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Avant propos 

 

Les vecteurs viraux et notamment les vecteurs AAVr (Adéno-Associated Virus recombinants) 

apparaissent aujourd’hui comme des outils pertinents pour le transfert de gènes. En effet, les 

vecteurs AAVr permettent de transduire efficacement différents tissus selon les sérotypes 

d’AAVr utilisés et le transgène s’exprime à long terme à la suite d’une seule injection de 

vecteurs (Rivera et al., 2005). Cependant, contrairement à une idée initialement répandue, les 

vecteurs AAVr s’avèrent en pratique des vecteurs immunogènes. 

L’immunogénicité est une propriété des antigènes de déclencher une réponse immune 

spécifique. L’immunogénicité d’un vecteur se définit par la capacité des antigènes de celui-ci 

à induire une réponse immune spécifique anti-vecteur. Ainsi, l’injection d’AAVr 

s’accompagne souvent du développement d’anticorps neutralisants qui empêche l’efficacité  

d’une réadministration d’un AAVr du même sérotype (Chirmule et al., 2000). 

L’immunogénicité du produit du transgène est différente de l’immunogénicité du vecteur 

mais doit également être prise en compte. En effet, en fonction de sa nature, le produit du 

transgène est lui-même plus ou moins immunogène.  

Ces observations indiquent que dans un modèle de transfert de gènes donné, 

l’immunogénicité du produit du transgène dépend à la fois du transgène et du vecteur qui le 

véhicule. Par exemple, le produit d’un transgène peut ne pas être immunogène et si le vecteur 

est immunogène, les protéines de capside du vecteur persistantes dans les cellules transduites 

peuvent faire l’objet d’une réponse cytotoxique anti-vecteur qui aboutit in fine à la perte 

d’expression du transgène.  

Par conséquent, l’application du transfert de gènes pour le traitement de pathologies 

monogéniques rencontre aujourd’hui des problèmes similaires à ceux observés en 

transplantation.  

Le développement de la science et de la médecine a permis des progrès importants aussi bien 

dans la mise au point des vecteurs viraux pour la thérapie génique que dans les techniques de 

chirurgie pour la transplantation d’organes, cependant, les individus traités réagissent contre 

le produit du transgène ou contre le greffon (considérés par l’organisme comme du non-soi) et 

développent une réponse immune qui entraîne soit la destruction des cellules transduites, soit 

le rejet du greffon.  
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La modulation du système immunitaire de l’hôte à l’aide d’immunosuppresseurs est une 

alternative possible au développement de la réponse immunitaire. L’efficacité de ce traitement 

médicamenteux a été montrée depuis très longtemps en transplantation et a été mise en 

évidence récemment en transfert de gènes (Jiang et al., 2006a).  

Cependant, l’immunosuppression est un traitement à vie qui présente de nombreux effets 

secondaires. Une alternative plus récente pour éviter le développement d’une réponse 

immunitaire est d’induire une tolérance vis-à-vis du produit du transgène ou du CMH 

(complexe majeur d’histocompatibilité) du donneur de la greffe. 

 

 L’objectif de ce travail a été de tester la possibilité d’induire une tolérance spécifique au 

produit du transgène. Deux protocoles ont été étudiés chez le macaque, l’induction d’une 

tolérance centrale et l’induction d’une tolérance  périphérique.            
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I. Transfert de gènes à l’aide de vecteurs AAV recombinants. 

 

I.A-  La thérapie génique  

L’objectif de la thérapie génique est de traiter des maladies qu’elles soient héréditaires ou 

acquises ou de ralentir leur progression. Le principe de cette technique est de transférer un 

gène codant pour une protéine thérapeutique (ou un ARN) soit in vivo dans le tissu adéquat, 

soit ex vivo dans des cellules qui seront par la suite réinjecter dans l’organisme.  

Le transfert de gènes « idéal » doit être à la fois i) efficace, c'est-à-dire apporter le matériel 

génétique dans la cellule, ii) spécifique, c'est-à-dire qu’il doit cibler les cellules d’intérêt, iii) 

non immunogène et iv) persistant dans le temps. Les résultats de transfert de gènes les plus 

prometteurs sont réalisés à l’aide de virus recombinants génétiquement modifiés, appelés 

vecteurs viraux recombinants. L’utilisation de vecteurs non viraux est également possible 

(pour revue, (Jackson et al., 2006)). Les vecteurs viraux sont dérivés de divers virus tels que 

les adénovirus, les herpèsvirus, les rétrovirus et les AAVr.  

 

L’utilisation de vecteurs viraux repose sur la capacité naturelle des virus sauvages à apporter 

leur matériel génétique dans les cellules infectées. En fonction du tropisme propre au virus 

parent, le vecteur viral dérivé de ce virus permettra de transduire préférentiellement certains 

organes cibles. Afin que l’infection virale ne conduise pas à la destruction de la cellule 

infectée, le génome viral des vecteurs est délété des composants viraux souvent pathogènes 

(et immunogènes). Pour plus de sécurité, les vecteurs sont défectifs pour la réplication. Pour 

cela, les gènes responsables de la réplication et de la structure du virus (capside et enveloppe 

pour les virus enveloppés) sont supprimés. La persistance des vecteurs viraux à long terme 

(indispensable pour le traitement des maladies génétiques) est possible notamment en utilisant 

des vecteurs rétroviraux qui ont la capacité d’intégrer leur génome viral dans le génome 

cellulaire. Les vecteurs considérés comme non intégratifs, tels que les AAVr, sont également 

capables de persister dans les cellules transduites sous forme d’épisomes, dans les tissus 

quiescents.  

 

Les essais cliniques de thérapie génique visant à traiter des maladies héréditaires 

monogéniques ont principalement été réalisés  à l’aide de vecteurs dérivés des adénovirus, des 

rétrovirus ou des AAVr (Porteus et al., 2006) (tableau 1). Les vecteurs adénoviraux 

permettent de transduire efficacement des cellules et d’apporter un matériel génétique de 
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grand taille (supérieure à 30 kpb). Cependant, ils sont fortement immunogènes (de par leur 

forte transduction des cellules dendritiques, phénomène expliqué dans la partie II.B de 

l’introduction générale). Ainsi, un essai clinique réalisé avec des vecteurs adénoviraux codant 

pour l’ornithine transcarbamylase (OTC) sur des patients déficients pour cette protéine a 

entraîné une forte réponse immune chez les patients traités et la mort d’un des patients 

(tableau 1) (Raper et al., 2003; Raper et al., 2002). Les vecteurs rétroviraux sont des vecteurs 

dérivés de virus à ARN et comportant notamment les lentivirus (vecteurs dérivés du HIV-1). 

Suite à la transduction de la cellule, l’ARN est libéré et subit une étape de rétrotranscription, 

l’ADN rétrotranscrit est alors capable de s’intégrer dans le génome cellulaire permettant une 

expression à long terme du transgène. Cette intégration peut malheureusement activer 

également des proto-oncogènes. Ce fut notamment le cas dans l’essai clinique réalisé sur des 

enfants atteints d’une immunodéficience SCID-XI (tableau 1) (Cavazzana-Calvo et al., 2000; 

Cavazzana-Calvo et al., 2005; Hacein-Bey-Abina et al., 2003).    

 

 

 

Tableau 1 : Exemples d’essais cliniques de thérapie génique dans le cadre de maladies 

génétiques  

CMV: cytomégalovirus. CMV-CBA: Cytomégalovirus enhancer, chicken β-actin promoter. 

GALV: Gibbon ape leukemia virus. MFG: dérivé du MLV. MLV: moloney murine leukemia 

virus. MSC: moloney murine sarcoma virus. SCID ADA: SCID secondaire à une déficience 

en adenosine deaminase. SCID-X1: SCID secondaire aux mutations du gène IL2RG. SFFV: 

Friend mink cell spleen focus foming virus. vg: vector genome.  D’après Porteus et al., 2006. 

Maladie Gène thérapeutique
Nombre de 

patients
Vecteur Promoteur Methode

Pré-

traitement
Dose

virons totaux 

insérés
Suivi des patients

Déficience en ornithine 

transcarbamylase (OTC) 

Raper et al. 2002,2003

ADNc OTC 18

Adénovirus 

déplété pour E1 

et E4 

CMV-CBA

injection dans 

l'artère 

hépatique

Aucun
2x109 à  6x1011 

vg/kg

Aucun bénéfice clinique              

Decès d'un patient 

Hémophilie de type B 

Manno et al. 2003

Gene du facteur IX 

modifié
8 AAV2r CMV 

injection intra-

musculaire
Aucun

2x1011 à  1,8x1012 

vg/kg
Aucun bénéfice clinique 

Hémophilie de type B 

Manno et al. 2006

Gene du facteur IX 

modifié
7 AAV2r

APOE-

SERPINA1

injection dans 

l'artère 

hépatique

Aucun
8x1010 à  2x1012 

vg/kg

Expression transitoire  du facteur IX         

Aucun bénéfice clinique

SCID-X1                

(SCID= Severe Combined 

ImmunoDeficiency) 

Cavazzana-calvo et al. 

2005

ADNc IL2RG 10 Rétrovirus MLV-LTR Aucun
1-6 x106 cellules 

transduites/kg
> 5-30x106

9 patients ont développé un 

système immunitaire fonctionnel;   

3 enfants ont développé une 

leucémie, 1 est décédé

SCID ADA                 

Aiuti et al. 2002
ADNc ADA 2 Rétrovirus MLV-LTR

Busulfan      

4 mg/kg

0,2 à 2 x106 

cellules 

transduites/kg

> 2x106

Les 2 patients ont développé un 

système immunitaire fonctionnel 

sans effets secondaires connus  

SCID-X1                

Gaspar et al. 2004
ADNc IL2RG 4

Retrovirus de 

type GALV 
MFG-LTR Aucun 

6 x107 à 

1,4x108cellules 

transduites/kg

7 à 20 x107

Les 4 patients ont développé un 

système immunitaire fonctionnel 

sans effets secondaires connus  

CGD (Chronic 

Granulomatous Disease) 

Ott et al. 2006

gène GP9PHOX 2 Rétrovirus SFFV-LTR
Busulfan      

8 mg/kg

3,6 à 5,1 x106 

cellules 

transduites/kg

3,6 à 5,1 x108

Les 2 patients ont développé des 

neutrophiles fonctionnels et une 

myelopriolifération clonale de 

l'activation insertionnelle de MDS-

EVI1  

transduction ex 

vivo de cellules 

CD34+ puis 

réinjection de 

ces cellules en 

intra-veineux
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Les vecteurs dérivés des AAV sont capables de persister à long terme sous forme épisomique. 

Les AAV recombinants sont moins immunogènes que les vecteurs adénoviraux, (même s’ils 

sont tout de même immunogènes, comme décrit dans la partie II de l’introduction générale)  

mais leur principale limite est leur faible capacité d’encapsidation (4,7 kpb). Le fait qu’il 

existe plusieurs sérotypes d’AAVr leur confère cependant l’avantage de pouvoir cibler 

différents organes selon leurs tropismes naturels. Dans cette thèse, nous nous sommes 

intéressés au transfert de gènes à l’aide d’AAVr.  

Comme pour l’ensemble des vecteurs viraux, leur application thérapeutique nécessite une 

connaissance approfondie du virus sauvage dont ils sont issus.  

 

I.B-  Le virus AAV 

I.B.1. Génome de l’AAV 

L’AAV est un parvovirus humain non pathogène découvert en 1965 comme contaminant de 

productions d’adénovirus (Atchison et al., 1965). Le génome de l’AAV encapsidé est un 

ADN simple brin linéaire de 4,7 kb. Comme le montre la figure 1A, il comprend deux cadres 

de lecture rep et cap qui codent respectivement pour des protéines permettant la réplication et 

l’encapsidation du virus (Srivastava et al., 1983). L’ADN viral est flanqué de deux séquences 

palindromiques de 145 nucléotides appelées ITR (Inverted Terminal Repeat) (Koczot et al., 

1973). Ces séquences répétées participent en cis à la réplication et l’encapsidation de l’ADN 

viral ainsi qu’à son intégration dans le génome cellulaire. L’expression des gènes viraux est 

régulée par les trois promoteurs p5, p19 et p40 présents sur le génome. Les transcrits issus du 

promoteur p5 permettent la synthèse des protéines Rep dites majeures : Rep78 et Rep68 alors 

que le second promoteur, p19, permet la synthèse de protéines Rep dites mineures : Rep52 et 

Rep40. Les protéines Rep majeures sont impliquées dans l’excision et la réplication du 

génome viral (par leurs activités hélicase, ATPase et endonucléase) et dans l’intégration et la 

régulation de l’expression des gènes viraux (Pereira et al., 1997). Les protéines Rep mineures 

interviennent dans l’accumulation des ADN répliqués simple brin (King et al., 2001) et dans 

leur encapsidation. Enfin, le promoteur p40 est responsable de la synthèse des protéines de 

structure (VP1, VP2 et VP3) qui forment la capside virale.  

 

I.B.2. Cycle viral de l’AAV 

Les virus AAV sont des virus défectifs pour la réplication, d’où leur classification dans le 

genre Dépendovirus. En effet, pour réaliser leur cycle lytique, ces virus nécessitent la 
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stress 

présence d’un virus auxiliaire qui peut être l’adénovirus, l’herpèsvirus, le virus de la vaccine 

ou encore le cytomégalovirus (Atchison et al., 1965; Hoggan et al., 1966 ; McPherson et al., 

1985; Schlehofer et al., 1986; Weindler and Heilbronn, 1991). Les protéines des virus 

auxiliaires permettent l’initiation de la transcription, l’expression des gènes viraux et la 

réplication du génome viral. L’AAV peut également se répliquer dans des cellules soumises à 

un stress comme une irradiation ou un traitement à l’aide d’agents génotoxiques (Yalkinoglu 

et al., 1988).  

 

           Figure 1 : Génome et cycle viral de l’AAV 

A. Le génome de l’AAV est 

composé de 2 cadres de lecture 

rep (en bleu) et cap (en rouge) 

flanqué de séquences inversées, 

les ITR. Le promoteur p5 

permet la synthèse des protéines 

Rep majeures (Rep78 et 

Rep68); le promoteur p19, la 

synthèse des protéines Rep 

mineures (Rep52 et Rep40)  et 

enfin le promoteur p40 assure la 

synthèse des protéines de 

capside (VP1,VP2 et VP3). B. 

À la suite d’une infection AAV, 

le virus est présent sous        

forme latente dans la cellule. Ce 

virus peut être mobilisé par un 

virus auxiliaire ou dans des 

conditions de stress. L’AAV 

entre alors dans une phase 

réplicative utilisant la 

machinerie cellulaire pour se 

multiplier. Les virions sont 

libérés lors de la lyse cellulaire.  

 

Le cycle viral de l’AAV est simple (figure 1B). Le virus entre dans la cellule puis migre 

jusqu’au noyau. En absence d’un environnement permissif à sa réplication, l’ADN viral peut 

alors s’intégrer dans le génome cellulaire et persister sous forme latente. Cet état de latence se 

caractérise par l’absence d’expression des gènes viraux (Berns et al., 1975). Des études 

menées in vitro (Kotin et al., 1992; Linden et al., 1996a; Linden et al., 1996b; Philpott et al., 

2002) montrent que l’AAV peut s’intégrer notamment au niveau d’un site spécifique appelé  

AAVS1 (situé sur le chromosome 19). Toutefois, il apparaît que l’intégration site-spécifique 

ne soit pas la voie majoritaire de persistance du virus in vivo mais que cette intégration se 
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fasse de façon aléatoire. Le génome viral semble également persister sous forme d’épisomes 

in vivo (Chen et al., 2005; Schnepp et al., 2005).  

Lors d’une infection (ou surinfection) par un virus auxiliaire ou lors d’un stress, le virus peut 

être mobilisé et répliqué à partir de sa forme latente. L’AAV entre alors dans une phase 

réplicative : le génome viral est excisé puis répliqué pour donner des brins d’ADN + et -. La 

synthèse des protéines Rep et Cap puis l’assemblage des virions ont ensuite lieu dans le noyau 

(Wistuba et al., 1997). Les ADN simple brin de polarité + ou – sont encapsidés à la même 

fréquence et les deux brins sont infectieux (Berns and Adler, 1972; Samulski et al., 1987). La 

libération des virions est possible en présence de virus auxiliaire qui provoque la lyse 

cellulaire.  

 

I.B.3. Différents sérotypes d’AAV 

Il existe plusieurs sérotypes d’AAV, qui utilisent des approches différentes pour entrer dans la 

cellule hôte. L’existence de divers sérotypes s’explique par la présence de différents gènes 

cap qui codent pour des protéines de structure formant ainsi différents types de capsides. 

Selon le sérotype, l’AAV est ainsi capable d’infecter différents types cellulaires. Le sérotype 

2 de l’AAV sauvage a été le plus étudié. Des études épidémiologiques montrent qu’en 

fonction de l’âge et de la situation géographique, 35% à 80% des hommes possèdent des 

anticorps anti-AAV2 (Chirmule et al., 1999; Erles et al., 1999). C’est également ce sérotype 

qui a été utilisé lors des premiers essais cliniques à l’aide de vecteurs AAV recombinants.  

Depuis la découverte de l’AAV2 en 1965, de nouveaux sérotypes ont été isolés. Par 

définition, un nouveau sérotype est un virus nouvellement isolé et qui ne réagit pas de façon 

croisée avec du sérum contenant des anticorps neutralisants spécifiques des sérotypes déjà 

isolés et caractérisés, mais en pratique, certains sérotypes réagissent les uns avec les autres 

comme le sérotype 1 et le sérotype 6 par exemple.  

Les premiers sérotypes découverts (1 à 6) ont été isolés comme contaminants des productions 

adénovirales à l’exception de l’AAV5 (origine génitale). L’AAV2, 3 et 5 sont d’origine 

humaine (Georg-Fries et al., 1984; Parks et al., 1970) alors que l’AAV4 est d’origine 

simienne (Parks et al., 1970). En ce qui concerne l’AAV1, son origine (humaine ou simienne) 

est controversée, des anticorps anti-AAV1 ont été trouvés dans le sérum de singe (Parks et al., 

1970) alors que le génome d’AAV1 a été isolé dans des tissus humains (Gao et al., 2004). 

L’AAV6 semble résulter d’une recombinaison entre l’AAV1 et l’AAV2, ce qui peut 

expliquer la présentation croisée de l’AAV1 et de l’AAV6 (Xiao et al., 1999). D’autres 
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sérotypes d’AAV (7 à 11) ont été isolés par PCR en utilisant des amorces capables de se fixer 

sur des régions très conservées de la séquence de la capside flanquant des zones de divergence 

des AAV (Gao et al., 2004; Gao et al., 2002a; Mori et al., 2004). Ce criblage réalisé dans des 

tissus de primates (humains ou non) a permis de réaliser des arbres phylogénétiques des AAV 

(Gao et al., 2004). Les AAV isolés par PCR semblent particulièrement efficaces; l’efficacité 

de transduction des différents sérotypes de vecteurs dérivés des AAV sauvages sera discutée 

ultérieurement. Le dernier sérotype d’AAV découvert (AAV12) a été isolé comme 

contaminant de stocks d’adénovirus simien (Schmidt et al., 2006; Schmidt et al., 2008). Des 

AAV ont également été identifiés à partir d’animaux non primates (par exemple le cheval, la 

vache, le poulet) (Warrington and Herzog, 2006). 

 

I.C-  Les vecteurs AAV recombinants 

Les vecteurs AAVr sont réalisés  en remplaçant les gènes rep et cap du génome viral de 

l’AAV sauvage par une cassette d’expression. Cette cassette contient au minimum un 

promoteur, l’ADNc du gène thérapeutique également appelé transgène et un signal de 

polyadénylation. Par abus de langage, le transgène définit également la cassette d’expression 

entière. Les ITR sont les seules séquences du génome viral de l’AAV sauvage conservées 

dans les vecteurs AAVr.  

 

I.C.1. Production des vecteurs AAVr 

La production d’AAVr est réalisée le plus souvent par triple transfection de cellules HEK-

293 avec: i) le plasmide vecteur contenant le transgène flanqué de deux ITR, ii) un plasmide 

codant pour les gènes rep et cap (les gènes cap varient selon le sérotype) et iii) un plasmide 

apportant les fonctions auxiliaires de l’adénovirus nécessaires à la production d’un AAVr (E4, 

VA et E2A ; E1 étant déjà exprimé par les cellules HEK-293) (Xiao et al., 1998). D’autres 

techniques de production existent et sont basées sur l’utilisation de cellules exprimant 

stablement Rep et Cap (Clark et al., 1995), des cellules d’insectes infectées avec un 

baculovirus recombinant (Urabe et al., 2002) ou encore l’utilisation du virus auxiliaire Herpes 

(Conway et al., 1999; Conway et al., 1997).  

 

I.C.2. Amélioration des vecteurs AAVr 

Il existe 4 principaux facteurs limitant l’efficacité des vecteurs AAVr : i) la faible capacité 

d’encapsidation du génome viral, ii) l’entrée du vecteur dans la cellule, iii) le trafic intra-
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cytoplasmique et la décapsidation, et iv) la synthèse du brin d’ADN complémentaire, 

indispensable à l’expression des gènes. En ce qui concerne la faible capacité d’encapsidation 

du vecteur viral, le transgène ne doit pas dépasser la taille du génome viral qui est de 4,7 kb. 

Au delà de cette taille, il est possible que le transgène soit tronqué ou que le rendement de 

production soit faible (Dong et al., 1996). Différentes stratégies ont été mises en place pour 

surmonter ces problèmes.  

Dans le cadre de cette thèse, l’entrée du virus et la synthèse du brin d’ADN 

complémentaire vont être détaillés car ces propriétés des AAVr ont été utilisées. 

 

i) Entrée du virus dans la cellule et l’utilisation des différents sérotypes d’AAVr 

L’utilisation des différents sérotypes est très utile pour favoriser l’entrée des vecteurs dans la 

cellule car ils comportent chacun un tropisme naturel pour un ou des tissus. Les différents 

sérotypes de l’AAV utilisent des récepteurs membranaires variés pour leur fixation puis leur 

internalisation dans la cellule hôte. Ainsi, nous savons que l’AAVr de sérotype 2 se fixe à la 

cellule à l’aide de protéoglycane héparan sulfate (Summerford and Samulski, 1998). Les 

AAV4 et AAV5 utilisent des acides sialiques pour se fixer sur leurs cellules cibles (Kaludov 

et al., 2001; Walters et al., 2001). A l’inverse, l’AAV12 ne semble utiliser ni le protéoglycane 

héparan sulfate, ni les acides sialiques pour son attachement cellulaire, indiquant un tropisme 

pour un type cellulaire différent des AAV précédemment cités  (Schmidt et al., 2008).  

 

Selon les sérotypes, les AAVr vont donc transduire préférentiellement mais plus ou moins  

efficacement différents tissus (tableau 2). Les vecteurs AAVr de sérotype 2 (le plus étudié) 

permettent de transduire divers organes, le foie, le muscle, le poumon et le système nerveux 

central (SNC) mais avec une efficacité faible. Les AAV9r ont un tropisme très similaire à 

celui de l’AAV2r mais associé à une transduction plus efficace (Gao et al., 2004). L’AAV8r 

permet également de transduire efficacement de nombreux organes, comme le foie, le cœur, le 

pancréas et le muscle (Nakai et al., 2005; Wang et al., 2005c) mais avec une efficacité 

supérieure aux autres sérotypes notamment pour le muscle (Cao et al., 2007b; Palomeque et 

al., 2007). Le tropisme cellulaire ainsi que l’efficacité de transduction des derniers sérotypes 

mis en évidence (AAV10r et AAV12r) sont en cours d’étude. Les AAV10r et 11 semblent 

transduire efficacement le cœur, le muscle, le poumon, la rate et le rein, ciblant également le 

foie et l’utérus pour l’AAV10r et l’estomac pour l’AAV11r (Mori et al., 2006; Mori et al., 

2004). La transduction du muscle par l’AAV12r a été mise en évidence récemment (Schmidt 

et al., 2008).  
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Les différents vecteurs AAVr 

décrits sont pour la plupart issus 

de transcapsidation. Cela 

signifie que le génome viral 

comportant les ITR d’un AAV 

est encapsidé dans une capside 

issue d’un autre sérotype. 

Comme l’AAV2r est le sérotype 

qui a été le plus étudié, les ITR 

proviennent souvent de l’AAV2 alors que la capside provient d’un autre sérotype ; c’est alors 

le sérotype de la capside qui nomme le vecteur. Ainsi, un AAV8r contient des ITR AAV2r et 

une capside AAV8r, il peut également être appelé AAV2/8r.  

 

ii) Synthèse du brin d’ADN complémentaire et l’utilisation des vecteurs scAAVr 

Les vecteurs AAVr, comme le virus sauvage, contiennent un ADN simple brin (ssADN : 

single-stranded) flanqué à chaque extrémité par les ITR. Ces séquences servent d’amorces 

pour l’ADN polymérase cellulaire et permettent ainsi la synthèse du brin d’ADN viral 

complémentaire, indispensable à l’expression du transgène (ou des gènes viraux). Cependant, 

comme pour les AAV sauvages, la conversion simple brin/double brin du génome 

recombinant par les machineries cellulaires de réparation et de réplication de l’ADN ne se fait 

pas spontanément. La présence d’un virus auxiliaire ou d’un stress cellulaire permet 

d’augmenter de façon importante l’expression du transgène (Alexander et al., 1994; 

Alexander et al., 1996). Ce déblocage de la réplication est corrélé avec la formation de 

molécules d’ADN double brin à partir du génome simple brin (Ferrari et al., 1996; Fisher et 

al., 1996). Ainsi, la conversion du génome simple brin en ADN double brin 

transcriptionnellement actif apparaît comme une étape limitante dans l’efficacité des vecteurs 

AAVr. Pour contrer ce problème, plutôt que d’essayer de potentialiser la machinerie cellulaire 

pour favoriser la conversion simple brin/double brin de l’ADN viral, des vecteurs AAVr 

contenant des génomes double brin appelés scAAVr (self-complementary AAVr) ont été 

générés (Figure 2) (McCarty et al., 2001)  

Les vecteurs scAAVr contiennent une mutation dans un site « trs » (terminal resolution site) 

de l’un des deux ITR, qui conduit à un défaut de clivage de l’ADN viral lors de sa réplication, 

formant ainsi un ADN double brin au lieu de synthétiser un ADN + et un ADN – (McCarty et 

Tableau 2: AAVr optimaux pour la transduction des 

différents tissus.  

 

Tissus Sérotype(s) optimal(aux)

Foie AAV8, AAV9, AAV10

Muscle squelettique AAV1, AAV7, AAV6, AAV8, AAV9, AAV12

Système nerveux central AAV5, AAV1, AAV4

Œil AAV5, AAV4

Poumon AAV9, AAV10, AAV11

Cœur AAV8, AAV10, AAV11

Estomac AAV11

Pancréas AAV8

Rate AAV10, AAV11

Rein AAV2, AAV10, AAV11
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al., 2003; Wang et al., 2003). Les vecteurs scAAVr possèdent ainsi un ADN double brin au 

lieu d’un ADN simple brin.   

 

Figure 2 : Les vecteurs ssAAV et scAAV 

Suite à son entrée dans le noyau cellulaire, 

le génome des AAVr conventionnels (ss) 

doit se convertir en ADN double brin avant 

de pouvoir s’exprimer. Cette étape de 

conversion simple brin/double brin, 

réalisée par des facteurs nucléaires de la 

cellule hôte, limite l’efficacité de 

transduction. A l’inverse, les AAVr  de 

type sc (self-complementary) existent sous 

une forme double brin et ne nécessitent pas 

d’étape de conversion simple brin/double 

brin, ils sont donc plus efficaces.    

D’après Le Bec et Douar, 2006.  

 

 

Différentes études menées in vivo chez le rongeur montrent que la transduction à l’aide de 

vecteurs scAAVr est plus efficace avec une expression du transgène plus rapide que la 

transduction avec les ssAAVr « classiques », et cela dans différents organes comme le muscle 

squelettique ou cardiaque (Andino et al., 2007; McCarty et al., 2003 ; McCarty et al., 2001 ; 

Ren et al., 2005), le foie (McCarty et al., 2003; Wang et al., 2003; Wu et al., 2008), le cerveau 

(Fu et al., 2003 ; McCarty et al., 2003), la moelle épinière (Hollis et al., 2008), la rétine 

(Natkunarajah et al., 2008; Yang et al., 2002; Yokoi et al., 2007) ou encore ex vivo dans les 

îlots pancréatiques murins et humains (Rehman et al., 2005 ; Zhang et al., 2005) ou les 

cellules souches hématopoiétiques (Han et al., 2008).  

Ces études montrent que l’utilisation de scAAVr permet une transduction rapide et efficace de 

différents tissus car elle est indépendante du mécanisme de synthèse d’ADN de la cellule 

hôte. Par conséquent, l’utilisation de ces vecteurs semble intéressante pour la transduction 

d’organes tels que le cœur, le poumon ou le foie où le taux de prolifération cellulaire est 

faible. Une étude récente (Nathwani et al., 2006) réalisée avec un scAAV8r contenant un gène 

thérapeutique (le facteur IX) a montré l’efficacité de ce vecteur pour transduire le foie de 

primate non humain et permettre ainsi la synthèse du facteur IX en quantité importante. Le 

scAAVr étant plus efficace que le ssAAV, une quantité plus faible de scAAVr est injectée à 

l’animal pour obtenir un niveau de transduction similaire à celui obtenu avec les ssAAVr (Wu 

et al., 2008). L’administration d’un plus faible nombre de particules virales pourrait ainsi 

permettre de diminuer : i) les risques de toxicité, ii) la distribution des virions dans les 

noyau
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organes périphériques, iii) la production d’anticorps neutralisants contre la capside et iv) la 

quantité de vecteurs à produire.  

Dans les vecteurs scAAVr, le génome viral comporte 2 brins d’ADN au lieu d’un seul, 

l’encapsidation du transgène est alors possible en théorie uniquement si l’ADN simple brin 

(c’est-à-dire le transgène) est inférieur à 2,3 kpb. Une étude récente (Wu et al., 2007) menée 

in vitro montre que les vecteurs scAAVr pourraient cependant encapsider jusqu'à 3.3kb 

d’ADN double brin. Les auteurs suggèrent que cette capacité d’encapsidation plus importante 

que les ssAAVr (équivalente à 6,6 kb d’ADN simple brin) pourrait s’expliquer en partie par la 

structure secondaire plus compacte des scAAVr, les 2 brins complémentaires d’hybridant 

parfaitement (Wu et al., 2007). 

 

iii)   Modulation de l’efficacité des AAVr selon la nature de  la cassette d’expression        

L’efficacité et la spécificité du transfert de gènes peuvent également varier selon la nature des 

éléments composant le génome recombinant. Il faut considérer tout d’abord, le promoteur qui 

est un élément important pour la détermination du niveau de transcription de l’ADNc et de 

son site d’expression. Les promoteurs CMV ou CAG (Cytomegalovirus early enhancer/ 

chicken β-actin) sont des promoteurs dits « forts », ils permettent une forte expression de 

l’ADNc et de façon constitutive. D’autres promoteurs à l’inverse permettent de favoriser 

l’expression de la protéine thérapeutique dans certaines cellules, ainsi le promoteur desmine 

va limiter l’expression du transgène au muscle squelettique (Zhang et al., 2004a). Ces 

promoteurs appelés « tissu-spécifiques » entraînent généralement un niveau d’expression plus 

faible que les promoteurs constitutifs. Certains promoteurs, associés à un système de 

régulation, permettent de moduler l’expression du gène dans le temps. Un exemple de ce type 

de régulation a été utilisé dans cette thèse, il sera décrit dans la partie « Contexte de l’étude et 

objectifs ». L’ajout d’éléments régulateurs post-transcriptionnels comme par exemple la 

séquence WPRE (woodchuck hepatitis virus post transcriptional regulatory element) dans la 

région 3’ non traduite du transgène favorise l’expression du transgène en stabilisant les 

ARNm et donc en augmentant son niveau d’expression (Lipshutz et al., 2003). L’addition 

d’introns dans la cassette d’expression est aussi un facteur permettant d’augmenter 

l’expression du gène thérapeutique. Cependant, l’utilisation d’éléments régulateurs post-

transcriptionnels ou d’introns n’est possible que si les autres éléments de la cassette 

d’expression sont de petite taille (le total doit être inférieur à 4,7 kb).   

Lors de cette thèse, les vecteurs AAVr de forme sc et ss et de sérotypes 1, 2,4 ,5 et 8 ont 

été utilisés.  
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II. Le développement de réponses immunitaires dans les modèles 

de transfert de gènes à l’aide d’AAVr  

 

Les vecteurs AAVr sont connus pour permettre une expression du produit du transgène à long 

terme (jusqu’à 6 ans après une administration d’AAVr chez le singe, (Rivera et al., 2005)). 

Cependant, le développement d’une réponse immunitaire contre la capside de l’AAVr ou 

contre le produit du transgène a été décrit dans de nombreuses études. Ces observations ne 

semblent pas propres à certains organes. Ainsi, ces réponses immunitaires sont observées 

aussi bien à la suite de transfert de gènes à l’aide d’AAVr ciblant le muscle (injection intra-

musculaire), le foie (injection dans l’artère hépatique ou en intra-veineux) et même dans des 

organes considérés comme immunoprivilégiés, tels que le cerveau (injection dans le striatum) 

(pour revue, (Vandenberghe and Wilson, 2007)). Dans le cadre de cette thèse, nous nous 

sommes intéressés à ces réponses immunitaires et surtout aux moyens de les contrer. 

 

II.A-  La réponse immunitaire suite à une infection virale 

(généralités) 

Le fait d’introduire un vecteur viral dans une cellule peut entraîner l’activation du système 

immunitaire aboutissant à une réponse innée et/ou adaptative. La réponse immunitaire innée 

(ou naturelle) est non-spécifique alors que la réponse adaptative (ou acquise) est spécifique. 

Etant donné que les réponses immunitaires acquises en primo-infection nécessitent un délai de 

4-5 jours pour être efficaces, l’immunité innée apporte la première ligne de défense. Si cette 

immunité naturelle n’a pas neutralisé l’élément étranger, une réponse immunitaire spécifique 

d’antigène (acquise) est déclenchée. En réalité,  l’immunité innée et adaptative sont liées.  

 

II.A.1. Immunité innée suite à une infection virale 

L’immunité innée est mise en place rapidement et efficacement suite à l’introduction d’un 

virus ou d’un vecteur viral dans une cellule. Cette réponse est initiée principalement par des 

récepteurs de l’immunité innée capables de reconnaître les virus, notamment les ARN viraux 

pour les TLR (Toll Like Receptors) de type 3, 7 et 8 (Meylan and Tschopp, 2006). 

L’immunité innée a lieu localement et se manifeste par une réponse inflammatoire associée à 

la production rapide de cytokines/chimiokines. Ces signaux vont permettre d’attirer les 

cellules immunitaires sur le site de l’infection pour contrer son expansion et éviter la 

dissémination des virus ou des vecteurs viraux dans le sang. Par exemple, les interférons α et 
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β permettent d’inhiber la réplication virale mais aussi dans certains cas, d’autres étapes du 

cycle viral. Ces interférons stimulent également la synthèse et l’expression des molécules du 

CMH de classe I, ce qui favorise la présentation des peptides viraux. De plus, les interférons, 

tout comme l’IL-12, stimulent l’activité de cellules inflammatoires non–spécifiques comme 

les cellules tueuses naturelles NK (Natural Killer). Ces cellules limitent l’infection virale et 

favorisent le développement de la réponse spécifique cytotoxique (lyse des cellules infectées 

et sécrétion d’IFNγ)(Biron et al., 1999). La quantité de cellules NK est donc régulée par les 

interférons mais également par l’IL-2 et l’IL-12. De plus, les macrophages présents sur le site 

de l’infection synthétisent également de l’IFNγ (Wyde et al., 1982) et des cytokines dont l’IL-

12 qui permet l’activation des NK (Monteiro et al., 1998). Le système du complément, par 

une cascade de réactions enzymatiques intervient également dans l’immunité innée. 

 

II.A.2. Composants de la réponse adaptative 

La réponse immune adaptative fait intervenir deux principaux types cellulaires, i) les cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) et ii) les lymphocytes. 

 

i) Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 

Il existe différents types de CPA: les LB, les macrophages et les cellules dendritiques (CD). 

Les CD sont les CPA les plus puissantes. Les CD peuvent être impliquées aussi bien dans 

l’immunité (décrite ci-dessous) que dans la tolérance (décrite ultérieurement).    

 

Les différentes populations de CD (pour revue, (Shortman and Naik, 2007) 

Toutes les CD sont issues d’un précurseur commun (Naik et al., 2007; Onai et al., 2007). 

Elles peuvent être classées selon leur origine (lymphoïde ou myéloïde), leur environnement 

(stimuli de maturation ou d’activation) ou leur capacité de migration.  

Il existe deux principaux types de CD, les CD précurseurs appelées pré-CD et les CD 

conventionnelles.  

Les pré-CD, comme par exemple les monocytes, sont capables de s’adapter rapidement à 

l’environnement pour répondre aux signaux de danger et ainsi induire une réponse immune 

alors que les CD conventionnelles sont dans un état de différenciation plus avancée avec une 

morphologie et une fonction définie. Il existe deux types de cellules dendritiques 

conventionnelles: i) les CD localisées dans les tissus pour capter les antigènes et qui migrent 

ensuite dans les organes lymphoïdes et ii) les CD résidantes dans les organes lymphoïdes qui 
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ne sortent pas de ces organes. Les cellules capables de migrer dans les organes lymphoïdes 

comportent entre autres, les cellules de Langerhans présentes dans l’épiderme de la peau et les 

cellules interstitielles localisées dans le derme et dans les espaces interstitiels de divers 

organes. Les cellules résidantes sont principalement composées des CD thymiques et de CD 

spléniques.     

 

ii) Les lymphocytes 

Les lymphocytes B (LB) 

Les LB se développent dans la moelle osseuse (LB pour Bone marrow Lymphocyte) et 

maturent dans les organes lymphoïdes secondaires. Les LB présentent à leur surface le 

récepteur BCR (pour B-cell Receptor) capable de fixer directement un antigène étranger isolé 

(Blom and Spits, 2006). 

 

Les lymphocytes T (LT) 

Les LT sont générés dans le thymus comme décrit dans la partie III de cette introduction. A la 

sortie du thymus, les LT qui n’ont pas encore rencontré d’antigène sont appelés LT naïfs. 

Suite à leur rencontre avec l’antigène et à leur activation, les LT sont dissociés en LT 

auxiliaires (appelés LTH pour LT helper) et en LT cytotoxiques selon leur différenciation dans 

le lignage CD4 ou CD8 dans le thymus. Les LT se différencient également par les cytokines 

qu’ils sécrètent, leur conférant alors des fonctions différentes, comme décrit dans le tableau 3 

(Larosa and Orange, 2008).  

Les LT comportent à leur surface le récepteur TCR (T Cell Receptor). Contrairement au 

récepteur BCR des LB, le récepteur TCR du LT ne peut pas reconnaître un antigène seul. Cet 

antigène doit être associé aux molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité). 

Le TCR reconnaît alors le complexe CMH/peptide. Il existe 2 principaux types de CMH, le 

CMH de classe I, exprimé par la quasi-totalité des cellules nucléées et le CMH de classe II, 

présent à la surface des CPA. Les CPA possèdent donc à leur surface les molécules du CMH 

de classe I et de classe II.  

Les LTH expriment à leur surface le marqueur CD4 et se lient au CMH de classe II. A 

l’inverse, les LT cytotoxiques (LTC) expriment le  marqueur CD8 et se lient aux CMH de 

classe I (Konig et al., 1992; Martinez-Naves et al., 1997). 
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Tableau 3 : Les différentes populations de LT intervenant dans la réponse immune.  

LTH LT helper et LTC pour LT cytotoxique. D’après Larosa et Orange, 2008  

 

II.A.3.  Initiation de la réponse adaptative suite à une infection virale 

Dans les tissus infectés, les CPA capturent des antigènes. A la suite d’un apprêtement, les 

CPA exposent des épitopes sous la forme de peptides présentés par les molécules du CMH. 

Généralement, si l’antigène est exogène, il sera présenté sur un CMH de classe II alors que si 

l’épitope antigénique est endogène (comme c’est le cas pour les cellules infectées par un virus 

ou un vecteur viral), il sera présenté sur le CMH de classe I. Toutes les cellules nucléées 

(notamment les CPA) infectées par un virus présentent donc des antigènes viraux à leur 

surface sur le CMH de classe I. Les virions n’ayant pas encore infecté de cellule sont des 

antigènes exogènes, les CPA peuvent alors les capter et présenter ces peptides viraux à leur 

surface sur le CMH de classe II. Les CPA vont migrer dans les organes lymphoïdes 

secondaires à l’aide de chimiokines et maturer pour exprimer à leur surface le peptide 

antigénique (viral) sur la molécule du CMH ainsi que les molécules de costimulation CD80 

ou CD86.  

L’immunité adaptative débute par l’interaction d’un LT naïf avec une CPA présentant le 

peptide antigénique (Figure 3). La reconnaissance antigénique est permise grâce à 

l’interaction du récepteur TCR du LT et du peptide antigénique présenté par la molécule du 

CMH de classe II de la CPA, c’est le signal 1 d’activation du LT. Le TCR reconnaît en réalité 

à la fois le CMH et le peptide étranger. Une deuxième interaction, appelée signal de 

costimulation (signal 2) est nécessaire pour l’activation du LT (Janeway and Bottomly, 1994). 

Nom Phénotype Fonctions  
Principales 
cytokines 
secrétées 

LTH1 CD3
+
CD4

+
 Tbet

+
 

Immunité à médiation cellulaire  

Activation des macrophages 

(Immunité humorale) 

IFN-γ,TNFβ, IL-2 

LTH2 CD3
+
CD4

+
 GATA3

+
 

Immunité humorale 

Inflammation, allergie  

IL-4, IL-5, IL-10, 
IL-13 

LTH17 CD3
+
CD4

+
RORγt

+
 

Hyper inflammation, défense 
contre l’hote 

IL-17, IL-17F, 
TNF 

LTC CD3
+
CD8

+
 

Immunité à médiation cellulaire 

Cytotoxicité spécifique d’antigène 
IFN-γ, TNF 
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Cette deuxième interaction est réalisée le plus 

souvent entre la molécule CD28, présent sur les LT 

naïf au repos et les molécules de costimulation 

CD80 ou CD86 présentes sur la CPA (Linsley and 

Ledbetter, 1993). Si ces 2 interactions sont 

présentes, le LT va devenir un LT activé, il va alors 

synthétiser et secréter de l’IL-2 permettant son 

expansion clonale. Les LT activés initient la réponse 

adaptative et, selon les cytokines secrétées, orientent 

celle-ci vers une réponse humorale dirigée par les 

LB (principalement par les LTH2 mais également par 

les LTH folliculaires ou les LTH1) ou vers une 

réponse à médiation cellulaire, aussi appelée réponse 

cytotoxique (par les LTH1). Les LTC sont impliqués 

uniquement dans la réponse immune à médiation 

cellulaire mais nécessitent parfois la présence de 

LTH pour leur activation (le LTH favorise la 

synthèse/sécrétion d’IL-2). Pour l’ensemble des 

cellules T (LTH ou LTC), des cellules mémoires 

sont créées.  

La voie de costimulation CD40-CD40 ligand est 

une autre voie jouant un rôle important dans la 

réponse immunitaire (Cayabyab et al., 1994). L’interaction du CD40 ligand présent sur les LT 

activés avec le CD40 présent sur les CD permet l’activation de la CD qui stimule à son tour le 

LT (Grewal and Flavell, 1996). 

 

II.A.4.  La réponse humorale suite à une infection virale 

Dans la réponse humorale, les antigènes sous forme native présents dans un organe lymphoïde 

secondaire vont venir se fixer sur les récepteurs BCR du LB. Cela va entraîner l’activation de 

la cellule B qui va internaliser l’antigène et le présenter à sa surface combinée avec le CMH 

de classe II. Les LTH spécifiques de ce même antigène vont reconnaître la cellule B par 

l’interaction TCR/CMH de classe II associé au peptide antigénique. Ces LTH vont alors 

activer la cellule B : i) par fixation du CD40 ligand au CD40 de la cellule B, ii) par interaction 

Figure 3 : Interactions nécessaires à 

l’activation d’un LT CD4
+
  

Deux types d’interactions entre la CPA et 

le LT sont nécessaires pour activer la 

cellule T. La première interaction se fait 

entre le CMH de la CPA qui présente 

l’antigène et le TCR du LT. Le deuxième 

signal est permis suite à l’interaction des 

molécules de costimulation CD80 ou 

CD86 de la CPA avec le CD28 du LT.  

LT

CPA
CMH de classe II

CD80 

ou 

CD86

CD4

Complexe 

TCR/CD3

CD28

LT

CPA
CMH de classe II

CD80 

ou 

CD86

CD4

Complexe 

TCR/CD3

CD28
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d’autres complexes récepteurs/ligands de la famille des TNF (et TNF-Récepteurs) et iii) par la 

libération de cytokines (IL-4, IL-10, IL-6) (Parker, 1993).  

Ces cytokines vont stimuler la prolifération clonale des LB et leur différenciation en cellules 

B mémoires ou en cellules effectrices appelées plasmocytes. Les plasmocytes sont des 

cellules qui ne comportent pas d’anticorps à leur surface mais qui sécrètent des anticorps en 

grande quantité. Ces anticorps vont alors migrer vers le site infectieux, se lier à l’antigène 

étranger et le neutraliser de différentes façons : i) soit l’anticorps se lie à plusieurs antigènes 

entraînant la formation d’un agrégat qui sera phagocyté par les cellules phagocytaires, ii) soit 

en activant le système du complément qui entraîne la lyse de l’antigène, iii) soit en 

neutralisant l’antigène pour éviter qu’il se fixe sur des cellules hôtes pour les contaminer.  

La réponse humorale peut également se faire sans l’intervention des cellules LTH, cette 

réponse est alors appelée réponse humorale T-indépendante. 

Il existe différents types d’anticorps. Les anticorps naturels sont présents chez les nouveaux 

nés et les souris « naïves » dont le système immun n’a pas encore été stimulé. A l’inverse, les 

anticorps immuns sont générés à la suite d’une activation du système immun par des 

antigènes (immunisation). Les anticorps neutralisants, dont le mode d’action est décrit ci-

dessus, peuvent être des anticorps naturels ou immuns. Dans le cas d’une infection virale, les 

anticorps neutralisants générés sont capables de bloquer une future infection virale par le 

même virus.      

 

II.A.5.  La réponse cytotoxique suite à une infection virale (Larosa and Orange, 

2008) 

Dans la réponse à médiation cellulaire,  les LTC sont activés suite à leur interaction avec des 

CPA présentant le peptide sur le CMH de classe I. Ces LTC spécifiques d’un peptide sortent 

des organes lymphoïdes secondaires et sont dirigés dans le tissu infecté par des chimiokines. 

Sur le site de l’infection, les cellules présentant le peptide viral associé au CMH de classe I, 

vont alors être reconnues spécifiquement par les LTC. Ces LT provoquent des lésions 

membranaires sur la cellule cible en libérant des molécules cytotoxiques contenues dans les 

granules lytiques, les granzymes et la perforine. La perforine agit en formant des pores dans la 

membrane de la cellule infectée laissant entrer les granzymes dans le cytoplasme cellulaire. 

Ces granzymes induisent l’apoptose des cellules infectées (Smyth et al., 2001; Topham et al., 

1997).  

En parallèle, les LTC  sécrètent de l’IFN , qui inhibe la réplication virale et favorise 

l’expression du CMH de classe I. Les LTC sont très efficaces et détruisent spécifiquement les 
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cellules infectées, elles jouent ainsi un rôle primordial dans le contrôle de la réponse immune 

induite par un virus (ou un vecteur viral). Les macrophages (activés par les LTH1) et des LT 

cytotoxiques CD4+ sont également des acteurs de la réponse à médiation cellulaire mais leur 

action suite à une infection virale est moindre comparée aux LTC CD8
+
. 

 

Les deux types de réponse immune sont complémentaires : la réponse humorale neutralise les 

virions n’ayant pas encore infecté une cellule alors que la réponse cytotoxique détruit les 

cellules infectées par le virus. 

De plus, le rôle des cellules mémoires n’est pas négligeable, elles permettent d’induire une 

réponse immunitaire mémoire qui est alors plus rapide (1-2 jours au lieu de 5-7 jours pour une 

réponse humorale) et plus forte si l’individu rencontre de nouveau le même pathogène.  

 

II.A.6. Spécificité des AAVr à transduire les cellules dendritiques   

L’utilisation de vecteurs AAVr est souvent corrélée au développement d’une réponse 

humorale contre la capside ou contre le transgène. Le développement d’une réponse 

cytotoxique apparaît de façon plus rare. Ceci s’explique notamment par la faible capacité des 

AAVr à transduire les CPA. En effet, des études ont montré que contrairement à d’autres 

vecteurs viraux comme les adénovirus, il est admis que les vecteurs AAVr ne transduisaient 

pas efficacement les CD ou les macrophages aussi bien ex vivo qu’in vivo (Jooss et al., 1998; 

Sarukhan et al., 2001; Zaiss et al., 2002).  

 

Ainsi, suite à une injection d’AAVr, les protéines de capside et les produits du transgène sont 

présents sur le site de l’injection et vont être phagocytés par les CPA et présentés par leurs 

molécules du CMH de classe II. Cela entraîne le développement d’une réponse immune 

humorale contre les protéines virales. A l’inverse, comme les AAVr ne transduisent pas 

efficacement les CPA, les peptides issus du transgène ne vont pas être présentés sur les 

molécules du CMH de classe I des CPA et ainsi, n’induisent pas de façon directe une réponse 

cytotoxique. Dans certains cas, le développement d’une réponse cytotoxique est pourtant 

observé. Malgré la possible transduction de CD par les AAVr, la réponse cytotoxique 

semble surtout due au phénomène de présentation croisée qui consiste en la capture de 

l’antigène par les CD à partir des cellules transduites. Dans ce contexte, lors d’une 

injection d’AAVr dans le muscle par exemple, les AAVr transduisent les cellules musculaires. 

Les CD captent alors les antigènes viraux, soit par phagocytose du vecteur viral, soit par 
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pinocytose des protéines solubles virales, soit par capture des protéines virales exprimées à la 

membrane des cellules musculaires transduites. Ces antigènes captés, bien qu'étant exogènes à 

la CD, sont présentés par les molécules du CMH de classe I des CD. Lors de ce mécanisme de 

présentation croisée, le développement de la réponse cytotoxique est tardif par rapport à une 

présentation directe du peptide antigénique (notion évoquée par la suite dans l’étude de Wang 

et al.,(Wang et al., 2005a).  

 

Concernant la permissivité des CD à la transduction par les AAVr, des études récentes 

menées ex vivo ont relancé la polémique en montrant la capacité de certains sérotypes 

d’AAVr, tels que le AAV5r principalement mais également les AAVr de sérotype 1, 2 et 6, à 

transduire efficacement les CD et à un niveau suffisant pour engendrer une réponse 

cytotoxique (sécrétion d’IFNγ et prolifération après stimulation) (Aldrich et al., 2006; Liu et 

al., 2001; Mahadevan et al., 2007; Ponnazhagan et al., 2001; Veron et al., 2007; Xin et al., 

2006). Il semblerait que les vecteurs scAAVr soient plus efficaces que les vecteurs ssAAVr 

dans la transduction des CD ex vivo (Veron et al., 2007). Ceci peut s’expliquer par la synthèse 

du brin d’ADN complémentaire qui pourrait être une étape limitante dans la transduction des 

CD par les ssAAVr. Selon ces données récentes montrant la possibilité des AAVr à transduire 

les CD, le développement de la réponse cytotoxique initié par les CD pourrait donc se faire 

également par présentation directe des peptides antigéniques.  

 

L’efficacité de transduction des CD à l’aide de vecteurs AAVr est donc un sujet de 

controverses. Cependant, il ne faut pas oublier que la transduction des CD par les AAVr 

ex vivo n’est pas forcément représentative de celle obtenue in vivo et ce qui se passe in 

vivo n’est pas bien décrit.  

 

II.B- Exemples de réponses immunitaires développées suite à 

l’injection d’un AAVr  

II.B.1. La réponse immunitaire innée en présence de vecteurs AAVr 

Les études de transfert de gènes à l’aide de vecteurs AAVr menées in vivo ne montrent pas de 

développement de réponse inflammatoire importante, suggérant que les AAVr ne stimulent 

pas ou très peu l’immunité innée (Conrad et al., 1996). Ainsi, une étude comparative des 

effets immédiats d’un vecteur AAVr et d’un vecteur adénoviral in vitro montrent que 

contrairement aux adénovirus, une transduction à l’aide de vecteurs AAVr n’induit pas 
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l’expression de chimiokines et cytokines pro-inflammatoires, même en présence d’une dose 

d’AAVr 40 fois supérieure à celle des vecteurs adénoviraux (Zaiss et al., 2002). Néanmoins, 

l’injection intraveineuse d’AAVr entraîne rapidement la synthèse d’ARNm de chimiokines 

(TNF , RANTES, IP-10, MIP-1 , MCP-1 et MIP-2). Cette réponse immune est 

probablement due aux macrophages résidants. De plus, l’activation de l’immunité innée ne 

dure que 6 heures alors que celle obtenue après administration d’un vecteur adénoviral dure 

plus de 24 heures (Zaiss et al., 2002). 

Ainsi, un avantage clé des vecteurs AAVr est qu’ils n’activent pas efficacement l’immunité 

innée, ils n’induisent donc pas (ou peu) de réponse inflammatoire, ni de toxicité.  

    

Les vecteurs AAVr ne comportent pas de séquences codantes virales, les réponses 

immunitaires développés après transfert de gènes à l’aide d’AAVr sont par conséquent 

médiées uniquement contre le produit du transgène ou contre les protéines de capside.   

 

II.B.2. La réponse immunitaire adaptative contre la capside d’AAVr  

i) Développement d’une réponse humorale anti-AAVr chez les animaux injectés par des 

AAVr 

L’étude menée par Chirmule et al. a montré qu’une injection unique d’AAVr de sérotype 2 

dans le muscle mène au développement d’une réponse humorale contre la capside du vecteur, 

c’est-à-dire au développement d’anticorps neutralisants chez le primate et chez la souris. Pour 

les deux espèces, cette réponse humorale est maximale 1 mois post-injection du vecteur puis 

décroît pendant un an (diminution de la quantité d’anticorps d’environ 10 fois) tout en 

conservant un taux important d’anticorps (Figure 4) (Chirmule et al., 2000). L’utilisation de 

souris déficientes pour le gène CD4 invalidé indique que la réponse humorale est T 

dépendante.  

De plus, cette étude indique que la ré-administration d’un vecteur AAVr du même sérotype 

chez des animaux possédant une forte quantité d’anticorps neutralisants (souris ou macaques 

rhésus) entraîne une expression du transgène d’environ 4 à 20 fois plus faible que si le vecteur 

est administré à un animal n’ayant pas reçu ce premier AAVr (Chirmule et al., 2000). Ces 

résultats ont été confirmés dans de nombreuses études et sur différentes espèces animales.  

 

Le développement d’anticorps neutralisants apparaît comme une étape limitante à la ré-

administration d’un vecteur AAVr chez le même animal. Ce problème peut être contourné en 
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utilisant des vecteurs AAVr de sérotype différent de ceux injectés ou rencontrés naturellement 

par l’individu suite à diverses infections (Petry et al., 2008; Riviere et al., 2006). Le sérotype 

utilisé pour la ré-administration d’un vecteur doit être choisi parmi les sérotypes ne réagissant 

pas de façon croisée avec les anticorps neutralisants produits par le premier AAVr injecté 

(Xiao et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

ii) Développement d’une réponse cytotoxique anti-AAVr chez le chien 

Les travaux menés par Wang et al. ont montré récemment que le transfert de gènes dans le 

muscle squelettique de chiens pouvaient entraîner une réponse cytotoxique vis-à-vis des 

protéines de capside des vecteurs AAVr de sérotype 2 et 6. Cette réponse cytotoxique apparaît 

comme indépendante du transgène exprimé (que ce soit la β-galactosidase ou le facteur IX), 

du type de promoteur utilisé (spécifique du muscle comme le CK6 ou ubiquitaire comme le 

CMV), ainsi que du muscle injecté. L’injection de capsides vides d’AAVr de sérotype 6 

entraîne aussi une réponse immune forte (Wang et al., 2007a). Dans l’ensemble des cas, 

l’induction d’une réponse immunitaire cellulaire vis-à-vis de la capside est mise en évidence 

sur des biopsies musculaires par l’observation d’infiltrats cellulaires (détection de LT CD4
+
 et 

LT CD8
+
). Cette réponse immune semble empêcher l’expression du transgène à long terme en 

détruisant les cellules transduites. La méthode de purification des vecteurs, que ce soit sur 

gradient de chlorure de Celsium ou sur colonnes d’héparine ne modifie pas la réponse 

immune obtenue. Les auteurs indiquent qu’ils ignorent si l’immunogénicité provient des 

capsides ou des protéines cellulaires qui adhèrent à la capside (Wang et al., 2007a).  
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Figure 4 : Production d’anticorps 

neutralisants à la suite d’une injection de 

vecteurs AAVr 

L’injection intramusculaire de vecteurs AAV2r à 

des souris (schéma du haut) ou à des macaques 

(schéma du bas) entraînent la production par ces 

animaux d’anticorps neutralisants contre la 

capside de l’AAVr injecté.  D’après Chirmule et 

al., 2000.  
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iii) Observation d’une réponse immunitaire contre la capside chez l’homme 

Les essais cliniques réalisés à l’aide d’AAVr sur des patients hémophiles (que ce soit par 

transfert de gènes dans le muscle ou dans l’artère hépatique), ont montré que l’administration 

d’AAV2r codant pour le facteur IX chez les patients entraînait le développement d’anticorps 

neutralisants contre la capside (Manno et al., 2003 ; Manno et al., 2006). De plus, dans le 

transfert de gènes par injection d’AAV2r dans l’artère hépatique, le développement d’une 

réponse cytotoxique contre la capside de l’AAV2r a été observée (Manno et al., 2006; 

Mingozzi et al., 2007b). Il est supposé que cette réponse immune a engendré la destruction 

des cellules transduites par le vecteur AAVr. Les auteurs ont pu montrer que les patients 

possédaient des LT mémoires spécifiques de la capside de l’AAV2r avant le protocole 

(générés suite à une infection préalable des patients par de l’AAV2 sauvage) et que le 

transfert de gènes a entraîné une expansion de ces cellules (Mingozzi et al., 2007b). Cette 

réponse cytotoxique n’a pas été décrite dans les modèles animaux, excepté chez les 

primates non humains. Ceci s’explique en partie parce que les modèles animaux (hors 

primates) ne sont pas naturellement contaminés par les AAV sauvages.  

 

iv) Stratégies possibles  pour empêcher la réponse immunitaire contre la capside 

Différentes stratégies sont possibles pour contrôler la réponse immunitaire contre les 

protéines de capside. Certaines techniques visent à éviter le développement de cette réponse 

immune en diminuant par exemple la dose de vecteur administré (Song et al., 1998). De plus, 

l’administration d’une courte immunosuppression, par un duo CTLA4Ig et anticorps anti-

CD40L (ou anti-CD40) réduit le développement d’anticorps neutralisants chez la souris 

permettant ainsi l’efficacité d’une nouvelle administration d’AAVr de même sérotype dans le 

poumon (Halbert et al., 1998) ou de plusieurs administrations dans le muscle (Lorain et al., 

2008).  

De même, dans le modèle canin de Wang et al. décrit précédemment, dans lequel une réponse 

immunitaire cytotoxique anti-capside est observée suite à l’injection d’AAV2r ou d’AAV6r, 

l’administration d’un trio cyclosporine, MMF (mycophénolate mofetil) et ATG (anti-

thymocyte globuline) aux animaux lors de l’injection des AAVr permet de réduire la réponse 

immunitaire cytotoxique et d’obtenir une expression du transgène à long terme (Wang et al., 

2007b). Le blocage de la voie du complément semble également une alternative pour réduire 

la réponse humorale contre la capside (Zaiss et al., 2008).  
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II.B.3. La réponse immunitaire adaptative contre le produit du transgène  

i) Mise en évidence de la réponse immune contre le transgène chez la souris  

Les premières études de transfert de gènes dans le muscle menées il y a environ 10 ans 

montraient déjà l’apparition d’une réponse immune humorale vis-à-vis du produit du 

transgène (Clark et al., 1997 ; (Song et al., 1998) Dans ces études, les protéines issues du 

transgène, tels que la β-galactosidase et l’alpha-trypsine humaine (injectée chez des souris) 

étaient des protéines étrangères à l’animal donc fortement immunogènes.  

 

Des travaux plus récents menés par Yuasa et al. ont permis de mettre en évidence une réponse 

immunitaire contre le transgène lors d’injections d’AAV2r dans des souris mdx (Yuasa et al., 

2002). Ces souris correspondent au modèle murin de la dystrophie musculaire de Duchenne 

(DMD). Leurs premiers résultats montrent que l’administration d’AAV2r contenant le gène 

de la β-gal sous contrôle d’un promoteur CMV est plus efficace dans des souris normales que 

dans des souris mdx (Yuasa et al., 2002). Cela peut s’expliquer par la dégénérescence 

musculaire observée dans les souris mdx : les cellules transduites meurent et l’expression du 

transgène diminue. Cependant, cette hypothèse est contrée par le fait que si les souris sont 

injectées plus tardivement (lorsque la dégénérescence musculaire n’est plus pathologique chez 

les mdx), l’expression  du transgène est équivalente dans les 2 types de souris puis elle décroît 

uniquement dans les souris mdx. La pathologie DMD ne peut donc pas expliquer ce 

phénomène tardif.  

 

L’étude histologique des muscles des souris mdx injectées avec l’AAVr a mis en évidence la 

présence d’un infiltrat cellulaire important contenant des macrophages, des LTCD4 et des 

LTCD8 (réponse à médiation cellulaire). Cet infiltrat n’est pas présent dans des souris saines 

injectées avec l’AAV2r-LacZ (Yuasa et al., 2002). La présence de dépôts d’IgG a également 

été mise en évidence dans les muscles de souris mdx injectées. L’utilisation d’anticorps 

spécifiques du transgène et de l’AAVr a montré que la réponse humorale était dirigée contre 

le transgène. Les auteurs suggèrent que cet infiltrat provient de l’augmentation de la 

perméabilité cellulaire dans les souris mdx. Cette forte perméabilité musculaire aurait pour 

conséquence un relargage des molécules immunogènes présentent dans les cellules 

musculaires transduites dans les espaces intercellulaires qui contiennent notamment des CPA 

(cellules dendritiques ou macrophages) capables d’initier une réponse immunitaire.  
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Le rôle des CPA, et notamment des CD, dans le développement de la réponse immunitaire est 

renforcé par l’observation d’un délai d’apparition plus long de la réponse immunitaire (2 mois 

au lieu d’1 mois) lorsque l’injection intramusculaire d’un AAVr contenant le gène de la β-gal 

est sous contrôle d’un promoteur spécifique du muscle (MCK, créatine kinase musculaire) et 

non d’un promoteur ubiquitaire (CMV) (Yuasa et al., 2002). L’utilisation d’un promoteur 

spécifique limite la transduction de l’AAVr aux cellules musculaires alors que le promoteur 

ubiquitaire permet l’expression du transgène dans les différents types cellulaires, c’est-à-dire 

aussi bien dans les cellules musculaires que dans les CPA. Ainsi, la transduction directe de 

CD par l’AAVr augmenterait la probabilité de développement d’une réponse immunitaire.  

Dans cette étude, l’immunosuppression des souris mdx suite à l’administration d’anticorps 

anti-CD4 permet l’expression de la β-gal, montrant ainsi que la réponse immunitaire nécessite  

les LTH (Yuasa et al., 2002).  

 

ii) Obtention d’une réponse immunitaire anti-transgène chez le chien 

Par la suite, Yuasa et al. ont utilisé le même système (AAV2r et gène LacZ) sur des chiens 

atteints de dystrophie musculaire de Duchenne (Yuasa et al., 2007). La transduction de 

cellules musculaires canines in vitro est efficace mais l’injection des vecteurs in vivo entraîne 

une faible expression de la β-gal, associée à une réponse immunitaire humorale et 

cellulaire, mise en évidence par la présence d’un fort infiltrat cellulaire (présence de LB, LT, 

CD et de dépôts d’IgG) (Figure 5).  

 

Figure 5: Infiltrats cellulaires suite à l’injection d’AAV2r 

Le transfert de gènes à l’aide d’AAV2r LacZ dans le muscle de chiens atteints de dystrophie 

musculaire entraîne une réponse immunitaire forte visible notamment par la présence 

d’infiltrat cellulaire dans les biopsies de muscle. Les anticorps utilisés sur les coupes de 

muscles sont des anticorps canins anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b (cellules myéloïdes), anti-

LB, anti CMH de classe I et de classe II et enfin anti-IgG. D’après Yuasa et al. 2007 

T CD4 T CD8 CD11b

Cell. B CMH I CMH II

H/E 
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Un court traitement immunosuppressif (cyclosporine et MMF) permet d’augmenter 

l’expression de la β-gal dans les muscles canins. La réponse humorale semble à la fois dirigée 

contre la capside d’AAV2r et la protéine issue du transgène (Yuasa et al., 2007). L’injection 

intra-musculaire d’un vecteur AAV2r dans lequel le promoteur a été enlevé entraîne une  

augmentation de l’efficacité de transduction de l’AAVr (visible par PCR quantitative ciblant 

le génome de l’AAV) alors que le transgène n’est pas exprimé. L’infiltrat inflammatoire local 

est également fortement réduit. Ces résultats indiquent que la réponse immune développée 

chez les chiens est principalement dirigée contre la protéine issue du transgène et entraîne la 

lyse des cellules transduites. Les auteurs se sont intéressés à la différence d’intensité de la 

réponse immunitaire observée entre la souris et le chien. Ils ont ainsi montré que la 

stimulation de splénocytes à l’aide de la β-gal entraîne une plus forte production d’IFN  chez 

les chiens non traités que chez les souris non traitées. La capacité des cellules immunitaires 

du chien à répondre à un antigène étranger est donc plus forte que celles de la souris 

(Yuasa et al., 2007).    

  

iii) Dynamique de la réponse immune anti-transgène 

En parallèle, Wang et ses collaborateurs ont montré par des tests ELISPOT que 

l’administration d’une forte dose de vecteurs AAV2r codant pour le facteur IX (modèle de 

pathologie de l’hémophilie de type B) (1x10
12

 vg/souris) entraîne le développement d’une 

réponse humorale suivi du développement tardif d’une réponse cytotoxique. Cette réponse 

immunitaire a été mise en évidence par la présence de cellules B anti-FIX et la sécrétion 

d’anti-IFNγ par les splénocytes et les cellules des ganglions lymphatiques (Figure 6). Des 

infiltrats T CD8
+
 et une forte destruction des fibres musculaires ont également été observés in 

vivo (Wang et al., 2005a). Le développement tardif de la réponse immunitaire corrèle avec 

une présentation croisée des peptides antigéniques par les CPA.        
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Figure 6 : L’administration d’AAV2r FIX à forte dose entraîne le développement d’une 

réponse humorale suivie d’une réponse cellulaire chez la souris 

Suite à une administration intra-musculaire d’AAV2r FIX à des souris, des tests ELISPOT ont 

été réalisés sur les splénocytes et les cellules des ganglions drainant le muscle. Ces ELISPOTs 

sont de 2 types, l’un détecte les cellules sécrétant des anticorps anti FIX (réponse humorale) et 

l’autre révèle les cellules sécrétant de l’IFNγ (réponse cellulaire). Ces tests ont été réalisés 14 

jours et 30 jours post-injection de l’AAVr.  D’après Wang et al. 2005 

 

 

II.C- Comment réguler ces réponses immunes contre le 

transgène ?   

L’observation des différentes expériences montre que certains facteurs influencent le 

développement de réponse immune contre le transgène. Parmi ces facteurs, dont certains ont 

été décrits précédemment, il faut noter :  

1) la quantité de vecteur injecté : le risque de développement d’une réponse 

immunitaire augmente avec la quantité de vecteurs injecté car le produit du transgène est 

présent en plus grande quantité (Arruda et al., 2001; Herzog et al., 2002; Herzog et al., 1999) 

2) le promoteur utilisé : la transduction spécifique des cellules musculaires à l’aide de 

promoteurs comme le promoteur Desmine, CK5 ou MCK permet de diminuer le risque de 

développer une réponse immune car les cellules immunitaires ne sont pas ou sont peu 

transduites par le vecteur. De plus, l’expression du transgène est normalement limitée à un 

organe (Cordier et al., 2001; Yuasa et al., 2002). 

3) les prédispositions génétiques : des expériences comparatives menées sur des animaux 

(souris et chiens) sains et des modèles déficientes pour la dystrophine ou le facteur IX 
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montrent l’apparition d’une réponse immunitaire humorale et parfois d’une réponse 

cytotoxique contre le transgène plus forte et plus précoce chez les animaux malades (Fields et 

al., 2001; Herzog et al., 2001; Herzog et al., 1999; Yuasa et al., 2002; Zhang et al., 2007).  

4) la voie d’administration du vecteur : en ce qui concerne le transfert de gènes dans 

le muscle, la technique de perfusion de membre isolé avec des vecteurs AAVr a été 

développée récemment dans des modèles de dystrophie musculaire et d’hémophilie (Arruda et 

al., 2005; Gonin et al., 2005; Rodino-Klapac et al., 2007; Su et al., 2005). Celle-ci permet de 

faire diffuser rapidement le vecteur dans le membre, évitant ainsi une trop forte concentration 

du vecteurs au niveau des sites d’injection. Au contraire, une injection intra-musculaire 

provoque le développement d’une réponse immunitaire car les antigènes (protéines de capside 

ou produits du transgène) sont concentrés au niveau du site d’injection de l’AAVr (Wang et 

al., 2005a; Wang et al., 2005b). La comparaison des techniques d’injection intra-musculaire et 

de perfusion de membre isolé dans un modèle de primate non humain dans notre laboratoire 

(Unité INSERM U649) a permis de confirmer ces résultats (Toromanoff et al., manuscrit en 

préparation).  

5) le sérotype utilisé : l’utilisation des vecteurs AAVr chez l’homme montre que 

l’infection naturelle de l’individu par de l’AAV sauvage (de sérotype 2 le plus souvent) avant 

l’administration d’AAV2r empêche l’efficacité du transfert de gènes car les patients ayant 

déjà été contaminés par l’AAV2 sauvage développe une réponse cytotoxique mémoire contre 

la capside lors de l’injection d’AAV2r (Mingozzi et al., 2007b). De plus, comme mentionné 

précédemment (paragraphe II.A.6), certains sérotypes d’AAVr (l’AAV5r par exemple) et 

également les scAAVr sont capables de transduire efficacement les CD ex vivo (Aldrich et al., 

2006; Ponnazhagan et al., 2001; Veron et al., 2007; Xin et al., 2006). Il est alors envisageable 

que l’utilisation de ces sérotypes soit plus immunogène que l’utilisation des vecteurs AAVr 

ayant un tropisme faible pour les CD.  

 

La modification d’un des facteurs décrits ci-dessus peut permettre de diminuer le risque de 

développement de réponse immunitaire. Cependant, dans de nombreuses études, le modèle 

animal ne peut être changé, tout comme la dose de vecteur administré. En effet, dans le 

premier essai clinique réalisé sur des patients hémophiles, la dose de vecteurs administrée 

apparaît comme la dose maximale avant le développement d’une réponse immunitaire, 

malheureusement elle est insuffisante pour avoir un effet thérapeutique (Manno et al., 2003). 

Parallèlement, l’utilisation d’un promoteur spécifique du muscle ne semble pas toujours 

inhiber le développement d’une réponse immune anti-transgène chez le singe (Chenuaud et 
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al., 2004). Quant à la voie d’administration, la technique de perfusion n’a été que très 

récemment développée dans certains modèles animaux et les injections réalisées chez 

l’homme ou dans des modèles de gros animaux sont encore effectuées principalement en 

intra-musculaire. De plus, cette technique ne peut s’appliquer qu’au transfert de gènes dans 

les membres, elle est donc inefficace dans le cas de réponse immune développée suite à un 

transfert de gènes visant le foie (injection d’AAVr dans l’artère hépat ique) ou encore pour le 

transfert de gènes dans le système nerveux central (injection dans le striatum par exemple). 

Pour contrôler l’apparition d’une réponse immunitaire, il apparaît donc nécessaire de trouver 

d’autres systèmes capables de moduler le système immunitaire et permettant d’inhiber le 

développement d’une réponse immune après transfert de gènes à l’aide d’un vecteur viral.  

 

Certaines techniques d’immunosuppression des animaux ont donné des résultats satisfaisants. 

Comme décrit précédemment, l’administration de molécules immunosuppressives telles que 

la cyclosporine, le tacrolimus, l’ATG, le MMF ou encore l’injection d’anticorps anti-CD4 

chez l’animal permet de conserver l’expression du transgène en limitant le développement de 

réponse immunitaire contre le transgène ou la capside (Jiang et al., 2006a; Manning et al., 

1998; Yuasa et al., 2002; Yuasa et al., 2007). De plus, le blocage des voies de costimulation, 

comme par exemple l’interaction CD40/CD40 ligand à l’aide d’un anticorps anti-CD40 ligand 

permet de retarder l’apparition de la réponse immunitaire contre le transgène (Sarukhan et al., 

2001). Ainsi, une administration continue d’anticorps anti-CD40 ligand pourrait 

probablement permettre de maintenir l’expression du transgène à un taux maximal. Toutefois, 

l’administration continue de ces immunosuppresseurs est un inconvénient non négligeable. En 

effet, ils ne sont pas spécifiques et entraînent une fragilisation générale de l’individu, le 

rendant vulnérable aux infections. De plus, les immunosuppresseurs n’induisent pas de 

tolérance, cela signifie qu’à l’arrêt du traitement, la réponse immune peut se développer.  

Une autre approche pour limiter le développement de la réponse immunitaire est d’induire 

chez les animaux une tolérance vis-à-vis du transgène. La tolérance se définit comme 

l’ensemble des mécanismes permettant d’inhiber spécifiquement et à long terme une 

réponse immune contre un antigène. Contrairement aux immunosuppresseurs, la tolérance, 

une fois induite, agit de façon prolongée et n’immunodéprime pas l’individu. La tolérance est 

spécifique d’un antigène, c’est-à-dire que l’individu ne réagira plus contre cet antigène mais il 

gardera un système immunitaire efficace vis-à-vis des autres molécules immunogènes.  
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Dans le cadre de cette thèse, nous avons cherché à induire une tolérance au produit du 

transgène dans un modèle de transfert de gènes dans le muscle de macaque dans lequel 

les animaux développent une réponse à la fois humorale et cellulaire contre le produit du 

transgène (Favre et al., 2002). Ce modèle de transfert de gènes sera décrit dans la partie 

« Contexte et objectifs de la thèse ». 

 

Le concept de tolérance induite se base sur les connaissances acquises sur la tolérance 

naturelle développée chez les animaux. Cette tolérance est présente de façon principale au 

niveau du thymus, on parle alors de tolérance centrale (décrite dans la partie III de cette 

introduction) et également en périphérie, on parle alors de tolérance périphérique (décrite dans 

la partie IV de cette introduction). 

 

La stratégie d’induction d’une tolérance dans des modèles de transfert de gènes est facilitée 

par rapport aux traitements de certaines pathologies car l’élément immunogène responsable de 

la réponse immunitaire est connu, il correspond au transgène. De plus, la tolérance peut être 

induite avant l’immunogénicité puisque l’élément immunogène n’est présent qu’après 

l’injection de vecteurs codant pour cet élément. 
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III.  La tolérance centrale  

 

III.A- Définition de la tolérance centrale naturelle 

 

Le thymus est un organe lymphoïde primaire situé entre le sternum et le cœur où se 

développent les lymphocytes T. Le développement des LT, appelés alors thymocytes dans le 

thymus, consiste en a) une maturation des cellules à partir de précurseurs et également en b) 

une sélection rigoureuse des cellules T. Cette sélection est indispensable au bon 

fonctionnement du système immunitaire. Ainsi, les cellules T doivent être capables de 

reconnaître les molécules du CMH de classe I ou de classe II du soi pour être efficaces en 

périphérie mais ne doivent pas reconnaître les antigènes du soi. Seuls 1 à 3% des thymocytes 

présents dans le thymus deviendront des LT naïfs matures (Egerton et al., 1990). Le processus 

de tolérance (centrale et périphérique) n’est pas parfait et des lymphocytes auto-réactifs 

peuvent être présents dans l’organisme. Ces cellules ont alors la potentialité d’initier des 

maladies auto-immunes. L’activité du thymus est importante dans les premières années de vie 

puis elle ralentit en parallèle d’une involution du thymus. Le taux de lymphocytes T présents 

en périphérie est alors maintenu par la division cellulaire des LT matures. De plus, les LT 

naïfs ont une durée de vie longue.  

 

III.B- Composition du thymus  

D’un point de vue macroscopique, le thymus est composé de 2 lobes le plus souvent 

asymétriques. Chacun de ces lobes comprend de nombreux lobules organisés en plusieurs 

zones comme décrit sur la figure 7 : la zone sub-capsulaire, le cortex, la jonction cortico-

médullaire et la médulla (Takahama, 2006). Hormis les thymocytes, le stroma thymique est 

composé de macrophages, de cellules épithéliales corticales et médullaires (nommées 

respectivement cTEC et mTEC), de cellules dendritiques et des corpuscules de Hassal. La 

répartition des différentes cellules stromales thymiques corrèle avec les différents stades de la 

maturation des thymocytes. Les cellules du stroma sont essentielles pour la maturation et la 

sélection des thymocytes. Elles agissent par interaction directe avec les thymocytes ou en 

secrétant des chimiokines. En contrepartie, les thymocytes interviennent dans la 

différentiation des cellules stromales thymiques (Takahama, 2006).   
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Figure 7 : La composition du thymus et la différenciation des LT 

Le thymus est composé de 4 zones : la zone subcapsulaire, le cortex, la jonction cortico-

médullaire et la médulla. Les thymocytes arrivent dans le thymus au niveau de la jonction 

cortico-médullaire puis ils migrent dans le cortex pour débuter leur différenciation (stade DN) 

qui se finira dans la médulla au stade SP. La différenciation et la migration des thymocytes se 

fait grâce aux cellules du stroma thymique par interactions cellule à cellule et par la sécrétion 

de cytokines par les cellules stromales. cTEC et mTEC : Cellules Epithéliales Thymiques 

corticales et médullaires ; DN : thymocytes double négatifs CD4
-
CD8

-
 ; DP : thymocytes 

double positifs CD4
+
CD8

+
 ; SP : thymocytes simple positifs CD4

+
 ou CD8

+
 D’après 

Takahama, 2006.  

  

 

Dans ce manuscrit, le développement des LT les plus connus appelés LT conventionnels CD4 

ou CD8 et comportant un TCRα :β va être développé, ainsi que la génération de cellules T 

régulatrices naturelles. Il existe également d’autres cellules générées dans le thymus à partir 

des thymocytes, comme les cellules NKT et les LT portant un TCR γ :δ dont le 

développement et la caractérisation est moins connue (Berg, 2007).   
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III.C- Différents stades de développement des LT 

Le développement des thymocytes est corrélé avec leur migration dans les différentes zones 

du thymus. Ainsi, les précurseurs des thymocytes provenant de la moelle osseuse entrent dans 

le thymus par voie sanguine grâce aux vaisseaux localisés dans la jonction cortico-médullaire 

(Ladi et al., 2006). Ces cellules sont appelées double négatives (DN) car elles n’expriment ni 

le marqueur CD4, ni le marqueur CD8. De plus, elles ne possèdent pas de TCR qui permet la 

reconnaissance du complexe CMH-peptide de la CPA.  

Il existe 4 stades de DN selon l’état de maturation des cellules. Ces différents DN se 

différencient par l’expression de leurs marqueurs CD44 et CD25 chez la souris (Godfrey et 

al., 1993). Ainsi, les DN1 (CD25
-
CD44

high
) sont situés dans la jonction cortico-médullaire. 

Ces DN1 migrent dans le cortex et se différencient en DN2 (CD25
+
CD44

high
). Les DN2 

rejoignent ensuite la zone extérieure du cortex et la zone sous capsulaire où ils deviennent 

alors des DN3 (CD25
+
CD44

low
) (Lind et al., 2001; Porritt et al., 2003).  

Au stade DN3, les thymocytes vont commencer la synthèse du TCR en réarrangeant les gènes 

de la chaîne  du TCR. Dans la zone sub-capsulaire, les thymocytes se différencient en une 

dernière forme double négative, les DN4 (CD25
-
CD44

-
) qui portent le pré-TCR.  

 

La migration des DN dans le cortex ainsi que leur développement sont contrôlés par les 

récepteurs de chimiokines présents sur les DN. Les ligands de ces récepteurs sont produits par 

les cellules stromales corticales. Ainsi, les souris déficientes pour le CXCR4, le CCR7 ou 

encore le CCR9 ont une répartition anormale des thymocytes dans le thymus associée à des 

problèmes de différenciation des LT (Benz et al., 2004; Misslitz et al., 2004; Plotkin et al., 

2003).  

 

Les DN4 se différencient ensuite en cellules doubles positives (DP) qui expriment à la fois le 

CD8 et le CD4. Le réarrangement des gènes codant pour la chaîne  du TCR dans les DP 

conduit à des TCR fonctionnels et diversifiés. Les cellules DP n’ayant pas réalisé un 

réarrangement productif de leur TCR meurent.  

 

Dans le cortex, les cellules DP vont entrer en contact avec les cTEC et subir le phénomène de 

sélection positive (expliqué au paragraphe III.D) permettant de sélectionner les thymocytes 

capables de reconnaître le CMH du soi.  

Une deuxième sélection, appelée sélection négative (décrite dans le paragraphe III.E) consiste 
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à éliminer les thymocytes réagissant trop fortement contre les antigènes du soi et qui 

pourraient par conséquent entraîner des réponses auto-immunes en périphérie (LT 

autoréactifs). Le lieu de la sélection négative (cortex ou médulla) est controversée, mais 

semble avoir lieu principalement dans la médulla.  

 

La migration des thymocytes du cortex vers la médulla se fait grâce à une attraction 

chimiotactique impliquant le CCR7 exprimé fortement par les thymocytes DP (sélectionnés 

positivement) et ses ligands, le CCL19 et CCL21 exprimés par les mTEC (Ueno et al., 2004). 

Dans la médulla, les thymocytes vont devenir des cellules Simples Positives, SP CD4
+
 ou 

CD8
+
. La différenciation en cellules CD4

+
 ou CD8

+
 se décide lors de la sélection négative. 

Les thymocytes SP vont ensuite maturer dans la médulla, cette maturation est associée à une 

inversion de l’expression de CD62L (MEL-14) et CD69 par ces cellules (passage de cellules 

CD62L
low

 et CD69
high

 à des cellules matures et naïves CD62L
high

 et CD69
low

) (Bendelac et al., 

1992; Reichert et al., 1986) .  

 

L’export des thymocytes matures naïfs se fait au niveau de la jonction cortico-médullaire, 

dans les espaces péri-vasculaires avec l’intervention de S1P1 (récepteur 1 de la sphingosine-

1- phosphate) (Matloubian et al., 2004).  

 

III.D- Sélection positive des thymocytes  

La sélection positive consiste à conserver uniquement les thymocytes reconnaissant le CMH 

du soi (associé à un peptide).  

Le stroma thymique comporte en plus des cTEC et des mTEC, des cellules dendritiques et des 

macrophages. Comme les cellules dendritiques, les cellules épithéliales sont des cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) qui expriment à leur surface le CMH de classe I et le CMH 

de classe II associé à un peptide antigénique, ces CPA peuvent donc engendrer la sélection 

positive des thymocytes. Les capacités d’apprêtement et de présentation de l’antigène des 

cTEC semblent différentes de celles des cellules dendritiques et également des mTECs 

(Bowlus et al., 1999) suggérant que les cTECs seraient les meilleurs candidats pour réaliser la 

sélection positive. De plus, ceci est renforcé par des études montrant des propriétés propres 

aux cTEC permettant la sélection et le développement des SP CD4
+
 et CD8

+
 (Murata et al., 

2007; Nakagawa et al., 1998). La sélection positive semble donc avoir lieu sur des 

thymocytes au stade DP suite à des interactions avec les cellules épithéliales corticales au 
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niveau du cortex (Figure 8).   

De façon schématique, si l’interaction du TCR de la cellule DP se fait avec le CMH de classe 

I de la cTEC, le thymocyte deviendra un thymocyte SP CD8
+
 et une interaction TCR/CMH de 

classe II de la cTEC entraînera la différenciation du DP en SP CD4
+
.  

 

De plus, lors de la sélection positive, les cellules épithéliales vont interagir avec les 

thymocytes et en fonction de l’affinité du TCR des DP avec le complexe CMH/peptide de la 

cTEC, le thymocyte va recevoir un signal de survie ou non. Le thymocyte sélectionné 

positivement doit en effet être capable de reconnaître le soi. Ce phénomène entraîne la mort 

par apoptose de 90 à 95 % des thymocytes qui ne reconnaissent pas le soi (Huesmann et al., 

1991). 

 

III.E- Sélection négative des thymocytes 

La sélection négative consiste à éliminer (par délétion clonale) les thymocytes reconnaissant 

trop fortement les peptides du soi (associés au CMH) pour ne pas générer de lymphocytes T 

matures autoréactifs. Comme pour la sélection positive, le TCR va interagir avec des CPA et 

selon l’affinité du complexe, la cellule sera conservée ou éliminée par apoptose. La raison 

pour laquelle l’interaction TCR/CMH-peptide permet à une cellule d’être reconnue 

positivement ou négativement reste un sujet d’étude. Nous savons que c’est le TCR qui 

reconnaît son ligand avec une affinité plus ou moins forte et qu’une très faible augmentation 

de cette affinité permet l’induction de signaux de sélection positive à des signaux de sélection 

négative (Daniels et al., 2006). Ainsi un changement de conformation pourrait être 

responsable de ces différences. Risueno et al. ont montré qu’un changement de conformation 

du TCR pourrait refléter des différences dans l’avidité ligand/récepteur et ainsi différencier la 

sélection négative de la sélection positive en entraînant des voies de signalisation différentes 

(Risueno et al., 2006). Par exemple, la protéine ERK1/2 est exprimé à la membrane pour les 

signaux négatifs et est présente dans le cytoplasme pour les thymocytes sélectionnés 

positivement (Daniels et al., 2006).   

Si on considère que la sélection négative permet d’éliminer tous les thymocytes autoréactifs, 

cela sous-entend que l’ensemble des antigènes du soi doit être exprimé dans le thymus. 

Certains antigènes du soi sont ubiquitaires, ils sont donc exprimés dans le thymus. D’autres 

antigènes, spécifiques de certains tissus, doivent migrer dans le thymus pour être présentés. 

Enfin, certains antigènes sont exprimés très faiblement et n’entraînent pas de réponse auto-
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immune même en l’absence d’expression thymique. Les antigènes spécifiques de tissus 

appelés TSA (tissue-specific antigens) proviennent de la quasi-totalité des organes du corps 

(Derbinski et al., 2001) et sont des éléments clés pour l’induction de la tolérance centrale. 

 

La sélection négative semble se dérouler principalement dans la médulla et est induite à la 

fois par les cellules dendritiques et les mTEC (Figure 8). En effet, l’étude de souris 

déficientes pour les mTEC montre qu’un développement anormal de ces cellules est souvent 

corrélé à une auto-immunité (Naquet et al., 1999). De plus, en absence de CD, la délétion 

clonale est moins efficace (Gallegos and Bevan, 2004). Par la technique de puces à ADN, 

Derbinski et al. ont montré que les mTEC étaient les principales cellules du thymus capables 

d’exprimer les TSA (Derbinski et al., 2005). Ces cellules peuvent donc réaliser la sélection 

négative en interagissant directement avec les thymocytes. Les cellules dendritiques ne 

présentent pas directement les TSA mais sont capables de réaliser la sélection des T 

autoréactifs aux TSA par présentation croisée. Les molécules du CMH de classe I, du CMH 

de classe II, le marqueur d’activation CD40 et les molécules de costimulation CD80/CD86 

exprimés à la surface de ces 2 types cellulaires (CD et mTEC) interviennent dans 

l’élimination des T autoréactifs (Buhlmann et al., 2003; Foy et al., 1995; Gao et al., 2002b).   

Un autre acteur clé de la sélection négative est la protéine AIRE (pour AutoImmune 

REgulator). L’absence d’expression de cette protéine est responsable d’une maladie auto-

immune récessive (APS-1 pour autoimmune polyglandular syndrome type 1 ou APECED 

pour Auto-immune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy) touchant divers 

organes (Nagamine et al., 1997; Perheentupa, 2002). La protéine AIRE est exprimée 

principalement par les mTEC et aussi par les DC dans le thymus et de façon moindre dans les 

ganglions lymphatiques et la rate (Anderson et al., 2002; Blechschmidt et al., 1999; Heino et 

al., 2000; Zuklys et al., 2000). L’expression de AIRE dans les mTEC est corrélée à la capacité 

de ces cellules à exprimer les TSA ;  ainsi, les souris KO pour le gène AIRE possèdent une 

expression réduite des TSA associée à une déficience dans la délétion clonale des LT 

autoréactifs et par conséquent à une auto-immunité (Anderson et al., 2002; Liston et al., 

2003). Seule une partie des mTEC exprime AIRE et par conséquent présente la majorité des 

TSA (Derbinski et al., 2005). L’expression de certains TSA n’est pas corrélée à AIRE, 

suggérant qu’il existe certainement d’autres protéines du même type que AIRE dans le 

thymus.   
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Suite à cette sélection thymique, les thymocytes devenus LT naïfs CD8
+
 ou CD4

+
CD25

- 

sortent du thymus pour devenir les acteurs de la réponse immunitaire.   

 

 

 

    

 

 

 

 

Figure 8 : La sélection des LT 

 

La sélection positive a lieu dans le cortex. Elle se 

fait par l’interaction des cTEC présentant le CMH 

du soi avec les thymocytes. Seuls les thymocytes 

reconnaissant le soi seront conservés. La seconde 

sélection, appelée sélection négative se fait 

principalement dans la médulla. Dans cette 

seconde sélection, les thymocytes conservés 

reconnaissent les antigènes du soi portés par les 

CD et les mTEC avec une faible affinité. Les 

thymocytes reconnaissant le complexe 

CMH/antigène du soi avec une forte affinité sont 

éliminés car ces LT pourraient entraîner une 

réponse immune contre le soi en périphérie. 

D’après Palmer, 2003.  

 

 

III.F- Génération des Treg 

Comme expliqué dans la partie suivante (partie IV de cette introduction), les lymphocytes T 

régulateurs naturels (appelés Treg) sont des cellules T ayant un rôle clé dans le maintien de la 

tolérance périphérique. Comme les autres cellules T, ces cellules sont générées dans le 

thymus mais elles possèdent une fonction inverse. En effet, ces cellules T ne vont pas induire 

une réponse immune effectrice contre des antigènes étrangers en périphérie mais elles vont 

induire une réponse régulatrice/suppressive en neutralisant les lymphocytes T autoréactifs. 

Ces Treg sont spécifiques des antigènes du soi (Apostolou et al., 2002). Comme les Treg sont 

générés dans le thymus, la question est de savoir comment ces Treg sont sélectionnés pour 

reconnaître les antigènes du soi et qu’est ce qui les différencient des autres thymocytes.  

 

Les Treg sont des cellules CD4
+
 comportant un TCR α : β (comme les T conventionnels). Dès 
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leur différenciation dans le thymus, ces cellules expriment le marqueur de surface CD25 et le 

facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3), spécifique des Treg (Fontenot et al., 

2005b). D’autres marqueurs, tels que GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor 

receptor), CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) ou encore CD28 sont 

également présents sur les Treg. Le TCR des Treg possède une très forte affinité pour les 

peptides du soi, ces cellules sont donc réactives au soi contrairement aux LT conventionnels 

(Hsieh et al., 2006; Jordan et al., 2001) et ne semblent donc pas sensibles à la délétion clonale 

(sélection négative) (van Santen et al., 2004).    

L’ontogenèse des Treg se réalise dans le thymus mais la cinétique d’export des Treg semble 

retardée par rapport à celle des LT conventionnels (Fontenot et al., 2005a). Ceci peut 

s’expliquer notamment par la nécessité d’obtenir des Treg matures, capables d’exprimer 

Foxp3, CD28, GITR et CTLA4. L’expression de Foxp3 semble avoir lieu principalement 

dans la médulla suite à l’interaction CMH/TCR et à la stimulation du TCR par le CD28 

(Fontenot et al., 2005a). De même, ces interactions permettent l’augmentation de l’expression 

de GITR et de CTLA4 par les thymocytes/futurs Treg (Tai et al., 2005).  

 

Malgré l’expression tardive de Foxp3 (dans la médulla), les thymocytes semblent destinés 

précocement à devenir des Treg. En effet, deux études récentes utilisant des souris 

transgéniques comportant une substitution du gène codant pour la protéine Foxp3 par celui 

codant pour la protéine GFP (ou pour une protéine de fusion GFP/Foxp3 non fonctionnelle) 

(Gavin et al., 2007; Lin et al., 2007) montrent que les cellules T GFP positives ont le 

phénotype typique des Treg, exprimant CD25, GITR et CTLA4. Comme les Treg 

« classiques », ces cellules dépendent de l’IL-2. Cependant, elles n’ont pas d’activité 

suppressive, suggérant l’importance de Foxp3 dans la fonction des Treg. Ces résultats 

montrent que l’ontogenèse des Treg est indépendante de la présence ou de l’expression de 

Foxp3.  

En ce qui concerne la sélection des thymocytes/futurs Treg, une première sélection positive 

semble avoir lieu au niveau du cortex suite à l’interaction entre les thymocytes et les cTEC 

exprimant le CMH et les peptides du soi (Bensinger et al., 2001). L’utilisation d’un modèle 

murin contenant des cTEC exprimant un seul antigène montre que dès l’étape de sélection 

positive dans le cortex, les futurs Treg ayant un TCR reconnaissant spécifiquement l’antigène 

vont être préférentiellement conservées. A ce stade, la diversité des TCR exprimés par les 

thymocytes est pourtant très forte. Cette sélection apparaît donc extrêmement spécifique et il 

est probable que les thymocytes/futurs Treg sélectionnés reçoivent alors des signaux de survie 
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(Ribot et al., 2007).     

 

Cette sélection positive au niveau du cortex n’exclut pas la possibilité d’une deuxième étape 

de sélection dans la médulla. Ceci est en accord avec le faible pourcentage de Treg matures 

(exprimant CD25, Foxp3 ou GITR) présent dans le cortex, suggérant une maturation 

médullaire des Treg. Différentes équipes ont montré qu’une deuxième sélection positive 

pouvait avoir lieu dans la médulla, soit par les mTEC, soit par les cellules dendritiques et 

selon deux mécanismes différents. 

Pour le modèle faisant intervenir les mTEC, Aschenbrenner et al. ont montré le 

développement de Treg spécifiques d’un antigène (HA) en présence de mTEC exprimant HA 

sous contrôle de AIRE dans un modèle de souris transgéniques pour HA. Ces souris sont 

capables de créer des Treg spécifiques de HA à partir des mTEC uniquement (en absence de 

CD) (Aschenbrenner et al., 2007). Selon cette étude, AIRE serait impliqué à la fois dans la 

sélection négative et aussi dans la génération des Treg.  

Ces résultats sont cependant controversés par des travaux antérieurs montrant qu’AIRE ne 

serait pas impliqué dans la sélection des Treg en utilisant des modèles murins déficients pour 

l’expression de AIRE. Ainsi, Anderson et al. et Kuroda et al. ont montré que les souris 

déficientes pour AIRE possédaient une quantité de Treg similaire aux souris normales, aussi 

bien en valeur absolue qu’en pourcentage de cellules T. De plus, les Treg des souris AIRE
-/-

 

exprimaient le même niveau d’expression de Foxp3 et une activité suppressive similaire 

(Anderson et al., 2005; Kuroda et al., 2005).  

 

Les CD peuvent également permettre la sélection positive des Treg au niveau de la médulla. 

La médulla comporte les corpuscules de Hassal composés de mTEC. Les corpuscules de 

Hassal ont diverses fonctions, notamment l’élimination des thymocytes conventionnels 

autoréactifs, la maturation des thymocytes sélectionnés ou encore la sécrétion de cytokines 

comme la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP en anglais) (Liu et al., 2007). Cette 

cytokine, de la famille de l’IL7 est capable d’activer les CD en périphérie et aussi dans le 

thymus. Les CD activées par la TSLP dans le thymus seraient capables de sélectionner 

positivement les Treg et de leur apporter un signal de survie. Ainsi les CD activées par la 

TSLP induisent l’expansion de thymocytes CD4
+
CD8

-
CD25

-
 et environ 50% de ces cellules 

expriment ensuite le marqueur Foxp3 (Watanabe et al., 2005). 

 

Ces deux modèles de sélection positive dans la médulla ne sont pas mutuellement exclusifs. 
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IV. La tolérance périphérique  

 

IV.A- Définition de la tolérance périphérique  

La tolérance périphérique est un mécanisme de protection de l’organisme utilisé pour pallier 

les défauts de la tolérance centrale. En effet, la tolérance centrale ne permet pas d’éliminer 

tous les LT autoréactifs du thymus, certains de ces LT vont se retrouver en périphérie, la 

tolérance périphérique permet leur élimination et assure ainsi une protection supplémentaire à 

l’organisme contre le développement des maladies auto-immunes.  

Les mécanismes de tolérance périphérique décrits ci-dessous sont largement utilisés pour 

induire une tolérance principalement dans des modèles de maladies auto-immunes et de 

transplantation.  

 

IV.B- Mécanismes impliqués dans la tolérance périphérique 

IV.B.1. La délétion clonale 

La délétion clonale consiste à éliminer les LT par apoptose aussi bien dans le thymus comme 

décrit précédemment qu’en périphérie. La mort des LT peut être due à l’absence de signaux 

de survie comme par exemple, l’absence d’IL-2 (Steller, 1995). Une autre voie d’induction de 

la délétion clonale est l’activation trop forte des LT, notamment par une forte quantité 

d’antigènes ou d’anticorps anti-CD3. Cette forte activation est responsable de la « mort 

cellulaire par activation » ou AICD (Activation Induced Cell Death en anglais). L’AICD fait 

intervenir principalement la voie Fas/Fas Ligand (Brunner et al., 1995). Les essais cliniques 

réalisés chez l’homme ont montré l’efficacité de l’anti-CD3 pour le traitement de rejet de 

transplantation rénale (Woodle et al., 1999).  

Les cellules responsables de la délétion clonale en périphérie sont les CD (comme mentionné 

dans le paragraphe IV.C.2).  

 

IV.B.2. L’anergie 

L’anergie est l’état de non-réponse des LT suite à une stimulation antigénique. Le LT 

anergique est alors réfractaire à une nouvelle stimulation (Lechler et al., 2001; Schwartz, 

1996). Ces cellules sont incapables de proliférer in vitro notamment car elles ne sécrètent plus 

d’IL-2, l’ajout de cette cytokine in vitro permet alors leur prolifération (Essery et al., 1988).  

L’anergie est due à l’absence de signaux de costimulation. Comme décrit dans le chapitre II-

B, l’activation du LT par les CPA est réalisée par deux signaux principaux. Le premier signal 
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consiste en la reconnaissance du peptide antigénique présenté sur le CMH du soi (interaction 

TCR/CMH-peptide) et le deuxième signal, appelé signal de costimulation consiste dans la 

plupart des cas à l’interaction des molécules de costimulation des CD (CD80/CD86) avec le 

récepteur CD28 du LT. Dans des contextes d’anergie, les LT reçoivent le premier signal 

d’activation mais pas le second signal.  

L’anergie des LT peut être induite par des CD n’exprimant pas les molécules de costimulation 

CD80/CD86 ou en utilisant des molécules capables de bloquer l’activation du LT. Ainsi, 

l’administration d’anticorps anti-CD80 et anti-CD86 permet également de prolonger la survie 

d’une allogreffe, notamment chez le macaque (association avec un traitement au sirolimus) 

(Birsan et al., 2003).  

 Une autre possibilité pour induire l’anergie des LT est de bloquer l’interaction des molécules 

de costimulation avec le récepteur CD28 du LT. De façon naturelle, l’interaction du récepteur 

CTLA4 exprimé par le LT avec les molécules de costimulation CD80 ou CD86 exprimées par 

les CPA entraîne un signal d’inhibition qui bloque l’activation du LT, permettant la régulation 

de la réponse immune lorsque le pathogène est éliminé (Lee et al., 1998). Dans le but 

d’induire une tolérance, l’utilisation d’une protéine de fusion CTLA4–Ig permet de bloquer 

l’interaction des molécules de costimulation CD80/CD86 avec le recepteur CD28 du LT et 

induit ainsi l’anergie des LT environnants. L’efficacité de cette protéine a été mise en  

évidence dans des modèles d’auto-immunité (Dall'Era and Davis, 2004), de transplantation 

(Guillot et al., 2003) ou de transfert de gènes à l’aide de vecteurs rétroviraux (Puppi et al., 

2004).  

 

IV.B.3. L’ignorance  

L’ignorance est le mécanisme par lequel les LT n’interagissent pas avec les CD présentant le 

peptide antigénique (Miller et al., 1990). Cette ignorance peut s’expliquer par la localisation 

des antigènes. En effet, il existe des sites immunoprivilégiés dans lesquels les cellules 

immunitaires n’ont pas accès, comme le cerveau ou la rétine. L’absence de CPA dans ces 

sites ne permet pas la reconnaissance et la présentation des antigènes étrangers sur leurs 

molécules du CMH. Dans ces conditions, les LT ne sont pas activés par le complexe 

CMH/peptide et par conséquent il n’y a pas de développement de réponse immunitaire 

(Barker and Billingham, 1977). L’autre possibilité d’induction d’une ignorance est la 

présence de l’antigène en très faible quantité. Dans ces conditions, l’antigène n’est alors pas 

capté, ni présenté par les CPA et ainsi les LT ne développent pas de réponse immune contre 

ces antigènes (Kurts et al., 1999).   
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IV.B.4. La suppression  

Ce mécanisme d’induction de tolérance est le plus efficace. La suppression est réalisée 

principalement par les cellules T régulatrices. Ces cellules sont présentes dans l’organisme 

pour réguler ou supprimer les réponses auto-immunes et allo-immunes comme décrit ci-

dessous. Les CD jouent également un rôle primordial dans la suppression car ces cellules sont 

capables d’expandre les cellules T régulatrices.  

 

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés à l’induction de la tolérance à 

la fois à partir des cellules T régulatrices mais aussi des CD spécifiques, qualifiées de CD 

tolérogènes.   

 

IV.C- Les cellules T régulatrices 

IV.C.1. Différentes populations de T régulatrices (Shevach, 2006) 

Il existe plusieurs populations de cellules T régulatrices.  

Les cellules T régulatrices les plus étudiées sont celles dérivées des LT CD4
+
. Dans cette 

catégorie de T régulateurs CD4
+
 se trouve les Treg naturels, CD4

+
CD25

+
Foxp3

+
 qui sont 

générés naturellement au niveau du thymus comme décrit dans la partie III.F. de 

l’introduction générale. A l’inverse, il existe des LT régulateurs qui ne sont pas produits dans 

le thymus, ces LT régulateurs sont qualifiés de « LT régulateurs inductibles ». L’induction de 

LT régulateurs peut se faire à partir de précurseurs T CD4
+
CD25

-
Foxp3

-
 lors de la stimulation 

du TCR en présence de TGFβ, ces LT sont appelés Th3 (Chen et al., 2003; Fantini et al., 

2004). L’action suppressive de ces Treg induits est contact dépendant et permet notamment in 

vivo d’inhiber l’expansion des LT CD4
+
 activés. Une autre population de cellules T 

régulatrices inductibles sont les Tr1 (pour T régulateurs de type 1). Ces Tr1 sont générés ex 

vivo à partir de LT CD4
+
 en présence d’Il-10 et d’un antigène. La production de Tr1 

spécifiques d’antigène à l’aide de CD présentant un antigène étranger est très efficace. Les 

Tr1 agissent de façon contact dépendant et en sécrétant de l’IL-10 (et peut-être aussi du 

TGFβ) (Roncarolo et al., 2006).  

 

Il existe également différentes populations de LT régulateurs exprimant le CD8 : i) les Treg 

CD8
+
 activés suite à leur interaction avec un CMH de type I portant un antigène, ii) les LT 

CD8
+
 stimulés par l’IL-10 et produisant cette cytokine anti-inflammatoire et iii) les LT 

CD8
+
CD28

-
Foxp3

+
.     
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Il existe enfin des LT régulateurs double négatifs n’exprimant ni le CD4, ni le CD8 (Fischer 

et al., 2005).  

 

Dans le cadre de ce manuscrit, seuls les Treg naturels CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 vont été 

étudiés.  

 

IV.C.2. Mode d’action des Treg naturels 

Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans l’activité suppressive des Treg naturels. Les 

deux principaux sont i) l’inhibition des Treg par interaction directe de ces cellules avec des 

LT effecteurs et ii) la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires par les Treg. 

 

i) Le contact cellulaire direct 

Après la stimulation des Treg naturels (stimulation du TCR), ces cellules suppriment la 

prolifération des LT effecteurs en inhibant la transcription et la sécrétion d’IL-2 par les LT 

effecteurs. En absence d’IL-2, les LT effecteurs ne sont pas capables de se multiplier 

(Dieckmann et al., 2002; Golshayan et al., 2007; Jiang et al., 2003; Piccirillo and Shevach, 

2001; Thornton and Shevach, 1998). Des études menées in vitro indiquent que le contact 

direct des Treg avec les LT effecteurs est nécessaire. Ainsi, la culture de LT effecteurs en 

présence de surnageants provenant de cultures de Treg activés ne permet pas d’induire une 

suppression de la prolifération des LT activés (Takahashi et al., 1998). De plus, le blocage du 

contact direct des cellules entre des Treg et des LT CD4
+
CD25

-
 in vitro par l’utilisation de 

membrane semi-perméable (transwell) entraîne une forte diminution de la capacité des Treg à 

induire une suppression, suggérant que les Treg agissent de façon contact cellulaire 

dépendante (Takahashi et al., 1998; Thornton and Shevach, 1998).  

 

ii) L’action des cytokines  

Deux cytokines synthétisées par les Treg semblent principalement impliquées dans l’activité 

suppressive des Treg, l’IL-10 et le TGF-β (Asseman et al., 1999; Hara et al., 2001; Nakamura 

et al., 2004; Nakamura et al., 2001). L’effet de ces cytokines a été mis en évidence in vivo 

chez la souris dans un modèle de colite induite chez la souris SCID par l’injection de LT 

CD4
+ 

(maladie auto-immune). Dans ce modèle, l’injection de LT CD4
+
CD25

+
 permet de 

contrôler la colite (Liu et al., 2003). Cette action est inhibée lors de l’administration 

d’anticorps anti-récepteur de l’IL-10 (Asseman et al., 1999; Liu et al., 2003) ou d’anticorps 

anti-TGF-β (Liu et al., 2003; Powrie et al., 1996). De plus, l’utilisation de Treg provenant de 
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souris déficientes pour l’IL-10 ne permet pas de contrôler le développement de la colite 

(Asseman et al., 1999).  

A l’inverse, certaines études montrent dans des modèles de maladies auto-immunes que 

l’activité suppressive des Treg est indépendante de l’IL-10 (Shevach, 2002) et du TGF-β 

(Piccirillo et al., 2002).     

 

Une autre voie permettant la suppression par les Treg est la modulation des CD. Bien que 

certaines études menées in vitro suggèrent que la suppression des Treg serait indépendante 

des CD (Piccirillo and Shevach, 2001), d’autres études montrent que les Treg pourraient 

bloquer l’activation des LT effecteurs induite par les CD. Il a été montré par exemple que les 

Treg étaient capables de diminuer l’expression des molécules de costimulation CD80 et CD86 

présents sur les CD et ainsi de favoriser l’anergie des LT qui interagissent avec les CD 

(Cederbom et al., 2000).  

Ces résultats montrent que le mécanisme impliqué dans l’activité suppressive des Treg 

n’est pas clairement identifié. Il faut noter que les travaux menés in vitro (notamment 

dans l’hypothèse d’une suppression par contact direct) ne sont pas forcément le reflet 

des mécanismes impliqués in vivo. Il est envisageable que plusieurs mécanismes 

interviennent dans la fonction suppressive des Treg in vivo.  

 

IV.C.3. Exemples d’action des Treg  

i)  Rôle des Treg dans l’auto-immunité  

L’absence des Treg ou de l’expression de FoxP3 dans des modèles animaux est lié à des 

désordres immuns importants montrant ainsi l’importance de ces cellules dans la protection 

contre l’auto-immunité (Itoh et al., 1999; Sakaguchi, 2005).  

Différentes études menées sur des souris diabétiques montrent que l’injection de Treg 

amplifiés ex vivo permet d’inhiber le développement du diabète chez la souris. De plus, les 

auteurs montrent que l’utilisation de Treg amplifiés dans des conditions spécifiques d’un 

antigène (le BDC) était plus efficace que des Treg amplifiés de façon polyclonale. Le BDC 

est un antigène exprimé naturellement dans les granules des cellules β des îlots pancréatiques 

(Masteller et al., 2005; Tang et al., 2004; Tarbell et al., 2004). Cependant, dans une optique 

d’application à l’homme, l’utilisation préventive des Treg ne suffit pas, une efficacité curative 

semble plus pertinente. Une étude récente a montré que l’injection de Treg sur des souris 

atteintes de diabète à des stades précoces permettait d’induire une tolérance et ainsi de contrer 

la pathologie (Tarbell et al., 2007). Les auteurs montrent que la tolérance est maintenue grâce 
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à la génération in vivo de nouveaux Treg exprimant Foxp3. En ce qui concerne les souris 

diabétiques à des stades avancés de la maladie, l’injection de Treg permet de retarder le 

développement de la pathologie mais ne la traite pas (Tarbell et al., 2007).   

Des résultats similaires de prévention ont été obtenus dans d’autres modèles de maladies auto-

immunes, comme dans le modèle murin de sclérose en plaques (EAE) (Hori et al., 2002). 

 

ii) Rôle des Treg dans la  transplantation 

Les études menées en transplantation montrent souvent que la survie du greffon suite à 

l’administration de diverses drogues ou de CD tolérogènes fait intervenir le recrutement de 

Treg. En absence de Treg, la survie du greffon semble moins certaine. Cependant, peu 

d’études montrent de façon directe l’effet d’une injection de Treg dans un modèle de 

transplantation réalisé sur des souris immunocompétentes.  

Ainsi, dans un modèle de greffe de peau chez la souris, les souris (H-2
k
) déplétées en LT 

reçoivent une greffe de peau allogénique (donneur H-2K
b/k

). L’administration de LT CD4
+
 

CD25
-
 syngéniques la veille de la transplantation entraîne le rejet de greffe alors que si les LT 

CD4
+
CD25

-
 sont injectés en présence de Treg syngéniques spécifiques de H-2K

b
, il y a une 

survie des greffons dans 75% des animaux (Golshayan et al., 2007). Si la greffe de peau 

provient d’un autre animal (non  H-2K
b/k

), il n’y a pas d’effet des Treg (spécifiques de H-

2K
b
). 

L’efficacité des Treg dans des modèles de greffe d’organes « solides » a été montrée lorsque 

les Treg sont injectés avec un agent immunosuppresseur, tel que le tacrolimus dans un modèle 

de transplantation hépatique chez le rat (Pu et al., 2007). Une alternative consiste à injecter 

des Treg syngéniques spécifiques du donneur en présence de la moelle osseuse du donneur 

dans un modèle murin de transplantation cardiaque (Joffre et al., 2008). Dans ces deux 

modèles, l’action seule des Treg dans les greffes d’organes « solides » est très peu efficace.       

 

iii) Rôle des Treg dans la GVHD  

La transplantation de moelle osseuse permet de reconstituer un pool de cellules immunitaires 

viables dans des individus immunosupprimés. Cette transplantation permet d’apporter les 

précurseurs de la moelle osseuse et également des LT, nécessaires pour l’efficacité de la 

transplantation, la reconstitution immune et l’effet anti-leucémique dans les cas de leucémies 

notamment. Cependant, ces LT du donneur entraînent également le développement de la 

maladie du greffon contre l’hôte (GVHD pour Graft Versus Host Disease). Des études 

menées chez la souris par deux équipes différentes, Cohen et al. et Taylor et al., ont montré 



 - 57 - 

 

que la déplétion du transplant de moelle osseuse en Treg favorisait le développement de 

GVHD indiquant la fonction indispensable de ces cellules (Cohen et al., 2002; Taylor et al., 

2002). A l’inverse, l’injection de Treg empêche le développement de GVHD (Cohen et al., 

2002; Hoffmann et al., 2002; Taylor et al., 2002). L’implication de l’IL-10 dans l’activité 

suppressive des Treg dans la GVHD a été montré en injectant des Treg isolées à partir 

d’animaux IL-10
-/-

.
 
Dans ces conditions, les Treg ne préviennent pas le développement de 

GVHD (Hoffmann et al., 2002).  

Enfin, de façon intéressante, les Treg inhibent le développement de la GVHD mais pas l’effet 

anti-leucémique. Ces deux phénomènes sont pourtant dus aux LT du donneur (Edinger et al., 

2003; Trenado et al., 2003).  

 

iv) Rôle des Treg en  thérapie génique 

La réalisation de cette thèse a reposé sur l’observation d’une réponse immune contre le 

produit du transgène suite à une injection d’AAVr dans le muscle de macaque. Cette réponse 

immune entraîne la lyse des cellules transduites par le vecteur. L’étude réalisée par Gross et 

al. s’est placée dans un contexte similaire (Gross et al., 2003). En effet, suite à l’injection 

d’AAVr codant pour HA (Hémagglutinine) dans le muscle de souris naïves, une réponse 

immunitaire contre le transgène s’est développée et a entraîné la destruction des cellules 

transduites par le vecteur (cellules HA positives). Cependant, l’injection de Treg spécifiques 

de HA (isolées sur les souris comportant des LT TCR HA) permet de diminuer de façon 

importante la réponse immune contre HA développée par la souris. A l’inverse, l’injection de 

Treg non spécifiques de HA n’a pas d’effet sur le développement de la réponse immunitaire 

contre le transgène (Gross et al., 2003). 

L’obtention d’une inhibition partielle du développement de la réponse immunitaire suite à 

l’injection de Treg spécifiques d’antigène dans un modèle de transfert de gènes est un résultat 

prometteur dans la stratégie d’induction d’une tolérance au produit du transgène à l’aide de 

Treg dans des modèles de thérapie génique.   

 

IV.D- Les CD tolérogènes 

IV.D.1. Différence entre les CD immunogènes et tolérogènes 

Les différentes populations de CD ont été décrites précédemment dans le chapitre II.B. 

Cependant, les CD impliquées dans les mécanismes d’immunité et de tolérance sont 

différentes.  
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De façon générale, les CD immatures et les CD matures sont connues pour être 

respectivement tolérogènes et immunogènes. Le caractère « mature » d’une cellule 

dendritique est souvent défini phénotypiquement par une forte expression des molécules de 

CMH et des marqueurs CD80, CD86, CD40 et CD83. Des études réalisées chez l’homme ont 

ainsi montré que l’injection de CD immatures chargées avec le peptide MP (influenza matrix 

peptide) ou la KLH (keyhole limpet hemocyanine) en sous-cutané entraînait un effet 

tolérogène spécifique des antigènes (inhibition des LTC et génération de cellules T 

régulatrices) (Dhodapkar et al., 2001) alors que l’injection de CD matures présentant ces 

peptides entraîne une réponse immunitaire cytotoxique (Dhodapkar et al., 1999).  

Cependant, certains éléments indiquent que les cellules tolérogènes ne sont pas 

« entièrement » immatures (pour revue, (Reis e Sousa, 2006)). Trois exemples peuvent être 

énoncés : i) la tolérance est spécifique d’antigène, la CD tolérogène doit donc présenter le 

peptide antigénique sur ces molécules du CMH pour activer les Treg et entraîner l’anergie des 

LT effecteurs. Or, par définition, les CD immatures capturent mais ne présentent pas 

l’antigène. ii) Comme mentionné précédemment dans le paragraphe IV.B.2, l’anergie des LT 

peut se faire par l’interaction des molécules de costimulation de la CD avec le récepteur 

CTLA4 du LT. De la même façon, les CD immatures expriment faiblement les molécules de 

costimulation, dans ces conditions, l’interaction CD/LT est alors difficile. L’absence de la 

présentation antigénique ou des marqueurs « tolérogènes » peut empêcher l’interaction du LT 

avec la CD, il n’y a alors ni tolérance, ni immunité. iii) Des études menées ces dernières 

années ont montré que l’induction des Treg pouvait se faire par les CD matures (Menges et 

al., 2002; Verhasselt et al., 2004). Certaines CD matures pourraient donc également être 

impliquées dans des mécanismes de tolérance. A partir de ces observations, Lutz et Schuler 

ont développé une notion de CD tolérogènes semi-matures, ces CD sont capables de migrer 

des tissus périphériques vers les organes lymphoïdes en exprimant les molécules du CMH, les 

molécules de costimulation, produisant peu de cytokines inflammatoires (pas d’IL12) et 

sécrétant de l’IL-10 (Lutz and Schuler, 2002).  

 

Il existe un problème de terminologie car la classification des CD a été réalisée dans le 

contexte d’une immunité et non dans un contexte de tolérance. La différence entre CD 

tolérogènes et immunogènes consiste peut être dans la différence de stimuli reçus. Ainsi, en 

présence de stimuli tels que le LPS, les motifs CpG, les ARN double brin, les cytokines pro-

inflammatoires (TNFα, IFNγ) ou des signaux T (CD40L), les DC vont maturer et produire des 
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cytokines inflammatoires (IL12 et  IFNγ) pour initier une réponse de type TH1 (Schulz et al., 

2000; Vieira et al., 2000). A l’inverse, en présence de stimuli anti-inflammatoires tels que 

l’IL10, les CD vont rester sous une forme immature (mais pas complètement) et favoriser une 

réponse de type régulatrice. L’environnement joue donc un rôle primordial dans l’activation 

des CD et par conséquent dans le type de réponse immunitaire.  

Le caractère tolérogène des CD ne semble pas médié exclusivement par leur phénotype 

mais également par leur environnement.  

 

IV.D.2. Mode d’action des CD  

Les CD tolérogènes agissent par deux voies principales : l’anergie des LT naïfs ou effecteurs 

et l’induction de cellules T régulatrices. Le rôle des CD dans l’induction de la tolérance 

centrale a été évoqué dans la partie précédente (partie III).  

 

i) L’anergie des LT  autoréactifs et cytotoxiques 

L’interaction des CD tolérogènes avec les LT par le complexe TCR/CMH-peptide en absence 

de signaux de costimulation empêche l’activation des LT et entraîne une anergie des LT 

comme décrit précédemment (IV.B.2) (Schwartz, 2003).  

Des études in vitro ont mis en évidence des CD régulatrices capables de stimuler des LT naïfs 

(visibles par l’expression de CD25 par les LT et la sécrétion d’IFNγ et d’IL-2)  mais 

empêchant la prolifération de LT cytotoxiques (Qian et al., 2007; Zhang et al., 2004b). Ce 

nouveau rôle des CD tolérogènes ne fait pas intervenir les Treg et pourrait permettre de 

stopper la prolifération des LTC lorsque la réponse immunitaire est finie (élimination du 

pathogène et des cellules infectées).   

 

ii) La capacité de générer et d’expandre des cellules T régulatrices  

L’expansion des Treg par des CD sera décrite ultérieurement. Cette expansion peut se faire 

par des CD immatures ou matures et être spécifiques d’antigènes du soi ou d’antigènes 

étrangers. 

En contrepartie de la stimulation des Treg par les CD, les Treg sont également capables de 

stimuler la différenciation de CD tolérogènes. Ainsi, dans un modèle de tolérance à une 

greffe, les auteurs montrent la capacité des Treg à induire la différenciation de CD tolérogènes 

à partir de précurseurs de la moelle osseuse in vitro (Min et al., 2003).  
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IV.D.3. Exemples d’action des DC tolérogènes 

i) Rôle des CD tolérogènes  dans les réponses auto-immunes  

Dans un modèle murin d’encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE), la maladie est 

provoquée par l’injection sous cutanée du peptide MOG. Dans ce modèle, les injections 

répétées de CD semi-matures présentant le peptide auto-réactif MOG en intra-veineuse 

entraînent une protection contre la maladie. A l’inverse, l’utilisation de CD matures (cultivées 

en présence de LPS et d’anti-CD40) n’a pas d’effet protecteur contre l’EAE. Dans cette étude, 

la présentation du peptide par les CD semi-matures est permise suite à l’incubation des CD 

avec le peptide MOG (Menges et al., 2002). L’injection de CD ne présentant pas le peptide 

antigénique ne permet pas de protéger l’animal contre le développement d’EAE, l’induction 

de la tolérance est donc spécifique d’antigène. De plus, l’efficacité des CD dans la prévention 

de la maladie est corrélée à la génération de cellules T régulatrices (spécifiques de l’auto-

antigène) in vivo (Menges et al., 2002).  

De même, dans un modèle de souris NOD (Non Obese Diabetic), l’administration répétée de 

CD en intraveineuse permet d’empêcher le développement de la maladie (Feili-Hariri et al., 

1999). L’étude des cytokines secrétées par les LT provenant des animaux injectés avec les CD 

et stimulés in vitro à l’aide d’un anti-TCR montre une prévalence de la différenciation des LT 

en TH2 dans les animaux traités avec les CD (forte production d’IL-5, d’IL-4 et d’IL-10). 

Dans ce contexte, la réponse immune cytotoxique médiée par les LTH1 et responsable de la 

pathologie est peu présente (Feili-Hariri et al., 2002). Les CD favoriseraient ainsi le 

développement  des LTH2 au détriment des LTH1. 

 

ii) Rôle des CD tolérogènes  dans les greffes 

Dans des modèles de transplantation, l’injection de CD tolérogènes avant la greffe permet  de 

prolonger la survie du greffon par rapport à des animaux non-injectés mais ne permet pas 

d’induire une tolérance au greffon. Ces résultats sont obtenus aussi bien dans des modèles de 

transplantation d’organes vascularisés comme le cœur ou des transplantations non-

vascularisés comme les îlots pancréatiques (Fu et al., 1996; Rastellini et al., 1995).  

L’absence de survie indéfinie du greffon, peut être due à une maturation tardive des CD 

injectées qui entraîne l’activation du CD40 de  ces CD. L’interaction du CD40 de la CD avec 

le CD40L du LT receveur entraîne le développement d’une réponse immunitaire. Cette 

hypothèse a été confirmée par des études montrant que le blocage de la voie CD40/CD40L 

par un anticorps anti-CD40L en parallèle d’une injection de CD tolérogènes permet d’induire 
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une prolongation de survie de la greffe (Lu et al., 1997) voire l’induction d’une tolérance 

(survie de la greffe supérieure à 100 jours) chez la souris (Niimi et al., 2001). Des expériences 

de transfert de splénocytes des animaux tolérants à des nouvelles souris greffées montrent une 

induction de tolérance chez les souris traitées suggérant la génération de Treg spécifiques du 

donneur (Niimi et al., 2001).    

 

Des études similaires ont été réalisées dans un modèle de transplantation cardiaque développé 

chez le rat dans l’unité INSERM U643. Dans ce modèle, des rats LEWIS 1A reçoivent une 

transplantation cardiaque provenant d’un rat LEWIS 1W (de CMH différent) dans l’abdomen. 

La survie du greffon est suivie quotidiennement par palpation de l’abdomen. Le rejet du 

greffon correspond à l’arrêt des battements du cœur greffé. En absence de traitement, le rejet 

apparaît environ 6 jours après la transplantation. Les travaux de l’équipe de Cristina Cuturi 

ont montré que l’injection de CD immatures dérivées de la moelle osseuse syngéniques (et 

non du donneur, comme réalisé habituellement) la veille de la transplantation permettait de 

prolonger la survie du greffon à 22,5 jours en moyenne (Peche et al., 2005). De plus, le 

traitement des animaux avec les CD immatures et le LF15-0195 (analogue de la 

déoxysperguanine) permet d’induire une tolérance à l’allogreffe cardiaque chez ces animaux 

(Beriou et al., 2005; Chiffoleau et al., 2002).  
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I.  Etudes préliminaires 

 

I.A- Intérêt du muscle comme organe cible 

Le transfert de gènes dans le muscle est attractif car le muscle squelettique est un tissu 

abondant et facilement accessible. De plus, la biodistribution du transgène est théoriquement 

limitée comparé à une injection intraveineuse. Des études menées chez la souris ont montré 

que l’AAV1r, l’AAV7r, l’AAV6r et l’AAV8r permettent une transduction rapide et efficace 

du muscle squelettique (Blankinship et al., 2004; Chao et al., 2000; Gao et al., 2004 ; Gao et 

al., 2002a; Nakai et al., 2005; Wang et al., 2005c). L’AAV8r semble particulièrement efficace 

dans cet organe (Cao et al., 2007b).  

Dans le cadre de cette thèse, le muscle a été utilisé pour développer un système de 

régulation dans un contexte de transfert de gènes. 

 

I.B- Intérêt des gènes rapporteurs, l’exemple de l’EPO 

Des gènes rapporteurs comme l’alpha anti-trypsine humaine (haAT) (Song et al., 2001; Song 

et al., 1998) et l’érythropoïétine (EPO) (Bohl et al., 1998; Kessler et al., 1996; McCarty et al., 

2001; Snyder et al., 1997; Vincent-Lacaze et al., 1999) ont été particulièrement utilisés dans 

des modèles murins de transfert de gène. Leurs produits secrétés ont l’avantage de pouvoir 

être titrés en périphérie par un simple prélèvement sanguin. L’EPO a également permis 

d’étudier les vecteurs AAVr chez le chat (Beall et al., 2000) et le primate (Chenuaud et al., 

2004; Chirmule et al., 2000; Favre et al., 2002; Rudich et al., 2000). L’ADNc du gène de 

l’EPO présente l’intérêt d’être de petite taille (600 pb chez le singe) et la protéine EPO est 

facilement titrable dans le sérum par ELISA. De plus, une augmentation d’EPO a des 

conséquences visibles en analyses hématologiques (augmentation de l’hématocrite, du taux 

d’hémoglobine et du nombre de réticulocytes). L’EPO est présentée ici comme un gène 

rapporteur mais elle peut également être utilisée comme un gène thérapeutique dans les -

thalassémies (Al-Khatti et al., 1987).  

 

Dans le cadre du transfert de gènes (dans notre cas, à l’aide d’AAVr), l’utilisation des gènes 

rapporteurs permet d’étudier la persistance à long terme, la cinétique d’expression, l’efficacité 

de transduction et la biodistribution du produit issu du transgène. De plus, ces gènes 

rapporteurs participent également à l’amélioration de l’efficacité des vecteurs AAVr qui 
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consiste par exemple à comparer différents sérotypes, à introduire des éléments favorisant la 

transduction (promoteur ou séquence activatrice) ou encore à réguler l’expression du 

transgène.     

 

I.C- Utilisation d’un système de régulation      

Les études de transfert de gènes à l’aide d’AAVr ont montré qu’il est possible d’obtenir une 

correction phénotypique d’une maladie. Cependant, si l’on veut reproduire l’activité 

biologique normale de la protéine mutée, il est nécessaire de pouvoir réguler l’expression du 

transgène afin que l’activité de la protéine issue du transgène soit comparable à celle de la 

protéine normale et rester dans la fenêtre thérapeutique. Une surexpression du transgène peut 

entraîner des effets secondaires indésirables. Ainsi, une surexpression du facteur IX chez des 

souris suite à un transfert de gènes entraine la mort des animaux (Aljamali et al., 2008). Pour 

des raisons de sécurité, il est important de pouvoir stopper l’expression du transgène si besoin. 

Dans cette optique, des systèmes de régulation ont été développés comme le système 

ecdysone, le système Mifépristone, le système rapamycine ou encore le système tétracycline. 

Les travaux menés précédemment au laboratoire se sont plus particulièrement intéressés au 

système tétracycline (Le Guiner et al., 2007).  

 

Le système tétracycline (Tet) est un système dérivé de l’opéron de résistance à la tétracycline 

du transposon Tn10 d’Escherichia Coli (Gossen and Bujard, 1992). Le premier système 

tétracycline, appelé Tet-Off, fait intervenir une protéine transactivatrice mi-virale, mi-

bactérienne, le tTA (tetracycline controlled Trans-Activator) et un promoteur inductible, Ptet-

1. La protéine tTA résulte d’une fusion entre le domaine de transactivation de la protéine 

VP16 (HSV) et  le domaine de liaison à l’opérateur Tet-O de la protéine répressive TetR. Le 

promoteur Ptet-1 comporte l’opérateur Tet-O suivi du promoteur minimal du CMV 

(Cytomégalovirus). En absence de tétracycline, la protéine tTA va venir se fixer sur 

l’opérateur Tet-O de façon spécifique et permettre l’initiation de la transcription. En présence 

de tétracycline, celle-ci se lie au tTA, ce qui entraîne un changement de conformation de cette 

protéine transactivatrice dont la conséquence est une perte d’affinité du tTA pour l’opérateur 

Tet-O, et par conséquent une absence de transcription. Ce système répresseur peut être induit 

par la tétracycline mais également par la doxycycline, qui appartient à la même famille 

d’antibiotiques (les Tétracyclines) et est connue pour son innocuité.      
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Un système Tet-On, où la transcription est induite en présence de doxycycline a été 

développé par la suite. Celui-ci comporte une version mutée du Tet-R, appelé rTet-R qui à 

l’opposé du Tet-R, ne se fixe à l’opéron Tet-O qu’en présence de doxycycline. Le rTet-R a été 

fusionné au domaine de transcription du VP16 pour former le rtTA (reverse tetracycline 

controlled Trans-Activator) (Gossen et al., 1995). L’utilisation des systèmes Tet-On et Tet-

Off ont été validés dans des souris transgéniques (Kistner et al., 1996).  

 

I.D- Utilisation de vecteurs AAVr contenant le  système Tet-ON 

L’efficacité du système de régulation Tet-On a également été testée à l’aide de vecteurs AAVr 

chez la souris (Bohl et al., 1998). Pour cela, des vecteurs AAV2r contenant i) le gène rtTA 

sous contrôle d’un promoteur fort (CAG) et ii) un transgène rapporteur (le gène de 

l’érythropoïétine murine) sous contrôle du système de régulation Tet-On ont été injectés dans 

le muscle tibial cranial de souris. L’administration de doxycycline à ces souris a entraîné une 

augmentation de leur hématocrite et du taux d’érythropoïétine sérique. A l’inverse, le retrait 

de la doxycycline a entraîné une diminution de ces deux taux. Ceci montre que le système est 

inductible dans le temps. De plus, la réalisation de stimulations répétées montre que ce 

système est persistant. Ces résultats indiquent que malgré le caractère hétérologue du système 

de régulation, la souris ne développe pas de réponse immune contre les produits issus des 

transgènes (rtTA et érythropoïétine murine). De plus, l’injection de ce vecteur dans un modèle 

murin de β-thalassémie permet la correction de la maladie à long terme (Samakoglu et al., 

2002). 

Les animaux ayant reçu le transfert de gènes mais sans administration de doxycycline 

montrent également une faible augmentation de l’hématocrite. Ceci indique que le système 

« fuit » car même en absence de l’inducteur, l’expression de l’érythropoïétine est détectable. 

Cela sous-entend que le transactivateur rtTA se fixerait de façon non spécifique sur le 

promoteur ptet-1.  
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II. Modèle de transfert de gènes développé au laboratoire  

 

II.A- Utilisation du système Tet-ON chez le macaque 

Suite à ces résultats encourageants,  des travaux ont été mis en place au laboratoire pour tester 

ce système de régulation chez le macaque fascicularis (Chenuaud et al., 2004; Favre et al., 

2002 ). L’objectif était de savoir si le modèle était transposable chez le primate. Pour cela, six 

animaux ont reçu des AAV2r contenant i) le gène rtTA sous contrôle du CAG et ii) le gène de 

l’érythropoïétine du macaque fascicularis sous contrôle du système de régulation Tet-On 

(figure 9A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Modèle de transfert de gènes développé au laboratoire.  

A. La cassette d’expression comporte le gène codant pour le rtTA sous contrôle d’un 

promoteur constitutif, le CAG. Le rtTA est donc exprimé dans les cellules transduites. En 

présence de doxycycline,  ce transactivateur rtTA va changer de conformation et va ainsi 

pouvoir se fixer sur l’opérateur TetO. La fixation du rtTA sur le TetO entraîne la synthèse de 

l’érythropoïétine (EPO). B. L’injection intramusculaire de vecteurs AAV2r codant pour cette 

cassette d’expression a été réalisée chez des macaques au temps 0. Le système de régulation 

est ensuite stimulé tous les mois (à partir du 2
ème

 mois) par administration de Doxycycline  La 

mesure de la synthèse d’EPO est observée par ELISA EPO dans le sérum de ces animaux. C. 

En parallèle, la présence d’anticorps anti-rtTA dans le sérum de ces animaux est analysée par 

Western Blot anti-rtTA. D’après Favre et al. 2002 

 

 

Temps en moisTemps en mois

A

B
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Ces animaux ont été stimulés une fois par mois pendant 5 jours par des injections 

intraveineuses de doxycycline (Favre et al., 2002). A la première induction, une augmentation 

de l’hématocrite et de l’érythropoïétine sérique a été observée chez tous les animaux. Le 

transfert de gènes a donc efficacement transduit les cellules musculaires. Cependant, au bout 

de trois à quatre mois selon les animaux, l’administration de doxycycline n’était plus corrélée 

à une sécrétion forte d’EPO, le système de régulation ne semblait plus efficace chez cinq des 

six animaux (figure 9B).  

Un seul animal a présenté une persistance de la sécrétion inductible d’EPO pendant plusieurs 

années. Comme chez la souris, une fuite du système a été observée (Favre et al., 2002). 

 

II.B- Développement d’une réponse immune chez le primate 

La recherche des anticorps sériques chez ces primates a montré le développement d’une 

réponse humorale contre le rtTA alors qu’aucun anticorps anti-EPO n’a été détecté. En effet, 

des anticorps IgG dirigés contre le rtTA ont été détectés par Western blot dans le sérum de 4 

animaux sur les 6 appartenant au protocole. L’unique animal où le système de régulation a 

persisté dans le temps n’a pas développé d’anticorps anti-rtTA. Les anticorps sont détectés 

environ 4 mois après l’injection du vecteur (Figure 9C) (Favre et al., 2002). Ce délai suggère 

que la réponse humorale détectée est induite par la protéine rtTA synthétisée in vivo et non 

par une protéine rtTA native pouvant potentiellement contaminer le vecteur. Ce résultat est 

confirmé par l’absence de protéines rtTA détectées par Western blot dans les préparations 

virales.  

 

Des coupes histologiques ont été réalisées à partir de biopsies musculaires prélevées à 

proximité des zones d’injection du vecteur. L’observation histologique des biopsies 1 mois 

post-injection ne montre pas d’infiltrat inflammatoire, suggérant que l’injection du vecteur 

n’entraîne pas d’inflammation. De nouvelles biopsies, réalisées 6 mois post-injection ont 

montrées un infiltrat modéré caractérisé par la présence de cellules CD4
+
, CD8

+
 et CD68. 

Ceci suggère la présence d’une réponse immune cytotoxique dans les muscles injectés. Un an 

après injection du vecteur, cet infiltrat n’est plus détectable. Aucun lymphocyte CD4 ou CD8 

n’a été détecté chez l’animal où l’expression régulée de l’EPO est maintenue. Seule une 

inflammation très faible et quelques macrophages ont été observés (Favre et al., 2002).      

 

Etant donné la détection d’anticorps anti-rtTA dans le sérum et l’observation transitoire 
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d’infiltrats lymphocytaires dans les muscles injectés de macaque, le développement d’une 

réponse cytotoxique contre le rtTA a été recherchée. Cette recherche a cependant été menée 

tardivement, c'est-à-dire plus d’un an et demi après l’injection des AAVr. La réponse primaire 

avait disparu suite à la destruction des cellules transduites par le vecteur AAVr. La mise en 

évidence d’une réponse cytotoxique a nécessité l’activation des LT mémoires spécifiques du 

rtTA. Pour cela, les cellules mononuclées issues de ganglions ou du sang périphérique ont été 

stimulées par des cellules dendritiques autologues présentant le peptide rtTA, le LacZ ou la 

GFP (Favre et al., 2002).  

 

Suite à cette activation, un test ELISPOT anti-IFNγ et un test CTL ont été réalisés sur les 

cellules mononuclées activées. Pour ces tests, des cellules B papio autologues ont été 

utilisées, soit comme cellules cibles pour le test CTL, soit comme cellules stimulatrices pour 

le test ELISPOT. Pour chaque animal, des cellules B papio ont été dérivées de clones 

lymphocytaires B immortalisés par le virus herpes papio (B papio) puis transduits soit par un 

virus vaccine recombinant codant pour la protéine tetR (vtetR), soit par le virus vaccine 

sauvage (vWR). Les résultats des tests CTL et ELISPOT réalisés sur les PBMC activées 

n’ont pas permis de détecter des effecteurs spécifiques du rtTA. En ce qui concerne les 

LNMC, le test ELISPOT montre qu’en présence de B papio présentant le tetR (vtetR) et de 

5x10
4
 LNMC activés par les CD-rtTA, le nombre de spots détectés est supérieur à celui 

obtenu en présence de B papio présentant le virus sauvage (vWR), respectivement 81±18 et 

22±3 spots. En présence des LNMC activés par les CD-GFP (5x10
4
 cellules),  la quantité de 

spots obtenue avec les 2 stimulations papio B ne semblent pas différente (57±23 en présence 

de B papio vtetR et 73±1 avec les B papio vWR) (Figure 10). En parallèle, les résultats 

obtenus dans les tests CTL montrent que l’addition de LNMC activées avec les CD-rtTA dans 

une culture de B papio entraînent une lyse cellulaire spécifiquement dans le cas des B papio 

présentant le tetR (vtetR). L’ensemble de ces résultats montre la présence de LT spécifiques 

du rtTA dans les animaux ayant reçu l’AAV-rtTA-EPO. Il est envisageable que cette réponse 

immune cytotoxique induite par le rtTA a entraîné un infiltrat inflammatoire suivi de la 

disparition des fibres musculaires transduites par le vecteur et contenant le transgène 

immunogène rtTA. Certains animaux ont montré une perte du nombre de copies du transgène 

rtTA et une réponse humorale, sans détection de réponse cytotoxique in vitro. Ceci peut 

s’expliquer par un seuil de sensibilité trop faible des techniques utilisées pour détecter la 

réponse cytotoxique (Favre et al., 2002).   
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II.C- Amélioration du système  

A la suite de ces résultats, diverses stratégies ont été développées pour améliorer l’efficacité 

du transfert de gènes d’un système de régulation dans le muscle de primate et réduire le risque 

de développement d’une réponse immune contre le transgène rtTA (Chenuaud et al., 2004). 

Plusieurs modifications de la cassette d’expression du vecteur ont été réalisées et testées chez 

la souris. La cassette d’expression mise au point pour les premiers primates contenait deux 

promoteurs, le promoteur CAG pour le rtTA et le promoteur Ptet-1 pour l’EPO, situés chacun 

à une extrémité de la cassette d’expression. Les deux transgènes sont alors en sens opposé et 

séparés par un polyA commun bidirectionnel (Figure 9A). Des études menées chez la souris 

ont montré que la disposition des 2 transgènes l’un à la suite de l’autre et non pas l’un opposé 

à l’autre comme décrit précédemment permettait d’augmenter l’efficacité de la transduction. 

Cette disposition a donc été choisie pour la seconde série de primates injectés (Chenuaud et 

al., 2004). De plus, une séquence WPRE a été ajoutée dans la cassette d’expression car cette 

séquence favoriserait l’expression du transgène. 

 

De plus, pour optimiser le niveau d’induction du système, différents transactivateurs rtTA ont 

été testés : le rtTA-M2, le rtTA-S2 et le rtTA-M2nls. En effet, depuis l’étude précédente, de 

nouvelles versions du rtTA, appelées rtTA-S2 et rtTA-M2 ont été générées. Ces nouvelles 

versions entraîneraient une activité plus faible du transgène en absence de doxycycline (moins 

de fuite du vecteur) et permettraient une plus forte induction du système de régulation dans 

N
o

m
b

re
 d

e
 s

p
o

ts

LNMC stimulées 

avec les CD-rtTA

LNMC stimulées 

avec les CD-GFP

Figure 10 : Développement d’une réponse 

cytotoxique contre le rtTA chez les macaques 

injectés. 

Des ELISPOT IFNγ ont été réalisés sur les cellules 

issues des ganglions drainant le muscle injecté 

plusieurs mois post-injection. Les LNMC ont été 

stimulés pendant 10 jours par des CD présentant le 

rtTA ou la GFP à leur surface. Le test ELISPOT 

IFNγ a été réalisé sur différentes quantités de LNMC 

activés (de 5x10
3
 à 5x10

4
 LNMC) et incubés une 

nuit avec des cellules stimulatrices (B papio) 

autologues transduites avec  le vTetR ou le vWR. 

D’après Favre et al.2002  
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des cellules humaines cultivées in vitro (Urlinger et al., 2000). La comparaison des trois 

transactivateurs chez la souris a permis de conclure que le rtTA-M2 était le meilleur candidat. 

Il permet d’obtenir le plus fort niveau d’induction tout en conservant une activité basale 

minime en absence d’inducteur (Chenuaud et al., 2004).  

 

Le vecteur optimisé chez la souris a ensuite été testé chez le macaque à l’aide de vecteurs 

AAV1r et AAV2r. La cassette d’expression a été modifié sur 2 points : l’EPO de macaque a 

remplacé l’EPO murine et un promoteur spécifique du muscle, le promoteur desmine a 

remplacé le CAG. Aucune fuite du système de régulation n’a été observée chez les animaux. 

Cela peut s’expliquer entre autre par l’utilisation du promoteur desmine qui est mois fort que 

le CAG et qui par conséquent entraînerait une expression plus faible du rtTA. La comparaison 

des 2 sérotypes dans le muscle de macaque confirme les résultats obtenus précédemment chez 

la souris, l’AAVr de sérotype 1 permet une meilleure transduction du muscle que l’AAVr de 

sérotype 2. Une augmentation d’expression de 10 à 20 fois a été observée entre les deux 

sérotypes. Cependant, comme chez les premiers animaux injectés, une réponse immune contre 

le rtTA s’est développée chez 7 animaux sur 8. L’animal n’ayant pas développé de réponse 

immune fait partie des animaux ayant reçu les fortes concentrations de vecteur AAV1r. Ce 

résultat indique que dans cette étude, le développement d’une réponse immune ne semble pas 

dépendre du sérotype utilisé, ni de la quantité de vecteur administré, mais plutôt de l’espèce 

animale utilisée (Chenuaud et al., 2004).  

La présence d’une réponse immune chez les primates, non détectable chez les souris, 

met en évidence la pertinence de l’utilisation du macaque comme modèle pré-clinique.        
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III. Objectifs de recherche   

 

Le modèle de transfert de gènes développé au laboratoire est efficace pour transduire le 

muscle chez le primate. Cependant la partie transactivatrice du transgène, le rtTA, entraîne le 

développement d’une réponse immunitaire tardive à la fois humorale, visible par l’apparition 

d’anticorps anti-rtTA, et cytotoxique, mise en évidence par la présence d’infiltrats et par des 

tests ELISPOT in vitro. La réponse cytotoxique entraîne à moyen terme la destruction des 

cellules musculaires transduites par l’AAVr (Favre et al., 2002). L’utilisation d’un transgène 

rtTA modifié ou d’un autre sérotype d’AAVr ne permet pas d’empêcher le développement de 

cette réponse immunitaire (Chenuaud et al., 2004). Une des techniques envisageable pour 

contrer le développement de cette réponse immune est d’induire une tolérance spécifique 

au rtTA chez ces animaux.  

 

Dans cette optique, deux voies d’induction de tolérance ont été étudiées lors de cette 

thèse : la tolérance centrale et la tolérance périphérique.  

Ainsi, nous avons souhaité apporter le rtTA directement dans le thymus à l’aide de 

vecteurs viraux afin d’induire une tolérance centrale vis-à-vis de cette protéine.  

En parallèle, nous avons voulu développer des CD tolérogènes présentant les peptides 

dérivés du rtTA chez le singe ainsi que des Treg dans le but d’induire une tolérance 

périphérique vis-à-vis du rtTA.   
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I. Introduction  

 

La tolérance centrale vis-à-vis de peptides ou de protéines étrangères peut être induite 

par différents processus, dont : i) l’injection intra-thymique de ces peptides ou de 

cellules qui les expriment ou ii) par la transduction des cellules thymiques à l’aide de 

vecteurs viraux codant pour cette protéine. Ces deux méthodes utilisent les propriétés 

des cellules thymiques à induire une tolérance vis-à-vis du soi.  

 

I.A- Induction de la tolérance centrale à la suite d’injection de 

peptides ou de cellules dans le thymus 

I.A.1. Injection de peptides ou de protéines  

La technique la plus simple pour introduire un peptide dans le thymus est de l’injecter 

directement dans le thymus. Ainsi, Khoury et al. ont utilisé un modèle de sclérose en plaque 

(EAE) chez le rat déficient pour l’expression de la protéine MBP (myelin basic protein). 

L’injection de MBP recombinante à ces animaux entraîne alors une forte réponse immune 

contre cette protéine. Les auteurs montrent dans ce modèle que l’injection intra-thymique (IT) 

de la protéine MBP, avant l’injection de MBP recombinante, réduit la réponse immune et 

donc le développement de la maladie (Khoury et al., 1993).  

 

En parallèle, plusieurs études ont montré dans des modèles de transplantation cardiaque 

(Chowdhury et al., 1996; Chowdhury et al., 1998; Oluwole et al., 1993b; Oluwole et al., 

1999; Oluwole et al., 1993c) ou rénale (Sayegh et al., 1993) chez le rat, que l’injection IT de 

peptides du CMH de classe I ou de classe II du donneur permettait la prolongation de survie 

du greffon et dans certains cas, l’induction d’une tolérance. Ces expériences ont été réalisées 

en présence d’un traitement ALS (sérum anti-lymphocytaire (ALS)) qui déplète une partie des 

LT en périphérie. La prolongation de la survie de la greffe n’est pas observée si le greffon 

provient d’un animal tiers (de CMH différent), ce qui indique la spécificité des cellules du 

donneur. De plus, chez ces mêmes animaux, la thymectomie s’accompagne d’un rejet de 

greffe (Oluwole et al., 1993c ; Sayegh et al., 1993).  

Différents modes d’administration des peptides ont été testés et les auteurs ont montré que 

l’injection intraveineuse (IV) (Chowdhury et al., 1996; Oluwole et al., 1993c ; Sayegh et al., 

1993) (Oluwole et al., 1999) ou intra-splénique (Sayegh et al., 1993) ne permettaient pas 



 - 74 - 

 

d’induire une survie du greffon, même en présence d’ALS.  

L’ensemble de ces études indique que l’injection IT est la voie d’administration optimale 

d’un peptide pour induire une tolérance vis-à-vis de ce peptide. 

 

Une étude plus récente, menée par Trani et al., utilise un modèle de greffe de peau de souris 

transgéniques exprimant la protéine hémagglutinine (HA) (donneur) et de souris receveuses 

possédant un TCR capable de reconnaître HA. L’administration de la protéine HA en IT aux 

souris receveuses permet l’induction d’une tolérance au greffon. Cependant, la quantité de 

TCR capables de reconnaître HA ne diminue que transitoirement dans ces souris pour revenir 

à son taux maximum 4 semaines après l’injection IT. Dans cette étude, les auteurs montrent 

que suite à l’administration de la protéine HA en IT, la tolérance au greffon n’est pas liée 

uniquement à la délétion clonale des LT capables de reconnaître HA mais également à la 

production de Treg spécifiques de HA (Trani et al., 2003). 

   

L’injection de peptides dans le thymus semble partiellement efficace. Dans la plupart des cas, 

le développement d’une réponse immune contre le peptide ou le greffon est observé. 

Outre l’injection de peptides, l’injection de cellules entières dans le thymus a été étudiée aussi 

bien dans des modèles de pathologies faisant intervenir un seul gène, que dans des greffes ou 

encore dans des modèles de maladies auto-immunes.  

 

I.A.2. Injection de cellules  

En 1992, Behara et ses collaborateurs ont montré que l’injection IT chez le rat de fibroblastes 

transfectés avec le gène codant pour l’hormone de croissance humaine associée ou non à un 

traitement ALS entraîne la production d’une réponse humorale contre l’hormone de 

croissance. Ce système ne permet pas d’induire une tolérance à l’hormone de croissance 

lorsque celle-ci est injectée en sous-cutanée (Behara et al., 1992).   

En parallèle, dans un modèle de rat déficient pour l’UDP-GlucuronosylTransférase (UGT), 

l’injection IT d’hépatocytes infectés avec un adénovirus codant pour l’UGT retarde (mais 

n’inhibe pas) le développement d’une réponse immune contre l’UGT à la suite d’un transfert 

de gène d’UGT à l’aide d’un vecteur adénoviral (Ilan et al., 1996).  

  

Dans des modèles de diabète chez la souris et le rat (animaux NOD), des travaux ont montré 

l’efficacité de l’injection IT d’îlots pancréatiques à induire une tolérance, en particulier 
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lorsque les injections d’îlots pancréatiques sont réalisées sur des rongeurs nouveaux-nés 

(Charlton et al., 1994; Posselt et al., 1992; Posselt et al., 1990). Cependant, la déplétion en 

CPA des îlots pancréatiques avant d’être administrés en IT empêche l’induction de tolérance à 

la greffe, suggérant le rôle clé des CPA dans l’induction de tolérance par injection de cellules 

par voie IT (Campos et al., 1994).  

 

Hormis l’injection d’îlots pancréatiques, les études citées ci-dessus montrent une efficacité 

intermédiaire. Dans les études sur les animaux diabétiques (souris et rats), la présence de 

CPA semble augmenter l’efficacité des injections de cellules en IT. Cela s’explique par le 

fait que l’injection de peptides ou de cellules (hors CPA) dans le thymus permet l’expression 

de peptides mais ces protéines doivent ensuite être captées et présentées par les CPA du 

thymus pour réaliser la délétion clonale des LT réactifs au peptide (sélection négative). Ainsi, 

dans un modèle de transplantation cardiaque réalisée sur des porcs thymectomisés, la 

transplantation d’un thymus du donneur permet une prolongation de la survie du greffon par 

rapport aux animaux n’ayant pas reçu le thymus. Si les animaux ne reçoivent pas la 

transplantation de thymus mais une injection de thymocytes du donneur, la prolongation de 

survie du greffon est plus courte que lors de la transplantation de thymus, indiquant 

l’importance des cellules du stroma thymique (CPA) dans l’induction d’une tolérance (Nobori 

et al., 2006). Ceci est confirmé par différentes études menées dans des modèles de 

transplantation dans lesquels l’injection intra-thymique de splénocytes (contenant des CPA) 

du donneur permet une survie du greffon chez le rongeur (Dono et al., 1995; Gillanders et al., 

1997; James et al., 1993; Jones et al., 1997; Odorico et al., 1993; Oluwole et al., 1993a; 

Oluwole et al., 1993d).  

 

La présentation d’antigènes exogènes dans le thymus peut également être réalisée par la 

transduction directe des CPA du thymus par des vecteurs viraux codant pour ces 

antigènes.  

 

I.B- Induction de tolérance centrale  à l’aide de vecteurs viraux 

 

En 1995, DeMatteo et al. ont réalisé une analyse comparative de la capacité de différents 

vecteurs viraux codant pour la protéine LacZ à transduire le thymus chez la souris. Dans cette 

étude, ils ont montré que les vecteurs rétroviraux et AAVr ne transduisent pas efficacement le 
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thymus contrairement aux vecteurs adénoviraux (DeMatteo et al., 1995). Cette première 

comparaison a été réalisée avec des titres de 10
5
 particules infectieuses (p.i.)/thymus pour les 

vecteurs rétroviraux et AAVr et 10
9
 p.i./thymus pour les vecteurs adénoviraux. Les conditions 

de production des vecteurs ne permettaient pas d’obtenir des concentrations élevées pour les 2 

vecteurs en question (et la taille du thymus de souris ne permet pas d’injecter une grande 

quantité de vecteurs). Lorsqu’ils normalisent le vecteur adénoviral à 10
5
 p.i./thymus, le taux 

de transduction des cellules thymiques passe de 50% à 1%, ce taux restant supérieur à celui 

des vecteurs rétroviraux et AAVr (DeMatteo et al., 1995).  

Dans cette étude, les auteurs ont montré que les cellules transduites par le vecteur adénoviral 

étaient des cellules épithéliales. Cependant, lorsque ces souris reçoivent une injection 

intraveineuse d’AdLacZ, aucune synthèse de LacZ n’est détectée, que l’IT soit associée ou 

non à un traitement ALS. Ce système ne permet donc pas d’induire une tolérance au LacZ. En 

réalité, lors de l’injection intra-thymique, le vecteur adénoviral se retrouve dans la circulation. 

Ce vecteur fortement immunogène entraîne alors la synthèse d’anticorps anti-adénoviraux 

neutralisants et une forte réponse cytotoxique (DeMatteo et al., 1995).  

 

Cette même équipe a ensuite testé une injection adénovirale intra-thymique plus précoce sur 

des souris nouveaux-nés en absence de traitement immunosuppresseur (DeMatteo et al., 

1997). Dans ces conditions, les souris ne développent pas d’anticorps neutralisants. Ceci peut 

s’expliquer par le fait que la maturation des LT n’a pas encore eu lieu et par conséquent la 

réponse immunitaire contre l’AdLacZ n’est pas possible. De plus, l’injection intraveineuse 

d’Ad-LacZ sur ces souris adultes permet une expression à long terme de la protéine LacZ. 

Cette technique permet donc d’induire une tolérance à la protéine LacZ à l’aide d’un vecteur 

adénoviral (DeMatteo et al., 1997).  

 

Dans les mêmes années, une autre étude, menée par Ilan et ses collaborateurs (Ilan et al., 

1996), a montré que l’injection d’Ad-UGT en IT dans un modèle de rat adulte déficient pour 

l’UGT, retarde mais n’élimine pas le développement d’une réponse immune contre l’UGT à 

la suite d’un transfert de gène d’UGT à l’aide d’un vecteur adénoviral (Ilan et al., 1996). Dans 

cette étude, l’injection intra-thymique chez le rat n’entraine pas une réponse immune 

contrairement aux travaux de DeMatteo (DeMatteo et al., 1997), cette différence peut 

notamment s’expliquer par les transgènes utilisés, le LacZ serait alors plus immunogène que 

l’UGT.  

L’immunogénicité des vecteurs adénoviraux les rend peu utilisables chez l’homme dans des 
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protocoles d’induction de tolérance. Les travaux de DeMatteo montrent que l’injection de 

vecteurs adénoviraux en intra-thymique chez des souris nouveaux-nés induit une tolérance. 

Cependant, chez l’homme, la maturation des LT qui est probablement plus précoce 

nécessiterait l’injection intra-thymique in utero.  

Depuis l’étude de Matteo et al. publiée en 1995, les techniques de production des vecteurs 

rétroviraux et AAVr se sont bien développées permettant d’utiliser des lots de vecteurs 

concentrés et de les tester dans l’induction d’une tolérance centrale suite à une injection IT. 

 

Les vecteurs rétroviraux, et plus spécifiquement les vecteurs lentiviraux (LV) ont été utilisés 

pour transduire le thymus dans un modèle de souris transgéniques ayant un TCR 

reconnaissant spécifiquement HA. Dans un premier article, Marodon et al. ont montré que 

l’injection intra-thymique de vecteur lentiviral codant pour la protéine GFP entraînait une 

transduction stable (3 mois) des cellules thymiques. Les auteurs ont conclu à une transduction 

des cellules épithéliales thymiques par la morphologie des cellules GFP positives, et 

également à une transduction des thymocytes par l’analyse des cellules du thymus par 

cytométrie de flux. Ils ont également réalisé des injections IT de LV codant soit pour la 

protéine GFP, soit pour la protéine HA sous contrôle du même promoteur (PGK) dans des 

souris transgéniques pour HA. Ils observent alors une diminution de la quantité de LT 

capables de reconnaître HA une semaine post-injection uniquement dans les souris injectées 

avec le LV-HA comme indiqué sur la figure 11A. Ces résultats suggèrent que l’injection de 

HA dans le thymus permettrait la sélection négative des LT capables de reconnaître HA 

(Marodon and Klatzmann, 2004).  

 

Dans un second article (en utilisant le même modèle de souris et les mêmes vecteurs) 

(Marodon et al., 2006), il a été montré qu’en plus d’une délétion des thymocytes TCR HA, 

une sélection positive de cellules T régulatrices spécifiques de HA était observée. En effet, 

dans la population de LT spécifiques de HA, la fraction majoritaire SP CD4
+
 CD25

-
 diminue 

de 2 à 3 fois alors que la fraction minoritaire SP CD4
+
CD25

+
 augmente de 2 à 10 fois dans la 

première semaine post-injection (Figure 11B). A moyen terme (1 à 2 mois post-injection),  la 

sélection des Treg est clairement représentée alors que la délétion clonale n’est plus visible. 

Pour confirmer que les principales cellules transduites par le LV étaient des cellules 

épithéliales (hypothèse suggérée dans l’article précédent), les souris ont été injectées en intra-

thymique, irradiées un mois plus tard puis ont reçu un transplant de moelle osseuse déplétée 

en LT provenant d’une souris TCR-HA. Les thymus des souris injectées avec le LV-GFP 
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comportaient toujours des cellules GFP un mois après l’irradiation, suggérant que les cellules 

transduites sont bien des cellules épithéliales (les LT et les CD ne sont pas résistantes à 

l’irradiation). De plus, dans ces conditions, un fort taux de Treg spécifiques de HA est détecté 

dans les souris ayant reçu le LV-HA (et non dans les souris avec le LV-GFP) montrant que 

l’expression de HA dans les cellules épithéliales est suffisante pour l’induction des Treg 

spécifiques de HA (Marodon et al., 2006). Enfin, dans un modèle de souris diabétiques, les 

souris NOD, l’injection intra-thymique d’un vecteur lentiviral codant pour la pré-proinsuline 

diminue l’incidence du diabète par rapport aux souris non-injectées (Figure 11C) (Marodon et 

al., 2006). 

 

 

Figure 11: Induction d’une tolérance centrale après transduction du thymus à l’aide de 

vecteurs viraux 

A. Dans un modèle de souris reconnaissant spécifiquement le TCR HA, l’injection intra-

thymique d’un vecteur lentiviral codant pour HA entraîne une forte diminution des LT HA en 

périphérie. B. De façon plus précise, le pourcentage de T naïfs capables de reconnaître HA 

diminue (d’environ 20% à 15%, soit jusqu’à 2,5 fois) alors que le pourcentage de Treg 

spécifiques de HA augmente (d’environ 10% à 30%, soit une augmentation jusqu’à 10 fois 

pour les points extrêmes). C. L’injection intra-thymique d’un vecteur lentiviral codant pour la 

pré-proinsuline dans des souris NOD déficientes pour cette protéine permet de diminuer le 

diabète chez ces souris. En parallèle, le diabète n’est pas traité dans des souris NOD non 

injectées ou injectées avec le vecteur codant pour la GFP. D’après Marodon et al, 2004, 2006 

 

Aucune étude récente ne semble utiliser le transfert de gènes à l’aide de vecteurs AAVr 

pour transduire le thymus.  
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II. Objectifs  

 

Les études menées par Marodon et al. ont montré l’efficacité de l’injection intra-thymique de 

vecteurs lentiviraux codant pour HA dans l’induction d’une tolérance chez la souris. Ces 

résultats sont confirmés par l’injection intra-thymique de vecteurs lentiviraux codant pour la 

pré-proinsuline dans des souris diabétiques. Cette injection permet de réduire de façon 

importante le développement de la maladie (Figure 11) (Marodon et al., 2006).  

Dans cette optique, nous avons voulu tester si l’injection de vecteur lentiviral codant pour 

le rtTA et la GFP (gène rapporteur utilisé pour observer l’efficacité du transfert de 

gènes) permettait de transduire le thymus chez le singe.  

Nous avons ensuite testé l’efficacité des vecteurs AAVr pour transduire le thymus chez 

la souris. Comme décrit dans la première partie de l’introduction, des améliorations ont été 

réalisées dans la génération des vecteurs AAVr. Nous avons ainsi comparé l’efficacité de i) 

différents sérotypes d’AAVr et ii) des formes simple brin (ss) et double brin (sc) d’AAVr 

dans la transduction du thymus de souris. La combinaison optimale a été testée chez le 

macaque. Ceci a permis la rédaction d’un premier article.  

L’induction d’une réponse immune ou d’une tolérance vis-à-vis du produit du transgène 

a également été observée chez les macaques injectés.  



 - 80 - 

 

III. Résultats 

 

III.A- Etude de l’efficacité de vecteurs lentiviraux pour transduire le 

thymus chez le singe 

Suite aux résultats de Marodon et al., nous avons voulu tester la capacité des vecteurs 

lentiviraux à transduire le thymus chez le singe. Le vecteur lentiviral utilisé (LV-rtTA/GFP) 

code i) pour le rtTA sous contrôle d’un promoteur EF1α et ii) de la GFP sous contrôle d’un 

IRES (Figure 12). La présence de la GFP permet d’observer la transduction des cellules dans 

le thymus et celle du rtTA, l’induction de la tolérance dans notre système de transfert de 

gènes. L’expression du vecteur a été vérifiée chez la souris. Le premier macaque injecté a 

reçu 2x10
9
 TU de LV-rtTA/GFP dans le lobe droit en deux sites d’injection. L’injection du 

thymus a été réalisée par endoscopie thoracique. Quinze jours plus tard, le thymus a été 

prélevé puis analysé par RT-PCR, cytométrie de flux et immunohistologie. Aucun signal 

GFP, ni aucune inflammation n’a été détecté par ces techniques. Les vecteurs avaient été 

produits et purifiés sur double coussin de sucrose au laboratoire. L’absence d’expression du 

transgène peut s’expliquer par la faible concentration (2x10
9
 TU/ml) et la purification des 

vecteurs. Afin de se placer dans des conditions optimales, nous avons fait produire la 

deuxième préparation de LV-rtTA/GFP dans un laboratoire référent en LV (Tronolab). Cette 

préparation a été concentrée à 4x10
9
 TU/ml et purifiée par ultracentrifugation. Un deuxième 

animal a été injecté avec 8x10
9
 TU (4 fois plus que le premier animal) de ces vecteurs LV-

rtTA/GFP en intra-thymique. Comme précédemment, aucun signal GFP n’a été détecté dans 

le thymus de l’animal par cytométrie de flux, immunohistologie ou RT-PCR quantitative. 

 Ces résultats montrent que dans les conditions testées, les vecteurs lentiviraux ne 

permettent pas de transduire le thymus chez le singe. Comme la transduction du thymus 

à l’aide de vecteurs AAVr ne semble pas avoir été testée, nous avons décidé de tester 

l’efficacité des AAVr à transduire le thymus chez la souris puis chez le singe.  

 

Figure 12 : Représentation schématique de la cassette d’expression du vecteur lentiviral.  

Le vecteur lentiviral code pour le rtTA et la GFP. Le rtTA est sous contrôle du promoteur 

constitutif EF1α et l’expression de la GFP est permise par la présence d’un IRES (Internal 

Ribosome Entry Site). La cassette d’expression est entourée des 2 LTR (Long Terminal 

Repeat) spécifiques du vecteur lentiviral.  

LTR             EF1- rtTA-M2 eGFP LTRIRESLTR             EF1- rtTA-M2 eGFP LTRIRES
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III.B- Etude de l’efficacité des vecteurs AAVr pour transduire le 

thymus chez la souris et le singe (Article I) 

Résumé de l’article I :  

La capacité de transduction du thymus à l’aide d’AAVr a été testée en utilisant différents 

sérotypes d’AAVr (1, 2, 4, 5 et 8, auusi appelés 2/1, 2/2, 2/4, 2/5, 2/8) et des vecteurs ss 

(simple brin) ou sc (double brin). Ces 10 AAVr différents codent pour la GFP sous contrôle 

du promoteur PGK. Des souris ont été injectées avec ces vecteurs (3 animaux/vecteur) puis 

sacrifiées un mois plus tard. La date d’euthanasie a été fixée à un mois car c’est le temps 

(moyen) correspondant au pic d’expression des ssAAVr. L’analyse RT-PCR du thymus des 

animaux montre que le vecteur scAAV8 est le plus efficace pour transduire le thymus (Figure 

1). Une deuxième cohorte de souris a permis de tester i) la cinétique d’expression de ce 

vecteur dans le thymus, ii) les cellules transduites et également iii) la distribution du transgène 

en périphérie. L’étude de la cinétique montre une expression rapide du transgène (72 heures) 

qui diminue ensuite avec le temps. La transduction du thymus est d’environ 3,5 % des cellules 

thymiques. L’analyse des thymocytes par FACS montre que les cellules GFP positives sont 

présentes dans les différentes populations de thymocytes en respectant la répartition normale 

des thymocytes totaux du thymus (DN, DP, SP). L’immunohistologie montre que les cellules 

épithéliales, ainsi que les CD sont également transduites dans le thymus (Figure 2). En ce qui 

concerne les organes périphériques, l’expression du transgène est détectée dans le foie, la rate 

et les ganglions lymphatiques. La cinétique d’expression de la GFP dans les organes 

lymphoïdes secondaires suit la cinétique du thymus (décalée de quelques jours), cela corrèle 

avec une migration des cellules du thymus vers les organes lymphoïdes secondaires (Figure 

3). Ceci est renforcé par l’observation que les cellules GFP positives dans la rate sont des LT.   

 A la suite de ces résultats encourageants, deux macaques ont été injectés en intra-thymique 

dans le lobe droit avec 2x10
13

 vg de scAAV8r GFP. La thymectomie des animaux a été 

réalisée 10 jours post-injection suivie de biopsies des ganglions lymphatiques, de la rate 

(splénectomie totale) et du foie à 30 jours post-injection. Contrairement aux vecteurs 

lentiviraux, l’expression de la GFP a été détectée dans le thymus des animaux injectés. 

L’observation des différentes zones du thymus montre une expression plus forte du transgène 

dans la zone injectée avec une diffusion dans les zones adjacentes. Comme chez la souris, les 

différentes populations de thymocytes sont transduites (Figure 4). L’étude des organes 

périphériques montre une transduction importante de la rate  (LT CD4
+
) (Figure 5).   
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Efficient gene transfer following intrathymic rAAV vector administration 

in mice and non-human primates 
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Abstract 

 

The thymus is the primary site of T-cell development and intrathymic injection of a 

transgene-expressing lentiviral vector in mice allows the in situ correction of a T cell-specific 

genetic defect. Nevertheless, the efficiency of thymocyte transduction does not exceed 0.1-

0.3%, and we were unable to detect any thymus transduction in macaques. As such, we 

initiated studies to test the capacity of recombinant Adeno-Associated Virus vectors (rAAV) 

to transduce the murine and primate thymus. Thymic administration of single-stranded 

(ssAAV) and self-complementary AAV (scAAV) vectors pseudotyped with capsid proteins of 

serotypes 1, 2, 4, 5 and 8 demonstrated that scAAV2/8 most efficiently transduced the murine 

thymus. Intrathymic administration of scAAV2/8 particles led to transgene expression in up 

to 5% of thymocytes in immune-competent mice with emigration of transduced cells to the 

periphery, representing 1% of splenic/lymph node T cells. Moreover, using ultrasound-

mediated guidance, in vivo intrathymic administration of scAAV2/8 particles into macaques 

resulted in >1% gene transfer with transduced T cells migrating to the spleen. Thus, under 

conditions wherein there is a full thymocyte compartment and pre-existing lymphocyte pool, 

rAAV-mediated gene transfer allows significant transgene expression in the thymus with 

subsequent export of transduced T cells to the periphery.  
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Introduction 
 

The thymus is the primary site of T cell development. T cell differentiation in this organ is 

initiated by the entry of hematopoietic progenitors, migrating from the bone marrow (BM). 

This maturation of progenitors to T cells, requiring approximately 28 days (Porritt et al., 

2003), occurs via direct interactions with thymic stromal cells and cytokine stimulation. T cell 

differentiation can be divided into three major stages defined by the expression of CD4 and 

CD8 markers. The most immature or double negative (DN) stage is characterized by the lack 

of expression of CD4 and CD8 markers and represents 2-5% of thymocytes. DN thymocytes 

progress to a stage wherein there is a dual expression of CD4 and CD8 markers (Double 

Positive, DP, 80-90%) before lineage commitment to either CD4 or CD8 thymocytes (Single 

Positive, SP, 5-15%) which then emigrate from the thymus to the periphery. Schematically, 

the transition from DN to DP and DP to SP stages is regulated by the rearrangement and 

selection of a functional TCR, respectively. The selection step plays a key role in the 

induction of a broad repertoire of self-tolerant T cells. This is achieved by the deletion of 

autoreactive T cells and the generation of regulatory T cells. Because of these properties, the 

thymus is a critical site wherein T cell responsiveness and tolerance can be manipulated. 

 

Targeting the thymus with an antigen of interest can result in the induction of tolerance. 

Indeed, this has been achieved following direct injection of soluble antigens (Khoury et al., 

1993), injection of viral vectors harboring an antigen of interest (DeMatteo et al., 1997; 

Marodon et al., 2006) or even entire cells, as in the case of pancreatic islet cells (Posselt et al., 

1992), Moreover, we previously demonstrated the feasibility of an in situ correction of a 

genetic immunodeficiency by direct intrathymic injection of a lentiviral vector (LV) 

expressing the deficient gene (Adjali et al., 2005a). Nevertheless, the efficiency of thymocyte 

transduction in our previous studies was extremely low, not exceeding 0.1-0.3% and efficient 

transduction was observed at late time points only because of the selective advantage of the 

gene-corrected thymocytes. Attempts to transpose this lentiviral-based thymocyte 

transduction strategy to macaques was unfortunately not successful; despite thorascopic-

guided injection of high titer lentiviral vector stocks into the macaque thymus, we were 

unable to detect any thymus transduction (unpublished observations). Because of the potential 

of an intrathymic gene transfer strategy in immune modulation, it is important to develop 

tools for efficient thymocyte transduction in both mice and primates. 
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Recombinant Adeno-Associated Virus (rAAV) vectors hold great promise for gene transfer 

therapies. They allow long-term gene expression from both episomal and integrated forms of 

the viral genome, particles of high titer and purity can be produced, and in the vast majority of 

cases, administration is not associated with pathogenicity or toxicity (reviewed in Le Bec and 

Douar, 2006). In contrast with retroviral-based vectors, they are capable of infecting dividing 

as well as non-dividing cells and have not been associated with insertional mutagenesis. 

Moreover, as compared to adenovirus-based vectors, rAAV does not induce a significant 

immune response and is not associated with any human disease. 

 

rAAV vectors are derived from single stranded DNA parvoviruses. The transduction 

efficiency of “conventional” rAAV2 vectors is known to be tissue-dependent with significant 

gene transfer in muscle and brain (Griffey et al., 2006; Kaplitt et al., 1994; Kaplitt et al., 

1996; McCown et al., 1996; Sondhi et al., 2005; Xiao et al., 1997) and only low level 

infection of hematopoietic cells (Hargrove et al., 1997; Malik et al., 1997; Nathwani et al., 

2000). Notably though, several other AAV serotypes, differing from the conventional AAV2 

serotype in their expression of a distinct capsid protein, have been isolated from primates. 

These 12 AAV serotypes display different tissue and cell tropisms in vivo and in vitro, and as 

such, modulating the serotype may significantly enhance the ability to transduce a specific 

organ/ cell type with an AAV-derived vector (reviewed in Choi et al., 2005; Gao et al., 2005). 

Indeed, cross-packaging an rAAV2 vector into the capsid of another AAV serotype results in 

the transduction of a host range distinct from that of AAV2 (Grimm and Kay, 2003; 

Rabinowitz et al., 2002; Zhong et al., 2006). Efficient transduction by conventional single-

stranded (ss) AAV vector serotypes has also been limited by the need to convert the ss 

genome into a transcriptionally active double-stranded (ds) form (Fisher et al., 1996). The 

recent advance of packaging the rAAV genome as two complementary strands in an 

individual AAV particle has significantly increased transduction efficiencies in hepatocytes, 

muscle, retina and liver (Hirata and Russell, 2000; McCarty et al., 2003; Nathwani et al., 

2006; Wang et al., 2003; Yang et al., 2002). More recently, it has been shown that these self 

complementary (sc) rAAV vectors, which bypass the requirement for host cell-mediated viral 

second-strand DNA synthesis, markedly increase the transduction efficiency in murine HSC 

(Maina et al., 2008; Zhong et al., 2006). Studies assessing rAAV-mediated thymocyte 

transduction have yet to be reported. 

 

In an attempt to achieve efficient gene transfer in the thymus, we evaluated in situ intrathymic 
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gene transfer using ss and sc rAAV2 vectors cross-packaged into the capsids of other AAV 

serotypes. These experiments, performed both in mice and macaques, demonstrated that an 

scAAV2 vector pseudotyped with the AAV8 capsid (scAAV2/8) is significantly more 

efficient than other serotypes in thymocyte transduction. Notably, the level of gene transfer 

was markedly higher than that which could be obtained with lentiviral vectors, approaching 

5% of all thymocytes. Moreover, and in marked contrast with lentiviral vectors, transduction 

of the different thymocyte subsets reflected their relative proportion in the thymus. 

Importantly, thymic gene transfer resulted in the emigration of transduced T cells to the 

periphery, with as many as 1% of splenic/lymph node T cells expressing the harbored 

transgene. The efficiency of in situ rAAV intrathymic gene transfer in mice as well as 

macaques indicates the important potential of this approach in modulating T cell 

differentiation and immunity. 
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Materials and methods 

 

rAAV constructs and production  

The recombinant scAAV-GFP construct was derived from the pHPa-trs-SK plasmid (kindly 

provided by DM McCarty, University of North Carolina, NC, USA) encoding the eGFP 

(green fluorescent protein) under the control of the CMV promoter. This promoter was 

excised and replaced by the PGK promoter. The second pA signal (BGH pA signal) was 

excised.  To construct the ssAAV-GFP plasmid, the entire PGK-EPO-SV40 fragment was 

excised from scAAV-GFP and inserted into psub201.  

rAAV-1, rAAV-2, rAAV-4, rAAV-5 and rAAV-8 vectors stocks were produced by 

cotransfection of 293T cells with vector plasmid and an adenoviral plasmid providing helper 

functions needed for rAAV assembly, as previously described (Chenuaud et al., 2004). All 

vectors were purified by cesium chloride and dialysed against Ca
2+

/ Mg
2+

- containing PBS. 

Vectors titers were determined by the dot-blot method to provide the number of particles/ml 

based on the quantification of viral DNA. The number of infectious particles/ml in the rAAV 

stocks was determined using a stable rep-cap HeLa cell line in a modified Replication Center 

Assay (RCA), as described previously (Salvetti et al., 1998). Each scAAV vector was 

calculated as containing 2 copies of ss viral genomes.  

 

Intrathymic and intraveinous injection of recombinant scAAV vectors in mice and 

macaques. 

C57Bl/6 mice were maintained under specific pathogen-free conditions in the IGMM animal 

facility (Montpellier, France). Injections were performed in 3-4 weeks old mice non-

conditioned. Intraveinous injection (100 µl) were performed in the tail vein. Mice were 

injected in the thymus with rAAV vectors (1.10
10

 or 4.10
11 

vg) or PBS alone, in a total 

volume of 10 µl, directly through the skin into the thoracic cavity immediately above the 

sternum, using a 0.3 ml 28 gauge 8 mm insulin syringe as previously described (Adjali et al., 

2005a). Mice were anesthetized using an oxygen/isoflurane (evaporator Isotec3, TEM, 

Lormont, France). Mice were sacrificed 3, 10 and 30 days post-injection as indicated.
 

 

Two 3 year old cynomolgus macaques (macaca fascicularis) were purchased from BioPrim 

(Baziège, France). Neutralization assays were performed to assure that these animals did not 

harbor neutralizing antibodies against rAAV-8 particles. Animals were anesthetized with 
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ketamine and medetomidine and maintained using an oxygen/isofluorane mix. Morphine and 

atropine were administered subcutaneously. 

rAAV vector injections were performed under thoracoscopic guidance, resulting in the 

delivery of 2x10
13

 vector genomes per animal at 2-3 sites in the right thymic lobe in a total 

volume of 1 ml. Serum samples were repeatedly collected as soon as 30 min post-injection 

and subsequently (6 hours, 1, 3, 7, 10, 21 and 30 days post-injection). Infectious rAAV 

particles were detected in serum samples obtained between 0.5 and 24 hours post-injection, 

but not at later time points, as assessed by an RCA assay (Table 1). Animals were 

thymectomized 10 days following injection and spleen and lymph nodes biopsies were 

obtained 30 days post-injection. Thymus, lymph node and spleen biopsies from non-injected 

macaques were used as controls. 

All experiments were approved by the local animal facility Institutional Review Board in 

accordance with national guidelines. 

 

Flow cytometry. 

Cells isolated from thymus, spleen and lymph nodes were stained with the appropriate 

fluorochrome-conjugated antibodies: anti -CD4, -CD8, -CD3, -CD44, -CD25, and -CD19 

antibodies (Becton Dickinson, San Jose, CA) for murine cells and anti -CD4 and -CD8 for 

macaques cells (BD-Pharmingen, France) as previously described (Adjali et al., 2005b). 

Briefly, non-specific staining was blocked by incubating cells with an anti-FcγRII antibody 

(24G2, Becton Dickinson) in PBS containing 2% FCS. Cells were then washed and incubated 

with the indicated antibodies diluted in PBS containing 2% FCS at 4
0
C. All acquisitions were 

performed on a FACSCalibur or FACSCanto (Becton Dickinson) and analyses were 

performed using FlowJo software (TreeStar, CA). 

 

Quantitative real-time PCR and RT-PCR. 

DNA was extracted with genomic DNA purification kit (Promega) while total RNA was 

isolated using TRIZol (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). RNA was treated with Turbo 

DNAseI (Ambion) and reverse transcribed into first strand cDNA using poly-dT 

oligonucleotide and Moloney murine leukaemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). 

Quantitative PCRs were performed using the GenAmp 7700 sequence detection system 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) with SYBR Green core reagents (Applied 

Biosystems). Primer sequences designed to target genomic GFP and the GFP cDNA are as 

follows; 5’-CACCATCTTCTTCAAGGACGA-3’ and 5’-
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CCATGATATAGACGTTGTGGCTG-3’, and 5’-CACCATCTTCTTCAAGGACGA-3’ and 

5’-CCATGATATAGACGTTGTGGCTG-3’, respectively. Sequences for genomic EPO (5’-

GCTCCACTCCGAACCATCAC-3’ and 5’-TCATCTGTCCCCTCTCCTGC-3’) and HPRT 

cDNA (5’-CGTGATTAGCGATGATGAACC-3’ and 5’-ATCCAGCAGGTCAGCAAAGA-

3’) are indicated. Thermal cycling conditions comprised a 2 min incubation at 50°C, a 10 min 

denaturation at 95°C, followed by 40 cycles of denaturation (95°C for 15 sec), annealing 

(60°C for 1 min), extension (Tm for 15 sec), and 10 min at 72°C. Tm was 79°C for HPRT and 

the genomic and cDNA sequences of GFP and 77°C for Epo. For DNA samples, Ct values 

were compared to those obtained using dilutions of plasmids harboring GFP and Epo 

sequences, respectively. The ratio between transgene and genomic DNA copy number 

provided the amount of transgene copy per cell. For cDNA samples, relative expression of 

GFP, after normalization to HPRT values, was calculated as 2
-(Ct GFP –Ct HPRT)

.  

 

 

Immunohistochemistry. 

Thymus and spleen samples were embedded in inclusion compound (Sakura finetek, 

Torrance, CA), frozen in isopentane cooled with liquid nitrogen and stored at -80
0
C. 

Transverse thymus and spleen cryosections (10µm) were cut using a Leica CM 3050S 

cryostat. Frozen sections were mounted on slides with mounting medium (Mowiol medium, 

Calbiochem, Strasbourg) and examined for GFP expression using a laser scanning confocal 

microscope (C1-Nikon TE-2000) equipped with a blue argon laser emitting at 488nm. 10µm 

sections subjected to immunohistochemistry were thawed and rehydrated with PBS. Non-

specific antigen binding was blocked in PBS containing 20% goat serum (blocking buffer). 

Sections were then stained by overnight incubation at 4°C in blocking buffer containing the 

following primary antibodies at the indicated dilutions: anti-CTK pAb, 1:40 (Signet, UK), 

anti-S100 pAb, 1:100 (Dakocytomation, France) and an anti-CD4 mAb, 1:25 (Becton 

Dickinson, San Jose, CA). After washing with PBS, sections were incubated with biotinylated 

goat anti-mouse or anti-rabbit antibodies, dilution 1:300 (ref E433 and E432 respectively, 

Dakocytomation, France), followed by an Alexa555 streptavidin complex, dilution 1:2000 

(Molecular Probes, Eugene, OR). Sections were counterstained with topro-3 (1:1000, 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) to stain nuclei, mounted and serially scanned using a 

confocal microscope (C1-Nikon TE-2000). 
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Results 

 

scAAV2/8 vectors efficiently transduce murine thymocytes in vivo. 

To determine whether AAV vectors are capable of in situ transduction of murine thymocytes, 

we produced self-complementary (sc) and single stranded (ss) AAV vectors pseudotyped with 

capsid proteins of different serotypes (AAV2/1, AAV2/2, AAV2/4, AAV2/5 and AAV2/8). 

The AAV vectors encoded the green fluorescent protein (eGFP) under the control of a 

constitutive promoter (PGK). These ten AAV vectors were injected either directly into the 

thymus of infant mice or administered intravenously (IV). One month later, mice were 

sacrificed and GFP expression in the thymus was quantified by real time RT-PCR. As shown 

in Figure 1, IT administration of scAAV vectors resulted in a significantly higher expression 

of the GFP transgene than ssAAV transduction. Amongst the scAAV vectors, there was at 

least a 5-fold higher level of GFP expression following administration of the 2/8 serotype as 

compared to all other serotypes tested (Fig. 1). Importantly, the route of administration had a 

major impact on thymus transduction as transgene expression in the thymus was significantly 

lower following IV rAAV administration, independently of the serotype tested (data not 

shown). As such, in all subsequent experiments designed to optimize gene transfer in thymus, 

we chose to administer the scAAV2/8 vector via the intrathymic route. 

 

In order to characterize the kinetics of in vivo scAAV2/8 transduction as well as the 

phenotypes of transduced cells, mice were sacrificed at 3, 10 and 30 days following IT 

administration. The percentage of transduced cells, monitored as a function eGFP expression, 

was maximal 2 days after scAAV2/8 administration (3.65% +/- 1.2), decreasing by day 10 

and remaining stable until at least day 30 (0.2 +/- 0.01 and 0.15 +/- 0.07, respectively) (Fig. 

2A). At 72h post-injection, intrathymic administration of an scAAV2/8 vector resulted in 

efficient transduction of all thymocyte populations (Fig. 2B), epithelial cells and dendritic 

cells (Fig. 2C). The percentages of scAAV-transduced thymocytes within the double negative 

(DN, CD4-CD8-), double positive (DP, CD4+CD8+) and single positive mature (SP, 

CD4+CD8- and CD4-CD8+) subsets ranged from 4-8% and reflected their presence in the 

thymus (Fig. 2B and data not shown). Moreover the distribution of eGFP+ cells within the 

DN sub-populations, distinguished as DN1 to DN4, was similar to that observed for the total 

DN subset (Fig. 2B). These data are in marked contrast with those obtained following in situ 

intrathymic transduction using high titer lentiviral vector preparations (5x10
8
 TU) wherein 
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only 0.3% of DN and 0.1% of DP thymocytes were transduced ((Adjali et al., 2005a) and 

data not shown).  

 

Between 3 and 30 days post scAAV transduction, there was an evolution in the distribution of 

scAAV-transduced thymocyte populations. There was an initial increase in the relative 

transduction of mature SP thymocytes (reaching 50% of transduced cells), likely due to the 

differentiation of immature transduced progenitors. Surprisingly though, significant 

percentages of transduced DN cells were still detected at days 10 and 30 after in vivo 

transduction (11% and 14%, respectively, in a representative thymus). Given the kinetics of 

thymocyte differentiation wherein cells can proceed from DN to mature SP cells in 

approximately 4 weeks (Porritt et al., 2003), our data suggest that progenitors are transduced 

by AAV and these transduced progenitors remain viable for at least 4 weeks following 

transduction, pursuing their differentiation pathway. 

 

scAAV-transduced thymocytes differentiate and emigrate to the periphery 

To determine whether in situ-transduced thymocytes differentiate and migrate into the 

peripheral circulation, lymph nodes (LN) and spleens of intrathymically-injected scAAV- 

mice were analyzed 3, 10 and 30 days after vector administration. Transduction of peripheral 

lymphocytes was analyzed by RT-PCR and flow cytometry for the presence of eGFP. In both 

the LN and spleen, the emergence of eGFP expressing cells followed a bell-shaped curve 

(Fig. 3A and B). As expected, at day 3 post intrathymic injection, the percentage of eGFP+ 

lymphocytes in the periphery was extremely low, <0.07%. Importantly though, by 10 days 

post injection, the percentage of eGFP+ cells in the spleen or LN reached approximately 1% 

of all cells. The significance of these data is notable as these mice have a full lymphocyte 

compartment and the transduced cells do not have a selective advantage as compared to their 

non-transduced counterpart. This latter point is shown by our finding that by day 30, there is a 

prominent decrease in the percentage eGFP+ cells, decreasing to 0.1-0.3%. These data are in 

accord with our findings in the thymus; namely, that the highest percentages of mature SP 

thymocytes are detected at day 10 and decrease thereafter. As expected, at all time points 

assessed, the transduced peripheral LN and splenic cells had a CD3+ phenotype with quasi 

undetectable numbers of CD19+ B cells (0.02+/-0.02%) (Fig. 3C and data not shown). 

Moreover, the ratio between transduced CD4 and CD8 T cells was in the normal range (1.7-

2.3), strongly suggestive of an equivalent selection, emigration and short-term persistence of 

AAV-transduced CD4 as well as CD8 lineage cells. The finding that these T lymphocytes had 
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T a naïve phenotype (CD44
low

/CD62L
high

, data not shown) are further supportive of their 

recent emigration from the thymus, and moreover, indicate that AAV transduction does not 

per se activate these lymphocytes resulting in their acquisition of an effector or memory 

phenotype. 

 

Thymocyte transduction in macaques intrathymically injected with an scAAV2/8 vector 

To better establish the clinical potential of an intrathymic AAV-mediated gene therapy 

approach, we tested the efficiency of scAAV2/8 administration in macaques. We first 

assessed whether this technique was feasible in macaques by thoracoscopy. Indeed, we 

determined that this technique could be easily and safely translated in macaques, with 

accurate targeting of the thymus in anesthetized animals requiring a total procedure time of 

less than 15 min. Following this validation step, scAAV2/8 was injected in the right thymic 

lobes of two macaques in a total of 2-3 sites (total volume, 1 ml) and 10 days later, the 

macaques were thymectomized. Each thymic lobe was separated in 4 sections as shown in the 

schema in Fig. 4A and scAAV2/8 transduction in each section was quantified by PCR (Fig. 

4B). Transduction varied between sections, most likely correlating with the zone of injection. 

Notably, in the most efficienty transduced thymocyte section, transduction reached 3 

scAAV2/8 genome copies/thymocyte while thymocytes in adjacent/contiguous zones 

harbored between 1 and 1.5 copies of eGFP (Fig. 4B). In the non-injected left lobe, eGFP was 

also detected, albeit at significantly lower levels. Comparable localizations were obtained in 

the second macaque, but with lower levels of vector detected (data not shown). Analysis of 

the transduced cells by flow cytometry revealed a transduction of all thymocyte subsets (Fig. 

4C). Finally, it is notable that the percentage of macaque thymocytes expressing the scAAV 

transgene was similar to that which we observed in the mouse, reaching 2%.  

  

Transduced T lymphocytes are detected in macaques intrathymically injected with an 

scAAV2/8 vector 

As scAAV2/8 vector transduction was detected in macaque thymocytes following intrathymic 

injection, we were interested in determining whether this would translate to transgene 

expression in lymph nodes and spleen. Indeed, one month following intrathymic injection of 

scAAV2/8, the two macaques underwent splenectomy and inguinal lymph node biopsies. As 

shown in Fig. 5A, eGFP transgene expression was detected in both the LN and spleen of the 

two macaques, but at a 10-fold higher level in the spleen. By immunochemistry, eGFP+CD4+ 
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T cells were also detected in the spleen, signal localizing in a splenic nodule (Fig. 5B). Thus, 

intrathymic scAAV2/8 administration results in the differentiation of transduced thymocytes 

in both mice and macaques with mature transduced T cells in the periphery. 
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Table 1 : Detection of rAAV2/8GFP infectious particles/ml in serum by mRCA 

 

 

 

 

 0 30 min 6 h 1 day 3 days 7 days 10 days 21 days 30 days 

Mac 1 < 5x10
2
 2.7x10

4
 9.3x10

6
 1x10

7
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 

Mac 2 < 5x10
2
 1.3x10

5
 1.5x10

7
 8.5x10

6
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 < 5x10

2
 



 - 98 - 

 

Figure Legends 

 

Figure 1. Influence of genome configuration and capsid proteins on in vivo thymus cells 

transduction efficiency. ss and scAAV vectors based on the AAV2 backbone and expressing 

the GFP transgene were pseudotyped with capsid proteins of serotype 1, 2, 4, 5, and 8. 1x10
10 

vector-genome (vg)-containing particles of the indicated ss and scAAV vectors were injected 

directly into the thymi of 3-4 week old mice. Thymocytes were harvested from euthanized 

animals 30 days following AAV administration. In vivo expression of eGFP was assessed by 

qRT-PCR in duplicate samples and all data were normalized to HPRT. Normalized means +/- 

SD of arbitrary units (AU) are shown. 

 

Figure 2. Kinetics of transgene expression and phenotype of transduced cells following in 

vivo intrathymic administration of scAAV2/8. (A) Mice were injected intrathymically with 

4x10
11 

vg-containing scAAV2/8 particles. Thymocytes were harvested from euthanized 

animals at days 3, 10, and 30 post injection and the percentages of eGFP+ thymocytes were 

assessed by flow cytometry. The means +/- SD of three animals are shown for each time 

point. (B) Flow cytometry data showing the percentages of GFP+ cells as a function of side 

scatter (SSC) are presented at days 0, 3, 10 and 30 (top row). The phenotype of the eGFP+ 

cells was  assessed as a function of CD4 and CD8 expression, allowing double negative 

(CD4-/CD8-), double positive (CD4+/CD8+) and mature single positive cells (CD4+, CD8+) 

to be distinguished (middle row). Double negative (DN) cells were further phenotyped on the 

basis of CD44 and CD25 expresssion distinguishing DN1 (CD44+CD25-), DN2 

(CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) and DN4 (CD44-CD25-) subsets (bottom row). All 

dot plots are compared to the total thymocyte profiles (left panels). (C) Immunohistochemical 

analyses of thymic stromal cells from mice injected 10 days before with AAV2/8 sc vectors. 

eGFP+ cells are shown in panels a and d, CTK and S100 (staining of epithelial and dendritic 

cells, respectively) in panels b and e, and overlays in panels c and f.  

 

Figure 3. Thymocytes transduced by in situ injection of a scAAV2/8 vector differentiate 

and migrate to the periphery. (A) Expression of the eGFP transgene was monitored in the 

lymph nodes and spleens of mice intrathymically injected with the scAAV2/8 vector. 

Expression was assessed by quantitative RT-PCR at days 3, 10 and 30 and was normalized to 

HPRT. Normalized means +/- SD of arbitrary units (AU) are shown for duplicate samples. 
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(B) The percentages of lymph node and spleen cells expressing the eGFP transgene was also 

monitored by flow cytometry. The means +/- SD of three animals are shown for each time 

point. (C) The phenotypes of transduced lymphocytes at day 10 following intrathymic 

scAAV2/8 administration was monitored by staining with anti-CD3 and anti-CD19 

antibodies. The expression of the eGFP transgene in these subsets is shown in representative 

dot plots and is compared with expression in mock-transduced mice (PBS). 

 

Figure 4. In vivo administration of scAAv2/8 in a macaque thymus results in the 

transduction of differentiating thymocytes. (A) Two 3 year old cynomolgus macaques were 

injected intrathymically in the right lobe with 2x10
13 

vg-containing scAAV2/8 particles in two 

or three point. Ten days following injection, thymi were removed under general anesthesia 

and 4 sections were made from each lobe, shown here in the schematic diagram and labelled 

as A to D. (B) Transduction efficiencies in the various sections were assessed by quantitative 

PCR of the eGFP transgene. All values were normalized to Epo and the mean numbers of 

eGFP copies per genomic DNA +/- SD of duplicate samples are shown. (C) Flow cytometry 

data showing the percentages of eGFP+ cells as a function of side scatter (SSC) in the section 

B and A from right (right panels) and left (left panels) lobes, respectively, from a 

representative macaque injected 10 days previously with the scAAV2/8 vector (top row). The 

phenotypes of eGFP+ thymocytes in comparison to the total thymocyte population are shown 

as a function of CD4 and CD8 expression. 

 

Figure 5. In situ thymus injection of an scAAv2/8 vector in macaques results in the 

differentiation and migration of transduced thymocytes. (A) Expression of the eGFP 

transgene was monitored following in vivo intrathymic administration of a scAAV2/8 vector 

in macaques (right lobe). Expression was assessed by quantitative RT-PCR in lymph nodes 

and spleen at day 30 following scAAV2/8 injection. The mean numbers of eGFP copies per 

genomic DNA +/- SD are shown for samples from the two macaques. (B) Expression of eGFP 

in splenic sections was monitored by immunohistochemistry. Hematoxylin-eosin-safran 

staining is shown in panel a with centrale arteriole (CA), capsule (Cp) and cap (C) noted, 

eGFP+ cells are shown in panel b, CD4 staining is shown in panel c, and merges are shown in 

panel d (colocalizations are indicated by arrows). 
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Figure 1: Influence of genome configuration and capsid

proteins on in vivo thymocyte transduction efficiency. 
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Figure 1: Influence of genome configuration and capsid 

proteins on in vivo thymus cells transduction efficiency.  
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Figure 2: Kinetics of transgene expression and phenotype of transduced

thymocytes following in vivo intrathymic administration of scAAV2/8
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Figure 2: Kinetics of transgene expression and phenotype of transduced 

cells following in vivo intrathymic administration of scAAV2/8 
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Figure 4: In vivo administration of AAV2/8sc in a macaque 

thymus results in the transduction of differentiating thymocytes
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Figure 4: In vivo administration of AAV2/8sc in a macaque 

thymus results in the transduction of differentiating thymocytes
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Figure 5: In situ thymus injection of an scAAv2/8 vector in macaques results 

in the differentiation and migration of transduced thymocytes.
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Figure 5: In situ thymus injection of an scAAv2/8 vector in macaques results 

in the differentiation and migration of transduced thymocytes.
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Figure 5: In situ thymus injection of an scAAv2/8 vector in macaques results 

in the differentiation and migration of transduced thymocytes.
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III.C-  Développement d’une réponse immunitaire chez le primate 

(résultats supplémentaires) 

La réponse immunitaire a été étudiée chez les deux macaques injectés avec l’AAV8r-GFP, 

une réponse humorale contre le transgène et contre l’AAVr de sérotype 8 a été observée. La 

réponse humorale contre la GFP a été détectée par Western Blot. Pour cela, nous transférons 

sur membrane de nitrocellulose de la protéine GFP dénaturée. La membrane est ensuite 

incubée avec le sérum des animaux. La présence d’anticorps anti-GFP dans le sérum est 

détectée par l’anticorps secondaire anti-IgG de singe (Figure 13). L’étude des sérologies 

AAV8 des animaux montre une séroconversion des 2 singes suite à l’administration des 

vecteurs. La présence de ces anticorps peut être corrélée à la fuite du vecteur en périphérie. 

Ainsi, des particules infectieuses d’AAV8r dans le sérum ont été détectées 30 minutes après 

injection intra-thymique de l’AAVr (table 1 de l’article I). Dans l’article I, nous n’avons pas 

évoqué la transduction du foie des animaux car l’objectif était de mettre en évidence la 

transduction du thymus par l’AAVr et nous ne souhaitions pas faire une étude de 

biodistribution du vecteur, c’est pourquoi seule la présence de la GFP dans les organes 

lymphoïdes secondaires a été décrite. Les résultats obtenus dans le foie montrent une forte 

transduction des cellules chez la souris et le singe visible par immunohistologie (macaque 

Figure 14A). Le nombre de copies du transgène dans le foie des animaux est important ; chez 

le macaque, il est environ 10 fois supérieur à celui obtenu dans le thymus. Lors de l’analyse 

d’une seconde biopsie de foie réalisée 4 mois post-injection, le nombre de copies du transgène 

ainsi que la quantité de cellules transduites sont quasiment nuls (Figure 14A). De plus, l’étude 

HES (marquage Hématoxyline/Eosine/Safran) du foie (à 1 et 4 mois) montre un infiltrat 

important (Figure 14B).  
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Figure 13 : Observation de la présence 

d’anticorps anti-GFP dans le sérum des 

animaux à différents temps post-

injection de l’AAVr.  

Les sérums récoltés à différents temps sont 

mis en présence de protéine GFP 

commerciale dénaturée. La présence 

d’anticorps anti-GFP dans les sérums est 

détectée à l’aide d’un anticorps anti-IgG de 

macaque couplé à la peroxydase puis 

révélée par un kit d’électrochimio-

luminescence. Dans le témoin positif, la 

GFP est détectée par un anticorps anti-GFP 

commercial fait chez le lapin puis par un 

anticorps anti-IgG de lapin.   
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Figure 14 : Immunohistologie réalisée sur les foies de macaque 

A. Des coupes de foie des primates ont été observées au microscope à fluorescence (confocal) 

lors des biopsies réalisées à 1 mois et à 4 mois post-injection. (grossissement x 40). B.  

Coloration HES des coupes de foie sur la biopsie réalisée 1 mois post-injection 

(grossissement x 25). 
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IV. Discussion  

 

IV.A- Efficacité de transduction du thymus à l’aide de vecteurs 

AAVr 

IV.A.1. Efficacité des AAVr par rapport aux vecteurs lentiviraux dans la 

transduction du thymus 

Les études d’infection du thymus menées précédemment chez la souris à l’aide de vecteurs 

LV montraient une efficacité maximale de transduction inférieure à 0.3% (Adjali et al., 

2005b). L’utilisation d’un vecteur scAAV8r est beaucoup plus efficace, elle permet une 

transduction moyenne de 3,5% des cellules du thymus à 72 heures post-injection. De plus, 

contrairement aux LV, les AAVr transduisent l’ensemble des thymocytes en respectant leur 

proportion physiologique. Les LV transduisent essentiellement les DN et quelques DP.  

Une explication possible à la faible expression du transgène suite à une infection lentivirale 

est la présence de la protéine virale VSVG (glycoprotéine du virus de la stomatite 

vésiculeuse). Cette protéine d’enveloppe  présente à la surface des vecteurs lentiviraux permet 

d’augmenter l’efficacité d’infection des LV. De plus, elle favorise la stabilité des LV et ainsi 

permet leur concentration par ultracentrifugation, nécessaire à leur utilisation in vivo. 

Cependant, cette protéine est également connue pour sa toxicité (Cronin et al., 2005). Sa 

présence dans le vecteur LV-rtTA-GFP peut être responsable d’une faible expression du 

transgène dans  le thymus de souris et l’absence d’expression dans le thymus de singe.  

 

IV.A.2. Efficacité de l’AAV8r 

L’injection de vecteurs AAVr dans le thymus des souris a mis en avant l’efficacité du 

sérotype 8 pour transduire le thymus. Le large tropisme du sérotype 8 est confirmé dans cette 

étude. Comme décrit dans l’introduction générale (paragraphe I.C.2), l’AAVr de sérotype 8 

permet de transduire efficacement le muscle, le foie, le coeur et le pancréas avec une 

efficacité généralement supérieure aux autres sérotypes (comparaison avec les sérotypes 1 à 

7) (Nakai et al., 2005; Wang et al., 2005c). Nous montrons dans cette étude son efficacité par 

rapport à d’autres sérotypes pour transduire un autre organe, le thymus. Plusieurs études ont 

également montré la forte efficacité de l’AAV8r à transduire le foie suite à des injections 

intra-veineuses de ce vecteur par rapport à d’autres sérotypes d’AAVr (Davidoff et al., 2005; 

Gao et al., 2004; Gao et al., 2002a). L’efficacité de l’AAV8r est donc intéressante pour 
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transduire l’organe souhaitée mais ce vecteur est peu spécifique d’organes, son passage dans 

la circulation entraîne donc la transduction non désirée de d’autres organes comme le foie. 

Un autre avantage des AAV8r est qu’ils se produisent très bien. En effet, dans la première 

cohorte de souris comparant l’efficacité de différents sérotypes pour la transduction du 

thymus, le scAAV8r a été dilué 70 fois pour être à la même concentration que les autres 

AAVr. Cette forte concentration du vecteur renforce son efficacité car une injection d’un 

faible volume permet d’obtenir une forte quantité de particules injectées.  

 

Dans cette étude, nous avons testé uniquement les AAVr produits au laboratoire. Il aurait 

également été intéressant de tester l’efficacité du sérotype AAV9r pour transduire le thymus. 

Ce sérotype, tout comme l’AAV8r est connu pour son tropisme large (foie, muscle, poumon) 

(Gao et al., 2004), il est alors envisageable que le thymus aurait été efficacement transduit par 

l’AAV9r. Cependant, la forte efficacité de l’AAV8r à transduire le foie, qui apparaît comme 

un inconvénient dans cette étude a également été observée à la suite d’injection intraveineuse 

d’AAV9r (Gao et al., 2004). Au moment de l’étude, nous n’avons pas testé l’AAV9r car nous 

avons rencontré des difficultés pour produire et faire produire ce sérotype.  

 

IV.A.3. Efficacité des injections IT et IV 

Des études ont montré que l’injection de peptides en intra-thymique était plus efficace que 

lors d’injection intra-veineuse (Chowdhury et al., 1996; Oluwole et al., 1999; Oluwole et al., 

1993c ; Sayegh et al., 1993) (comme mentionné dans l’introduction de cette partie). De façon 

similaire, nous n’observons que très peu de transduction des cellules thymiques suite aux 

injections intra-veineuses d’AAVr. 

 

IV.A.4. Efficacité des vecteurs sc et ss 

La comparaison de la transduction des thymus de souris suite à l’injection de vecteurs sc ou ss 

AAVr montre l’efficacité supérieure des scAAVr à transduire le thymus. Ceci conforte de 

nombreuses études comparatives des 2 types de vecteurs dans différents organes (muscle, 

foie, cerveau, moelle épinière, œil) (Andino et al., 2007; Hollis et al., 2008; McCarty et al., 

2003; Nathwani et al., 2006; Yokoi et al., 2007).  

La transduction des cellules par le scAAVr est plus rapide que celle réalisée par les ssAAVr 

car ce vecteur ne nécessite pas la machinerie cellulaire pour se répliquer. Cette caractéristique 

des scAAVr est particulièrement intéressante dans notre étude. En effet, nous voulions 
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analyser les cellules transduites par les AAVr dans le thymus, or, la différentiation des 

thymocytes dure environ 28 jours chez la souris (Porritt et al., 2003). Afin d’observer les 

cellules transduites par le vecteur dans le thymus, il ne faut donc pas se placer trop longtemps 

après l’infection sinon l’observation des cellules transduites dans le thymus ne reflète pas 

réellement les cellules infectées par l’AAVr car une partie de ces cellules sont sorties du 

thymus.  

 

IV.A.5. Observation des cellules transduites 

Les cellules transduites dans le thymus par l’AAVr sont à la fois des thymocytes et des 

cellules résidantes.  

Comme décrit dans le chapitre III.C de l’introduction générale, il existe différents stades de 

développement thymiques correspondant aux différentes populations de thymocytes, classées 

selon leur expression du CD4 et du CD8 : les DN (double négatives), les DP (double 

positives) et les SP (simples positives) CD4
+
 ou CD8

+
. Il existe 4 sous-types de DN qui se 

différencient selon leur expression de CD44 et CD25 chez la souris, les DN1, les DN2, les 

DN3 et les DN4. Les cellules DN1 comprennent les précurseurs des thymocytes provenant de 

la moelle osseuse et la différentiation se termine au stade SP. Comme évoqué précédemment, 

contrairement aux LV, les AAVr transduisent les différentes populations de thymocytes quel 

que soit leur stade de différenciation. L’observation de DN1 exprimant la GFP dans le thymus 

10 jours ainsi que 30 jours après injection du vecteur pose quelques questions. En effet, la 

différentiation des thymocytes durant environ 28 jours chez la souris, les thymocytes 

transduits au stade DN1 ne devrait plus être à ce stade de différenciation lors de l’observation 

des cellules transduites 10 jours plus tard. De même, lors des thymectomies réalisées à 30 

jours post-injection, nous pourrions nous attendre à détecter uniquement des SP GFP
+
. Nous 

suggérons 2 hypothèses pour expliquer ce phénomène, soit l’AAVr transduit la moelle et par 

conséquent des précurseurs de thymocytes avant leur arrivée dans le thymus, soit il existe une 

population de thymocytes qui reste au stade DN1 dans le thymus. Pour répondre à cette 

question, nous avons recherché la présence de cellules GFP positives dans la moelle de souris 

par cytométrie de flux. Nous avons détecté des cellules GFP
+
 dont le phénotype correspondait 

à des LT. Nous n’avons cependant pas détecté de cellules progénitrices exprimant la GFP 

dans la moelle osseuse. Cette absence de détection de précurseurs transduits dans la moelle 

n’exclut pas la possibilité de transduction de ces cellules, il est possible qu’elles soient 

présentes en très faible quantité et que la cytométrie ne soit pas suffisamment sensible pour 
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les détecter. Cependant les résultats obtenus favorisent plutôt la deuxième hypothèse, c'est-à-

dire qu’il existerait une population de précurseurs des thymocytes présente de façon 

permanente dans le thymus. Cette hypothèse est en opposition avec les études réalisées 

précédemment (Goldschneider et al., 1986; Scollay et al., 1986). Dans ces études, les auteurs 

ont montré que les transferts de thymocytes en intra-veineuse et en intra-thymique, ainsi que 

le transfert de moelle osseuse en intra-thymique permettaient d’induire une différenciation 

transitoire des thymocytes. A l’inverse, le transfert de moelle osseuse en intra-veineuse 

assurait le développement des LT dans le thymus à long terme. Ces résultats suggèrent que 

contrairement à la moelle osseuse, le thymus ne serait par un environnement favorable au 

maintien des précurseurs. Il en découle un ensemencement obligatoire et régulier du thymus 

avec des précurseurs provenant de la moelle osseuse (Donskoy and Goldschneider, 1992; 

Foss et al., 2001). Pour étudier cette seconde hypothèse dans notre modèle d’étude, il serait 

intéressant d’isoler des cellules DN1 GFP+ puis de les injecter à un nouvel animal pour voir si 

ces cellules restent sous une forme DN1 ou si elles se différencient. Pour étudier la première 

hypothèse, nous pourrions également transférer la moelle osseuse des souris injectées avec les 

AAVr-GFP à de nouveaux animaux et observer l’expression de la GFP dans les thymocytes 

produits dans ces souris pour savoir si des précurseurs GFP sont bien présents dans la moelle 

osseuse.  

 

En ce qui concerne la transduction des CPA dans le thymus, l’analyse des thymus par 

immunohistologie a permis de mettre en évidence la transduction des cellules résidantes du 

thymus (CD et cellules épithéliales) chez la souris.  

 

Dans l’optique d’induire une tolérance à la GFP, la transduction des thymocytes n’est pas 

souhaitée. Seule la transduction des CPA est intéressante. Suite à l’injection intra-thymique 

d’AAVr, nous avons observé la transduction de CPA. Ces résultats suggèrent que le  

transgène peut être présenté par les CPA aux thymocytes et entraîner la délétion clonale des 

LT réactifs contre la GFP. Cependant, le développement d’une réponse immunitaire a été 

détecté chez ces animaux et la fuite du vecteur en périphérie ne nous permet pas de savoir si 

la transduction des CPA a pu entraîner une tolérance ou non.  

Le taux de transduction des cellules thymiques suite à une injection intra-thymique d’AAVr 

est plus fort (au moins 10 fois supérieur) que celui obtenu suite à une injection d’un vecteur 

lentiviral. Si le pourcentage de transduction des CPA thymiques est similaire (ou d’une 

différence de 10 fois) entre les vecteurs lentiviraux et AAVr, il était donc envisageable que 
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l’induction de tolérance obtenue avec les vecteurs lentiviraux soit également observée suite à 

une injection de vecteurs AAVr. Nous savons que les AAVr sont capables de transduire les 

CPA thymiques mais nous ne connaissons pas le pourcentage de CPA transduits suite à 

l’injection des vecteurs AAVr et lentiviraux.  

Nous n’avons pas regardé si des thymocytes/futurs Treg étaient transduits par la GFP dans le 

thymus car la présence de Treg GFP positives ne signifie pas que ces cellules sont spécifiques 

de la GFP. Il en est de même pour les thymocytes de façon générale. En effet, la spécificité 

pour la GFP est apportée suite à l’interaction des thymocytes avec des CPA exprimant la GFP 

associée au complexe du CMH de classe II à leur surface. L’expression de la GFP par les 

thymocytes (futurs Treg ou non) ne signifie donc pas que ces cellules pourraient moduler une 

réponse immune en périphérie.  

A l’inverse, la transduction de thymocytes peut être intéressante dans une approche visant à 

traiter des déficiences de la différentiation des LT causées par un gène muté. Dans ce 

contexte, l’utilisation des AAVr pour apporter le gène normal dans les thymocytes pourrait 

permettre de rétablir la différentiation des LT comme cela a déjà été montré à l’aide de 

vecteurs lentiviraux dans des souris ZAP-70 déficientes (Adjali et al., 2005a).     

 

IV.A.6. Diffusion du vecteur dans le thymus et la fuite en périphérie 

Suite à l’administration du vecteur AAV8r dans le thymus de primate, une diffusion du 

vecteur aux zones adjacentes de la zone d’injection a été observée. La présence de copies du 

transgène a été retrouvée dans tout le thymus indiquant que le thymus est un organe où la 

diffusion du vecteur se fait relativement bien. A l’inverse, nous savons que dans le muscle, le 

nombre de copies du transgène diminue de 10 fois environ lorsque l’on se place à 1 cm du site 

d’injection (données du laboratoire). Dans le thymus, cette diminution est environ d’un 

facteur 2.   

Cependant, comme dans de nombreux autres modèles d’injections d’AAVr, des particules 

virales sont retrouvées dans la circulation périphérique quelques heures après injection, 

comme décrit dans la table 1 de l’article I. Nous pensons que la fuite du vecteur en périphérie 

est responsable de la forte transduction du foie et du développement de la réponse immune 

observée chez les macaques. En effet, dans les travaux de Nathwani et al., les auteurs 

montrent que l’injection d’AAV8r dans la veine saphène (circulation périphérique) entraîne 

une forte transduction du foie (transduction similaire à celle obtenue lors de l’injection du 

vecteur dans la veine porte (niveau hépatique) (Nathwani et al., 2007). En ce qui concerne la 
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rate chez le macaque, la présence de LT GFP+ peut provenir d’une migration des LT 

transduits du thymus dans la rate. Cependant, sachant que nous obtenons 2 fois plus de copies 

du vecteur dans la rate que dans le thymus, il est fort probable qu’une partie des cellules ont 

été transduites dans la rate suite à la fuite du vecteur en périphérie et sa distribution dans les 

différents organes. 

 

IV.B- Intérêt et difficultés d’utiliser un modèle de primate 

IV.B.1. Obtention de résultats divergents chez la souris et le primate 

L’intérêt d’utiliser le primate est de se mettre dans des conditions pré-cliniques et ainsi 

d’observer si les résultats obtenus chez la souris seraient applicables chez  l’homme ou non. 

Le modèle de transfert de gènes développé au laboratoire montre qu’un primate développe 

une réponse immune à la suite d’injections d’AAVr-rtTA/EPO dans le muscle alors que la 

souris ne la développe pas. En parallèle, nous montrons dans cette étude que l’injection de 

vecteurs lentiviraux chez le primate ne permet pas de transduire le thymus dans les conditions 

applicables chez l’homme, contrairement aux résultats obtenus chez la souris (Marodon et al., 

2006). Cela peut s’expliquer par la trop faible quantité de vecteurs injectés. Il est cependant 

difficile d’augmenter cette quantité aujourd’hui car ces vecteurs ont été produits par un des 

laboratoires référents pour la production de lentivirus (Tronolab, Suisse). De plus, le volume 

de vecteurs injectés dans le thymus du deuxième animal (2 ml) nous apparaît déjà maximal. 

L’analyse histologique du thymus ne montre pas d’inflammation ni d’infiltrats, éliminant 

l’hypothèse d’une destruction des cellules transduites.   

 

IV.B.2. Mise au point d’une technique d’injection intra-thymique chez le primate 

L’injection intra-thymique chez la souris est réalisée en routine dans le laboratoire de Naomi 

Taylor à Montpellier. Le thymus étant situé juste au dessus du cœur, une aiguille de petite 

taille est introduite dans la cavité située à la base du cou, au dessus du sternum.  

L’injection intra-thymique des primates est plus complexe. Dans cette étude, nous avons 

développé une technique d’injection du thymus sous endoscopie thoracique. Les injections 

ont été réalisées par un chirurgien pédiatre du CHU de Nantes, Guillaume Podevin. 

L’utilisation d’un endoscope permet des injections précises en évitant une chirurgie 

thoracique lourde qui met en péril la vie de l’animal. Lors des injections intra-thymiques chez 

le singe, plusieurs sites d’injection ont été réalisés pour éviter d’induire une inflammation en 

injectant une grosse quantité de vecteurs en un seul point.  
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IV.B.3. Limites de l’expérimentation chez le primate  

Le thymus est un organe qui involue avec l’age et son efficacité semble surtout importante 

dans les premières années de vie. Il est donc important d’utiliser des animaux jeunes. Les 

souris sont injectées à 3 ou 4 semaines. En ce qui concerne les macaques, nous avons utilisé 

des animaux âgés d’environ 3 ans. Ces animaux sont pubères  à l’age de 3 ans et demi- 4 ans. 

Lors de la thymectomie, la taille du thymus est importante (environ 5x5cm). Il est difficile 

d’obtenir des singes plus jeunes pour l’expérimentation.   

 

Le coût des primates ne nous permettait pas de réaliser une cinétique chez le macaque. Il 

fallait donc choisir une seule date pour la thymectomie. Les résultats chez la souris montrent 

une transduction maximale du thymus à 3 jours. De plus, comme la différenciation des 

thymocytes dure environ 28 jours (chez la souris), nous devions réaliser la thymectomie avant 

ce temps si nous souhaitions observer la transduction des thymocytes avant leur passage dans 

la circulation. D’un autre coté, peu d’études sur des modèles de primates non humains à l’aide 

de scAAVr ont été réalisées. Dans ces études, le pic maximal d’expression du transgène varie 

entre 72H et 2 semaines (Gao et al., 2006; Nathwani et al., 2007; Nathwani et al., 2006). De 

plus, il est possible que le pic d’expression du transgène soit un peu retardé chez le primate 

par rapport à celui observé chez les souris. En absence de cette information, nous avons 

préféré réaliser la thymectomie à 10 jours plutôt qu’3 jours post-injection du vecteur AAVr.  

     

IV.C- Induction d’une réponse immunitaire  

IV.C.1. Action tolérogène des AAVr dans certaines études   

Comme évoqué dans l’introduction (paragraphe II.B.2), l’essai clinique de transfert de gènes 

hépatique à l’aide de vecteurs AAV2r codant pour le facteur IX a mis en avant le 

développement d’une forte réponse immune contre la capside d’AAVr qui a entraîné la lyse 

des cellules transduites et la perte d’expression du facteur IX (Manno et al., 2006). Cette 

réponse immunitaire n’avait pas été observée dans des modèles murins. Les auteurs 

expliquent le développement de cette forte réponse immune par la présence de LT mémoires 

CD8+ spécifiques de la capside d’AAV qui auraient été générés lors d’infections préalables 

des patients par l’AAV sauvage (Mingozzi et al., 2007b). Les expérimentations préalables 

n’avaient pas envisagé ce problème car les souris ne sont pas contaminées par l’AAV 

sauvage.  

Les résultats obtenus chez la souris dans ce modèle de transfert de gène hépatique à l’aide 
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d’AAVr codant pour le FIX humain (hFIX), étaient très différents de ceux obtenus chez 

l’homme car ils montraient une induction de tolérance à la suite de transfert de gènes. Ainsi, 

suite à ce transfert de gènes, les animaux ne développaient pas d’inhibiteurs contre le FIX et 

l’immunisation de ces animaux avec le hFIX n’entraînait pas de prolifération des LT, ni de 

sécrétion de cytokines inflammatoires, suggérant que ces animaux étaient tolérants au hFIX. 

De même, les souris tolérantes ne développaient pas de réponse immunitaire (ni humorale, ni 

cytotoxique) suite à l’injection d’un vecteur adénoviral, codant pour le hFIX et connu pour 

être immunogène (Dobrzynski et al., 2006).  

L’observation de l’augmentation de l’expression du GITR et de Foxp3 dans les splénocytes 

des souris tolérantes suggérait l’induction de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 (Dobrzynski et al., 

2006). Ceci a été confirmé par une étude menée par Cao et al. montrant que le transfert de 

Treg isolés dans la rate d’animaux tolérants à des souris naïves permet de protéger ces 

dernières contre le développement d’une réponse immune suite à leur immunisation avec le 

hFIX. De plus, chez des souris naïves, la déplétion des Treg à l’aide d’un anti-CD25 entraîne 

le développement d’inhibiteurs neutralisants suite à l’administration d’AAVr-hFIX, indiquant 

le rôle primordial des Treg dans l’induction de la tolérance au hFIX suite à une injection 

d’AAVr-hFIX (Cao et al., 2007a). Les mécanismes d’anergie et de délétion clonale des LT 

spécifiques du transgène ont été mis en évidence dans des souris ayant un TCR spécifique de 

l’OVA (Dobrzynski et al., 2004). De même, dans ce modèle de souris transgéniques, 

l’induction de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 spécifiques de l’OVA a été observée dans le thymus 

et les organes lymphoïdes secondaires des animaux suite à l’injection d’AAVr-OVA dans la 

veine porte (modèle de transfert de gènes hépatique) (Cao et al., 2007a). 

  

Suite à l’essai clinique où le développement d’une réponse immune a été observée chez les 

patients traités par transfert de gènes, l’utilisation de drogues immunosuppressives associées 

au transfert de gènes hépatique d’AAV2r-hFIX a été testée chez le primate non humain. 

Ainsi, le traitement des animaux avec du MMF, de la rapamycine et un anti-CD25 ne bloque 

pas le développement d’une réponse humorale contre le produit du transgène. A l’inverse, 

l’utilisation du MMF et de la rapamycine sans l’anti-CD25 permet d’induire une tolérance au 

produit du transgène. Ces résultats suggèrent que le blocage de la réponse immunitaire est 

permise par le cotraitement MMF/Rapamycine. En parallèle, l’absence du traitement anti-

CD25 permet l’induction de Treg CD4
+
CD25

+
 qui favoriserait la tolérance au produit du 

transgène (Mingozzi et al., 2007a).  
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Ces études menées chez la souris et le primate suggèrent que le transfert de gènes et 

notamment le transfert de gènes visant à transduire le foie (injection dans l’artère hépatique 

ou la veine porte) permet d’induire une tolérance au transgène dans certaines conditions 

(nécessité de traitements immunosuppresseurs chez le macaque).       

 

IV.C.2. Obtention d’une réponse immune dans notre modèle 

Suite à ces études montrant une induction de tolérance à l’aide d’AAVr et les résultats de 

Marodon et al. indiquant l’efficacité d’une injection intra-thymique de LV à induire une 

tolérance, l’injection d’AAVr dans le thymus semblait une voie d’administration peu 

immunogène et pertinente pour induire une tolérance. De façon inverse, nous avons observé 

le développement d’une réponse immunitaire contre la capside et contre le transgène chez nos 

primates. 

L’induction d’une réponse immune peut s’expliquer par la présence des particules virales en 

périphérie. Ainsi, suite aux injections intra-thymiques d’AAVr chez le singe, le vecteur est 

retrouvé dans le sérum dès 30 minutes post-injection. Ceci corrèle avec la forte expression de 

GFP détectée dans la rate et le foie des singes. De plus, l’analyse histologique du thymus des 

primates ne montre pas d’infiltrat cellulaire, indiquant que la réponse immunitaire n’a pas dû 

s’initier dans le thymus.  

L’analyse du sérum des 2 primates injectés montre le développement d’une réponse 

immunitaire à la fois contre le transgène (Figure 13) et contre la capside de l’AAV8. Ceci 

corrèle avec l’expression du transgène retrouvée dans le foie à un mois post-injection. Une 

deuxième biopsie de foie réalisée sur ces animaux à 4 mois post-injection montre une 

expression très faible du transgène dans le foie (Figure 14A). Le développement  d’une 

réponse immunitaire contre la GFP dans le foie des singes est confirmé par la présence 

d’infiltrats dans le foie (Figure 14B). Cependant, aucun défaut dans la fonction du foie n’a été 

observé chez ces animaux (bilan hépatique similaire avant et après injection de l’AAVr).  

Ces résultats sont cohérents avec les résultats obtenus précédemment par Nathwani et ses 

collaborateurs. Dans leurs études menées sur le transfert de gènes dans le foie de primate à 

l’aide de vecteurs AAVr-hFIX, ils montrent que la transduction du foie est associée chez 

certains animaux au développement d’une réponse humorale contre le transgène, celle-ci est 

observée aussi bien avec des ss- ou des sc-AAVr et en utilisant trois sérotypes différents 

(AAV2r, AAV5r et AAV8r) (Davidoff et al., 2005; Nathwani et al., 2002; Nathwani et al., 

2007; Nathwani et al., 2006). Ils observent ainsi le développement d’inhibiteurs du hFIX en 
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utilisant un scAAV8r (Nathwani et al., 2006). Ce vecteur est celui utilisé dans notre étude, 

seule la cassette d’expression est modifiée. Les auteurs suggèrent que l’utilisation de la 

protéine FIX de macaque au lieu du facteur IX humain n’aurait peut-être pas entraîné le 

développement d’une réponse immunitaire. Dans notre cas,  notre transgène, la GFP,  a une 

origine très éloignée du primate (la GFP provient d’une méduse) favorisant ainsi le 

développement d’une réponse immune.  

Dans les études de Nathwani et de ses collaborateurs, une réponse humorale contre la capside 

de l’AAVr utilisée à été détectée chez tous les primates.     

 

Dans l’objectif d’induire une tolérance centrale, le problème majeur qui apparaît dans cette 

étude est la fuite du vecteur. Les solutions possibles pour éviter le développement d’une 

réponse immune contre le transgène seraient d’injecter un volume plus faible de vecteurs pour 

éviter la fuite des AAVr en périphérie. Cependant, ceci peut également limiter l’efficacité de 

la transduction du thymus. Une alternative serait d’utiliser un promoteur spécifique des 

cellules thymiques, la fuite des AAVr en périphérie ne serait alors plus un problème. 

L’utilisation de promoteur spécifique ne résout cependant pas tous les problèmes car les 

cellules exprimant le produit du transgène à la suite d’une injection d’AAVr se limitent 

rarement à celles ciblées par le promoteur (Adjali et al., 2005a; Chenuaud et al., 2004).    

 

IV.C.3. Observation de la transduction des cellules du foie à l’aide d’un vecteur 

scAAV8  

L’injection intra-thymique de vecteurs scAAV8r-GFP nous a mené à étudier la transduction 

du foie chez la souris et le macaque. Nous avons alors observé un tropisme différent selon les 

espèces. Ainsi, comme montré sur la figure 15, la transduction du foie chez la souris montre 

un tropisme pour les hépatocytes alors que l’analyse du foie de singe, montre un tropisme 

préférentiel des AAVr pour les cellules endothéliales et l’absence de transduction des 

hépatocytes. Dans ces expériences, la même préparation de vecteurs scAAV8r-GFP (même 

lot de production) et le même mode d’injection (intra-thymique) ont été utilisés. La seule 

différence réside dans l’espèce animale. Dans les études de transduction du foie à l’aide de 

vecteurs AAVr décrites précédemment chez le primate (Nathwani et al., 2007; Nathwani et 

al., 2006), les auteurs parlent de la transduction des hépatocytes chez le singe mais sans 

évoquer de marquage spécifique des hépatocytes. Ils utilisent cependant un vecteur contenant 

une séquence promotrice/activatrice spécifique des hépatocytes (apolipoprotéine hépatique + 

alpha-anti-trypsine). 
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A la vue des résultats obtenus dans notre étude et des divergences obtenus avec les études de 

Nathwani, il serait intéressant d’observer quelles sont les cellules du foie transduites chez le 

singe lors d’une injection intraveineuse de scAAV8r. Même si nous pensons que la 

transduction du foie dans notre étude est permise par les particules virales présentes en 

périphérie, il existe peut-être une différence de transduction du foie entre l’injection intra-

veineuse et l’injection intra-thymique de vecteurs AAVr.   
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Figure 15 : Recherche des cellules du foie transduites par les vecteurs scAAV8r-GFP 

chez la souris et le singe. 

Des marquages immunohistologiques reconnaissant les hépatocytes (anticorps anti-

cytokératine) et les cellules endothéliales (anticorps anti-facteur VIII) ont été réalisés sur des 

coupes de foie de souris injectées avec le scAAV8r-GFP en intra-thymique et des coupes 

issues de biopsies de foie des 2 macaques injectés avec le même vecteur. Chez la souris, le 

marquage des cellules endothéliales ne colocalise pas avec les cellules GFP positives. Les 

marquages ont été analysés à l’aide d’un microscope confocal (grossissement x40).  
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I. Introduction  

 

Comme mentionné dans l’introduction, les CD tolérogènes et les Treg sont des acteurs 

clés dans le maintien de la tolérance périphérique. Dans le cadre de cette thèse, nous 

avons voulu générer chez le macaque des CD tolérogènes ex vivo et isoler puis expandre 

des Treg naturels. Pour s’assurer que les cellules obtenues sont bien celles souhaitées, il 

est nécessaire de connaître les propriétés de ces cellules. Dans cette introduction de 

résultats, nous allons évoquer les propriétés de ces deux types cellulaires ainsi que les 

données de la littérature en ce qui concerne la génération des CD ex vivo et l’expansion 

des Treg.  

 

I.A- Propriétés des CD tolérogènes 

I.A.1. Caractéristiques générales des CD tolérogènes   

 capacité de capture et de présentation d’un antigène à sa surface. La tolérance est 

antigène spécifique, la CD doit donc être capable de capter un antigène, l’apprêter puis le 

présenter à sa surface associé au CMH (Wilson et al., 2004).  

 expression des molécules du CMH et absence d’expression (ou expression faible) des 

molécules de costimulation. L’expression du CMH va permettre au LT d’interagir avec la 

CD tolérogène de façon spécifique et l’absence de molécules de costimulation empêche 

l’activation du LT et entraîne ainsi son anergie (Schwartz, 2003; Steinbrink et al., 1999).  

 migration des cellules vers les organes lymphoïdes. La capture antigénique peut se faire 

dans différents tissus puis les CD doivent migrer dans les organes lymphoïdes secondaires où 

se fait l’interaction LT/CD.  

 résistance des CD à la maturation à la suite de stimulations pro-inflammatoires, 

comme les TLR ou le CD40. Ces cytokines pro-inflammatoires sont responsables de 

l’activation des CD (maturation des CD) et par la suite de l’induction de la réponse effectrice 

(Vieira et al., 2000). Les CD tolérogènes résistent à ces stimuli.  

 faible production d’IL-12 et forte production de molécules tolérogènes tels que l’IL-

10, TGFβ, HO-1, IDO, PD-L1, ILT3 ou ILT4. Les cytokines sécrétées par les CD vont 

induire préférentiellement un type de réponse immune : ainsi la sécrétion d’IL-12 est corrélée 

à une réponse effectrice alors que la présence d’IL-10, de TGFβ, d’IDO (indoleamine-2,3-

dioxygénase) ou de HO-1 (Heme-oxygénase-1) est corrélée à une réponse tolérogène. 
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L’implication dans la réponse tolérogène de l’IL-10 et d’HO-1 sera décrite ci-dessous car ces 

2 molécules ont été utilisées lors de cette thèse.  

 

I.A.2.  Rôle de l’IL-10 dans la réponse tolérogène 

L’IL-10 est une cytokine clé dans la régulation de la réponse immunitaire et dans l’induction 

de la tolérance en agissant sur différents mécanismes de la réponse immunitaire (Corinti et al., 

2001; Jonuleit et al., 2001; Moore et al., 2001 ). L’intervention de l’IL-10 dans la balance TH1 

et TH2 a été montrée au début des années 1990 chez la souris. Cette cytokine inhibe la 

synthèse des cytokines de la voie TH1, ce qui favorise la voie TH2 (Vieira et al., 1991). L’IL-

10 agit également sur d’autres types cellulaires. Ainsi, l’IL-10 est capable d’inhiber la 

production des cytokines comme l’IL-1α, l’IL-6, le TNFα par les macrophages (Fiorentino et 

al., 1991). L’IL-10 joue aussi un rôle dans l’activité des cellules B en inhibant leur apoptose.  

L’IL-10 est sécrétée par différents types cellulaires, notamment les LTH2, des LB, les Treg 

naturels, les Tr1 et les CD tolérogènes. L’implication de l’IL-10 secrétée par les LB dans les 

maladies auto-immunes a été montrée mais de façon controversée. Ainsi, chez les patients 

atteints de lupus érythémateux, la forte sécrétion d’IL-10 par les LB favorise la synthèse 

d’auto-anticorps (Llorente et al., 1995). A l’inverse, des études montrent le rôle régulateur de 

LB producteurs d’IL-10 dans des pathologies auto-immunes chez la souris (Fillatreau et al., 

2002; Mauri et al., 2003) et chez l’homme (Duddy et al., 2007). Cette régulation serait liée à 

la sécrétion d’IL-10 par ces LB (Fillatreau et al., 2002). En ce qui concerne les LT 

régulateurs, comme évoqué dans l’introduction générale (paragraphe IV.C.2), les Treg 

naturels synthétisent de l’IL-10 et cette cytokine intervient dans leur activité in vivo.  De plus, 

l’IL-10 permet la génération des Tr1 (Roncarolo et al., 2006). 

 

L’IL-10 favorise l’effet tolérogène des CD. Ainsi, les CD humaines générées en présence 

d’IL-10 ex vivo présentent une faible expression du CMH de classe II et surtout de la 

molécule de costimulation CD86 sur ces CD (Buelens et al., 1995). L’absence d’expression 

du CD86 empêche l’activation des LT et par conséquent favorise l’anergie des LT, aussi bien 

des LT CD4
+
 (Buelens et al., 1995) que des LT CD8

+
 (Steinbrink et al., 1999) et de façon 

antigène spécifique (Steinbrink et al., 2002). De plus, les CD humaines traitées avec de l’IL-

10 sont résistantes à la maturation (absence du marqueur de maturation des CD, le CD83) et 

ne produisent pas d’IL-12 (cytokine clé de la réponse immunitaire) (Buelens et al., 1997). Ces 

cellules favorisent également le développement de cellules T régulatrices (Roncarolo et al., 
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2006).  

L’efficacité des CD traitées avec de l’IL-10 a été testée dans des souris immunisées avec de 

l’ovalbumine. L’immunisation entraîne le développement d’une forte réponse immunitaire 

chez les souris injectées avec des CD pulsées avec l’OVA sans traitement IL-10. A l’inverse, 

une prolifération minime des LT est détectée dans les animaux immunisés et injectés avec des 

CD traitées avec de l’IL-10 et chargées avec l’OVA (Muller et al., 2002). De même, dans un 

modèle de maladie du greffon contre l’hôte obtenu après transfert de lymphocytes humains 

dans une souris SCID, l’injection de CD traitées avec de l’IL-10 permet de réduire le 

développement de la pathologie (ce qui n’est pas le cas après injection de CD non traitées) 

(Sato et al., 2003). De plus, la génération de CD chez le macaque en présence d’IL-10 et de 

Vitamine D3 permet d’obtenir des CD ayant des caractéristiques tolérogènes (résistance à la 

maturation et faible capacité de ces CD à induire une prolifération de LT allogéniques). 

L’injection intra-veineuse de ces CD à des animaux allogéniques est bien tolérée. En effet, 

une augmentation de la réactivité des LT du receveur à des antigènes du donneur ou d’un 

animal tiers est détectée mais il n’y a pas d’augmentation de la production d’anticorps anti-

donneur suite à l’injection des CD allogéniques (Zahorchak et al., 2007).    

 

I.A.3. Rôle d’HO-1 dans la réponse tolérogène 

Les hèmes oxygénases (HO) sont des enzymes régulatrices qui interviennent dans la 

dégradation de l’hème en biliverdine, monoxyde de carbone (CO) et en ion fer Fe
2+

 

(Tenhunen et al., 1968). Il existe 2 principales isoformes d’HO dont la forme inductible est 

HO-1. L’expression de HO-1 est induite en réponse à un stress dû à différents stimuli tels que 

l’hème, les métaux lourds, les cytokines inflammatoires ou l’oxyde nitrique (NO) (Otterbein 

et al., 2003; Ryter et al., 2006).  

L’activité tolérogène de HO-1 a été mise en évidence en surexprimant cette protéine par 

transfert de gènes ou à l’aide de drogues comme le CoPP (Cobalt Protoporphyrines). Ceci a 

permis de montrer l’efficacité d’HO-1 dans le traitement du diabète et du rejet de greffe dans 

des modèles de transplantation (Araujo et al., 2003; Braudeau et al., 2004; Hu et al., 2007; 

Laumonier et al., 2008; Martins et al., 2005; Soares et al., 1998). Cette action 

immunosuppressive a également été mise en évidence dans des souris transgéniques HO-1
-/-

. 

En effet, la réponse immunitaire induite par le LPS chez ces souris est beaucoup plus 

importante que chez des souris HO-1
+/+

 (activation NFKB, augmentation des cytokines 

induisant des réponses TH1 et TH2 et des chimiokines) (Tracz et al., 2007).  
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Le pouvoir immunosuppressif des produits d’HO-1 est lié à des actions anti-apoptotiques 

(Brouard et al., 2000; Ferris et al., 

1999), anti-inflammatoires (Lee and 

Chau, 2002; Otterbein et al., 2000) et 

anti-prolifératives (Pae et al., 2004). De 

plus, l’activité de HO-1 semble 

impliquée dans les effets tolérogènes de 

certaines molécules énumérées sur la 

figure 16 (Bach, 2005).  

 

 

 

Figure 16 : Rôle central d’HO-1 dans l’activité de certaines molécules 

HO-1 dégrade l’hème en trois produits : la biliverdine, le monoxyde de carbone et l’ion Fer. 

Ces produits interviennent dans les fonctions des différents éléments citées. Bach assimile 

ainsi HO-1 à un entonnoir thérapeutique D’après Bach, 2005. 

 

Par exemple, l’action anti-inflammatoire de l’IL-10 est annulée si l’activité HO-1 est inhibée. 

En effet, dans un modèle murin de choc septique, l’administration d’IL-10 à des souris ayant 

reçu une dose létale de LPS entraîne la survie dans 80% des animaux (par rapport à 13% de 

survivants sans IL-10). Cependant, l’administration à ces animaux d’IL-10 et d’un inhibiteur 

de l’activité HO-1 entraîne une diminution de la survie des souris (30%) (Lee and Chau, 

2002). HO-1 est par conséquent nécessaire pour l’activité tolérogène de l’IL-10. 

 

Les CD jouant un rôle clé dans la tolérance, l’implication d’HO-1 dans ces cellules a été 

étudiée. Ainsi, Chauveau et al. ont montré que les CD immatures de rat et d’homme 

exprimaient HO-1 et que les CD matures (maturation en présence de LPS) exprimaient pas ou 

peu HO-1. De plus, dans des CD stimulées avec du LPS, la surexpression d’HO-1 à l’aide de 

CoPP inhibe la maturation des CD d’un point de vue phénotypique. En ce qui concerne leur 

fonction, la surexpression d’HO-1 à l’aide du CoPP entraîne une diminution de la capacité de 

ces CD à stimuler la prolifération de LT allogéniques (Figure 17A). En parallèle, la sécrétion 

de cytokines inflammatoires tel que l’IFNγ est diminuée lorsque les CD (stimulées ou non au 

LPS) sont cultivées en présence de CoPP. A l’inverse, leur sécrétion d’IL-10 est favorisée 

(Figure 17B). L’expression d’HO-1 dans les CD immatures corrèle avec leur activité 

tolérogène. L’inhibiteur de l’activité d’HO-1, le SnPP (protoporphyrine issue de l’étain) ne 

semble pas entraîner de modifications importantes de la fonction des cellules (Figure 17). 
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Pour les CD matures, cela peut s’expliquer par le fait qu’elles expriment peu d’HO-1, 

l’inhibiteur a donc peu d’effet (Chauveau et al., 2005). Une étude récente a montré que la 

surexpression d’HO-1 (CoPP) dans les CD s’accompagne également de la diminution de la 

sécrétion de TNFα et d’IL-12 par ces cellules (Listopad et al., 2007).  

 

 

Figure 17 : Implication d’HO-1 dans l’activité tolérogène des CD.  

L’induction (CoPP) ou l’inhibition (SnPP) de l’activité HO-1 a été réalisée dans des CD 

cultivées en présence de LPS. La capacité des CD traitées à stimuler une prolifération de LT 

allogéniques (A) ainsi qu’à secréter des cytokines pro- et anti-inflammatoires (B) a été 

analysée. D’après Chauveau et al., 2005. 

 

A la suite de ces résultats, l’implication d’HO-1 dans l’effet tolérogène des CD a été montrée 

dans différents modèles de diabètes et de transplantation. Ainsi, l’administration de CoPP à 

des animaux greffés ou diabétiques a pour conséquence une diminution de la quantité de CD 

immunogènes dans les organes lymphoïdes secondaires et par conséquent des LT effecteurs 

(Li et al., 2007a; Li et al., 2007b; Martins et al., 2005). Cette action est réversible si l’activité 

de HO-1 est inhibée (Li et al., 2007b). De même, l’induction de l’expression d’HO-1 dans les 

organes du donneur 24H avant la transplantation entraîne une diminution des ARNm codant 

pour le CMH de classe II ou les molécules de costimulation (du donneur) dans la rate du 

receveur. Ces résultats suggèrent qu’en présence d’HO-1, les CD du donneur sont peu actives 

et ont peu migré hors du greffon, apportant une protection au greffon (Kotsch et al., 2007). A 

l’inverse, l’administration d’inhibiteurs de l’avtivité HO-1 dans des modèles de survie du 

greffon à long terme entraîne le rejet prématuré du greffon (Yamashita et al., 2006).  

HO-1 favorise donc le développement des CD tolérogènes in vivo et par conséquent la 

tolérance. 
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I.B- Génération de CD tolérogènes ex vivo 

La génération de CD ayant des propriétés tolérogènes est un sujet d’étude important et 

développé notamment pour des applications dans des modèles de transplantation où l’apport 

d’une tolérance au greffon est indispensable. La figure 18 montre les différentes techniques 

étudiées pour l’obtention de CD tolérogènes.  

 

Figure 18 : Schéma représentant les différentes possibilités de générer des CD 

tolérogènes ex vivo. D’après Morelli et Thomson, 2007 

 

 

I.B.1. Origine des CD de singe 

i) Utilisation de précurseurs du sang 

Dans le cadre de cette thèse, un des objectifs était de générer des CD tolérogènes chez le 

macaque. Comme chez l’homme, la génération des CD chez le primate se fait principalement 

à partir des monocytes du sang périphérique (Ashton-Chess and Blancho, 2005; Asiedu et al., 

2002; Barratt-Boyes et al., 2000; Mortara et al., 2006; O'Doherty et al., 1997; Zahorchak et 

al., 2007). Il est vrai que dans une optique d’application clinique, la génération des CD à 

partir du sang est beaucoup plus simple qu’à partir de ponction de moelle osseuse.  

La technique la plus classique pour isoler les précurseurs des CD chez le singe, utilisée chez 

l’homme, consiste à trier les précurseurs CD14+ (par des billes magnétiques) contenus dans 

les PBMC (Ashton-Chess and Blancho, 2005; Asiedu et al., 2002; Barratt-Boyes et al., 2000; 

Cytokines, facteurs 

de croissance

GM-CSF

IL-10

TGFβ1

VEGF

Modifications génétiques

Vecteurs viraux ou ADN nus: CD95L, CTLA4-Ig, IL-10,

TGFβ1, IDO, TNFR solubles, CCR7, IκB kinase

ODN: ODN spécifiques de NF-κB

RNAi: RELB;IL-12

Agents pharmacologiques

Drogues immunosuppressives ou anti-inflammatoires: cyclosporine, 

rapamycine, tacrolimus, déoxyspuerguanine, MMF, sangliférine A, 

corticostéroïdes, aspirine

1α, 25-dihydroxyvitamine D3

N-acétyl-L-cystéine

Inducteurs d’AMP cycliques: PGE2, histamine, agonistes β2, neuropeptides

Glucosamine, CoPP

Ligands des récepteurs ILT (HLA-G)

Précurseurs des BMDC 

(rongeurs)

Monocytes 

(primates humains ou non)

CD

molécules

Inhibitrices (PDL1)

sécrétion IL-10

sécrétion 

TGFβ1

molécules inductrices 

de mort (CD95L)

Internalisation 

et apprêtement 

de l’antigène

Expansion et génération 

de Treg

CCR7
CMH de

classe I/II

migration des CD tolérogènes dans les 

organes lymphoïdes secondaires

molécules de 

costimulation

(CD80/CD86)

sécrétion 

IL-12(p70)
maturation des CD

CD tolérogèneCytokines, facteurs 

de croissance

GM-CSF

IL-10

TGFβ1

VEGF

Modifications génétiques

Vecteurs viraux ou ADN nus: CD95L, CTLA4-Ig, IL-10,

TGFβ1, IDO, TNFR solubles, CCR7, IκB kinase

ODN: ODN spécifiques de NF-κB

RNAi: RELB;IL-12

Agents pharmacologiques

Drogues immunosuppressives ou anti-inflammatoires: cyclosporine, 

rapamycine, tacrolimus, déoxyspuerguanine, MMF, sangliférine A, 

corticostéroïdes, aspirine

1α, 25-dihydroxyvitamine D3

N-acétyl-L-cystéine

Inducteurs d’AMP cycliques: PGE2, histamine, agonistes β2, neuropeptides

Glucosamine, CoPP

Ligands des récepteurs ILT (HLA-G)

Précurseurs des BMDC 

(rongeurs)

Monocytes 

(primates humains ou non)

CD

molécules

Inhibitrices (PDL1)

sécrétion IL-10

sécrétion 

TGFβ1

molécules inductrices 

de mort (CD95L)

Internalisation 

et apprêtement 

de l’antigène

Expansion et génération 

de Treg

CCR7
CMH de

classe I/II

migration des CD tolérogènes dans les 

organes lymphoïdes secondaires

molécules de 

costimulation

(CD80/CD86)

sécrétion 

IL-12(p70)
maturation des CD

CD tolérogène



 - 125 - 

 

Zahorchak et al., 2007).  

Les cellules sont ensuite mises en culture en présence de GM-CSF (entre 800 et 1000U/ml) et 

d’IL-4 (entre 500 et 1000U/ml). Le GM-CSF entraîne la différenciation des précurseurs en 

cellules myéloïdes (CD et macrophages). En parallèle, l’IL-4 favorise la génération de CD en 

inhibant le développement des macrophages. L’ajout de différentes cytokines pro-

inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6, PGE2, CD40L) dans le milieu de culture entraîne la 

génération de CD matures (Ashton-Chess and Blancho, 2005; Asiedu et al., 2002; Barratt-

Boyes et al., 2000; Mortara et al., 2006).   

 

ii) Différenciation à partir  de la moelle osseuse totale 

Il existe quelques articles dans la littérature où les cellules dendritiques de primate sont 

dérivées de la moelle osseuse à partir de précurseurs CD34
+
 (Ashton-Chess and Blancho, 

2005; Pinchuk et al., 1999). Dans ces 2 articles, les cellules CD34
+
 de la moelle osseuse sont 

triées par des billes magnétiques puis mises en culture en présence de GM-CSF, de TNFα et 

de SCF (Stem Cell Factor/c-kit ligand). Après quelques jours de culture, lors du changement 

de milieu, le SCF est ôté et remplacé par de l’IL-4. Comme précédemment, les auteurs 

montrent qu’il est possible de stimuler la maturation des CD générées en utilisant des 

cytokines pro-inflammatoires.  

A l’heure actuelle, il ne semble qu’aucune étude n’ait utilisé comme chez le rongeur, la 

moelle totale (sans sélection de précurseurs) pour générer des CD chez le singe. La technique 

utilisée chez le rongeur, et notamment chez le rat à l’unité INSERM U643, est la suivante. La 

moelle osseuse est récupérée dans l’os de la patte. Une lyse des hématies est réalisée puis les 

cellules sont filtrées (pour éliminer les débris) et mises en culture en présence de GM-CSF et 

d’IL-4. La sélection des cellules se fait lors du changement de milieu selon le principe de 

sélection des monocytes. Ainsi, l’ensemble du milieu de culture va être jeté, les cellules 

surnageantes ou semi-adhérentes sont alors éliminées, laissant uniquement les cellules 

adhérentes. Ce sont ces cellules adhérentes que se différencient en CD. A la fin de la culture, 

deux types de CD différentes sont présentes : des CD matures qui sont les cellules 

surnageantes et des CD immatures tolérogènes adhérentes. Ces CD adhérentes ont été 

utilisées dans le modèle de transplantation de l’unité INSERM U643 décrit dans 

l’introduction générale (paragraphe IV.D.3).  
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I.B.2. Modifications des conditions de culture  

i)  Génération des CD en présence de faible quantité de GM-CSF  

Des études menées chez la souris ont montré que la génération de CD à partir de la moelle 

osseuse pouvait être réalisée en présence de faible quantité de GM-CSF, sans utiliser d’IL-4. 

Ainsi, Lutz et al. ont montré que les CD dérivées de la moelle osseuse et cultivées en présence 

de faible taux de GM-CSF avait un phénotype de CD immatures (CD11c
+
 CMHII

low
 CD86

-
) 

associé à une forte capacité de capture et de présentation d’un antigène étranger et une faible 

stimulation de LT allogéniques. De plus, ces cellules sont résistantes à la maturation (induite 

notamment par le LPS). Enfin, l’injection de ces CD immatures 7 jours avant une allo-

transplantation cardiaque permet la survie du greffon (Lutz et al., 2000).   

 

ii)  Utilisation de cytokines anti-inflammatoires 

De façon générale, pour obtenir des CD tolérogènes, les auteurs utilisent des cytokines de 

différenciation de la lignée myéloïde, comme le GM-CSF et de l’IL-4. Ils n’utilisent pas de 

molécules activatrices, type CD40 ou LPS qui sont utilisées pour obtenir des CD 

immunogènes (matures). A l’inverse, l’utilisation de certaines drogues ou cytokines anti-

inflammatoires favorise le développement de CD tolérogènes. Ainsi, comme décrit 

précédemment, les CD traitées avec de l’IL-10 entraînent l’anergie des LT effecteurs et en 

parallèle favorisent le développement des cellules T régulatrices.   

 

I.B.3. Modifications des CD avec des agents pharmacologiques 

De nombreux agents pharmacologiques, mentionnés dans la figure 18 peuvent être utilisés 

pour modifier les CD, seuls ceux impliqués dans cette thèse seront décrits. 

 

i)  Les drogues immunosuppressives 

Les drogues immunosuppressives, comme les corticostéroïdes, la cyclosporine A, le 

tacrolimus, la rapamycine, l’aspirine, la déoxysperguanine, le MMF ou la sangliferine A sont 

connues pour empêcher la maturation ou l’activation des CD et pour inhiber la capacité des 

CD à synthétiser de l’IL-12. Certaines de ces drogues inhibent également la translocation 

nucléaire de NFκB, nécessaire à l’activation des CD (Hackstein and Thomson, 2004).  

 

Ainsi, les CD traitées avec de la rapamycine et injectées chez la souris ont une faible capacité 

de stimuler la prolifération de LT CD4
+
, mais elles favorisent la génération de Treg.  In vivo, 
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dans des modèles murins de transplantation cardiaque réalisée en présence ou non d’une 

courte immunosuppression (injection de rapamycine les 10 premiers jours suivant la 

transplantation), l’injection de CD syngéniques traitées avec de la rapamycine et chargées 

avec les antigènes du donneur permet une tolérance à l’allogreffe (Turnquist et al., 2007). 

(Taner et al., 2005).   

 

ii) Les inducteurs de l’activité d’HO-1 

Comme décrit précédemment, l’utilisation d’inducteurs d’HO-1 ont permis de mettre en 

évidence le rôle de cette protéine. Le traitement d’animaux greffés ou diabétiques avec un 

inducteur d’HO-1, comme le CoPP, a un effet tolérogène et permet de prolonger la survie de 

la greffe ou de ralentir l’avancée de la maladie. Il existe également des inhibiteurs d’HO-1, 

comme le SnPP, le ZnPP ou le MnPP qui sont des protoporphyrines issues de l’étain (Sn), du 

zinc (Zn) et du manganèse (Mn). A l’inverse, ces inhibiteurs favorisent le rejet de greffe. 

 

Les CD peuvent également être modifiées génétiquement suite à l’infection de ces cellules par 

des vecteurs viraux, pour leur faire exprimer par exemple de l’IL-10, du TGFβ ou du CTLA4 

de façon continue (Asiedu et al., 2002; Coates et al., 2001; Gorczynski et al., 2000; O'Rourke 

et al., 2000; Takayama et al., 1998). Ce type de modifications n’ont pas été utilisées lors de 

cette thèse (pour revue (Morelli and Thomson, 2003)).  

 

I.C- Propriétés des Treg naturels 

I.C.1. Caractéristiques générales des Treg (Sakaguchi, 2005) 

 Les Treg sont générés dans le thymus et représentent environ 5% des LT CD4
+
 en 

périphérie. Chez l’homme, elles représentent moins de 0,5% des PBMC totaux (Levings et al., 

2001). 

 Les Treg sont des acteurs clé du maintien de la tolérance en contrôlant le 

développement de réponse immune contre des antigènes du soi mais également du non-soi 

(Itoh et al., 1999). Les Treg peuvent également être utilisés pour favoriser une tolérance à des 

antigènes du non-soi (dans des modèles de transplantation par exemple) (Sakaguchi et al., 

1995) comme décrit dans le paragraphe IV.C.3 de l’introduction générale. 

 Les Treg expriment des molécules tels que CD25 (Sakaguchi et al., 1995) et Foxp3 

(Allan et al., 2005; Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Levings et al., 2001) mais 

également CTLA4  (Read et al., 2000; Takahashi et al., 2000), GITR (McHugh et al., 2002; 
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Shimizu et al., 2002), CD62L (Ermann et al., 2005). L’absence d’expression de Foxp3 dans 

les patients IPEX ou les souris Foxp3
-/-

 est corrélée à des pathologies auto-immunes 

(Sakaguchi, 2005).  

 Les Treg produisent des cytokines anti-inflammatoires comme l’IL10 (Asseman et al., 

1999; Hara et al., 2001), ou le TGFβ (Nakamura et al., 2004; Nakamura et al., 2001) mais ne 

produisent pas d’IL-2 ni d’IL-4 .  

 

L’IL-2 joue un rôle central dans l’activité des Treg. En effet, l’IL-2 est indispensable à la 

prolifération des Treg in vitro et à leur activité suppressive (Furtado et al., 2002; Thornton et 

al., 2004). De façon contradictoire, ces cellules ne synthétisent pas d’IL-2, elles utilisent donc 

l’IL-2 sécrétée par les LT effecteurs pour proliférer, puis inhibent ces LT. Les souris 

déficientes en IL-2 développent des pathologies auto-immunes sévères, leur nombre de Treg 

est alors très faible (Horak et al., 1995; Suzuki et al., 1995).  

  

I.C.2.  Différence entre les Treg murins et humains 

L’étude des Treg murins est indispensable pour comprendre les mécanismes d’action de ces 

cellules in vivo. Cependant, les Treg murins et les Treg humains sont différents. Ainsi 

l’isolement des Treg chez la souris de laboratoire est simple car seuls les Treg sont 

CD4
+
CD25

+
. A l’inverse, dus aux infections diverses de leur environnement, les hommes et 

les primates non humains possèdent des cellules CD4
+
CD25

+
 qui ne sont pas des Treg mais 

des LT effecteurs qui suite à leur activation, expriment le CD25 (Baecher-Allan and Hafler, 

2006; Liu et al., 2006). Pour dissocier les Treg naturels des LT activés, une des solutions est 

d’observer l’expression de Foxp3. Cependant, ce marqueur de Treg est intracellulaire, 

l’isolement des Treg par Foxp3 entraîne donc la mort des cellules. Une alternative pour 

dissocier les Treg des T effecteurs a été découverte par 2 équipes simultanément. Ainsi Liu et 

al. et Seddiki et al. ont montré que le CD127 (récepteur à l’IL-7) permettait de dissocier ces 2 

populations. Les Treg humains sont CD4
+
CD25

+
CD127

-/low
 et les LT activés sont 

CD4
+
CD25

+
CD127

+
 (Figure 19) (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006).  

 

De façon similaire, l’expression de Foxp3 est différente entre les souris et les hommes suite à 

une stimulation in vitro. Ainsi, les LT CD4
+
CD25

-
 murins stimulés in vitro vont acquérir le 

marqueur CD25 tout en restant Foxp3
-
. A l’inverse,  les LT humains CD4

+
CD25

-
 stimulés in 

vitro vont acquérir l’expression de CD25 et de Foxp3 sans acquisition de la fonction 
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suppressive  (Gavin et al., 2006; Walker et al., 2003).   

 

Figure 19 : Intérêt du 

marqueur CD127 pour 

isoler les Treg humains 

A. Le tri des cellules 

CD4
+
CD25

+
CD127

-
 à partir 

de PBMC humains montre 

que ces cellules expriment 

FoxP3 à 94%. B. Le 

pourcentage de cellules 

Foxp3 a été étudié dans les 

populations CD4
+
CD127

+
 et  

CD4
+
 CD127

-
 exprimant ou 

non le CD25. D’après Liu 

et al, 2006. 

 

I.C.3. Caractérisation des Treg chez le singe  

Des études récentes ont permis d’isoler et de caractériser les Treg chez les primates non 

humains. Hartigan O’Connor et al. ont ainsi montré qu’il était possible comme dans les études 

menées par Liu et al., d’isoler les Treg chez le singe en triant les cellules CD4
+
CD25

+
CD127

-

(Hartigan-O'Connor et al., 2007; Liu et al., 2006) alors que d’autres équipes ont isolé les Treg 

chez le babouin et le macaque sans utiliser le CD127 (Gansuvd et al., 2007; Haanstra et al., 

2008; Porter et al., 2007). Les Treg isolés (avec ou sans le CD127) expriment Foxp3 et sont 

capables de supprimer une prolifération de LT activés (Gansuvd et al., 2007; Haanstra et al., 

2008; Hartigan-O'Connor et al., 2007; Porter et al., 2007). Ils possèdent donc les mêmes 

caractéristiques que les Treg humains et murins. Dans l’étude de Porter et al., les auteurs 

montrent qu’il est possible d’isoler des Treg chez le singe à partir du sang (1,9% des LT 

totaux sont des Treg), mais également à partir des ganglions (3,1% des LT totaux) ou de la 

rate (1,7% des LT totaux) (Porter et al., 2007). 

 

I.D- Expansion et génération de Treg spécifiques d’antigène   

L’efficacité des Treg dans le traitement de diverses pathologies a montré des résultats 

encourageants. Cependant, les Treg représentent moins de 5% des LT CD4
+
 chez l’homme, 

leur isolement à partir du sang périphérique ne permet pas d’en obtenir un nombre suffisant 

pour avoir un effet thérapeutique à la suite de leur injection. Des techniques d’expansion des 

Treg se sont donc développées pour résoudre ce problème. 
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I.D.1. Expansion à l’aide de billes anti-CD3/anti-CD28 ou d’antigènes libres  

La technique la plus simple pour amplifier des Treg est de les mettre en culture avec des billes  

anti-CD3/anti-CD28 en présence d’IL-2 chez la souris (Tang et al., 2004; Trenado et al., 

2006), chez le singe (Gansuvd et al., 2007) ou chez l’homme (Godfrey et al., 2004; Hoffmann 

et al., 2004). Par définition, ces billes vont stimuler les récepteurs CD3 et CD28 des Treg et 

entraîner leur prolifération. Par cette technique, l’amplification des Treg est importante. En 

effet, l’étude réalisée chez le macaque par Gansuvd et al. montre une expansion des Treg de 

300 à 2000 fois sur 4 semaines (Gansuvd et al., 2007). L’avantage des billes est leur forte 

capacité à stimuler la prolifération, cependant, cette expansion n’est pas antigène spécifique. 

Une alternative à l’obtention de Treg spécifiques d’antigènes, sans utiliser de CD, est 

d’utiliser des billes sensibilisées avec un peptide représentant le complexe CMHII/peptide 

allogénique (équivalent à un anti-TCR spécifique) à la place des billes anti-CD3 (Masteller et 

al., 2005). Dans cette expérience, les Treg sont donc amplifiés de façon antigène spécifique à 

l’aide des billes sensibilisées avec le peptide, d’anti-CD28 et d’IL-2. Leur efficacité in vivo 

dans la prévention du diabète est supérieure à celle des Treg amplifiés de façon polyclonale 

mais n’a pas été comparée à une expansion avec des CD (Masteller et al., 2005).  

 

I.D.2.  Expansion à l’aide de CD et spécificité d’antigène 

Une des fonctions des CD est de stimuler les LT pour les activer et les expandre. Leur 

utilisation pour l’expansion des Treg est donc justifiée. De plus, la présentation d’un 

peptide par la CD permet l’obtention de Treg spécifiques, plus efficaces que les Treg 

amplifiés de façon polyclonale. 

Dans les modèles de diabète,  la comparaison de différentes CPA syngéniques (splénocytes 

versus CD dérivées de la moelle osseuse (BMDC)) a montré que les BMDC étaient les CPA 

les plus efficaces pour expandre les Treg (Tarbell et al., 2004). Cette observation a été 

confirmée par d’autres auteurs dans des expériences de culture cellulaire in vitro. Ainsi les 

BMDC sont plus efficaces pour l’expansion des Treg que les CD spléniques, les LB, les 

macrophages ou encore les CD des ganglions (Yamazaki et al., 2003; Yamazaki et al., 2006). 

De plus, l’utilisation de CD présentant un peptide allogénique associé à ces molécules du 

CMH permet une plus forte expansion des Treg qu’avec des CD ne présentant pas cet 

antigène. Les Treg amplifiés, spécifiques du BCD (antigène naturel des cellules β des îlots 

pancréatiques), sont très performantes pour empêcher le développement du diabète (Tarbell et 

al., 2004).  
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Dans le modèle de transplantation décrit dans l’introduction générale (paragraphe IV.D.3), la 

tolérance doit être induite contre les antigènes du donneur ; c’est pourquoi l’expansion des 

Treg du receveur se fait à l’aide de CD syngéniques mais présentant les antigènes du donneur 

(Golshayan et al., 2007).  

A l’inverse, dans les modèles de GVHD, la tolérance doit être induite vis-à-vis du receveur. 

L’expansion des Treg du donneur à l’aide de CPA du receveur de la transplantation de moelle 

permet d’obtenir des Treg spécifiques des antigènes du receveur (Trenado et al., 2006). 

L’efficacité de ces Treg spécifiques du receveur est supérieure à celle des Treg amplifiés de 

façon polyclonale in vivo (Trenado et al., 2006). De même, la comparaison de Treg du 

donneur amplifiés avec des CD syngéniques, allogéniques (du receveur) ou d’un tiers animal 

montre que les Treg spécifiques du receveur sont les plus efficaces pour empêcher la GVHD 

(Figure 20) (Yamazaki et al., 2006).  

 

 

Figure 20 : Action suppressive antigène 

spécifique des Treg in vivo 

Dans un modèle murin de GVHD, des souris 

BALBc irradiées reçoivent des LT allogéniques 

CD4+CD25- provenant d’une souris B6 (ronds 

pleins, schémas A/B) seuls ou avec i) des Treg 

B6 amplifiés avec des CD syngéniques 

(losanges vides, schéma A), ii) des Treg B6 

amplifiés avec des CD BALBc (triangles vides, 

schémas A/B), iii) des Treg B6 amplifiés avec 

des CD d’un troisième animal (CBA) (carrés 

vides, schéma B). La survie des animaux est 

observée dans les différentes conditions. 

D’après Yamazaki et al,  2006. 

Chez l’homme, l’expansion de Treg en 

présence de CD autologues présentant l’allo-antigène HLA-A2 (Human leukocte antigen A2) 

indique que ces Treg sont capables de supprimer la prolifération de LT effecteurs stimulés par 

des CD autologues présentant A2 (Jiang et al., 2003).. De plus, suite à la première expansion 

des Treg en présence de CD présentant un antigène, les Treg sont spécifiques de cet antigène. 

Ces Treg peuvent alors être amplifiés de façon polyclonale (à l’aide de billes et IL-2) sans 

perdre leur spécificité (Jiang et al., 2006b).    

Comme évoqué précédemment (paragraphe IV.D.1 de l’introduction générale), l’état de 

maturité des CD semble jouer un rôle important dans la distinction entre les cellules 

tolérogènes ou immunogènes. En ce qui concerne l’expansion des Treg par les CD, certains 

auteurs montrent que les CD matures sont plus efficaces pour expandre les Treg aussi bien 
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chez le rongeur (Brinster and Shevach, 2005; Hill et al., 2007) que  chez l’homme in vitro et 

in vivo (Banerjee et al., 2006). A l’inverse, d’autres études montrent la supériorité des CD 

immatures pour assurer cette même fonction chez le rongeur (Matsumura et al., 2007; 

Turnquist et al., 2007) et chez l’homme (Jiang et al., 2003). Dans l’étude de Turnquist et al., 

les CD immatures favorisent la stimulation des Treg au détriment des LT effecteurs naïfs ou 

effecteurs. De plus, l’activité suppressive des Treg est plus efficace lorsque ces cellules ont 

été mises en présence de CD immatures par rapport à des CD matures (Turnquist et al., 2007). 

 

I.D.3.  Nécessité de l’utilisation d’IL-2   

Dans les expériences d’expansion de Treg citées ci-dessus, la présence d’IL-2 dans le milieu 

de culture est indispensable à l’expansion des Treg.  

Il existe cependant quelques études chez le rongeur montrant que l’expansion des Treg en 

utilisant certaines CD, comme les pDC (Ouabed et al., 2008) ou les BMDC (Brinster and 

Shevach, 2005) pourrait se réaliser sans IL-2. Dans l’étude de Brinster et al, les auteurs 

discutent d’une possible contamination des Treg par des LT conventionnels (lors de 

l’isolation des cellules). Suite à la stimulation par les CD, ces cellules contaminantes 

pourraient alors proliférer et secréter de l’IL-2, permettant ainsi l’expansion des Treg 

(Brinster and Shevach, 2005). 

 

Après expansion, les Treg conservent un haut niveau d’expression du CTLA4, du GITR, 

du CD25 et de Foxp3 aussi bien chez la souris que chez l’homme (Golshayan et al., 2007; 

Jiang et al., 2003; Jiang et al., 2006c). De façon similaire, les Treg amplifiés conservent leur 

fonction suppressive chez la souris et chez l’homme (Golshayan et al., 2007; Jiang et al., 

2003; Jiang et al., 2006c). Certains auteurs montrent que les Treg amplifiés ont une meilleure 

activité suppressive in vitro que les Treg « frais ». (Tang et al., 2004; Tarbell et al., 2004; 

Yamazaki et al., 2006). Cette suppression est encore plus efficace si les Treg sont amplifiés de 

façon antigène spécifique (Yamazaki et al., 2006).   

De plus, comme pour les CD, les drogues immunosuppressives interviennent dans 

l’expansion et l’activité des Treg. Ainsi, la rapamycine permet d’augmenter l’expansion des 

Treg ex vivo (Battaglia et al., 2005) et in vivo (Ruggenenti et al., 2007; Tian et al., 2004). En 

ce qui concerne l’activité des différentes drogues, certaines favorisent l’action des Treg in 

vivo, comme le MMF et la vitamine D3 par exemple alors que les inhibiteurs de la 

calcineurine ont un effet néfaste sur les Treg in vivo (pour revue, (Demirkiran et al., 2008)).  
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II. Objectifs  

 

Les CD tolérogènes et les Treg sont les deux acteurs principaux de la tolérance périphérique 

(comme détaillé dans la quatrième partie de l’introduction générale). Lors de cette thèse, nous 

avons voulu savoir s’il était possible d’induire une tolérance à l’aide de CD tolérogènes ou de 

Treg chez le singe. Dans un premier temps, il était nécessaire de générer chez le macaque ces 

deux types cellulaires. 

 

 La génération de CD chez le singe a été réalisée soit à partir de précurseurs du sang 

périphérique, soit à partir de précurseurs de la moelle osseuse comme décrit précédemment. 

Aucune étude ne décrit comme c’est le cas chez le rongeur, une génération de CD à partir de 

la moelle totale. Nous avons donc voulu tester l’efficacité du protocole de rongeur chez le 

macaque puis l’activité tolérogène des CD générées. De plus, comme les études menées par 

Chauveau et al. ont montré que l’Heme-Oxygénase de type 1(HO-1) était impliqué dans les 

caractéristiques tolérogènes des CD chez le rat et l’homme (Chauveau et al., 2005), nous 

avons voulu connaître l’implication d’HO-1 dans l’activité tolérogène des CD simiennes. 

Cette étude a permis la rédaction d’un second article en cours de soumission (Article II).  

 

L’expansion de Treg isolés à partir du sang périphérique et amplifiés par des CD semble une 

solution intéressante pour obtenir des Treg efficaces et spécifiques d’un antigène (dans notre 

cas, le transgène). Selon l’origine et l’état de maturation des CD, la capacité des CD à 

expandre les Treg semble controversée. Nous avons testé l’efficacité de différentes CD 

pour expandre les Treg chez le macaque. Cette partie du travail a fait l’objet d’un troisième 

article publié (Article III).  

 

La synthèse d’IL-10 par les CD tolérogènes apparaît comme un élément clé de leur activité 

protectrice de la réponse immune. Ainsi, les CD générées en présence d’IL-10 semblent 

particulièrement efficaces pour induire une tolérance dans des modèles murins (Muller et al., 

2002; Sato et al., 2003). Pour tester l’efficacité d’une tolérance périphérique au transgène 

rtTA dans le modèle de transfert de gènes développé au laboratoire chez le singe, nous 

avons injecté à ces animaux des CD traitées à l’IL-10 et présentant le rtTA. Cette étude 

est en cours de réalisation et les résultats préliminaires obtenus seront décrits dans ce 

manuscrit.  
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III. Résultats  

 

III.A- Génération de CD tolérogènes simiennes et rôle d’HO-1 dans 

ces cellules (Article II)  

La génération de CD chez le singe peut se faire à partir de précurseurs du sang périphérique 

ou de la moelle osseuse comme décrit précédemment. A l’heure actuelle, aucune étude n’a 

testé la génération de CD simiennes à partir de la moelle osseuse totale, comme utilisé chez le 

rongeur et notamment à l’unité INSERM U643. En parallèle, Lutz et al. ont montré que 

l’absence d’IL-4 dans la culture de CD murines permettait de générer des CD plus immatures.  

 

Résumé de l’article II :  

Dans l’optique d’une génération de CD tolérogènes, ce deuxième article décrit pour la 

première fois la génération de CD simiennes différenciées à partir de la moelle osseuse totale 

sans IL-4. Comme chez le rat, les cellules obtenues à la fin de la culture peuvent se séparer en 

cellules dendritiques adhérentes ou non (Peche et al., 2005). Les CD adhérentes sont les plus 

immatures, ce sont les cellules d’intérêt dans cette étude. Dans la figure 1, nous montrons le 

phénotype, la morphologie et la capacité de ces cellules à stimuler la prolifération de LT 

allogéniques (Figure 1). Ainsi, les CD adhérentes nommées iBMDC (immature Bone Marrow 

derived Dendritic Cells) expriment le CMH, le CD11b, le CD11c, et de façon faible les 

molécules de costimulation CD80 et CD86 ainsi que le marqueur de maturation des CD, le 

CD83. De plus, ces cellules ont une morphologie caractéristique de CD immatures et une 

capacité faible à faire proliférer des LT allogéniques (comparé aux CD non-adhérentes).  Les 

iBMDC expriment également fortement la protéine HO-1, connue pour être impliquée dans 

les actions anti-inflammatoires des CD (Chauveau et al., 2005). L’ensemble de ces 

caractéristiques définit les CD adhérentes de macaque comme des CD immatures, similaires 

aux iBMDC de rat (Peche et al., 2005).  

Pour aller plus loin dans la fonction tolérogène de ces cellules, nous avons testé leur capacité 

à inhiber une prolifération allogénique. Dans ce test, la prolifération des PBMC de macaque 

(ou de LT de rat) est provoquée par des PBMC irradiées allogéniques de macaque (ou des CD 

spléniques irradiées allogéniques de rat). Les iBMDC irradiées simiennes ou de rat, 

lorsqu’elles sont ajoutées à la culture, sont très efficaces pour inhiber la prolifération des LT 

prouvant leur action tolérogène in vitro. Sachant que les iBMDC expriment HO-1 (démontré 
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ici pour les CD simiennes et dans l’article de Chauveau et al. pour les CD de rat), nous avons 

voulu savoir si HO-1 était impliqué dans l’activité tolérogène in vitro. Dans cet article, nous 

montrons que le traitement des iBMDC par un inhibiteur de l’activité HO-1 (le SnPP) bloque 

la capacité des iBMDC à inhiber la prolifération des LT et empêche donc l’activité tolérogène 

des iBMDC aussi bien chez le rat que chez le singe (Figure 2). L’implication d’HO-1 dans 

l’activité fonctionnelle des iBMDC simiennes et de rat est donc clairement mise en évidence 

dans cette étude. Nous avons voulu renforcer ces résultats obtenus in vitro par une étude in 

vivo. Pour cela, nous avons utilisé le modèle de transplantation cardiaque mis au point chez le 

rat à l’unité INSERM U643 (décrit précédemment dans l’introduction générale). Dans ce 

modèle, l’injection des iBMDC la veille de la transplantation permet de prolonger la survie de 

la greffe. Dans cet article, nous montrons que la co-injection des iBMDC et d’un inhibiteur de 

l’activité HO-1 (le SnPP) aux animaux empêche la prolongation de survie du greffon apportée 

par les CD (Figure 2). HO-1 joue donc également un rôle primordial in vivo dans l’action 

tolérogènes des iBMDC.    
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 Abstract 
 

By the regulation of T-cell responses, immature dendritic cells (iDC) play a critical role in the 

induction and maintenance of tolerance. Heme oxygenase-1 (HO-1) is a potent 

immunosuppressive enzyme expressed by iDC. HO-1 overexpression in DCs impairs their T 

cell priming capacities. We hypothesized that HO-1 expressed by iDCs plays a role in their 

active immunomodulatory properties. Here, we generated and characterized macaque 

immature bone marrow-derived DC (iBMDC) with low T-cell stimulation capacity and high 

expression of the immunosuppressive enzyme heme oxygenase-1 (HO-1). We show, for the 

first time, that HO-1 can mediate the active immunosuppressive properties of macaque and rat 

iBMDC in vitro. Furthermore, HO-1 inhibition abrogates prolongation of allograft survival 

induced by injection of syngeneic iBMDC in rats. Our results provide mechanistic support for 

the use of iDC-based therapy in non-human primate pre-clinical studies, highlighting a role 

for HO-1 in the tolerogenic properties of iBMDC.  



FASEB J. 2009 May 6. 

The FASEB Journal. 2009;23:3070-3077 

Tolerogenic dendritic cells actively inhibit T cells through heme oxygenase-1 in rodents and in 
nonhuman primates.

Moreau A, Hill M, Thébault P, Deschamps JY, Chiffoleau E, Chauveau C, Moullier P, Anegon 
I, Alliot-Licht B, Cuturi MC.

*INSERM U649, CHU Hotel-Dieu, Nantes, France;INSERM U643, Nantes, France;CHU Nantes, 
Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, Nantes, France;Université de 
Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, France; and||Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes, Service 
d'Urgence, Nantes, France.

Clinical translation of dendritic cell (DC)-based cell therapy requires preclinical studies in 
nonhuman primates (NHPs). The aim of this work was to establish the in vitro conditions for 
generation of NHP tolerogenic DCs (Tol-DCs), as well as to analyze the molecular mechanisms by 
which these cells could control an immune response. Two populations of NHP bone marrow-
derived DCs (BMDCs) were obtained: adherent and nonadherent. Although both populations 
displayed a quite similar phenotype, they were very different functionally. We characterized the 
adherent BMDCs as Tol-DCs that were poor stimulators of T cells and actively inhibited T-cell 
proliferation, whereas the nonadherent population displayed immunogenic properties in vitro. 
Interestingly, the anti-inflammatory and immunosuppressive enzyme heme oxygenase-1 (HO-1) 
was up-regulated in Tol-DCs, compared to the immunogenic BMDCs. We demonstrated that HO-1 
mediates the immunosuppressive properties of Tol-DCs in vitro (in NHPs and rats) and that HO-1 is 
involved in the in vivo tolerogenic effect of Tol-DCs in a rat model of allotransplantation. In 
conclusion, here we characterized the in vitro generation of NHP Tol-DCs. Furthermore, we showed 
for the first time that HO-1 plays a role in the active inhibition of T-cell responses by rat and NHP 
Tol-DCs.-Moreau, A., Hill, M., Thébault, P., Deschamps, J. Y., Chiffoleau, E., Chauveau, C., 
Moullier, P., Anegon, I., Alliot-Licht, B., Cuturi M. C. Tolerogenic dendritic cells actively inhibit T 
cells through heme oxygenase-1 in rodents and in nonhuman primates.
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Introduction 

 

Heme oxygenases (HOs) are the rate-limiting intracellular enzymes
 
that degrade heme to 

biliverdin, CO, and free divalent iron.
1
 The inducible form, HO-1, has been described as anti-

inflammatory
1
 and immunosuppressive molecule.

2
 In transplantation, overexpression of HO-

1, or administration of its enzymatic products, prolongs allograft survival in rats.
3-6

 We have 

previously reported that HO-1 is expressed in human and rat immature dendritic cells (iDC).
2
 

Importantly, induction of HO-1 expression in DC impairs their allostimulatory capacities.
2
 

However, it remains to be determined whether HO-1 expressed by DC also actively inhibits 

an ongoing alloreactive T cell response. We believe that this issue is biologically relevant 

because if HO-1-expressing DC can actively inhibit alloreactive T cells, they might be an 

outstanding tool to induce allograft tolerance. In fact, there is an increased interest in applying 

iDC-based therapy in vivo to induce tolerance in the transplantation setting.
7,8

 However, an 

increased knowledge concerning iDC biology in non-human primates (NHP) is needed for the 

successful completion of pre-clinical studies. 

We previously described the generation of iBMDC in rats and their ability to prolong allograft 

survival. In this study, we generated iBMDC from macaques and studied the role of HO-1 in 

the active immunosuppressive properties of NHP and rat iBMDC in vitro. We additionally 

analyzed whether HO-1 activity is needed to prolong rat allograft survival in vivo upon 

injection of iBMDC.  
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Materials and Methods 

 

Animals 

Cynomolgus macaques were purchased from BioPrim, (Baziège, France) and rats from the 

"Centre d’Elevage Janvier” (Genest-Saint-Isle, France). All animals were used for 

experimentation in accordance with our institutional and national ethical guidelines.  

 

Generation of BMDC  

Rat and macaque DC were generated from bone marrow precursors as previously 

described for rodents.
7,9,10

 Briefly, high quantities of macaque DC
10

 were generated from total 

BM. After lysis of red blood cells, cells were cultured (1x10
6
cells/ml) in complete medium 

supplemented with 1% heat inactivated macaque serum (collected in our animals) and 

100U/ml recombinant human GM-CSF (Leucomax, Novartis, Basel, Switzerland). On day 3, 

the supernatant was replaced by fresh medium containing GM-CSF. On day 7, the non-

adherent (NON-ADH) and adherent (ADH) cells were harvested.  
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Results/Discussion 

 

We first generated and characterized macaque BMDC. We differentiated BM cells into 

DCs using a similar protocol to the one used in rodents, in which we previously described the 

generation of tolerogenic iBMDC able to prolong allograft survival in vivo 
7
. At the end of the 

macaque BM culture, two populations were identified: one formed of large irregular-shaped 

adherent clusters (ADH population) and another consisting of individual non-adherent cells 

(NON-ADH population) (data not shown). Analysis of the phenotype of both populations 

revealed them to be heterogeneous with no major differences between the two. Most cells 

expressed CD45, HLA-DR and CD11b
+
 (Fig.1A) and about 10-20% of the HLA-DR positive 

cells additionally expressed CD86 (Fig.1B). Less than 5% of cells expressed CD83 (Fig.1A), 

CD20, CD56 and CD34 (data not shown). Further phenotypic characterization was performed 

by MGG and HO-1 staining (Fig. 1C). Cells with DC morphology,
11,12

 with a large eccentric 

nucleus and small dendrites, were observed in both populations. Interestingly, the two 

populations differed in their expression of HO-1. The ADH-BMDC showed a high level of 

HO-1 staining with around 54% of positive (+++) cells whereas the NON-ADH-BMDC 

exhibited a low level of HO-1 staining with 43% of cells being positive (+) (Fig.1C). 

Although the expression of costimulatory molecules and HLA-DR was similar between 

ADH-BMDC and NON-ADH-BMDC, the capacity to induce T cell proliferation was 

different in the two BMDC populations. As shown in Figure 1D, a very low degree of PBMC 

proliferation was induced by ADH-BMDC compared to NON-ADH ones. These results are in 

agreement with previous results in rats and humans showed that iDC expressing HO-1 are 

poor inducers of T-cell proliferation.
2
 Moreover our results showed that the ADH-BMDC 

population generated in macaques have the same characteristics as those described in rats that 

were shown to have tolerogenic effects in vivo.
7
 

 

We next performed experiments in both rats and macaques using ADH-BMDC that are 

herein referred to as iBMDC, to study their tolerogenic effects and to determine whether HO-

1 is implicated in their active immunosuppressive capacity. iBMDC were thus tested for their 

capacity to regulate an allogeneic MLR in macaques and rats. Our results show that the 

addition of irradiated iBMDC to MLRs decreased the T-cell proliferation both in macaques 

(Fig.2A) and in rats (Fig.2B), in a dose-dependent manner.  
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To further determine whether HO-1 expressed by iBMDC plays a role in their 

immunomodulatory properties, we performed the same MLR suppressive assay with iBMDC 

that had previously been treated with SnPP (tin-protoporphyrin), a selective in vitro and in 

vivo inhibitor of HO-1 enzymatic activity.
13-15

 The iBMDC were pre-treated with SnPP, then 

washed and added to the MLR. This pulse SnPP treatment has been previously described by 

Taille et al 
16

. This protocol leads to inhibition of HO-1 in iBMDC only and not in the 

stimulatory APCs present in the MLR. As shown in figure 2, the T-cell proliferation 

inhibition induced by iBMDC was abolished by HO-1 inhibition in macaques (Fig.2C) and in 

rats (Fig.2D). Further work will need to focus on determining whether HO-1 expressed by 

iBMDC directly inhibits alloreactive T cells, or whether there is impairment in stimulatory 

capacity of the APCs present in the MLR. Moreover, the role of HO-1-derived catabolites 

such as bilirubin
6
 or CO

5
 will need to be established. We also neutralized other molecules 

known to be involved in the regulation of an immune response, such as TGF- , IL-10, and 

indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), but their effects were either insignificant, inconstant or 

absent (data not shown). The inhibition of iNOS partially reversed the inhibition of rat 

iBMDC
7
 but this effect was not observed in the macaque system (data not shown). 

 

In order to assess the role of HO-1 in the suppressive activity of iBMDC in vivo, we used a 

previously described model of prolongation of heart allograft survival by the administration of 

syngeneic iBMDC in rats.
7
 Allograft survival of recipients treated with an intravenous 

injection of iBMDC one day before transplantation was compared to that observed following 

treatment with SnPP to block HO-1 production. As shown in Figure 2E, the prolongation of 

allograft survival due to the iBMDC treatment (n=12) was totally abrogated by the 

administration of SnPP (n=4) (p<0.05). These data demonstrate that HO-1 is implicated in the 

prolongation of allograft survival mediated by iBMDC in vivo.  

 

The induction of HO-1 expression by pharmacological activators or gene transfer has 

been shown to have suppressive effects in a variety of conditions or disorders involving 

activation of the immune system, including transplantation, autoimmune disorders and 

inflammation.
1,3,17,18

 We have previously reported that HO-1 impairs the allostimulatory 

capacity of human and rat DCs.
2
 Other groups have also shown that HO-1 can modulate 

maturation and/or migration of DC.
4,13,19

 In fact, HO-1 is beginning to be considered as 

a critical player in the network of immunosuppressive molecules expressed by DCs.
8
 

Here we show, for the first time, that HO-1 can mediate the active immunosuppressive 
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capacities of tolerogenic DCs in vitro and in vivo. Finally, the identification of macaque 

iBMDC with tolerogenic potential mediated by HO-1 provides a step towards their 

application in vivo. 

 



 - 143 - 

 

References 

 

1. Ryter SW, Alam J, Choi AM. Heme oxygenase-1/carbon monoxide: from basic science 

to therapeutic applications. Physiol Rev. 2006;86:583-650. 

2. Chauveau C, Remy S, Royer PJ, et al. Heme oxygenase-1 expression inhibits dendritic 

cell maturation and pro-inflammatory function but conserves IL-10 expression. Blood. 

2005;106:1694-1702. 

3. Braudeau C, Bouchet D, Tesson L, et al. Induction of long-term cardiac allograft 

survival by heme oxygenase-1 gene transfer. Gene Ther. 2004;11:701-710. 

4. Martins PN, Kessler H, Jurisch A, et al. Induction of heme oxygenase-1 in the donor 

reduces graft immunogenicity. Transplant Proc. 2005;37:384-386. 

5. Akamatsu Y, Haga M, Tyagi S, et al. Heme oxygenase-1-derived carbon monoxide 

protects hearts from transplant associated ischemia reperfusion injury. Faseb J. 2004;18:771-

772. 

6. Yamashita K, McDaid J, Ollinger R, et al. Biliverdin, a natural product of heme 

catabolism, induces tolerance to cardiac allografts. Faseb J. 2004;18:765-767. 

7. Peche H, Trinite B, Martinet B, Cuturi MC. Prolongation of heart allograft survival by 

immature dendritic cells generated from recipient type bone marrow progenitors. Am J 

Transplant. 2005;5:255-267. 

8. Morelli AE, Thomson AW. Tolerogenic dendritic cells and the quest for transplant 

tolerance. Nat Rev Immunol. 2007;7:610-621. 

9. Lutz MB, Suri RM, Niimi M, et al. Immature dendritic cells generated with low doses of 

GM-CSF in the absence of IL-4 are maturation resistant and prolong allograft survival in 

vivo. Eur J Immunol. 2000;30:1813-1822. 

10. Moreau A, Chiffoleau E, Beriou G, et al. Superiority of bone marrow-derived dendritic 

cells over monocyte-derived ones for the expansion of regulatory T cells in the macaque. 

Transplantation. 2008;in press. 

11. Shi Y, Evans JE, Rock KL. Molecular identification of a danger signal that alerts the 

immune system to dying cells. Nature. 2003;425:516-521. 

12. Schmitt C, Fohrer H, Beaudet S, et al. Identification of mature and immature human 

thymic dendritic cells that differentially express HLA-DR and interleukin-3 receptor in vivo. J 

Leukoc Biol. 2000;68:836-844. 

13. Listopad J, Asadullah K, Sievers C, et al. Heme oxygenase-1 inhibits T cell-dependent 



 - 144 - 

 

skin inflammation and differentiation and function of antigen-presenting cells. Exp Dermatol. 

2007;16:661-670. 

14. Shan Y, Pepe J, Lu TH, Elbirt KK, Lambrecht RW, Bonkovsky HL. Induction of the 

heme oxygenase-1 gene by metalloporphyrins. Arch Biochem Biophys. 2000;380:219-227. 

15. Sardana MK, Kappas A. Dual control mechanism for heme oxygenase: tin(IV)-

protoporphyrin potently inhibits enzyme activity while markedly increasing content of 

enzyme protein in liver. Proc Natl Acad Sci U S A. 1987;84:2464-2468. 

16. Taille C, El-Benna J, Lanone S, et al. Induction of heme oxygenase-1 inhibits NAD(P)H 

oxidase activity by down-regulating cytochrome b558 expression via the reduction of heme 

availability. J Biol Chem. 2004;279:28681-28688. 

17. Chauveau C, Bouchet D, Roussel JC, et al. Gene transfer of heme oxygenase-1 and 

carbon monoxide delivery inhibit chronic rejection. Am J Transplant. 2002;2:581-592. 

18. Abraham NG, Asija A, Drummond G, Peterson S. Heme oxygenase -1 gene therapy: 

recent advances and therapeutic applications. Curr Gene Ther. 2007;7:89-108. 

19. Kotsch K, Martins PN, Klemz R, et al. Heme oxygenase-1 ameliorates 

ischemia/reperfusion injury by targeting dendritic cell maturation and migration. Antioxid 

Redox Signal. 2007;9:2049-2063. 

20. Lindsey ES, Ono K, Pearce MB. Use of vascular stapler in clinical renal transplantation. 

Jama. 1968;205:180-181. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 - 145 - 

 

Legends Figures 

 

Figure 1: Characterization of macaque BM-derived DC generated in the presence of 

GM-CSF.  

(A) The phenotypic profile of the two populations of macaque BMDC (ADH and NON-

ADH BMDC) was analysed. BMDC were stained with CD45-FITC (D058-1283), HLA-DR-

PE (L243), CD86-APC (2331), purified CD83 (HB15 ), purified CD40 (SC-3), CD11b-PE 

(ICRF44), CD16-PE (3G8), CD14-FITC (M5E3), (BD-Pharmingen, Le Pont de Claix, 

France), CD11c-FITC (3,9) (Clinisciences, Montrouge, France) and purified CD80 (M24) 

(Innogenetics). For CD83, CD40 and CD 80 phenotyping, cells were first incubated with 

purified primary Ab, followed by FITC-secondary Ab (Donkey-anti-mouse-IgG (H
+
L), 

Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA). These antibodies were directed 

against human antigens but cross-reacted with the cynomolgus macaque. Matching isotype 

control mouse Abs were included. Cells were analysed using a FACSCalibur with Cellquest 

software 3.1f (BD-Pharmingen). Intracellular staining with CD68-FITC (F7135, Dako, 

Trappes, France) was performed on cytocentrifuged cells after permeabilization with saponin. 

Semi quantitative analysis was performed by counting CD68-positive cells in 10 visual fields 

of x20 magnification. (B) BMDC were stained using a combination of anti-HLA-DR PE and 

anti-CD86 APC Abs. The numbers within the quadrants indicate the percentage of cells 

expressing the relevant markers. (C) BMDC (20000 cells) were cytocentrifuged onto 

microscopic glass slides, dried overnight at room temperature and underwent May Grunwald 

Giemsa (MGG) coloration. Cells were also fixed in acetone, permeabilized and stained with 

an anti-HO-1 primary mAb (HO-1-1, Stressgen, San Diego, CA) followed by a secondary 

FITC-Ab (Donkey-anti-mouse-IgG). Representative photographs of MGG and HO-1 staining 

were taken with a Nikon 950 digital camera (original magnification x40 + zoom and x63 

respectively). The percentage of HO-1-positive cells was calculated in visual fields of x20 

magnification. (D) Irradiated ADH and NON-ADH BMDC were cocultured with allogenic 

PBMC (1x10
5 

cells) at different ratios in a 5-day MLR. PBMC proliferation was measured by 

3
H  thymidine uptake during the last 9h and was expressed as counts per minute (cpm). 

Irradiated PBMC from the same BM donors were used as a control of the allogeneic response. 

The data are representative of ≥ 3 independent experiments. 
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Figure 2: Immunomodulatory effect of iBMDC in vitro and in vivo in macaques and rats. 

Role of HO-1  

(A)(B). Graded doses of irradiated BMDC (grey line) provided from third party macaques 

(A) or LEW.1A (B) were added to an allogeneic MLR and cultured for 3 days. MLRs were 

performed between PBMC (1x10
5
) from two different macaques (one of which was 

irradiated) (A) or between 1x10
5
 T cells from RT1u and 5x10

4
 irradiated splenic DC from 

LEW.1A (B). T cell proliferation was measured by 
3

H  thymidine uptake and was expressed 

as counts per minute (cpm). The MLR baseline is shown by a dotted line. The data are 

representative of (A) 12 experiments using cells from different macaques and (B) 3 

experiments. (C)(D). Macaque (C) or rat (D) iBMDC were pre-incubated with 50µM SnPP 

(an inhibitor of HO-1 activity, Frontier Scientific, Carnforth, UK) (black histogram) for 2 

hours or not (grey histogram) and then washed. Next, iBMDC were irradiated and added to an 

allogeneic MLR (in C one iBMDC for 64 PBMC and in D one iBMDC for 32 T cells) and 

cultured for 3 days. Responder cell proliferation was measured by 
3

H  thymidine uptake and 

was expressed as cpm. The MLR baseline is represented as a white histogram. The data are 

representative of ≥ 3 experiments using cells from different animals. (E) LEW.1W rats served 

as heart donors and LEW.1A as recipients (RT1u and RT1a, respectively, complete MHC 

mismatch). Heterotopic cardiac allografts were performed as previously described.
20 

Recipients were untreated, (untreated, n=8) or injected with 7x10
6
 syngeneic iBMDCs the day 

before transplantation (iBMDCs, n=12). A group of allograft recipients receiving iBMDCs 

were treated by intraperitoneal injections of SnPP (60µg/kg) once every 4 days (iBMDC + 

SnPP, n=4). As a control, heart allograft recipients received only intraperitoneal injections of 

SnPP (60µg/kg) (SnPP, n=4). A two-tailed unpaired t test with 95% confidence intervals was 

performed using GraphPad Prism version 4. Mean values were considered statistically 

different if the p value was below 0.05 (p<0.05). 
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III.B-  Expansion de Treg chez le primate (Article III) 

 

Résumé de l’article III :  

Les études menées sur l’expansion des Treg à l’aide de CD montrent que l’efficacité de 

l’expansion des Treg peut varier selon le type de CD utilisées que ce soit au niveau de 

l’origine des CD que de leur état de maturation. Nous avons donc généré des CD de 

différentes origines (sang et moelle osseuse) et dans différentes conditions, puis nous avons 

testé leur capacité à expandre les Treg. Les CD ont été différenciées à partir de deux origines : 

les précurseurs CD14
+
 issus du sang périphérique et les précurseurs de la moelle osseuse avec 

ou sans sélection préalable des cellules CD34
+
. Dans l’ensemble des conditions, les cellules 

ont été cultivées pendant 7 jours en présence de GM-CSF et d’IL-4. Contrairement à l’article 

précédent, nous n’avons pas séparé les cellules adhérentes et les cellules non-adhérentes à la 

fin de la culture. Le phénotype des différentes CD générées est décrit dans la figure 1. Les CD 

issues de la moelle et sélectionnées ou non par l’expression du CD34 ont un phénotype très 

similaire, avec environ 60% de cellules HLA-DR
+
, 50% de cellules CD86

+
 et 30% de cellules 

CD11c
+
. Cependant, la quantité de CD obtenues à partir de la moelle osseuse sans tri est 25 

fois supérieure à celle obtenue à partir des précurseurs CD34
+
. Ces cellules forment une 

population hétérogène qualifiée de CD semi-matures. A l’inverse, les CD issues des 

monocytes sont très homogènes exprimant le CMH (90%) et la molécule de costimulation 

CD86 (85%), leur phénotype apparaît plus mature que celui des CD issues de la moelle.  

Nous avons isolé les Treg à partir des PBMC chez le macaque en les triant (cytomètre de flux 

trieur) selon leur expression du CD4, du CD25 et du CD127. Les Treg CD4
+
CD25

+
CD127

-
 

obtenus par tri cellulaire expriment Foxp3 (Figure 2) et sont capables de supprimer la 

prolifération de LT allogéniques stimulés de façon polyclonale (anticorps anti-CD3/anti-

CD28). La culture des Treg avec les différentes CD permet de constater que les CD issues de 

la moelle sont plus efficaces pour l’expansion des Treg que les CD issues des monocytes. 

Dans tous les cas, les cellules amplifiées conservent leur expression CD4
+
CD25

+
 (Figure 2). 

Les Treg amplifiés expriment plus fortement Foxp3 que les Treg fraîchement isolés (Figure 2) 

et conservent leur activité suppressive (Figure 3). En ce qui concerne les LT CD4
+
CD25

-
 

(non-Treg), leur expansion par les CD est moins importante que celle des Treg. De plus, après 

expansion, ces cellules acquièrent l’expression de Foxp3 mais ne présentent pas d’activité 

suppressive (Figures 2 et 3).  
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Article III : 
 

 

Superiority of bone marrow-derived dendritic cells over monocyte-derived 

ones for the expansion of regulatory T cells in the macaque 
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III.C-  Injection des iBMDC10 dans notre modèle de transfert de 

gènes chez le primate (résultats supplémentaires) 

 

III.C.1. Génération et caractérisation de CD en présence d’ IL-10 (iBMDC10) 

La littérature indique que les BMDC cultivées en présence d’IL-10 sont plus efficaces que les 

CD cultivées sans IL-10 pour induire une tolérance (Muller et al., 2002; Sato et al., 2003). 

Dans l’optique d’obtenir des CD possédant des caractéristiques les plus tolérogènes possibles, 

nous avons comparé la génération de CD décrites dans l’Article II (iBMDC) avec ou sans 

ajout d’IL-10 humaine recombinante dans le milieu de culture. Le phénotype des CD 

adhérentes obtenues ainsi que leur capacité à stimuler la prolifération de LT allogéniques ont 

été analysés (Figure 21A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Comparaison du phénotype et de la fonction des iBMDC cultivés avec ou 

sans IL-10. (A) Les iBMDC cultivées avec ou sans IL-10 (20 ng/ml) ont été incubées avec 

différents anticorps humains (réagissant chez le macaque) puis le phénotype de ces cellules a 

été analysé par cytométrie de flux. (B) Les iBMDC (avec ou sans IL-10) ont été irradiées puis 

mises en culture en présence de PBMC allogéniques à différents ratios. La prolifération des 

PBMC est analysée à 3 jours plus tard par mesure de la quantité de thymidine incorporée dans 

ces cellules.  
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Ces résultats montrent que l’ajout d’IL-10 dans la culture des CD permet d’obtenir une 

population plus homogène exprimant les marqueurs myéloïdes CD11b/CD11c et également le 

CMH de classe II avec pas ou peu d’expression des molécules de costimulation CD86 (Figure 

21A). En ce qui concerne la fonction de ces cellules, nous observons une faible capacité des 

iBMDC10 à entraîner la prolifération de PBMC allogéniques (mesurée par incorporation de 

thymidine tritiée) (Figure 21B). Ces résultats sont en accord avec un phénotype et une 

fonction de CD tolérogènes.  

 

Par la suite, nous avons comparé la résistance à la maturation des iBMDC et des iBMDC10 

en présence de LPS. Pour cela, à la fin de la culture, les cellules ont été stimulées pendant 24 

heures avec ou sans LPS puis analysées. Nous constatons que d’un point de vue 

phénotypique, le LPS n’entraîne pas la maturation des CD (pas d’augmentation de 

l’expression du CD86), aussi bien pour les CD cultivées avec ou sans IL-10 (Figure 22A).  

 

Figure 22 : Résistance des iBMDC à la maturation 

Les iBMDC et iBMDC10 stimulées ou non pendant 24H en présence de LPS (1µg/ml) ont été 

analysées (A) pour leur expression des marqueurs HLA-DR et CD86 par cytométrie de flux et 

(B) pour leur capacité à faire proliférer des LT allogéniques (comme décrit Fig. 21). Seul le 

ratio 1 CD:8 PBMC est montré sur cette figure. Les statistiques ont été réalisées en utilisant le 

test de Student avec un indice de confiance de 95 % (p<0.05). 

 

D’un point de vue fonctionnel, une augmentation significative (p<0,05) de la prolifération de 

PBMC allogéniques a été observée lorsque les iBMDC sont stimulées avec le LPS, suggérant 

une maturation de ces cellules. A l’inverse, la stimulation LPS des iBMDC10 ne modifie pas 
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significativement la capacité de ces cellules à stimuler une prolifération allogénique. De plus, 

la prolifération des PBMC incubés avec les iBMDC stimulés au LPS est plus importante 

(différence significative) que celle des PBMC incubés avec les iBMDC10/LPS (Figure 22B). 

Ces résultats montrent la supériorité des iBMDC10 (par rapport aux iBMDC) à résister 

à une maturation provoquée par le LPS.    

 

III.C.2. Présentation de l’antigène rtTA à la surface des iBMDC10 

Dans des modèles de pathologies auto-immunes comme l’EAE, l’utilisation des CD 

présentant l’antigène d’intérêt à leur surface est plus efficace pour contrer le développement 

de la maladie que les CD ne présentant pas cet antigène (Menges et al., 2002). Afin de nous 

placer dans les meilleures conditions pour induire une tolérance au rtTA dans notre modèle de 

transfert de gènes, nous avons voulu générer des CD présentant le rtTA à leur surface. Pour 

cela, deux principales techniques ont été utilisées, soit l’incubation des CD avec la protéine 

rtTA, soit l’infection des CD à l’aide de vecteurs viraux. Nous avons ainsi testé différents 

vecteurs  pour transduire les CD: les 5 scAAVr-GFP décrits dans la partie « Etude de 

l’induction d’une tolérance centrale » (Article I), le vecteur LV-rtTA/GFP décrit également 

précédemment et un vecteur adénoviral rtTA élaboré au laboratoire. Les résultats obtenus ont 

montré une faible efficacité de transduction des CD avec l’ensemble de ces vecteurs 

(inférieure à 30% des cellules). De plus, l’utilisation de ces vecteurs viraux a entraîné une 

maturation des CD (visibles par l’augmentation de l’expression du CD86).  

En parallèle, nous avons testé les propriétés naturelles des CD de capture et de présentation 

d’un peptide au niveau du CMH de classe II. L’analyse immunohistologique des iBMDC10 

incubées avec le rtTA montre la présence intracytoplasmique du rtTA (utilisation d’un 

anticorps anti-rtTA) après perméabilisation (Figure 23A). Ce marquage montre l’efficacité 

des iBMDC10 à phagocyter le rtTA mais non leur capacité à présenter le rtTA à leur surface. 

Pour savoir si les CD étaient capables de présenter efficacement le rtTA à leur surface, nous 

avons généré des iBMDC à partir de la moelle osseuse d’un animal immunisé avec le rtTA. 

Les CD ont ensuite été incubées une nuit soit en présence de rtTA, soit en présence d’OVA 

(contrôle négatif) puis les cellules ont été lavées, irradiées puis mises en présence des LT 

autologues (triés par déplétion des cellules CD20
+
CD86

+
CD11b

+
) et la prolifération des LT a 

été mesurée par incorporation de thymidine tritiée. Nos résultats montrent que les iBMDC 

incubées avec le rtTA entraînent une prolifération des LT supérieure à celle observée avec les 

iBMDC incubées avec l’OVA (différence significative) (Figure 23B). Les LT effecteurs 

spécifiques du rtTA présents chez l’animal immunisé reconnaissent donc le rtTA associé aux 
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molécules du CMH de la CD. Ces résultats suggèrent que les CD incubées avec le rtTA 

présentent le rtTA à leur surface.   

Figure 23 : Capacité des iBMDC à présenter le rtTA à leur surface. 

A. Des iBMDC10 ont été incubées ou non une nuit avec la protéine rtTA (10µg/ml) puis 

marqués à l’aide d’un anticorps anti-rtTA révélé par un second anticorps couplé au FITC. B. 

Des iBMDC provenant de l’animal immunisé avec le rtTA ont été stimulés une nuit avec la 

protéine rtTA ou la protéine OVA. Ces CD stimulées ont ensuite été mises en présence de LT 

autologues (triés par déplétion des CD CD86+CD20+CD11b+). La prolifération des LT a été 

mesurée comme précédemment (Fig .21). La figure représente le ratio 1DC :4 LT. Les 

statistiques ont été réalisées en utilisant le test de Student avec un indice de confiance de 95 % 

(p<0.05). 

 

Ces tests d’efficacité ont été réalisés à partir d’iBMDC, cependant, la capacité de présenter le 

rtTA à leur surface et d’induire la stimulation de LT effecteurs sont souvent caractéristiques 

de CD immunogènes matures. Bien que les iBMDC (cultivées avec ou sans IL-10) semblent 

relativement résistantes à la maturation par le LPS, nous avons voulu vérifier que l’incubation 

avec le rtTA n’entraînait pas de maturation des CD. Ainsi, des iBMDC et des iBMDC10 ont 

été incubées une nuit avec ou sans le rtTA et avec ou sans l’IL-10. Nous observons que d’un 

point de vue phénotypique, la stimulation des iBMDC avec le rtTA entraîne une augmentation 

de l’expression du CD86 (passage de 19% de cellules positives à 37%) (Figure 24A). A 

l’inverse, le pourcentage d’expression du CD86 n’est pas modifié dans les iBMDC10 suite à 

la stimulation rtTA. Pour les iBMDC et les iBMDC10, l’ajout d’IL-10 dans la culture en 

même temps que la stimulation rtTA entraîne une forte diminution du marqueur CD86 

(Figure 24A). L’observation de la production d’ARNm codant pour l’IL-10 indique que les 

iBMDC10 produisent plus d’IL-10 que les iBMDC. Ceci reflète la différence entre les 2 
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populations de CD immatures. De plus, le rtTA n’induit pas de production d’IL-10 par les 

iBMDC (différence non significative) alors que la stimulation rtTA induit fortement la 

production d’IL-10 par les iBMDC10 (résultat significatif) (Figure 24B). Nos résultats 

indiquent que suite à une stimulation, comme celle provoquée par l’incubation des CD 

avec le rtTA, l’addition d’IL-10 exogène dans le milieu diminue la maturation des 

iBMDC. De plus, les iBMDC10 résistent à la maturation et synthétisent de l’IL-10.  

Figure 24 : Caractérisation des iBMDC et iBMDC10 stimulées avec le rtTA. 

Les iBMDC (cultivées avec ou sans IL-10) sont stimulées une nuit avec ou sans rtTA (10 

µg/ml) et avec ou sans IL-10 (20 ng/ml). Les cellules ont ensuite été analysées (A) pour leur 

expression des marqueurs HLA-DR et CD86 par cytométrie de flux. (B) La production 

d’ARNm IL-10 par les CD a été mesurée par RT-PCR quantitative à l’aide d’amorces 

spécifiques de l’IL-10 de macaque. Les statistiques ont été réalisées en utilisant le test de 

Student avec un indice de confiance de 95 % (p<0.05). 

 

A l’analyse de ces résultats, les iBMDC10 apparaissent comme les meilleures candidates 

pour l’induction d’une tolérance dans notre modèle de transfert de gènes.   

 

III.C.3. Injection des CD chez le macaque 

Lors de l’étude de la réponse immunitaire développée contre le transgène suite au transfert de 

gènes à l’aide d’AAVr dans le muscle observée au laboratoire, le développement d’une 

réponse cytotoxique a été mise en évidence en utilisant des cellules mononucléées issues des 

ganglions alors que cette réponse immune n’est pas visible à partir de PBMC (Favre et al., 

2002). Ces résultats confortent l’idée que la réponse immunitaire a certainement lieu au 

niveau du ganglion drainant le muscle injecté. C’est pour cette raison que nous avons choisi 

d’apporter les CD tolérogènes au niveau du ganglion drainant. Les injections intra-

musculaires d’AAVr sont réalisées dans le muscle tibial cranial, le principal ganglion drainant 
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ce muscle est le ganglion poplité. Il est possible que le ganglion inguinal, qui draine 

également les muscles de la jambe soit également impliqué lors du développement de la 

réponse immunitaire. Dans le cadre ce de projet, nous avons donc cherché à apporter des CD 

tolérogènes dans ces 2 chaînes ganglionnaires.    

 

Dans cette optique, nous nous sommes demandés quelle était la meilleure voie 

d’administration des CD pour qu’elles migrent dans le ganglion drainant le muscle injecté par 

le vecteur AAVr. Comme décrit ultérieurement dans la discussion, l’étude de la littérature 

indique deux principales voies d’injection possibles pour apporter des CD dans le ganglion, 

soit une injection sous-cutanée (SC) au niveau de la zone du ganglion, soit une injection 

intradermique (ID). Nous avons voulu tester le mode d’administration le plus adéquat dans 

notre contexte. Pour cela, des iBMDC ont été générées à partir de la moelle osseuse d’un 

primate puis marquées avec un fluorochrome, la PKH26. Ce fluorochrome marque la 

membrane des cellules en s’incorporant au niveau des régions lipidiques et permet ainsi de les 

suivre suite à une injection in vivo. Le signal a un spectre d’émission de 567 nm et est visible 

en microscopie à fluorescence (marquage rouge). Des injections sous cutanées et 

intradermiques de 5 millions de iBMDC marquées à la PKH26 ont été réalisées au niveau des 

zones ganglionnaires axillaires droite (SC) et gauche (ID) du même animal dans des 

conditions autologues (animal donneur de la moelle osseuse). La biopsie des ganglions à 3 

jours post-injection montre une forte quantité de cellules PKH positives suite à l’injection ID 

et quelques rares cellules PKH positives suite à l’injection SC (Figure 25).      

 L'administration des CD par injection ID a donc été choisie pour la suite de l’étude. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Observation des iBMDC 3 jours après leur injection en sous-cutanée ou 

intra-dermique dans la région du ganglion 

Les iBMDC ont été marquées par la PKH26 (marquage rouge) puis injectées soit en sous-

cutanée, soit en intra-dermique dans la région des ganglions axillaires chez un macaque. Des 

biopsies de ganglions réalisées 3 jours plus tard ont été observées par un microscope confocal 

(grossissement x20). Les noyaux sont marqués au topro3 (marquage bleu). 

Temoin injection sous-cutanée    injection intradermique      
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III.C.4. Test d’induction de tolérance périphérique par les iBMDC10 chez le 

macaque 

Trois macaques pilotes ont été injectés en intra-dermique au niveau du ganglion inguinal avec 

des iBMDC10 présentant le rtTA. Le but de cette expérimentation préliminaire était de 

vérifier que l’injection des CD n’entraînait pas le développement d’une réponse immune 

humorale ou cellulaire contre le rtTA.  

L’analyse des sérums par Western blot a permis de détecter la présence transitoire d’anticorps 

anti-rtTA chez un des trois animaux. Ces anticorps sont présents du 19
ème

 au 25
ème

 jour post-

injection et sont détectés avec un anticorps secondaire anti-IgG totaux (Figure 26A).  

En ce qui concerne la réponse cellulaire, à partir d’un prélèvement de sang réalisé à une 

semaine post-injection, nous avons stimulé les PBMC des trois animaux pilotes avec la 

protéine rtTA ou la protéine OVA. En parallèle, ce test a été réalisé avec les PBMC d’un 

animal immunisé avec le rtTA. L’observation de la prolifération des PBMC (provenant des 

macaques ayant reçu les iBMDC10-rtTA) montre que la protéine rtTA n’entraîne pas plus de 

prolifération de ces PBMC que la protéine OVA. A l’inverse, la stimulation des PBMC de 

l’animal immunisé par le rtTA entraîne une forte prolifération des PBMC, suggérant la 

présence de LT effecteurs spécifiques du rtTA uniquement chez l’animal immunisé (Figure 

26B). De plus, une sécrétion d’IFNγ dans le milieu de culture et dosée par ELISA a été 

détectée uniquement dans le cas de la stimulation à l’aide du rtTA des PBMC de l’animal 

immunisé. Une expérience similaire a été réalisée à partir des cellules issues des ganglions (et 

non des PBMC) des animaux injectés avec les CD. Aucune différence de prolifération n’a été 

observée entre la stimulation OVA et rtTA.    

 

Ces résultats montrent l’absence d’une réponse immunitaire cellulaire contre le rtTA 

chez les animaux injectés avec les iBMDC10 stimulées avec le rtTA.  
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Figure 26 : Observation de la réponse immunitaire chez les animaux injectés avec les 

iBMDC10-rtTA 

A. La présence d’anticorps anti-rtTA a été recherché par Western blot dans le sérum des 

animaux injectés à différents temps. La technique est similaire à celle décrite dans la Figure 

13 en utilisant un anticorps anti-rtTA. B. Les PBMC des animaux ont été isolés à une semaine 

post-injection des iBMDC10-rtTA et mis en présence de la protéine rtTA ou de la protéine 

OVA pendant une nuit. La prolifération a ensuite été analysée comme précédemment 

(Fig.21). Pour ces deux expériences, le témoin positif correspond au sérum ou aux PBMC de 

l’animal immunisé avec le rtTA. Les résultats obtenus avec le 3
ème

 animal injecté avec les 

iBMDC10-rtTA sont similaires à ceux obtenus avec Mac1. Les statistiques ont été réalisées 

en utilisant le test de Student avec un indice de confiance de 95 % (p<0.05).   
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IV. Discussion  

 

IV.A- Génération de CD simiennes ex vivo 

IV.A.1. 1. A la recherche de CD tolérogènes chez le singe 

i) Mo-DC versus les BMDC 

La génération de CD chez l’homme est réalisée principalement à partir des monocytes du 

sang périphérique. A l’inverse, chez les rongeurs, les CD sont généralement générées à partir 

de la moelle osseuse. Le prélèvement à partir de la moelle est plus riche en précurseurs de CD 

que celui réalisé à partir du sang mais il est également plus complexe. L’utilisation de CD de 

la moelle osseuse dans des protocoles d’induction de tolérance chez l’animal montre 

l’efficacité de ces cellules (paragraphe IV.C.3 de l’introduction générale). Dans ces 

conditions, nous avons décidé de comparer l’efficacité des CD provenant du sang et de la 

moelle osseuse chez le macaque. La différentiation des CD à partir des monocytes ou de la 

moelle osseuse a été réalisée dans les mêmes conditions de culture. Nos résultats montrent un 

phénotype plus mature pour les CD obtenues à partir du sang périphérique (expression plus 

forte du CMH de classe II, du CD86 et du CD40) (Article III – Figure 1). De plus, la quantité 

de CD obtenu par cette technique est beaucoup plus faible. Le but étant d’obtenir des CD 

tolérogènes ayant un phénotype immature, notre intérêt s’est porté sur les CD dérivées 

de la moelle osseuse.  

 

ii)  BMDC avec ou sans sélection 

Dans la littérature, les protocoles d’obtention de CD à partir de la moelle osseuse chez le 

primate (babouin ou macaque) débutent par une sélection des précurseurs CD34
+
 (Ashton-

Chess and Blancho, 2005; Pinchuk et al., 1999). A l’inverse, le protocole de génération de CD 

chez le rat (utilisé à l’unité INSERM U643 et décrit précédemment) ne nécessite pas de 

sélection. La comparaison de ces deux protocoles chez le macaque montre que les CD 

obtenues ont un profil phénotypique et fonctionnel très similaire (Article III- Figures 1 et 2).  

Cependant, nous obtenons beaucoup moins de CD si nous réalisons un tri des précurseurs 

CD34
+
. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce phénomène : i) La technique de tri par 

billes nécessitant de nombreux lavages, il est possible qu’une partie des précurseurs CD34
+
 

soit perdue lors du tri. ii) Dans la culture réalisée à partir de la moelle totale, la sélection des 

cellules se réalise lors du changement de milieu ; seules les cellules adhérentes sont 
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conservées. Il est alors possible que la présence des autres types cellulaires (hors cellules 

précurseurs) favorise la division cellulaire des précurseurs et par conséquent le nombre de 

cellules pouvant se différencier en CD. iii) Les cellules CD34
+
 ne sont pas les seuls 

précurseurs des CD et à partir de la moelle osseuse totale, tous les précurseurs présents dans 

la moelle sont conservés. La présence d’une plus grande quantité de précurseurs au début de 

la culture de la moelle osseuse totale permettrait alors d’obtenir une plus grande quantité de 

CD à la fin de la culture.  

 

iii)  BMDC générés avec ou sans IL-4  

Dans la plupart des études, les CD sont générées en présence de GM-CSF et d’IL-4. Une 

étude menée par Lutz et ses collaborateurs a montré que la génération de CD en absence d’IL-

4 permettait d’obtenir des CD possédant un phénotype plus immature et efficaces in vivo pour 

induire une prolongation de survie du greffon dans un modèle murin de transplantation (Lutz 

et al., 2000). Face à ces résultats, nous avons étudié des CD isolées à partir de la moelle 

osseuse totale de macaque et cultivées en présence de GM-CSF avec ou sans IL-4. Les CD 

cultivées sans IL-4 (iBMDC) sont caractérisées dans l’article II (Figure 1) alors que le 

phénotype des CD générées en présence de GM-CSF et d’IL-4 est décrit dans l’article III 

(Figure 1). L’observation du phénotype des BMDC montre que les CD cultivées en présence 

d’IL-4 expriment plus fortement (environ 3 fois) le marqueur de costimulation CD86 

suggérant que ces cellules sont plus matures. De plus, nous avons comparé la morphologie, la 

capacité d’induire une prolifération de LT allogéniques et la résistance à la maturation des CD 

obtenues dans ces deux conditions de culture (résultats non montrés dans ce manuscrit). 

Ainsi, l’observation de la morphologie des CD cultivées en présence d’IL-4 montre la 

présence de dendrites nombreuses et de grande taille contrairement aux CD cultivées sans IL-

4. L’observation de la capacité des CD à faire proliférer des PBMC allogéniques montre que 

les CD générées en présence d’IL-4 entraîne une plus forte prolifération des PBMC 

allogéniques que les iBMDC. Enfin, l’observation de la résistance des CD à une maturation 

induite par du LPS ou par un mélange de cytokines (TNFα, IL-1β, IL-6 et PGE2) indique que 

les cellules dendritiques cultivées sans IL-4 sont plus résistantes à la maturation que les CD 

cultivées avec l’IL-4. L’ensemble de ces observations confirme dans un modèle de gros 

animal les résultats obtenus par Lutz et al. chez la souris (Lutz et al., 2000). Dans ce travail, 

les BMDC obtenus sans IL-4 appelées iBMDC ont un profil très similaire à celui des iBMDC 

de rat utilisés à l’unité INSERM U643 et dont l’activité tolérogène a été montrée in vivo 

(Peche et al., 2005). 
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L’utilisation des iBMDC in vivo chez le macaque est complexe car nous ne possédons pas un 

modèle simple et défini de réponse immunitaire. La réponse immunitaire obtenue après 

transfert de gènes est bien caractérisée mais elle n’est pas présente chez tous les animaux et 

apparaît au bout de 6 à 8 mois après l’injection du vecteur. A défaut de pouvoir vérifier 

l’activité tolérogènes des CD in vivo, nous avons testé leur effet in vitro dans une culture 

cellulaire de PBMC allogéniques (Figure 2- Article II). Dans ce test de prolifération, nous 

montrons que l’ajout d’iBMDC provenant d’un animal tiers empêche la prolifération des 

PBMC. Les iBMDC ont donc la capacité d’inhiber la prolifération des LT in vitro. De plus, 

cette inhibition est dose dépendante de la quantité d’iBMDC ajoutées à la culture (Article II-

Figure 2). A l’inverse, l’ajout de BMDC cultivées en présence d’IL-4 augmente la 

prolifération des PBMC (résultat non montré dans ce manuscrit). Ce système a été transposé 

chez le rat. De la même façon, les iBMDC de rat inhibent une prolifération allogénique 

(Article III-Figure 2). Cette étude renforce l’idée que les iBMDC de macaque ont des 

caractéristiques similaires à celles obtenues chez le rat et qu’elles possèdent une activité 

tolérogène.  

 

IV.A.2. Rôle d’HO-1 

L’implication d’HO-1 dans le phénotype et la fonction des CD a été étudiée par Chauveau et 

ses collaborateurs (Chauveau et al., 2005). Cette étude menée à l’unité INSERM U643 a 

montré qu’HO-1 était fortement exprimé dans les CD immatures et que cette expression était 

inhibée suite à la maturation des CD par du LPS. De plus, la surexpression de HO-1 (par du 

CoPP) diminue la capacité des CD à induire une prolifération de LT allogéniques, entraîne 

une diminution de la sécrétion d’IFNγ et augmente la sécrétion d’IL-10 (Chauveau et al., 

2005). Ces résultats indiquent qu’HO-1 serait impliqué dans l’activité tolérogène des CD 

immatures chez le rat et l’homme.  

 

Nous avons donc observé l’expression d’HO-1 par immunohistologie dans la population de 

CD immatures de macaque. La moitié des CD environ expriment très fortement HO-1 ; à 

l’inverse, les BMDC cultivées en présence d’Il-4 expriment faiblement HO-1. Une 

quantification précise est difficile car l’anticorps anti-HO-1 ne fonctionne pas en cytométrie 

de flux. La réalisation d’un Western blot spécifique d’HO-1 est en cours de réalisation. Nos 

résultats confirment cependant les résultats de Chauveau et al. obtenus chez l’homme et le rat 

et montrent que les CD immatures de macaque expriment HO-1(Chauveau et al., 2005).  
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Afin de savoir si HO-1 joue également un rôle dans la fonction d’inhibition d’une 

prolifération allogénique décrite dans le paragraphe précédent, nous avons traité les iBMDC 

avec un inhibiteur de l’activité HO-1. Cette expérience montre que l’ajout d’un inhibiteur de 

l’activité HO-1 (SnPP) lève l’activité inhibitrice de prolifération des LT médiée des iBMDC. 

(Article II- Figure 2). Dans cette expérience, les iBMDC sont incubées avec le SnPP puis 

lavées avant d’être mises en contact avec les PBMC. Il est important de ne pas ajouter 

directement le SnPP dans le milieu de culture car dans ces conditions, il serait difficile de 

savoir si l’inhibiteur d’HO-1 agit via les CD ou directement sur les PBMC allogéniques. En 

traitant les iBMDC avant la culture, nous savons que l’inhibiteur de l’activité HO-1 modifie la 

fonction des iBMDC. Cependant, le mécanisme précis par lequel l’expression d’HO-1 par les 

iBMDC permet d’inhiber la prolifération des PBMC est inconnue, deux hypothèses sont 

proposées : i) les iBMDC bloquent la prolifération des LT ou ii) les iBMDC bloquent 

l’activité stimulatrice des CPA présents dans la culture. A l’inverse, l’inhibition de 

l’expression d’autres molécules par les iBMDC tels que le TGFβ, l’IL-10, IDO ou encore 

iNOS n’a pas ou peu d’effet sur l’activité inhibitrice de prolifération des iBMDC chez le 

macaque. Des résultats similaires en présence d’inhibiteur de l’activité d’HO-1, de TGFβ ou 

d’IDO ont été obtenus à partir d’iBMDC de rat (Article II- Figure 2). Contrairement aux 

cellules de macaque, l’inhibition de la prolifération des LT médiée par les iBMDC de rat est 

bloquée en présence d’inhibiteur d’iNOS. L’implication de cette protéine dans  l’activité des 

iBMDC de rat  a déjà été mise en évidence antérieurement à l’unité INSERM U643 (Peche et 

al., 2005).   

 

Pour aller plus loin dans l’étude du rôle d’HO-1 sur les iBMDC, nous avons utilisé 

l’inhibiteur d’HO-1 dans le modèle de transplantation cardiaque chez le rat développé à 

l’unité INSERM U643. Dans ce modèle, l’injection d’iBMDC syngéniques la veille de la 

transplantation cardiaque permet la prolongation de la survie du greffon (modèle décrit dans 

l’introduction générale). De façon intéressante, nous montrons dans l’article II (Figure 2) que 

l’injection d’un inhibiteur de l’activité HO-1 à ces souris (SnPP) empêche la prolongation de 

la survie du greffon médiée par les iBMDC. L’injection de SnPP sans iBMDC n’entraîne pas 

un rejet plus précoce du greffon, suggérant que le snPP bloque la production d’HO-1 par les 

iBMDC et ainsi inhibe leur activité in vivo. De façon claire dans cette étude, HO-1 semble 

impliqué dans la prolongation de la survie de greffe induite par les iBMDC in vivo. 

Il aurait pu être intéressant de comparer l’expérimentation décrite ci-dessus avec une injection 

d’iBMDC traitées avec le SnPP sans réaliser d’injections de SnPP. Comme pour les tests in 
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vitro, ceci nous aurait permis de s’assurer que le snPP agit bien directement sur les CD. 

Cependant, nous ignorons le temps d’activité du snPP et il est tout à fait probable qu’au bout 

de trois jours, le SnPP ne soit plus capable de bloquer l’activité HO-1 des iBMDC. Pour cette 

raison, nous avons préféré injecter tous les 4 jours du SnPP à l’animal pour s’assurer que 

l’inhibiteur de l’activité HO-1 était toujours actif.  

 

IV.A.3. Difficultés rencontrées lors de la génération des CD simiennes 

i) Utilisation du Flt3 ligand pour augmenter le nombre de CD 

Dans l’étude d’Ashton-Chess et al. menée à l’unité INSERM U643, la différenciation des CD 

chez le babouin est réalisée en présence de Flt3 ligand (FMS like tyrosine kinase 3 ligand) 

(Ashton-Chess and Blancho, 2005). L’utilisation de cette protéine était fondée sur les études 

montrant que l’injection de Flt3 ligand in vivo permettait d’accroître la quantité de CD 

notamment chez le singe (Coates et al., 2003; Morelli et al., 2007; Teleshova et al., 2004). De 

même, l’ajout de Flt3 ligand dans la culture de précurseurs CD34
+
 (isolés à partir du sang 

périphérique) chez l’homme permettrait d’augmenter le nombre de CD générées ex vivo (Min 

et al., 1998). Dans notre modèle, nous avons testé cette protéine mais nous n’avons pas 

observé d’augmentation du nombre de CD générées lors d’ajout de Flt3 ligand dans le milieu 

de culture.   

 

ii) Caractérisation des CD 

Dans ce manuscrit, nous parlons de CD mais en réalité, il s’agit plutôt d’une population de 

cellules hétérogènes contenant des CD et ayant une activité de CD tolérogènes. Il est difficile 

de caractériser de façon claire les CD car il n’y a pas à notre connaissance de marqueur 

spécifique des CD.  

 

IV.B- Amplification de Treg à l’aide de CD  

IV.B.1. Isolement des Treg 

Des études menées chez l’homme ont montré qu’il est possible de dissocier les Treg 

CD4
+
CD25

+
 des LT effecteurs activés CD4

+
CD25

+
 présents dans le sang périphérique en 

utilisant le marqueur CD127 (Liu et al., 2006; Seddiki et al., 2006). Les Treg sont ainsi des 

LT CD4
+
CD25

+
CD127

-/low
. Une étude menée récemment par Hartigan O’Connor et ses 

collaborateurs a montré que la sélection des LT CD4
+
CD25

+
CD127

-
 chez le macaque 

permettait également de sélectionner les Treg en excluant les LT activés (Hartigan-O'Connor 
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et al., 2007). Nous confirmons ces résultats dans notre étude. Les Treg CD4
+
CD25

+
CD127

-
 

fraîchement isolés représentent environ 0,4% des PBMC totaux. Ces Treg purifiés expriment 

Foxp3 et sont suppressifs alors que les LT CD4
+
CD25

-
 n’expriment pas Foxp3 et n’ont pas 

d’activité suppressive. Cette caractérisation suggère que les Treg de macaque sont très 

similaires aux Treg humains.   

Pour réaliser la sélection des Treg chez le macaque, nous avons trié les cellules à l’aide des 3 

anticorps (CD4, CD25 et CD127) par cytométrie de flux. Il existe également des billes 

magnétiques pour réaliser ces tris. Cependant, elles sélectionnent uniquement les cellules 

CD4
+
CD25

+
 sans prendre en compte le marqueur CD127. De plus, par cytométrie de flux, la 

pureté  est supérieure à 98 %. 

 

IV.B.2. Expansion de Treg à l’aide de CD et d’IL-2 

L’étude de Gansuvd et al. a mis en évidence la possibilité d’expandre des Treg chez le 

macaque à l’aide de billes anti-CD3, anti-CD28 (Gansuvd et al., 2007). Dans cette étude, nous 

avons amplifié les Treg à l’aide de CD. L’intérêt majeur des CD par rapport aux billes anti-

CD3/anti-CD28 est d’apporter une spécificité d’antigène aux Treg. De façon générale, 

l’amplification polyclonale permet d’obtenir un nombre plus important de Treg. Ainsi, 

Gansuvd et al. ont amplifié jusqu’à 2000 fois les Treg sur un mois avec une amplification 

entre 7 à 25 fois la première semaine. Dans notre étude, nous avons réalisé une seule semaine 

d’amplification et nous observons une amplification des Treg d’environ 25 fois à l’aide de CD 

dérivées de la moelle osseuse. Il est difficile de savoir si la prolongation de la culture de Treg 

à l’aide de CD aurait permis d’obtenir une amplification aussi forte que l’expansion 

polyclonale. Cependant selon l’étude de Jiang et al. chez l’homme, il est possible d’amplifier 

de façon polyclonale des Treg rendus spécifiques d’antigène après une première expansion à 

l’aide de CD (apportant la spécificité d’antigène) (Jiang et al., 2006b)    

 

L’IL-2 semble jouer un rôle primordial dans l’expansion des Treg. Il existe cependant 

quelques études indiquant que l’expansion des Treg pourrait se faire sans IL-2 (Brinster and 

Shevach, 2005; Ouabed et al., 2008). Dans notre étude, nous avons confirmé la nécessité de 

l’Il-2 dans l’expansion des Treg. Ainsi, l’expansion des Treg n’est possible en présence de 

CD qu’avec de l’IL-2 et la présence d’IL-2 mais en absence de CD ne permet pas non plus 

d’expandre les Treg. Il faut donc la présence des 2 partenaires pour expandre les Treg.  

Le niveau d’expression de Foxp3 est plus important dans les Treg amplifiés (MFI de 50 à 
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114) que dans les Treg « fraîchement » isolés (MFI de 30). Ceci a été montré chez l’homme et 

peut s’expliquer par la présence de l’IL-2. Cette cytokine aurait la capacité d’augmenter 

l’expression de Foxp3 en favorisant la fixation des facteurs de transcription STAT3 et STAT5 

sur le site de fixation des STAT présents dans le gène de Foxp3 (Zorn et al., 2006). 

 

Les travaux de Turnquist et al. ont montré que l’expansion des Treg à l’aide de CD chez la 

souris était plus efficace que l’expansion des LT non régulateurs (Turnquist et al., 2007). 

Nous aboutissons à la même conclusion dans notre étude (Figure 2-Article III). Cependant 

contrairement aux Treg, l’expansion des LT CD4
+
CD25

- 
peut être réalisée sans IL-2 reflétant 

la capacité des CD à stimuler la prolifération de LT allogéniques.  

 

IV.B.3. Efficacité de l’expansion des Treg selon l’origine des CD 

Comme évoqué précédemment, l’origine des CD ainsi que leur état de maturation modifient 

leur capacité à expandre les Treg. Ainsi, les CD issues de la moelle osseuse entraîneraient une 

meilleure expansion des Treg que les autres CPA (LB, macrophages et CD spléniques ou 

ganglionnaires) (Brinster and Shevach, 2005; Yamazaki et al., 2003; Yamazaki et al., 2006). 

En ce qui concerne l’état de maturation, les résultats des différentes études divergent, certains 

affirmant la supériorité des CD matures pour expandre les Treg, et d’autres celle des CD 

immatures (Banerjee et al., 2006; Brinster and Shevach, 2005; Hill et al., 2007 ; Jiang et al., 

2003; Matsumura et al., 2007; Turnquist et al., 2007). 

Dans l’Article III, nous montrons de façon claire que les CD issues de la moelle osseuse sont 

plus efficaces (2 fois plus efficaces) pour expandre les Treg que les CD issues du sang 

périphérique. La comparaison des CD issues de la moelle osseuse avec ou sans tri du 

précurseur CD34+ ne met pas en évidence de différence dans le phénotype et la fonction 

d’expansion de Treg de ces deux populations. En ce qui concerne l’état de maturation des CD, 

nos résultats indiquent que les CD dérivées des monocytes sont plus matures que les BMDC 

suggérant que des CD matures sont moins efficaces pour expandre les Treg. A l’inverse, ceci 

n’est pas montré dans l’article mais les iBMDC, décrites dans l’article II et dont le phénotype 

est le plus immature de toutes les CD générées au cours de cette thèse ne permettent pas 

d’expandre les Treg. Nos résultats montrent que ce sont les CD issues de la moelle osseuse 

ayant un état de maturation qualifiée de « semi-mature » qui entraînent la meilleure 

amplification des Treg. De plus, l’expression de Foxp3 et l’activité inhibitrice des Treg 

amplifiés sont plus fortes dans les CD dérivées de la moelle osseuse que dans les CD dérivées 
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du sang. Ces résultats montrent que le type de CD utilisé est un élément clé pour l’expansion 

et la fonction des Treg.  

 

IV.B.4. Génération de Treg de novo 

Les résultas de l’article III montrent que les LT CD4
+
CD25

-
 amplifiés acquièrent l’expression 

du CD25 et de Foxp3. Cependant, ces cellules ne sont pas suppressives. Ces résultats ont déjà 

été documentés chez l’homme par Gavin et al. (Gavin et al., 2006).  A l’inverse, chez la 

souris, les LT CD4
+
CD25

-
 amplifiés expriment le marqueur CD25 mais non le marqueur 

Foxp3. Il est cependant possible chez la souris d’induire des Treg à partir de LT naïfs 

(Curotto de Lafaille et al., 2004; Wang et al., 2006).  

Dans cette optique, il est envisageable qu’une petite population de Treg soit induite chez le 

macaque suite à l’expansion des LT CD4
+
CD25

-
. Cependant, l’activité suppressive de 

prolifération de cette petite population de Treg pourrait être masquée par l’activité 

stimulatrice des LT activés. Pour répondre à cette question, nous avons isolé par cytométrie 

de flux les LT CD4
+
CD25

high
 et les LT CD4

+
CD25

low
. Dans cette expérience, nous ne 

pouvons pas purifier les Treg à l’aide du CD127 comme cela a été réalisé sur les cellules 

« fraîches ». En effet, le CD127 est régulé négativement en présence d’IL-2 (Xue et al., 2002) 

et l’expansion des CD4
+
CD25

-
 a été réalisée en présence d’IL-2 pour se placer dans les 

mêmes conditions que l’expansion des Treg. Suite à la purification des CD25
low

 et des 

CD25
high

, nous avons étudié l’expression de Foxp3 et l’activité suppressive de ces cellules. 

L’expression de Foxp3 est plus forte dans les CD25
high

 que dans les CD25
low

, cependant dans 

les conditions testées, nous n’avons pas observé de différences dans l’activité suppressive de 

ces 2 populations.    

 

IV.B.5. Spécificité de l’antigène 

L’intérêt d’utiliser des CD pour expandre les Treg est d’induire des Treg spécifiques 

d’antigène. Dans l’article III, nous n’avons pas mis en évidence de différence d’activité 

suppressive des Treg sur une prolifération de PBMC d’un animal 1, que les Treg soient 

amplifiés/spécifiques ou non  de cet animal (expansion des Treg d’un animal 2 avec les CD de 

l’animal 1 ou d’un autre animal). Ces résultats peuvent s’interpréter de deux façons : i) les 

Treg générés ne sont pas spécifiques d’antigène ou ii) le modèle utilisé ne permet pas de voir 

une suppression spécifique d’antigène. En effet, il est connu que la mise en évidence de 

spécificité d’antigène in vitro est souvent difficile (Tang et al., 2004). 
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 De plus, nous nous plaçons dans un contexte de spécificité du donneur et non de spécificité 

d’un antigène précis. Comme décrit dans le paragraphe IV.C.3 de l’introduction générale, les 

Treg spécifiques d’un antigène précis utilisés dans des modèles de maladies auto-immunes 

(comme le diabète) sont capables d’induire une tolérance alors que les Treg spécifiques du 

donneur utilisés dans des modèles de transplantation permettent de prolonger la survie du 

greffon mais non d’induire une tolérance (Golshayan et al., 2007; Joffre et al., 2008; Pu et al., 

2007; Tang et al., 2004).  

Pour tester la capacité des CD à induire des Treg spécifiques d’un antigène, il aurait été 

intéressant d’utiliser un modèle de primate similaire au modèle de souris transgéniques HA 

contenant des LT spécifiques d’un peptide comme dans l’étude de Marodon décrite 

précédemment (Marodon and Klatzmann, 2004). Nous aurions alors pu observer si l’injection 

de Treg spécifiques de HA (amplifiées avec des CD autologues présentant HA) permettait de 

diminuer la quantité de LT HA circulants. Nous ne possédons malheureusement pas un tel 

modèle chez le primate.    

 

IV.C- Application des CD dans notre modèle de transfert de gènes  

IV.C.1. Choix des iBMDC10 

Le problème majeur des injections de CD immatures in vivo est le risque que ces CD maturent 

une fois  injectées à l’animal. Les CD immatures tolérogènes deviendraient alors des CD 

matures immunogènes (Barratt-Boyes et al., 2000) capables d’entraîner une réponse 

immunitaire vis-à-vis d’un antigène au lieu d’une tolérance. Il existe des molécules comme la 

rapamycine ou la déoxysperguanine qui permettent d’empêcher la maturation des CD et la 

sécrétion d’IL-12. Il est alors nécessaire d’injecter régulièrement ces immunosuppresseurs. 

Dans le cadre de ce projet, nous avons souhaité développer un système permettant de 

contrôler la réponse immune mais sans les effets secondaires des immunosuppresseurs. Une 

alternative est de générer des iBMDC produisant de l’IL-10, ces cellules ont ainsi la capacité 

de se protéger contre la maturation et de sécréter de l’IL-10 qui permet d’augmenter leur 

activité tolérogène notamment chez le macaque (Zahorchak et al., 2007). Ces cellules sont 

également très efficaces pour produire des LT régulateurs inductibles, les Tr1 (Roncarolo et 

al., 2006). Afin d’obtenir des CD tolérogènes efficaces et résistantes à la maturation, nous 

avons décidé d’utiliser des iBMDC produisant de l’IL-10, appelées iBMDC10. Ces cellules 

ont été générées de la même façon que les iBMDC en ajoutant de la protéine IL-10 

recombinante humaine lors du changement de milieu. Les iBMDC10 obtenues ont été 
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comparées aux iBMDC. Les iBMDC10 semblent une population plus homogène que les 

iBMDC et qui expriment plus faiblement les molécules de costimulation, CD86 (Figure 21A). 

D’un point de vue fonctionnel, les iBMDC10 ont une faible capacité à stimuler une 

prolifération des LT (Figure 21B) et sont résistantes à la maturation. Cette résistance à la 

maturation peut s’expliquer par leur synthèse d’IL-10 (Figure 22 et 24). Ces cellules 

possèdent donc des caractéristiques tolérogènes supérieures aux autres CD générées lors 

de cette thèse et décrites précédemment, c’est pourquoi nous les avons choisi pour 

l’expérimentation in vivo chez le macaque.  

 

IV.C.2. Présentation de l’antigène 

Afin de présenter le rtTA à la surface des CD, deux solutions sont envisageables. La première 

consiste à placer le peptide ou la protéine d’intérêt (dans notre cas, le rtTA) en contact avec 

les CD et d’utiliser les propriétés des CD de capture, d’apprêtement et de présentation de 

l’antigène associée au CMH de classe II. La deuxième solution consiste à transduire les CD 

en utilisant des vecteurs viraux contenant le gène codant pour la protéine d’intérêt. L’avantage 

des vecteurs viraux est que nous pouvons insérer dans ces vecteurs une cassette d’expression 

contenant à la fois le gène d’intérêt et un gène rapporteur comme la GFP. Dans ce cas, 

l’efficacité de transduction est facilement quantifiable par cytométrie de flux et il est possible 

de trier les cellules transduites permettant ainsi d’obtenir une population pure de CD 

exprimant la protéine d’intérêt.  

 

i) Utilisation de vecteurs viraux 

Nous avons essayé de transduire les CD avec différents virus. Comme évoqué dans le 

paragraphe II.A.6 de l’introduction générale, la faible efficacité des AAVr pour transduire les 

CD ex vivo est remise en question ces dernières années par l’utilisation de divers sérotypes et 

de vecteurs scAAVr. Ainsi, Xin et al. ont montré que l’AAV5r avait un fort tropisme pour les 

CD murines et humaines ex vivo. La transduction des CD chez la souris à l’aide d’AAV5r 

montre une transduction supérieure à 90% des cellules (Xin et al., 2006). De plus, Veron et 

ses collaborateurs ont comparé l’efficacité de vecteurs AAVr de type ss et sc pour transduire 

des CD humaines de différents types in vitro (MoDC, BMDC, pDC, cellules de Langerhans). 

Leurs résultats ont montré une efficacité supérieure des scAAVr pour transduire les CD. Dans 

cette étude, les sérotypes AAV1r et AAV2r ont été utilisés, ces 2 sérotypes semblent avoir 

une efficacité similaire. De plus, les auteurs précisent que la transduction des CD par les 
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vecteurs scAAVr n’entraînent pas de maturation des CD contrairement à l’utilisation de 

vecteurs ssAAVr (Veron et al., 2007). En ce qui concerne les vecteurs adénoviraux, ceux-ci 

sont connus pour transduire efficacement les CD, notamment in vivo, menant ainsi au 

développement d’une réponse immunitaire suite à l’injection de vecteurs adénoviraux (Jooss 

et al., 1998; Zaiss et al., 2002). La forte transduction des CD par les vecteurs adénoviraux 

s’accompagne de la maturation de ces cellules (Rea et al., 1999; Tan et al., 2005). Dans notre 

étude, nous souhaitons conserver des CD sous forme immature, l’utilisation de vecteurs 

adénoviraux semble donc peu recommandée. Les vecteurs lentiviraux sont moins efficaces 

que les vecteurs adénoviraux mais ils sont utilisées ex vivo pour infecter les CD car ils 

induisent peu ou pas de maturation des CD lorsqu’ils sont utilisés à un faible taux d’infection 

(MOI pour multiplicity of infection) (Breckpot et al., 2007).  

 

Comme nous possédons les différents types de vecteurs au laboratoire, nous les avons testé et 

nous avons évalué leur capacité à transduire les CD. L’étude de Veron et al. ayant montré la 

supériorité des scAAVr pour transduire les CD,  nous avons testé uniquement les scAAVr (et 

non les ssAAVr) pour transduire nos CD. Dans notre test, les deux sérotypes d’AAVr les plus 

efficaces pour transduire les CD sont les scAAV2r et scAAV5r, ces résultats sont en accord 

avec les travaux de Xin, cependant, nous obtenons une efficacité de transduction beaucoup 

plus faible (moins de 15%). De plus, contrairement aux résultats décrits par Veron, cette 

transduction s’accompagne d’une maturation (augmentation de l’expression de CD86) des 

cellules, comparable a celle obtenue avec l’Adéno-rtTA. Les vecteurs lentiviraux LV-GFP 

transduisent les CD de façon un peu plus importante (30%) mais induisent également leur 

maturation. De plus, l’inconvénient de cette technique est que la transduction d’une CD ne 

signifie pas que le peptide soit présenté à la surface de la cellule. Dans le cas d’une 

présentation du peptide à la surface des CD transduites, ce peptide est alors présenté sur le 

CMH de classe I pouvant ainsi entraîner l’activation de LT CD8
+ 

régulateurs. L’obtention 

d’un faible taux de transduction des CPA par les vecteurs viraux et d’une maturation 

des CD ne nous ont pas satisfaits, nous n’avons donc pas utilisé cette technique pour 

présenter le rtTA à la surface des CD.   

 

ii) Incubation du peptide avec les CD 

 Nous avons testé en parallèle les propriétés naturelles des CD à réaliser la capture et la 

présentation d’un peptide étranger sur le CMH. Comme indiqué sur la figure 23A, la présence 

du rtTA est détectée dans toutes les cellules de la culture. Cette technique d’incubation de 
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peptide est donc très efficace pour exprimer le peptide dans les iBMDC10. Cependant, 

comme pour l’utilisation des vecteurs viraux, l’expression du peptide ne signifie pas que 

celui-ci est présenté sur les molécules du CMH de classe II. La présentation du peptide à la 

surface des CD associée au CMH a été testée sur un animal immunisé avec le rtTA. Nos 

résultats (Figure 23B) indiquent que les iBMDC autologues incubées avec le rtTA sont 

capables d’entraîner la prolifération des LT de cet animal (LT effecteurs spécifiques du rtTA), 

ce qui n’est pas le cas à la suite d’une incubation des CD avec l’OVA. L’incubation des 

iBMDC avec le peptide rtTA permet donc de présenter ce peptide associé au CMH de classe 

II à la surface de la CD. Ces résultats ont été obtenus avec les iBMDC, cependant, il n’est 

plus possible d’utiliser l’animal immunisé pour des ponctions de moelle, nous n’avons donc 

pas pu vérifier l’efficacité fonctionnelle des iBMDC10 incubées avec le rtTA. 

L’immunisation d’un nouvel animal nécessite plus de protéines rtTA que ce que nous 

possédons au laboratoire et il est difficile de nous en procurer un nouveau lot. Nous savons 

cependant que le rtTA est fortement exprimé dans les iBMDC10 (Figure 23A) 

 

iii) Maturation des CD suite à l’incubation avec le rtTA 

Comme décrit précédemment, les iBMDC10 ont été choisi notamment car leur capacité de 

résistance à la maturation est supérieure à celle des iBMDC (Figure 24). En présence de rtTA, 

nous observons une augmentation de l’expression du marqueur de maturation CD86 dans les 

iBMDC alors que nous n’observons pas de différence pour les iBMDC10. De plus, la 

stimulation avec le rtTA s’accompagne d’une augmentation de la synthèse d’IL-10 dans les 

iBMDC10 suggérant qu’en cas de stress, les iBMDC10 produisant de l’IL-10 permettant 

ainsi de conserver leur phénotype immature et leur fonction tolérogène. Dans ces 

expériences, nous avons également constaté que l’incubation des iBMDC sur la nuit avec le 

rtTA et de l’IL-10 permettait d’éviter la maturation des CD. Le phénotype des iBMDC10 

incubées avec le rtTA et l’IL-10 est le plus immature. C’est donc ce protocole que nous avons 

choisi dans l’optique d’injecter des CD les plus immatures possibles à nos animaux.      

 

IV.C.3. Mode d’injection des CD 

Une fois que nous avons identifié le type de CD à injecter à nos primates, nous nous sommes 

demandés quelle était la voie la plus favorable pour apporter les CD au ganglion drainant le 

muscle injecté (principalement le ganglion poplité mais peut être également le ganglion 

inguinal). Dans les modèles de tolérance réalisés chez les rongeurs, les CD sont généralement 
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injectées en intraveineuse mais dans notre cas, le transfert de gènes est réalisé dans le muscle 

et nous voulions focaliser l’apport des CD au niveau des ganglions drainant le muscle injecté 

et non dans le système immunitaire entier. Différentes voies sont possibles pour apporter les 

CD dans le ganglion drainant. L’injection intranodale dans le ganglion poplité semble 

difficilement réalisable car ce ganglion est très petit, une chirurgie serait nécessaire pour le 

localiser précisément. La réalisation d’une chirurgie aurait alors tendance à entraîner une 

immunogénicité de nos cellules plutôt qu’un effet tolérogène. Cette voie a donc également été 

éliminée. Dans la littérature, les voies d’injection sous-cutanée (SC) et intra dermique (ID) 

ont été mises en évidence comme permettant d’apporter de façon efficace des CD dans le 

ganglion. Ainsi, dans l’étude de Morse et al. réalisée chez des patients, les auteurs ont suivi 

des CD marquées radioactivement et injectées soit par voie veineuse (100 millions de CD), 

soit par voie sous-cutanée (4 millions de CD), soit par voie intradermique (4 millions de CD). 

Les injections SC et ID ont été réalisées au niveau de zones ganglionnaires. Leurs résultats 

montrent la présence d’un signal dans les ganglions uniquement suite à l’injection de CD par 

voie intradermique. L’absence totale de signal par voie SC et IV peut s’expliquer par un faible 

seuil de détection de la technique. Ces résultats indiquent que l’administration de CD par voie 

intradermique est la plus efficace pour apporter des CD au ganglion (Morse et al., 1999). 

Deux autres études réalisées chez le singe (chimpanzé et macaque) montrent la migration des 

CD dans les ganglions lymphatiques suite à l’injection des CD soit  par voie sous-cutanée, 

soit par voie intra-dermique (Barratt-Boyes et al., 1997; Barratt-Boyes et al., 2000). Suite à 

ces différentes études, nous avons également comparé les 2 voies d’injections (SC et ID) des 

CD chez le macaque. Nos résultats montrent (figure 25) que la voie intradermique est la plus 

propice à la migration des CD dans le ganglion lymphatique. Ces résultats confirment les 

résultats obtenus chez l’homme par Morse et al.  (Morse et al., 1999).  

Dans l’étude réalisée chez le macaque par Barratt-boyes et al., les auteurs montrent que la 

migration des CD dans le ganglion suite à une administration intradermique est indépendante 

de l’état de maturation des CD, c'est-à-dire que le même nombre de CD est retrouvé dans le 

ganglion suite à l’injection de CD immatures ou matures. Cependant, dans le cas d’injection 

de CD immatures, la migration des CD dans le ganglion entraîne la maturation des CD 

(Barratt-Boyes et al., 2000). Ces résultats confirment la nécessité d’injecter des cellules 

immatures et résistantes à la maturation, comme les iBMDC10. En effet, la voie 

intradermique est connue pour être immunogène (utilisation pour les vaccins).  
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IV.C.4. Suivi des animaux 

Les trois premiers animaux injectés avec des iBMDC10 stimulés avec le rtTA en présence 

d’IL-10 ont permis de mettre en évidence l’absence de développement d’une réponse à 

médiation cellulaire contre le rtTA chez ces individus. Seule l’expression transitoire 

d’anticorps anti-rtTA a été observée dans un des animaux injectés (Figure 26).  

A la suite de cette étude pilote, nous avons établi le protocole d’expérimentation visant à 

induire une tolérance au transgène rtTA à l’aide d’iBMDC10 stimulés par la combinaison 

rtTA/IL-10 dans le modèle de transfert de gènes dans le muscle de primate décrit dans la 

partie « Contexte et objectifs de la thèse ».  

 

Le calendrier d’expérimentation est le suivant :  

 J-1 : injection d’iBMDC10 rtTA/IL-10 autologues en ID au niveau des ganglions 

inguinaux et poplités de la jambe droite de 2 macaques (ganglions drainant le muscle injecté)  

 J0 : injection intramusculaire d’AAV1r-rtTA-EPO en 4 ou 5 points dans le muscle tibial 

cranial de la jambe droite des 2 primates 

 J60 : injection d’iBMDC10  rtTA/IL-10 en ID au niveau des ganglions drainants. 

Première induction du système rtTA par administration de doxycycline aux animaux 

 J90 : même protocole qu’à J60 

 J120 puis tous les mois : Induction du système rtTA par administration de doxycycline, 

sans injection d’iBMDC10 rtTA.  

 

Le suivi des animaux se fera principalement en mesurant l’hématocrite, la quantité de 

réticulocytes et par dosage ELISA EPO à la suite des inductions du système Tet-ON par la 

doxycycline. Ces techniques décrites dans la partie « Contexte et objectifs de l’étude », 

permettent de tester l’efficacité du transfert de gènes. L’absence de développement d’une 

réponse immunitaire sera vérifiée par la recherche d’anticorps anti-rtTA dans le sérum des 

animaux et la réalisation de tests in vitro de prolifération des PBMC décrits ci-dessus.  

Nous sommes actuellement avant la première induction, les animaux n’ont pas développé de 

réponse immunitaire contre le rtTA pour l’instant.     

 

Suivant les résultats obtenus, deux autres animaux entreront ou non dans le protocole. Si les 

animaux développent une réponse immunitaire contre le rtTA dans les 3 premiers mois 

suivant l’injection d’AAVr, il est alors fort probable que le développement de la réponse 
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immunitaire soit lié aux CD injectées. Deux possibilités sont envisagées pour réduire 

l’immunogénicité des CD : i) en modifiant les CD en présence de drogues, telle que la 

rapamycine qui permet de bloquer la maturation des CD tout en conservant l’induction 

possible de LT régulateurs ; ii) en apportant les CD par une voie moins immunogène que 

l’injection ID, la perfusion de membre semble une technique particulièrement efficace pour 

apporter un transgène dans le muscle (comme évoqué dans l’introduction générale) sans 

induire une immunogénicité. Nous pourrons alors tester si cette voie permet également 

d’apporter des CD dans les ganglions drainants du muscle.    
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Cette thèse apporte de nouveaux éléments dans la mise au point de l’induction d’une tolérance 

qu’elle soit centrale ou périphérique et dans la compréhension des mécanismes intervenant 

dans cette tolérance. 

 

En ce qui concerne l’induction de la tolérance centrale, nous avons montré que l’injection de 

vecteurs AAVr en intra-thymique permet de transduire efficacement le thymus de souris et 

également le thymus de primate (ce qui n’est pas le cas des vecteurs lentiviraux). De plus, des 

études réalisées sur les AAVr ont montré la capacité de ces vecteurs à générer des Treg suite à 

l’injection de ce vecteur en périphérie (Cao et al., 2007a; Dobrzynski et al., 2006). Ils 

apparaissent donc comme des vecteurs de choix pour induire une tolérance. Cependant, dans 

notre étude, la fuite du vecteur en périphérie a entraîné le développement d’une réponse 

immune contre le produit du transgène chez les animaux injectés. Nous ignorons si en 

absence de fuite du vecteur en périphérie, la transduction des CPA du thymus aurait permis 

l’induction d’une tolérance contre le produit du transgène. 

 

 Pour éviter cette réponse immune, il  est envisageable d’utiliser des promoteurs spécifiques 

de certains tissus ou certaines cellules mais dans la plupart des cas, même en présence de ces 

promoteurs spécifiques, les AAVr transduisent d’autres organes (Adjali et al., 2005a; 

Chenuaud et al., 2004). Une solution peut-être plus efficace serait d’administrer un court 

traitement immunosuppresseur aux animaux (7 jours) lors de l’injection des AAVr. Ainsi, 

l’efficacité du cotraitement immunosuppresseur rapamycine et MMF chez le primate a permis 

d’induire une tolérance au produit du transgène, associée à la génération de Treg dans un 

modèle de transfert de gène hépatique (Mingozzi et al., 2007a).  

 

En ce qui concerne la tolérance périphérique, lors de cette thèse, nous avons mis au point des 

protocoles de génération de CD possédant des caractéristiques tolérogènes chez le macaque. 

Nous avons ainsi montré que les CD immatures générées à partir de la moelle osseuse 

possédaient des propriétés de CD tolérogènes. De plus, nous avons mis en évidence le rôle 

d’HO-1 dans l’activité tolérogène de CD aussi bien in vitro (chez le macaque et le rat) qu’in 

vivo (expérience réalisée chez le rat). Nous avons également montré la supériorité des CD 

semi-matures issues de la moelle osseuse dans l’expansion des Treg. De plus, chez le 

macaque, nous avons développé récemment la génération de CD tolérogènes en présence 

d’IL-10. Un protocole d’induction de tolérance périphérique par injection de ces CD sécrétant 

de l’IL-10 (appelées iBMDC10) dans le modèle de transfert de gènes développé au laboratoire 
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est actuellement en cours. Nous avons choisi d’injecter des CD sécrétant de l’IL-10 car ces 

cellules sont connues pour générer efficacement des cellules régulatrices Tr1 (Roncarolo et 

al., 2006). De plus, nous sommes en contact avec le laboratoire de Maria-Gracia Roncarolo 

dans lequel des cellules Tr1 sont générées à partir de CD sécrétant de l’IL-10 pour une 

application chez l’homme. Les caractéristiques de nos iBMDC10 sont très similaires aux 

leurs.  

 

Dans le protocole d’injection des iBMDC10 chez le primate, la question clé a été de savoir 

quel sera le comportement de ces cellules suite à leur injection in vivo. Le premier risque est 

que les CD maturent et deviennent immunogènes suite à leur injection (Barratt-Boyes et al., 

2000). C’est pourquoi, nous avons choisi des CD ayant un phénotype très immature, 

résistantes à la maturation et capables de produire de l’IL-10 suite à une stimulation. Le 

deuxième risque est que les cellules ne maturent pas mais que le peptide antigénique qu’elles 

présentent soit présenté de façon croisée par des CD immunogènes présentes in vivo. Dans ce 

cas, la question est de savoir quelles CD, entre les iBMDC10 tolérogènes injectées et les CD 

immunogènes présentes sur le site de l’injection, seront les plus efficaces. Il est souhaitable 

qu’une génération rapide de LT régulateurs par les iBMDC10 permette une induction de 

tolérance.  

Dans la situation indésirable où l’injection des iBMDC10 entraîne leur maturation, il est alors 

possible d’administrer un court traitement (10 jours) à la rapamycine chez les macaques lors 

de l’injection des CD. Ce traitement permettrait de conserver les CD injectées sous forme 

immature sans empêcher la génération de LT régulateurs (Hackstein et al., 2003).  

Une autre solution serait de modifier le mode d’administration des iBMDC10. Actuellement, 

ces cellules sont injectées en intra-dermique car parmi les voies d’administration testées, cette 

voie permet d’apporter de façon efficace les CD au ganglion drainant le muscle. Cependant, 

cette voie d’administration est connue pour être immunogène et est notamment utilisée dans 

les protocoles de vaccination. Les injections de CD chez le rongeur dans les modèles de 

prolongation de survie du greffon sont réalisées par voie intra-veineuse (IV) (Peche et al., 

2005). Nous n’avons pas choisi la voie IV car nous injectons les AAVr dans le muscle et nous 

souhaitons que les iBMDC10 et les LT intéragissent au niveau du site de présentation du rtTA 

au système immunitaire, c’est-à-dire dans le ganglion drainant le muscle injecté. Un autre 

mode d’administration des CD, peut être moins immunogène que l’injection intra-dermique, 

serait d’injecter les CD par voie IV mais dans un contexte de perfusion de membre isolé. 

Cette technique décrite récemment chez le chien et le primate non humain dans des modèles 
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de transfert de gènes dans le muscle a été développé pour permettre de transduire 

efficacement l’ensemble des muscles de la patte (Arruda et al., 2005; Rodino-Klapac et al., 

2007). Cette technique permettrait d’apporter des iBMDC10 en IV mais de façon ciblée dans 

le muscle.  

Une autre possibilité pour induire une tolérance est d’injecter non pas des CD tolérogènes 

mais des LT régulateurs. Dans cette optique, il faudrait alors réaliser des expansions de Treg 

sur plusieurs semaines et non sur une semaine comme nous l’avons fait dans ce travail afin 

d’obtenir des quantités importantes de Treg. De plus, la spécificité d’antigène de ces Treg 

devra être mise au point. Les iBMDC10 utilisées dans le protocole d’induction de tolérance 

pourraient également permettre de générer des Tr1 ex vivo.  

 

Si le protocole d’induction de tolérance à l’aide des iBMDC10 est efficace pour contrer le 

développement d’une réponse immunitaire suite au transfert de gènes dans le muscle, nous 

pourrons alors appliquer cette technique à d’autres produits du transgène dans le muscle, mais 

également au transfert de gènes dans d’autres organes et dans des modèles de transplantation 

chez le singe. Un modèle de transplantation rénale chez le macaque a notamment été mis au 

point récemment à l’unité INSERM U643. 

  

En conclusion, cette thèse a permis la mise au point d’outils indispensables à l’étude de 

l’induction d’une tolérance chez le macaque, que ce soit au niveau central, par l’utilisation de 

vecteurs viraux transduisant le thymus de singe qu’au niveau périphérique par le 

développement de CD tolérogènes et de Treg. Les résultats du protocole d’induction de 

tolérance à l’aide des iBMDC10 seront déterminants pour la suite de ce projet.  

Nos résultats montrent la nécessité de travailler sur des modèles pré-cliniques. Il existe en 

effet de nombreuses études sur la réponse anti-virale et sur l’induction de tolérance chez les 

rongeurs, mais peu d’études ont été réalisées dans des modèles pré-humains. Or, la 

comparaison des résultats obtenus chez les rongeurs et chez le primate divergent souvent. 

Dans cette thèse, nous confirmons ces divergences aussi bien par le développement d’une 

réponse immune contre le produit du transgène après injection intra-thymique ou intra-

musculaire de vecteurs chez le macaque (non visible chez la souris), que par l’efficacité de 

transduction et le tropisme différents des vecteurs selon les espèces. Un investissement 

important de la recherche dans les modèles pré-cliniques apparaît donc aujourd’hui 

indispensable pour appliquer chez l’homme des modèles de transfert de gènes ou d’induction 

de tolérance développés chez les rongeurs.  
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Etudes préliminaires pour l’induction d’une tolérance centrale et périphérique dans un 

modèle de transfert de gènes chez le primate non humain 

 

 

Les vecteurs AAVr (Adeno-Associated Virus recombinants) sont aujourd’hui des outils 

pertinents en thérapie génique. Cependant, l’efficacité du transfert de gènes chez les primates 

non-humains est atténuée par le développement d’une réponse immunitaire cytotoxique contre 

le produit du transgène. Cette thèse a eu pour objectif d’étudier l’induction d’une tolérance 

vis-à-vis du produit du transgène par deux approches différentes. Le premier projet consiste à 

induire une tolérance centrale en injectant des vecteurs viraux contenant le transgène par voie 

intra-thymique (IT). Contrairement aux souris, l’administration de vecteurs lentiviraux ne 

permet pas de transduire le thymus. A l’inverse, l’injection IT d’AAVr entraîne l’expression 

du transgène dans le thymus simien mais sans induire de tolérance. Dans le second projet, 

nous avons développé des protocoles visant à induire une tolérance périphérique chez le 

macaque à l’aide de cellules dendritiques (CD) tolérogènes et des cellules T régulatrices 

(Treg). Nous montrons que la protéine HO-1, exprimée par les CD immatures, est 

indispensable à l’activité tolérogène de ces CD in vitro (chez le singe et le rat) et in vivo (chez 

le rat). De plus, parmi plusieurs CD d’origines et de stades de maturation différents, nos 

résultats indiquent que les CD semi-matures dérivées de la moelle osseuse sont les plus 

efficaces pour l’expansion des Treg. Enfin, nous montrons que la génération de CD en 

présence d’IL-10 accroît leur activité tolérogène. La fonction de ces iBMDC10 in vivo est en 

cours d’étude dans notre modèle de réponse immunitaire suite à un transfert de gènes chez le 

macaque.  

 

 

Mots clés : tolérance centrale et périphérique - transfert de gènes – thymus – cellules 

dendritiques tolérogènes – cellules Treg naturelles – vecteurs AAVr 
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Study of necessary elements for the induction of central and peripheral tolerance in a 

model of gene transfer in non-human primate 

 

 

rAAV vectors (recombinant Adeno-Associated Virus) allow efficient gene transfer. However, 

as shown in our laboratory and by others, the efficacy of gene transfer in monkeys is inhibited 

by the development of a cytotoxic immune response towards the transgene product. In this 

topic, the aim of this thesis is to develop elements for the induction of a tolerance to the 

transgene product. Two systems were used. The aim of the first project is to induce central 

tolerance using viral vectors containing the transgene by intra-thymic route (IT). In contrast to 

mice results, administration of lentiviral vector in the monkey by IT route do not transduce 

the thymus. Injection of rAAV vectors by IT route lead to a transduction of the thymus but do 

not induce tolerance. In the second system, we wanted to induce peripheral tolerance using 

tolerogenic dendritic cells (DC) and natural regulatory T cells (Treg). Our results show that 

HO-1, which is a protein express by tolerogenic DC, allowed the tolerogénic activity of DC in 

vitro (in rats and monkeys) and in vivo (in rats). Furthermore, the comparison of the efficacy 

of DC population, different by their origins and their maturation state, showed that semi-

mature derived Bone-Marrow DC is the most efficient DC population. Last, we show that IL-

10 increased the tolerogenicity of DC. The tolerogenic activity of these iBMDC10 is now 

testing in vivo in our model of immune response after gene transfer in non-human primate.   

 

 

Key words : central and peripheral tolerance – gene transfer – thymus – tolerogenic dendritic 

cells – natural Treg – rAAV vectors 
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