immunothérapie alpha. Cependant ces développements sont assujettis a I’identification
de marqueurs spécifiques de tumeurs et a la disponibilité d’anticorps monoclonaux permettant
de les cibler. Le ciblage du récepteur a I’IL-2 constitue une approche innovante qui permet
d’envisager le ciblage par radio-immunothérapie alpha de tumeurs jusqu'a présent

inaccessibles par manque de marqueurs spécifiques.
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Figure 33- Parcours et depots d’énergie des particules béta (Faible TEL) sur des cellules
isolées ou regroupées en amas.
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Figure 34- Parcours et depots d’énergie des particules alpha (Fort TEL) sur des cellules
isolées ou regroupées en amas.
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Période Emission Energie Parcours
physique thérapeutique maximale maximal
(h) (KeV) (mm)
lode 131 193 B 610 2,9
Yttrium 90 64 B 2280 12
Lutétium 177 161 B 496 1,5
Cuivre 67 62 B 577 1,8
Rhénium 186 91 B 1080 5
Rhénium 188 17 B 2120 11
Bismuthoiz | 1 | & | 600 | 009 |
Bismuth 213 0,77 o > 6000 0,084
Astate 211 7,2 o > 6000 0,08
Actinium 225 240 a 6000-8400* 40-80*

Tableau 2- Radioéléments

et utilisés dans les protocoles de RIT.
*L’actinium 225 est un génerateur qui produit 4 particules alpha différentes.

D’apres Goldenberg., 2002.

1.3.4.2. Le ciblage du récepteur a I’IL-2 en radio-

immunothérapie

L’efficacité, limitée de I’anticorps nu anti-Tac, a permis d’envisager une approche
alternative, consistant a coupler I’anticorps a un radio-élément, permettant d’augmenter la
toxicité du traitement.

Bien que des résultats encourageants aient été obtenus dans le traitement du lymphome
en utilisant des anticorps couplés a des émetteurs de particules - comme I’'yttrium 90 (Y-90),
des études complémentaires ont été réalisées pour déterminer le radioélément idéal pour

traiter ce type de pathologie. En effet, 7 rémissions partielles ainsi que 2 rémissions complétes
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ont été observees chez 16 patients atteints d’une leucémie T de I’adulte (Waldmann et al.
1995). L utilisation du bismuth 212, dans les mémes conditions, est restée relativement peu
efficace, probablement compte tenu de sa courte demi-vie. Possédant une plus longue demie-
vie, I’astate 211 a donc été privilégié.

L utilisation des anticorps couplés a des radioéléments reste cependant limitée par des
paramétres importants a considérer avant chaque protocole. Le ratio tumeur/tissu sain n’est
pas toujours suffisant pour pouvoir détruire la totalité des cellules ciblées. L’exposition de la
moelle osseuse aux rayonnements reste eégalement trés toxique. La technique de pré-ciblage
permet de diminuer cette toxicité. Plusieurs systemes ont été développés. (ADEPT pour
Antibody-Dependant Enzyme-Mediated Prodrug Therapy, AES pour Affinity Enhancement
System). La technique AES reste le stade le plus avancé du développement clinique. Elle
associe un anticorps bispécifique anti-antigene de tumeur/anti-hapténe, et un hapténe bivalent
radiomarqué de bas poids moléculaire. L’utilisation d’un systéme en deux temps permet ainsi
de limiter la fixation de I’élément radioactif sur les cellules saines. De plus, I’hapténe étant de
petite taille, la fraction non fixée aux anticorps bispécifiques déja a la surface des cellules
tumorales, va étre rapidement éliminé, évitant ainsi une trop forte irradiation des tissus sains.
Cette technique peut étre utilisée en imagerie comme en thérapie. Cette approche reste a
I’heure actuelle seulement expérimentale, dans le cadre du ciblage de la chaine réceptrice a.
(Zhang et al. 2002).

1.3.5. L’immunothérapie

L’immunothérapie regroupe les traitements stimulants le systéme immunitaire afin de
déclencher une réponse immune contre les cellules tumorales. Actuellement, souvent dans le
cadre d’études cliniques, ces thérapies sont administrées en association avec les traitements

classiques. Il existe deux types d’immunothérapie :

-I’immunothérapie cellulaire passive ou adoptive, qui consiste a amplifier in vitro des
cellules immunitaires réactives, ou a produire des anticorps specifiques d’antigénes tumoraux

afin de les injecter au patient,
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-’immunothérapie active, renvoie a une immunisation directe du patient contre un ou
plusieurs antigénes présents sur les cellules tumorales, afin de declencher une réponse

immunitaire anti-tumorale in situ.

Il. Les Cancers

Les paragraphes suivants présentent les principales hémopathies malignes
exprimant le récepteur a I’lL-2, cible thérapeutique potentielle faisant I’objet actuellement

protocoles expérimentaux.

I1.1. La maladie de Hodgkin

Il semble que I’immunité a médiation cellulaire soit la plus touchée au cours de cette
maladie. Les LT d’un sujet hodgkinien sont plus sensibles aux LT suppresseurs que ceux d’un
sujet normal. Ces modifications persistent durant la rémission. Le mécanisme de cette
sensibilité des cellules effectrices T aux cellules suppressives n’est pas connu. Il est possible
qu’il corresponde a un déficit en IL-2 soit par diminution de production, soit par exces de
récepteurs solubles circulants pour I’IL-2. 1l est possible que la multiplication des cellules T
soit altérée durablement au cours de la maladie de Hodgkin puisque les anomalies persistent
avec le temps. Par ailleurs, les marqueurs des cellules lymphoides immatures ne sont pas
toujours exprimés, par contre d’autres caracteristiques de I’activation des lymphocytes sont
constamment observés, comme le récepteur de I’IL-2 (CD25) et les antigénes du CMH de
classe Il (HLA-DR) (Andrieu et al., 1991), permettant de suggérer ainsi de nouvelles cibles

thérapeutiques.

La maladie de Hodgkin, aussi appelée lymphogranulomatose maligne, est caractérisée
cliniqguement par la tuméfaction des ganglions superficiels et profonds (les premiers atteints
étant généralement les ganglions cervicaux), une splénomégalie, une fievre rémittente ou (le
plus souvent) a rechutes, parfois périodiques, des Iésions cutanées prurigenes et enfin une

éosinophilie sanguine. Elle est spontanément mortelle en quelques années. La radiothérapie
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intensive, associée a la chimiothérapie, surtout lorsque la maladie est localisée, donne de bons

résultats et souvent des guérisons (75% des cas environ).

Depuis le symposium d’Ann Arbor en 1971, on classe les cas de cette maladie, en vue
de I’établissement du pronostic et d’un traitement, en 4 stades selon le nombre des territoires
ganglionnaires et des organes non lymphoides atteints (les stades | et 11, ou ne sont touchés
gu’un ou deux territoires, comportent un taux de survie supérieure a 70% au bout de 5 ans).
Au chiffre du stade (I, Il, 1lI, 1V) on ajoute les lettres A-selon I’absence-ou B-selon la
présence de certains symptomes (fiévre, sueurs nocturnes, amaigrissement) et, en cas de

biopsie, d’autres lettres désignent I’organe examine.

La structure ganglionnaire est bouleversée par une double prolifération lymphoide et
réticulo-endothéliale (cellules de Reed-Sternberg), associée a la sclérose. La cellule de Reed-
Sternberg est une cellule de grande taille (25 a 50 um), a noyaux multiples et volumineux,
contenue dans les ganglions hypertrophiés des sujets atteints de la maladie de Hodgkin et

considérée comme caractéristique de cette maladie.

L’étio-pathogénie de cette pathologie est inconnue. La responsabilité d’un virus
potentiellemnt oncogene, le virus d’Epstein-Barr (ou EBV), est I’hypothése la plus étudiee

actuellement.

Le schéma thérapeutique actuel repose sur une chimiothérapie premiére (le protocole
de reférence est dit ABVD : Adriamycine, Bléomycine, Vinblastine, DTIC) complétée par
une irradiation de 36 grays des gites initialement envabhis.

La tendance actuelle est de réduire I’intensité des traitements pour les formes standard
et de renforcer les schémas pour les formes a risque et les rechutes (autogreffes de cellules

souches hématopoiétiques).

Tous stades confondus, on parvient actuellement a guérir plus de 75% des patients.
Ces exellents résultats, pour une maladie qui était encore régulierement mortelle il y a moins
d’un demi-siécle, sont malheureusement grevés d’un certain nombre de risques de séquelles :
-la toxicité des chimiothérapies (cardiaque pour I’Adriamycine, pulmonaire pour la
Bléomycine, neurologique pour la Vinblastine) et de [I’irradiation médiatinale (cceur,
poumon).

-la stérilité : fréquente chez I’homme, plus rare chez la femme.
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-la tumorogeneése : essentiellement risque élevé de leucémie aigue secondaire dans les 5 a 10

ans suivant le traitement.

Il est nécessaire d’envisager des traitements alternatifs, tels que le ciblage du sytseme

IL-2, compte tenu de la toxicité des traitements actuels.

11.2. Les lymphomes malins non hodgkiniens (LMNH ou
lymphosarcome)

Des taux élevés du récepteur soluble de I’IL-2 ont été observés chez des patients
atteints de LMNH. La forme soluble de ce récepteur constitue ainsi un marqueur de choix
pour depister les formes agressives du LMNH (Niitsu et al 2001). Par ailleurs, il a été
démontré que les taux de cellules Treg CD4+/CD25+ dans le sang périphérique de patients
atteints de LMNH type B, était significativement plus élevés que chez le donneur sain,
justifiant I’'immnodépression des patients atteints (Shi et al 2004). Ces derniéres observations
permettent d’envisager le ciblage de ce récepteur dans le cadre de nouveaux protocoles

thérapeutiques.

Par rapport a la Maladie de Hodgkin, les LMNH constituent un groupe de tumeurs
beaucoup plus disparates, tant en ce qui concerne leur aspect histologique, leur présentation
clinique et leur pronostic qui, d’une fagon générale, est beaucoup moins bon que celui de la
Maladie de Hodgkin. Leur étiologie reste inconnue méme si dans un petit nombre de cas on
peut incriminer I’intervention d’une infection virale (EBV, VIH, HTLV-1, VHC).

Il s’agit de tumeurs malignes se développant a partir des cellules lymphoides a
I'exclusion de la maladie de Hodgkin qui est un lymphome malin particulier. La différence
entre un Hodgkin et un non Hodgkinien se fait sur I'histologie.

Les LMNH appartiennent aux lignées B ou T. lls font partie des syndromes
lymphoprolifératifs et doivent donc étre distingués des autres entités leucémiques aigués ou
chroniques par des critéres quantitatifs et qualitatifs qui définissent ces maladies. Certains
types cellulaires peuvent donner soit un LMNH soit une leucémie. En outre, il existe des
formes frontieres et des formes de passage ce qui rend le classement nosologique parfois
arbitraire. Les LMNH sont représentés par une tres grande diversité de tumeurs de pronostic

trés différent. Aujourd'hui, I'analyse approfondie des cellules malignes permet de prévoir le
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comportement clinique de la maladie et conduit a des indications thérapeutiques adaptées (JJ

Sotto, Faculté de médecine de Grenoble).

La classification histologique actuellement en vigueur (classification 2001 de I’OMS)
distingue shématiquement les LMNH selon leur immuno-phénotype B (85% des cas) ou T ou
NK puis en fonction de I’origine des cellules tumorales : cellules précurseurs ou cellules
matures. Sont également prises en compte la taille des cellules, I’architecture folliculaire ou
diffuse de la tumeur. A partir de ces données, les cliniciens ont pris I’habitude de distinguer
des lymphomes indolents, incurables mais susceptibles d’évoluer sur un mode plus ou moins
chronique pendant plusieurs années et des lymphomes agressifs, potentiellement mortels dans
un bref laps de temps, mais qui peuvent étre guéris par un traitement intensif. Au sein des
proliférations B, les lymphomes folliculaires représentent un modele de lymphome indolent
alors que les lymphomes diffus a grandes cellules constituent le prototype des lymphomes

agressifs. Les proliférations T sont généralement toutes considérées comme agressives.

En ce qui concerne les lymphomes agressifs, le traitement d’induction repose toujours
sur une polychimiothérapie s’efforcant de respecter au mieux le concept dose intensité, c’est-
a-dire de délivrer le maximum tolérable de médicaments dans le minimum de temps. Le
régime le plus communément utilise est le CHOP (Cyclophosphamide, Adriamycine,
Oncovin, Prednisone), souvent avantageusement remplacé par le protocole ACVBP
(Adriamycine, Cyclophosphamide, Vépéside, Bléomycine, Prednisone). Les formes a trés
haut risque et les rechutes doivent bénéficier en consolidation d’une intensification
chimiothérapeutique suivie d’une autogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Il s’agit,
bien entendu, de traitements lourds qui comportent une toxicité et une morbidité propres, et ne
peuvent s’administrer qu’en milieu trés spécialise.

Le traitement des lymphomes indolents est moins bien codifié et contrairement a celui
des lymphomes agressifs, son objectif n’est que tres exeptionnellement curatif et s’attache
surtout a obtenir une survie prolongée et une qualité de vie.

L’introduction récente des anticorps monoclonaux anti-CD20 (Mabthera®) utilisables
isolément ou associés a la chimiothérapie et/ou a un radioisotope (Zévalin®) dans les
lymphomes d’immunophénotype B laisse entrevoir de nouvelles possibilités de thérapeutique

"ciblée"(P.Lederlin-question ECN n°164-lymphomes malins).
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11.3. Les cancers induits par le virus HTLV-1

L’infection des lymphocytes T par le virus HTLV-1 (Human T-cell leukemia virus
type ) est susceptible d’entrainer une leucémie lymphocytaire T de I’adulte (ATL). Le virus
HTLV-1 est un rétrovirus appartenant a la famille des Oncornavirinae. Son génome est
constitué de deux séquences LTR en 5’ et 3’ séparées par les régions Gag, Pol, Env, codant
pour les protéines de structure et la reverse transcriptase, et la région Px codant pour des
protéines favorisant a la fois la réplication du rétrovirus et la transformation tumorale de la

cellule héte, en particulier des lymphocytes T.

Le virus HTLV-I est impliqué dans le développement de deux maladies: les
leucémies/lymphomes de I’adulte (ATL) et les paraparésies spastiques tropicales ou
myeélopathie (TSP/HAM). Le mode de contamination influence le type de maladie engendree
par le virus.

Trois modes de transmission du virus ont été démontrés :

-La transmission verticale, de la meére vers I’enfant, représente la principale voie de
transmission dans les régions d’endémie. Elle se fait essentiellement par I’allaitement.
Environ 25 % des enfants allaites seront infectés et deviendront séropositifs pour HTLV-I. La
transmission intra-utérine trans-placentaire du virus reste controversée et semble de toute
fagon peu importante.

-Le second mode de transmission pour HTLV-I est la voie sexuelle (principalement I’lhnomme
vers la femme).

-Enfin, la voie sanguine, essentiellement par transfusion de produits sanguins constitue le
troisieme mode de transmission du virus avec un risque d’infection de 15 a 60% pour les
personnes transfusees avec du sang contaminé par HTLV-I.

Nous parlerons dans ce chapitre uniquement de la leucémie lymphocytaire T de
I’adulte, dont les cellules T caractéristiques et surexprimées expriment de fagon constitutive
les trois chaines receptrices o, B et y du complexe récepteur de I’IL-2 (Yamada et al. 1999 ;
Kodaka et al. 1990).

L’ATL affecte principalement les LT matures de phénotypes CD4 et se développe
aprés une période de latence pouvant aller de 20 a 30 ans chez 2 a 5% des sujets adultes
infectés par HTLV-1. Quatre formes cliniques ont été décrites. La forme aigue est la plus

fréquente et est caractérisée par des adénopathies périphériques, des atteintes cutanées et/ou
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osseuses et une hypercalcémie. Cette forme a un caractére tres agressif, la médiane de survie
étant de I’ordre de 6 mois. Les formes subaigués et chroniques sont caractérisées par des
Iésions cutanées ou la présence de rares cellules leucémiques dans le sang. Ces formes sont
les moins agressives, mais peuvent néanmoins évoluer en quelques mois vers une forme
aigue. Enfin, la forme lymphomateuse est plus rare. Elle est caractérisée par I’atteinte des
organes lymphoides en I’absence de cellules leucémiques dans le sang. Les malades atteints
d’ATL sont immunodéprimés, ce qui se traduit par une susceptibilité aux infections

opportunistes.

L’utilisation des anticorps monoclonaux a permis de montrer que les cellules ATL ont
un phénotype CD4+ activé, exprimant le récepteur a I’'lL-2 (CD25) et des antigenes CMH II.
L’analyse des sites d’intégration génomique de HTLV-1, montre que les cellules ATL
dérivent d’un seul clone tumoral infecté. Le virus responsable est un rétrovirus (virus a ARN)
qui s’intégre dans le génome de la cellule T héte. 1l exprime ensuite & partir du génome viral
la protéine Tax, de 42 kD qui participe a la régulation de certains génes, dont celui de I’'lIL-2,
de sa chaine réceptrice o et du facteur de transcription NF-xB en se liant sur les régions
promotrices de ces genes. La séquence codant Tax est apparemment toujours conservée,
suggerant un réle actif de cette region dans la transformation cellulaire. De facon intéressante,
il y a une faible expression des ARNm viraux dans les cellules leucémiques par rapport aux

sujets asymptomatiques.

Les mécanismes de transformation cellulaire aboutissant a |‘apparition d’une ATL ne
sont pas encore completement connus, cependant le role de Tax est clairement établi.
L’infection des lymphocytes par HTLV-1 se traduit lors de la mise en culture in vitro par une
stimulation et une prolifération spontanées des cellules. Cette prolifération nécessite dans un
premier temps la présence d’IL2 puis elle devient indépendante d’IL2 exogene et fait
intervenir une boucle autocrine IL2/IL-2R. La protéine Tax active en effet, les promoteurs de
I’IL-2 et de son récepteur par I’intermédiaire de la voie NF-kB. La famille des janus kinases
est impliquée dans la voie de signalisation de IL-2R et permet le recrutement et la
phosphorylation de plusieurs protéines de signalisation intracellulaire dont les STAT qui
seront transloquées dans le noyau sous forme de dimeres. Une corrélation entre la
prolifération des cellules issues de sujets ayant une ATL et I’activation des systemes JAK et

STAT, a été mise en évidence. Cependant, I’analyse de lignées ou de clones T infectés par
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HTLV-1 n’a pas toujours permis de confirmer I’implication de ces processus dans la

prolifération clonale spontanée induite par HTLV-1.

Actuellement il n’existe pas de traitement curatif pour cette pathologie. L’idée de
perturber la voie de signalisation participant a la prolifération de cellules malignes en utilisant
des anticorps dirigés contre le récepteur de I’IL-2 a été retenue par I’équipe de Waldmann.
Cette inhibition conduirait a la mort programmée des cellules privees d’1L-2 (Waldmann et al.
1993).

Les lymphocytes T infectés par le HTLV-1 proliférent spontanément par des boucles
autocrines IL-2 et IL-15 (Azimi et al.1999 ; Azimi et al. 2000), ce qui laisse envisager I’idée
de perturber également la voie de signalisation du systeme IL-2/IL-2R.

11.4. Les lymphomes cutanés T épidermotropes (CTLC)

Les lymphomes cutanés T épidermotropes représentent un groupe trés hétérogenes
d’un point de vue clinique et biologique. Ils sont dus a la prolifération dans la peau de
lymphocytes T activés se traduisant par deux principales affections dermatologiques : le
mycosis fongoide (MF) et le syndrome de Sézary.(SS) Les autres lymphomes cutanés T
épidermotropes sont beaucoup plus anecdotiques. Ce sont les plus fréquents des lymphomes
cutanés ; le mycosis fongoide représentant a lui seul presque la moitié des cas de lymphomes
cutaneés. Le diagnostic repose sur un faisceau d'arguments cliniques, cytologiques,
histologiques, immunohistochimiques et moléculaires. Ces lymphomes évoluent lentement et
présentent au terme de leur évolution un risque d'envahissement ganglionnaire et viscéral et
un risque de transformation en lymphome de haut grade.

Il a été démontré que le marqueur CD25 (chaine o du récepteur de I’IL-2) était
hautement exprimé par les cellules tumorales épidermoitropes (Jones et al.2004). Ainsi, les
études récentes nous permettant de mieux comprendre le fonctionnement du systeme IL-2/IL-
2R offrent la possibilit¢ d’envisager des protocoles d’immunothérapie spécifique des

leucémies T épidermotropes.
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11.4.1. Le mycosis fongoide (MF)

Le mycosis fongoide désigne une dermatose particuliere d’évolution chronique,
irreguliere, toujours mortelle, caractérisée dans sa forme classique type Alibert-Bazin, d’abord
par un prurit intense, des éruptions diverses, érythemateuses ou eczématiformes (période
érythémateuse prémycosique), plus tard par I’apparition de plaques lichenoides infiltrées,
bosselées accompagnées de prurit, d’adénopathies, d’altération de I’état général, enfin en
dernier lieu, par des tumeurs d’un rouge vif, pouvant s’ulcérer. Il existe aussi une forme
érythrodermique type Hallopeau-Besnier (1892), trés prurigineuse dans laquelle la peau de
tout le corps est rouge, infiltrée, lichenifiée et une forme a tumeurs d’emblée, type Vidal-
Brocq (1885). L’origine de cette pathologie est inconnue et sa nature est encore discutée. Il a
été classée dans les hématodermies (il s’agirait d’un lymphosarcome a LT) et rapprochée des
leucémies, des réticulo-endothélioses, enfin et surtout du syndrome de Sézary dont les cellules
caractéristiques ont été retrouvées dans les lésions du MF.

Les stratégies de traitement comprennent actuellement, dans les phases précoces,
principalement la PUVA (photo-chimiothérapie a I’aide des UV-A), I’interféron alpha-2a
(Chiaron-Sileni et al 2002 ; Stadler et al 1998), les rétinoides (seuls ou associés), la
chimiothérapie locale, les stéroides locaux, le rayonnement ultra-violet B a bande étroite
(311nm) et la thérapie photo-dynamique. La maladie avancée peut étre traitée par une
chimiothérapie systémique, une photophorése extracorporelle, et/ou une radiothérapie.

De nouvelles modalités de traitement expérimental comprennent de nouvelles
molécules rétinoides (comme le bexaroténe), I’inquimod, de nouveaux médicaments
chimiothérapeutiques (gemcitabine, fludarabine, doxorubicine pégylé), pentostatine, I’IL-12,
la Denileukin Diftitox (ciblant | sous-unité o du récepteur de I’IL-2) et la transplantation des

cellules souches allogéniques.

11.4.2.  Le syndrome de Sézary

Le syndrome de Sézary est une affection cutanée survenant chez I’homme vers la
cinquantaine. Annoncée par un prurit violent, elle est caractérisée par une érythrodermie
diffuse avec épaississement et aspect squameux des téguments, accompagnés d’adénopathies
a prédominance inguinale. Le derme est infiltré de grandes cellules mononuclées atypiques

dont le noyau, cérébériforme, irrégulier, tres foncé, a une chromatine striée. IL existe une
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hyperleucocytose sanguine constituée essentiellement de ces mémes cellules mononuclées
(cellules de Sézary), que I’on considére comme des LT anormaux. Cette maladie se termine
par la mort au bout de quelques années. Elle est classée dans les hématodermies et, par
quelques auteurs, parmi les lymphosarcomes (lymphosarcomes a cellules T). Elle est tres
proche du syndrome de petites cellules circulantes et du mycosis fongoides.

11.5. La leucémie lymphoide chronique (LLC)

La leucémie lymphoide chronique doit étre considérée tout a la fois comme une
prolifération et une accumulation de lymphocytes malins dans I’organisme. Il s’agit d’une
infection qui survient essentiellement chez le sujet &gé et dont la plupart des formes est
compatible avec une longue survie, de telle sorte qu’elle n’est pas directement responsable du
déceés de nombreux patients.

Il existe de nombreuses variétés de leucémies lymphoides chroniques, en fonction des
aspects cytologiques et des marqueurs immunologiques.

La forme la plus fréquente est représentée par une prolifération de lymphocytes B
d’aspect cytologique mature. Cette leucémie est caractérisée par I'augmentation dans le sang
de lymphocytes B, précurseurs des plasmocytes qui synthétisent les anticorps. Ils sont tres
proches des Ilymphocytes B circulants normaux et portent a leur surface des
immunoglobulines. Quelques cas (5%) affectent les lymphocytes T responsables de
I'immunité cellulaire. La population atteinte est monoclonale, avec une seule cellule a son
origine. La prolifération cellulaire est faible, mais les cellules s'accumulent car leur durée de
vie est tres longue. Il s’agit de la plus fréquente des leucémies de I'adulte en Occident, elle est
rare en Extréme-Orient,. On ne lui connait aucune cause. Des anomalies sont trouvées sur les
chromosomes : I'addition d'un chromosome 12 est la plus fréquente mais son réle est inconnu.
Les variantes sont :

1. cytologique, la forme prolymphocytaire, qui peut survenir de novo ou compliquer

I’évolution d’une forme typique classique ;
2. sur le plan immunologique, les proliférations de cellules T.

On estime que les criteres minimums de diagnostic d’une leucémie lymphoide

chronique comportent une infiltration du sang au-dessus de 5000 lymphocytes/mm?® et de la
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moelle au-dessus de 40%. Les cliniciens sont parfois confrontés a la nécessité de poser un
diagnostic précoce sur une infiltration moins importante qui peut se réduire a une simple
inversion de la formule sanguine : dans ce cas, la mise en évidence de la prolifération clonale
maligne repose sur les marqueurs immunologiques (anticorps monoclonaux), voire la biologie
moléculaire mettant en évidence un réarrangement des chaines lourdes des
immunoglobulines.

L’examen clinique est normal ou montre des ganglions superficiels bilatéraux et
symétriques. L'imagerie peut montrer des ganglions profonds dans I'abdomen ou le thorax.
Une augmentation modérée de la rate est possible. Dans le sang, une anémie ou une baisse des
plaquettes sont rares au moment du diagnostic. L'évolution est souvent lente, la moitié des
malades vivent plus de 8 a 10 ans (survie médiane). Le pronostic s'appréecie sur le taux des
globules rouges et des plaquettes, les adénopathies, la splénomégalie. Les malades a un stade
précoce laissés sans traitement ont la méme durée de vie que la population générale de méme
age. L'évolution est compliquée d'infections par des bactéries, parfois graves, surtout quand
elles sont tardives, ou par des virus comme ceux de I'herpés ou du zona. Différents
mécanismes peuvent entrainer une anémie ou une diminution des plaquettes exposant a des
hémorragies.

Les traitements actuels reposent sur I’'immunité passive, I’utilisation d’anticorps
monoclonaux dirigés contre des marqueurs exprimés par les cellules B leucémiques, tels que
le rituximab (Mabthera®) ou I’alemtuzumab (Campath®). De tels anticorps peuvent étre
utilisé seuls ou en association avec d’autres agents chimiothérapeutiques. De nouvelles
stratégies de vaccination ont également été développées pour induire ou augmenter les
réponses des cellules T contre les cellules T leucémiques autologues (Wierda et al 2005).

Malgré de nombreuses options thérapeutiques, le pronostic des patients en rechute est
peu encourageant. Aprés I’utilisation des thérapies de "premiéres lignes" incluant la
fludarabine, les agents alkylants, le rituximab utilisés seuls ou en association, un grand
nombre de patients rechutent. L’utilisation des thérapies de seconde ligne incluant
I’alemtuzumab, a permis d’observer quelques cas de rémissions, mais restant partielles.

Ainsi, en se basant sur I’expression du complexe récepteur de I’IL-2 de haute affinité
sur les cellules B leucémiques, I’utilisation de la Denileukin Diftitox a été envisagée (Frankel
et al 2003).
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11.6. La leucémie a tricholeucocytes (HCL, Hairy cell
leukemia)

La leucémie a tricholeucocytes est une hémopathie maligne lymphoide a cellules B
monoclonales particuliére par I’aspect morphologique caractéristique et les propriétés
immunologiques et fonctionnelles des cellules anormales. L’affection atteint de facgon
prédominante les sujets de sexe méle, le diagnostic étant habituellement posé entre quarante et
soixante ans. Cette hémopathie se manifeste le plus souvent cliniquement par une
splénomégalie isolée, et hématologiquement par une pancytopénie avec neutropénie et
monocytopénie prédominantes. Le diagnostic est posé sur I’aspect cytologique des cellules
circulantes et il est confirmé par Iinfiltration médullaire de la moelle dont I’image
histologique le distingue des autres hémopathies lymphoides chroniques. Jusqu’en 1984 le
pronostic était sévere, avec une médiane de survie aux alentours de cinquante mois, le décés
survient habituellement du fait des complications infectieuses notamment respiratoires
(Flandrin et al.1984). En 1984, Quesada (Quesada et al. 1984) a demontré une remarquable
activité thérapeutique de I’interféron a (IFN-o). Les méthodes sensibles d’étude anatomique
des biopsies médullaires (les aspirations étant a proscrire du fait de I’existence d’une fibrose)
tendent a prouver que des rémissions complétes sont sans doute exceptionnelles. Cependant, il
est possible d’envisager le ciblage de la chaine réceptrice o du récepteur de I’IL-2, exprimee

dans 80% des cas de leucémies a tricholeucocytes (Mey et al. 2003).

I11. Le ciblage du récepteur de I’'lL-2 dans le traitement des
hémopathies malignes

La surexpression de la chaine réceptrice o (Tac), ainsi que les taux élevés de sa forme
soluble (s-Tac) ont été observés dans le cadre des leucémies a cellules T telles que la
leucémie lymphocytaire de I’adulte (ATL), le mycosis fongoide, les lymphomes T
périphériques, la leucémie a tricholeucocytes, la maladie de Hodgkin, la leucémie a grands
lymphocytes a grains ainsi que les leucémies T épidermotropes et la leucémie lymphoide
chronique. Les anticorps anti-Tac bloguant la liaison de I’IL-2 a son récepteur, permettent
d’inhiber la prolifération des cellules leucémiques, constituant ainsi la cible idéale de

nouveaux anticorps monoclonaux (Strauchen et al 1989).
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La leucémie lymphocytaire T de I’adulte (ATL) a servi de prototype dans les premiers
essais permettant d’évaluer le potentiel thérapeutique des premiers anticorps monocloanux
anti-Tac. Les premiers essais ont utilisé des anticorps murins non-modifiés (Waldamnn et
al 1993). Les principaux effets secondaires répertoriés se résumaient a une augmentation
de la température corporelle chez deux patients et une pancytopénie transitoire chez un
seul patient. La courte demi-vie d’élimination des anti-Tac murins, ainsi que la production
des anticorps dirigés contre les anticorps de souris (HAMA pour Human Antimouse
Antibodies) ont limité le développement de cette approche. Le couplage de I’anticorps
murin anti-Tac a I’Yttrium 90, émetteur de particules o, a suivi cette premiere stratégie en
1995 (Waldmann et al 1995). Cependant, I’administration de doses répétées d’anticorps a
été limitée également par le développement des anticorps HAMA. Ainsi, de nouvelles
approches utilisant le ciblage du récepteur de I’IL-2 dans le cadre de la thérapie du cancer,
ont permis d’envisager la production de protéines de fusion, possédant des propriétés
cytotoxiques intrinséques permettant de detruire spécifiquement les cellules leucémiques,
exprimant le récepteur de I’IL-2, en les associant a I’IL-2 recombinante. Deux d’entre

elles sont en cours d’évaluation.

I11.1. Denileukin Diftitox (DAB3glL2, Ontak ®)

I11.1.1. Structure et mécanisme d’action

Denileukin Diftitox est une protéine de fusion constituée de la séquence compléte de
I’IL-2 humaine couplée aux domaines de translocation et enzymatique, de la toxine
diphtérique. Elle permet de cibler le récepteur de I’IL-2 exprimée par les cellules leucémiques
(Williams et al 1990 ; Kiyokawa et al 1991). Lorsque le gene de fusion est exprimé dans la
bactérie Escherichia coli, cela conduit a I’expression d’une chaine simple polypeptidique
capable de se fixer aux cellules exprimant le récepteur de I’IL-2. Apres internalisation par
endocytose, la molécule va inhiber la synthése des protéines par I’ADP-ribosylation du
facteur d’élongation de la toxine conduisant a la destruction de la cellule cible par apoptose
(Duvic et al 2000 ; Railan et al 2000). Seul le complexe récepteur d’affinité intermédiaire
permet I’endocytose de Denileukin Diftitox (Waters et al 1990 ; Re et al 1996). Rappelons
que le récepteur de haute-affinité est seulement exprimé sur les cellules T activées, les cellules

B et les monocytes (Nakarai et al 1994). L’expression constitutive du récepteur de I’IL-2 est
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observée a la surface des cellules leucémiques T et B, dont celles retrouvées dans le cadre de
la leucémie lymphoide chronique (LLC), du lymphome T cutané (CTCL), dans la maladie de
Hodgkin ainsi que dans les lymphomes non Hodgkiniens (Weiss et al 1987 ; Rosolen et al
1989 ; Nakase et al 1994, Tsilivakos 1994). Les cellules exprimant le récepteur de haute
affinité semblent étre plus sensibles (~ 1 log de plus) aux effets cytotoxiques de Denileukin
Diftitox que les cellules exprimant le récepteur d’affinité intermédiaire (Waters et al 1990).
L’Ontak® fait I’objet de nombreuses études cliniques, permettant d’évaluer le

potentiel thérapeutique de cette molécule parmi les anticancéreux actuellement sur le marché.

111.1.2.  Applications

v Le lymphome malin non hodgkinien (LMNH)

Un essai clinique de phase | a permis d’observer des réponses objectives chez trois
patients sur 17, deux d’entre eux étaient atteints d’un lymphome folliculaire et un seul atteint
d’un lymphome diffus a grandes cellules. Ces lymphomes étaient réfractaires a tous les

protocoles de chimiothérapie (Lemaistre et al 1998).

Une seconde étude, de phase Il a été conduite afin d’établir une corrélation entre
I’expression du CD25 et le potentiel thérapeutique du Denileukin Diftitox. Cette étude a été
menée chez des patients atteints d‘un LMNH récidivant et a permis de démontrer que
I’expression du CD25 ne pouvait pas étre corrélée directement a I’efficacité du Denileukin
Diftitox. En effet, aucune différence n’a été observée chez des patients exprimant la chaine o
seule ou les chaines a3 associées. Le marqueur CD25 ne semblerait donc pas étre le marqueur
idéal permettant de suivre I’évolution de la maladie, contrairement a ce qui peut étre observé
au cours de la LLC (LeMaistre et al 1998).

Le Deniluekin Diftitox semble étre actif dans le NHL-B, bien que les taux
d’expression du CD25 au niveau tumoral soient faibles, voir indétectables. Compte tenu de
son efficacité et de sa tolérance chez des patients ayant subi de nombreux traitements anti-
tumoraux (chimiothérapie, radiothérapie), I’étude de I’Ontak® en association avec d’autres
agents thérapeutiques dans le traitement du NHL-B peut étre envisagé sans risque potentiel
(Dang et al 2004).
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v' La leucémie lymphoide chronique (LLC)

Un essai clinique de phase |1, permettant de déterminer la posologie optimale pour les
études de phase Ill, a été mené chez des patients atteints d’une LLC ne répondant pas a la
fludarabine (antimétabolite). Sur les 12 patients testés, seuls 11 d’entre eux ont obtenus une
réduction du nombre de cellules leucémiques. Une augmentation des transaminases,
transitoires et asymptomatiques a été observés, associées a une augmentation de la
température corporelle, une hypoalbunémie, et au syndrome de fuite capillaire (vascular leak
syndrom). Des taux variables d’anticorps dirigés contre la toxine diphtérique ont été mesures.
L’Ontak® permet donc d’obtenir une diminution rapide des cellules leucémiques dans la
moelle osseuse et le sang périphérique chez la plupart des patients réfractaires aux traitements
anticancéreux classiques. Le traitement a été relativement bien toléré, n’engendrant ni
myélodépression, ni immunodépression. Les résultats obtenus ont démontré [I’activité
biologique de I’Ontak®, cependant des études plus approfondies associant I’Ontak® a

différents autres agents thérapeutiques sont envisagés (Frankel et al. 2003).

v Les lymphomes T cutanés épidermotropes (CTLC)

En 1999, la FDA (The United States Food and Drug Administration) a autorisé le
traitement de patients atteints de lymphomes T cutanés persistant ou récidivant par I’Ontak®'.
Cet accord repose sur des essais cliniques de phase I/11 et 11l chez des patients atteints de
leucémies épidermotropes. L’étude de phase Il a été randomisée, et effectuée en double-
aveugle en utilisant deux niveaux de doses d’Ontak® chez 71 patients. Les données obtenus a
partir de 35 patients impliqués dans une étude de phase Ill ont été également incluses.
L’Ontak® a été administré par voie intra-veineuse a des doses comprises entre 9 et 18
mg/kg/jour pendant cing jours consécutifs. Ces cures de 5 jours ont été répétees toutes les

trois semaines, sans dépaser huit cycles de traitement.

La durée optimale du traitement n’a pas été clairement définie. 97 patients participant
a ces essais cliniques, ont produit des anticorps dirigés contre la toxine diphtérique apres trois

cycles de thérapies.
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71 patients participant aux essais de phase Il ont été résistants aux thérapies
précedentes (interféron, chimiothérapie, radiothérapie). Au cours de cette étude, une réduction
tumorale de plus de 50% a été observée chez 30% des patients (21 sur 71) traités.

Une rémission compléte a été observée chez 10% (7 sur 71) des patients traités
pendant une période d’environ 9 mois. Des rémissions partielles ont été également observees

pour une durée de 4 mois.

Des effets secondaires ont été observées dans I’ensemble du groupe testé (143 patients).
Voici les principaux :

Des syndromes pseudo-grippaux (91%), des réactions d’hypersensibilité (69%), des
nausees et vomissements (64%), des infections (48%), le syndrome de fuite vasculaire (27%).

Cependant, cette étude n’a pas permis d’établir un lien de cause a effet entre I’Ontak®

et I’augmentation du nombre des infections.

Malgré les avancées récentes, dans la prise en charge des hémopathies malignes, les
traitements "classiques” restent limités par leur myélotoxicité. Ainsi, compte tenu de sa
spécificité d’action et I’absence de toxicité medullaire, Denileukin Diftitox constitue une

alternative thérapeutique de premier ordre.

111.2.L’anti-Tac(Fv)-PE38 (LMB-2)

Afin de cibler un plus grand nombre de pathologies touchant les cellules exprimant le
récepteur a I’IL-2, en particulier celles n’exprimant pas le récepteur de haute-affinité, le CD25
a été utilisé comme cible thérapeutique. L’intérét de cette approche réside dans le fait que
I"anticorps anti-Tac se lie au récepteur avec une plus grande affinité (Kd~10"°M) que I’IL-2
(Uchiyama et al. 1981). Le CD25 semble étre surexprimé sur un grand nombre de types
cellulaires caractéristiqgues de plusieurs hémopathies malignes comme la leucémie
lymphocytaire T de I’adulte, la leucémie a tricholeucocytes et la maladie de Hodgkin (Yagura
et al 1990).
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111.2.1. Structure et mécanisme d’action

LMB-2 est constituée des domaines variables des chaines lourdes et légeres de
I’anticorps anti-Tac, couplées a une forme tronquée de I’exotoxine de la bactérie Pseudomas

(PE). Les deux domaines variables sont associés par un peptide linker (G4S)s.

L’exotoxine de la bactérie Pseudomonas est une protéine simple brin constitué de 613
AA, contenant 3 domaines fonctionnels nécessaires a I’activité cytotoxique de la toxine
(Hwang et al 1987; Allured et al 1986). Le domaine la (AA 1-252) constitue le domaine de
liaison, le domaine Il (AA 253-364) est responsable de la translocation de la toxine vers le
cytosol, et le domaine 111 (400-613) contient I’enzyme responsable de la ribosylation de

I’ ADP responsable de I’inactivation du facteur d’élongation (EF-2) dans le cytosol.

En 1989, I’equipe de Huston obtient la construction de la premiére immunotoxine
recombinante contenant le fragment Fv de I’anti-Tac couplée a une forme tronquée de la Pe.
Cette toxine recombinante fut universellemnt cytotoxique sur les cellules malignes de patients
atteint par la leucémie T de I’adulte (Kreitman et al 1990). Une forme dérivée ayant la méme
activité cytotoxique et possédant une séquence plus courte, I’anti-Tac(Fv)-PE38 (LMB-2), a
été développée pour réaliser les essais cliniques. Par ailleurs, I’activité cytotoxique de LMB-2
est indépendante de I’expression des sous-unités B et y (Kreitman et al 1993 ; 1994).

Sur la base d’études structurales et fonctionnelles (Li et al 1996), la cytotoxicité
induite par le LMB-2 dépend d’une part, de sa liaison a la sous-unité o, de I’internalisation et
de la translocation de la toxine, et de I’ADP-ribosylation du facteur d’élongation 2,
conduisant a I’apoptose et la mort cellulaire (Brinkmann et al 1995).

Lorsque LMB-2 est administré a des souris exprimant des tumeurs CD25+,
I’immunotoxine s’accumule rapidement au niveau des tumeurs et permet d’obtenir une
régression complete des tumeurs solides (Kreitman et al. 1998). Par ailleurs, les études de
toxicité ont démontré que les taux sériques permettant d’obtenir une régression tumorale chez
des xénogreffes de souris ont ete tolérées chez des singes (Kreitman et al.1995), accompagnée
d’une augmentation dose-dépendante des transaminases réversibles. L’immunotoxine est
produite a partir de corps d’inclusion apres expression dans la bactérie Escherichia coli.

Tout comme la toxine diphtérique, aprés internalisation par endocytose,
I’immunotoxine va inhiber la syntheése protéique par I’ADP-ribosylation du facteur
d’élongation de la toxine, processus responsable de la mort cellulaire par apoptose.
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Afin de déterminer la toxicité, la pharmacocinétique, I’immunogénicité et I’activité
thérapeutique de LMB-2 chez I’humain, des essai cliniques de phase | ont été entrepris chez
des patients atteints d’hémopathologies malignes CD25+, résistantes aux protocoles
thérapeutique existants.

111.2.2.  Applications

35 patients atteints d’hémopathies malignes diverses résistantes aux protocoles
thérapeutiques existants ont été traités avec le LMB-2. La moyenne d’age des patients était
de 47 ans. 11 patients étaient atteints de la Maladie de Hodgkin, 8 de leucémie lymphoide
chronique, 4 de leucémie a tricholeucocytes, 6 de lymphome non hodgkinien type B, et les 6
derniers de leucémies ou de lymphomes T divers. Parmis ces patients, 16 avaient
préalablement expérimenté des protocoles de chimiothérapie a hautes doses ainsi que des
greffes de cellules souches.

LMB-2 peut étre relativement bien tolérée a des doses intra-veineuses (IV) de 40
Hg/kg répétées trois fois. LMB-2 est faiblement immunogénique en raison de sa faible taille et
de I’absence d’épitopes immunogéniques présents sur les domaines constants des anticorps
murins. Cela permet de répéter les cycles thérapeutiques, et assure un taux de réponse
relativement élevé. Fiévre et augmentation des transaminases sont les principaux effets
secondaires observés. La Dose Minimale Tolérée (MTD) est équivalente a celle du
DABg3golL 2, soit 120 pg/kg/cycle vs 135 (LeMaistre et al 1998). La demi-vie retrouvée chez
I’homme semble étre plus élevée que celle obtenue chez la souris (257 minutes vs 48).
DABg3glL2 ayant un poids moléculaire plus faible que LMB-2 (53 vs 63) sera éliminé plus
rapidement de I’organisme (Foss et al 1998). La plupart des patients traités avec le LMB-2
n’ont pas produit d’anticorps neutralisants apres le premier cycle de traitement, en particulier
les patients atteints de leucémie lymphoide chronique.

Par ailleurs, les cellules leucémiques ne sont pas sensibles au mutant LMB-2, déficients pour
les domaines de liaison ou pour le site d’ADP-ribosylation. Cela suppose que les réponses
cliniques résultent directement des effets cytotoxiques de I’exotoxine et pas seulement de la

fixation du LMB-2 au CD25 ou a une simple internalisation de I’immunotoxine.
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Les réponses au traitement ont été durables, avec une rémission complete obtenue
pendant environ 20 mois et plusieurs reponses partielles obtenues durant plus de 6 mois. Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 3.

Diagnostic  Dose (ng/Kg QODx3)  Nombre de cycles  Réponses
1 2 3 456

HCL 30 + PR
CTCL 30,30,30,40,40 - - - - - 4+ PR
CLL 50,50,50 - - - PR
HCL 63,63 - - PR
HCL 63 - CR
HD 40,40 - - PR
ATL 40,40 —— PR
HCL 40,40 ot PR

Tableau 3- Résultats au traitement par le LMB2 chez divers patients atteints d’hémopathies
malignes (d’apres Kreitman et al 2000)

HCL (Hairy Cell Leukemia) : Leucémie a tricholeucocytes

CTCL (Cutaneous T-Cell Lymphomas) : Lymphome T cutané épidermotrope

HD (Hodgkin’s Disease) : Maladie de Hodgkin

ATL (Adult T-Cell Leukemia) : Leucémie lymphocytaire de I’adulte

CLL (Chronic Lymphocytic Leukemia) : Leucémie lymphoide chronique

PR (Partial Response) : réponse partielle ; CR (Complete Response) : réponse compléte

QOD (Every other day) : tous les 2 jours

Les taux de réponses ainsi que la faible toxicité du LMB-2 justifie I’utilité clinique des
immunotoxines recombinantes et le développement de LMB-2
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CONCLUSION

A travers ce mémoire, nous avons chercher a montré comment la position centrale du
systeme IL2/récepteur a I'lL2 dans la réponse immunitaire T, en fait une cible essentielle pour
contrbler ces cellules en situation de prévention du rejet de greffe allogénique et en
cancérologie pour le ciblage de leucémie T. Dans le premier cas, l'utilisation de drogues
immunosupressives a un effet direct ou indirecte sur les voies de signalisation dépendantes de
I'IlL2. L'utilisation des anticorps monoclonaux dans l'arsenal des outils thérapeutiques a
permis de cibler directement le récepteur & I'lL2 et de courcircuiter I'activation des
lymphocytes T responsables du rejet de greffe. Dans le cadre des cancers hémetologiques
impliguant des lymphocytes T le ciblage des réceprteurs a I'lL2, a I'aide d'anticorps couplés a
des toxines, ont prouvés leur efficacité et constitue une aproche séduisante permettant
d'envisager un gain d'efficacité antitumorale tout en limitant la toxicité aux tissus sainx.
L’utilisation de ces anticorps couplés a des radioéléments est actuellement en cours
d'évaluation préclinique. Cette approche a prouve sont efficacité dans le traitement d'autres
pathologies hématologiques tel le ciblage du CD20 (Bexar®, Zevalin®) dans les lymphomes
et suscite un intérét croissant de I'industrie pharmaceutique. Il est donc envisageable que les
anticorps ciblant le récepteur a I'lL2 viennent prochainement rejoindre la panoplie des
anticorps existant et soient intégrés a part entiére dans les stratégies de traitement des
leucémies T.

L'utilisation d' émetteurs alpha en radioimmunothérapie est actuellement en cours
d'évaluation pré-clinique pour le ciblage de ces pathologies. Les caractéristiques physiques
des rayonnements alpha, ainsi que leur fort potentiel radiotoxique sont addaptés au ciblage de
cellules isolées et des tumeurs diffuses, ce qui permet d'envisager un gain d'efficité
comparativement aux rayonements béta actuellement utilisé.

A coté de ces évolutions technologiques, le champs d'application clinique du ciblage
du récepteur a I'lL2 pourrait s'étendre au traitement local ou systémique des pathologie auto-
immunes en ciblant le compartiment T dont le role n'est plus a démontrer dans ces
disfonctionements immunitaires.  L'application du ciblage du systéeme IL2/IL2 récepteur
dans ces maladies, dont le pronostic n'est pas vital, reste encore peu investigué probablement
en raison de la toxicité aux tissus sains. Les traitements paliatifs anti-inflamatoires et
immunosupresseurs apliqués actuellement aux pathologies auto-immunes sont cependant

accompagnés d'effets secondaires non négligeables. A I'image des traitements utilisés dans la
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prévention du rejet de greffe ou le ciblage du systéme IL2/IL2 récepteur a permis de limiter la
toxicité liée au traitement immunosupresseur. Une telle approche pourrait permettre un
bénéfice thérapeutique pour les patients atteints de pathologies autoimmunes en intervenant

plus précocément, afin de retarder ou de contréler la progression de la maladie.
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