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PREMIERE PARTIE : INTRODUCTION. 

1 APERÇU DE L’IMMUNOLOGIE DE LA TRANSPLANTATION 

Dès 1924, un chirurgien réalisant des greffes de peau sur des enfants brûlés rapportait 

que les greffes ultérieures étaient rejetées plus rapidement que la première, laissant supposer 

une « sensibilisation » vis-à-vis du donneur sain (1). L’immunologie de la transplantation était 

née. Son étude allait permettre de décrypter le système immunitaire bien au-delà de la 

transplantation. L’objectif ultime de l’immunologiste de la transplantation est l’obtention  

d’une tolérance du receveur vis-à-vis du transplant, ce n’est aujourd’hui encore qu’une 

perspective car, même si ce n’est pas la fonction originelle du système immunitaire, la 

transplantation d’un organe allogénique (entre individus d’une même espèce mais 

génétiquement différents) va provoquer une puissante réaction qualifiée de réponse allo-

immune, qui aboutit au rejet.    

 En effet le système immunitaire est capable de discriminer le soi du non soi, et c’est  

la reconnaissance d’antigènes du non soi qui va déclencher  l’activation de la réponse immune.  

Mais pourquoi au sein d’une même espèce un individu donné va reconnaitre comme étrangères 

les cellules d’un autre individu ? La réponse à cette question constitue la clé de compréhension 

des particularités  de l’immunologie de la transplantation. 

 Après cette première étape de reconnaissance, la réponse allo immune va se déployer 

progressivement pour aboutir à la mise en place de mécanismes effecteurs menant au rejet du 

greffon. La vision de ce dernier a considérablement évolué parallèlement au progrès de sa prise 

en charge. 

1.1 PARTICULARITE DE LA REPONSE ALLO IMMUNE. 

1.1.1. QUELS SONT LES ANTIGENES RECONNUS ? : LA DECOUVERTE DU CMH ET DU 

HLA 

La clé permettant d’appréhender au mieux la réponse allo immune est de déterminer 

quels sont les antigènes reconnus par le système immunitaire comme étranger dans ce contexte 
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si particulier et non physiologique. Cette question a été en grande partie élucidée par George 

Snell et Peter Medawar en 1950, lorsqu’ils établirent les règles de base de l’immunologie de 

la transplantation à partir de greffe de peau entre des lignées de souris « inbred » c’est-à-dire 

homozygote pour l’ensemble du génome. Lorsque l’on réalise une greffe de peau entre deux 

individus d’une même lignée (greffe syngénique), on n’observe pas de rejet. A l’inverse la 

greffe de peau d’un donneur A à un receveur B (greffe allogénique) est toujours rejetée. Les 

souris issues d’un accouplement entre deux lignées (A xB ) ne rejettent pas la peau issue de 

leur parent (A ou B), l’inverse étant faux.  

La conclusion de ces expériences était qu’au sein d’une même espèce, il existe des 

gènes polymorphes c’est à dire différents d’un individu à l’autre, chaque variant étant un allèle, 

qui sont hérités des parents, exprimés dans les tissus de façon codominante et dont les produits 

constituent les antigènes reconnus responsables du rejet de greffe. 

 Par la suite il était montré que ces gènes, codant pour ces antigènes tissulaires 

spécifiques d’un individu, se situaient sur des locus particuliers qui étaient par la suite nommé 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Chez l’homme, c’est Jean Dausset (Prix Nobel 

1981)  qui le premier identifia ces antigènes via la mise en évidence d’anticorps dirigés contre 

les leucocytes et apparus à la suite de transfusion ou de grossesses. Ils furent appelés Human 

Leukocyte Antigens (HLA). 

1.1.2. L’AUTRE FONCTION DU CMH : LA RESTRICTION AU CMH. 

Pendant presque 20 ans le seul rôle documenté pour le CMH était le rejet de greffe. De 

tels gènes auraient-ils été conservés à travers l’évolution uniquement à des fins de 

discrimination entre individus ? 

C’est en 1975 que le véritable rôle du CMH fut découvert, il réside dans la présentation 

des antigènes sous forme de peptides aux lymphocytes T qui reconnaissent l’association 

CMH/peptide via leur récepteur (T Cell Receptor, TCR). Le CMH est donc au centre de la 

réponse immunitaire spécifique, adaptative.     

En effet le CMH se compose de deux types de gènes, les classes I, comprenant les locus 

HLA A, B, C et les classes II,  comprenant les locus HLA DR, DQ et DP, qui codent pour les 
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molécules du même nom. L’ensemble des allèles présents sur un chromosome est appelé 

haplotype.  

Les molécules de classe I sont présentes sur toutes les cellules, à l’exception des 

globules rouges, elles présentent des peptides cytosoliques issus de la dégradation par le 

protéasome de protéines synthétisées dans le réticulum endoplasmique par la cellule. Elles sont 

reconnues majoritairement par les lymphocytes T CD8. 

Les molécules de classe II sont présentes sur les cellules présentatrices de l’antigène 

(CPA) à savoir les cellules dendritiques (CD), les macrophages et les lymphocytes B, elles 

présentent des peptides issus de l’environnement extracellulaire après internalisation et 

dégradation dans des lysosomes. Elles sont reconnues majoritairement par les lymphocytes T 

CD4.  
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Figure 1 :  Le chargement des peptides par les molécules de CMH de classe I et de classe II 
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1.1.3. POURQUOI LE CMH EST-IL SI POLYMORPHE OU POURQUOI UNE GREFFE EST-

ELLE TOUJOURS ALLOGENIQUE ?  

Le CMH est le système génique le plus polymorphe du génome, la nomenclature HLA 

l’illustre bien. Initialement, elle était basée sur la réactivité d’allo-sérum décrivant ainsi des 

antigènes. En se limitant aux produits des locus HLA-A, -B et –DR les plus relevant en 

transplantation il y a 88 antigènes différents. Avec l’émergence de la biologie moléculaire une 

nouvelle nomenclature allélique a été établie, à ce jour plus de 1000 allèles ont été identifiés et 

cette classification est en évolution permanente. Ainsi la probabilité que deux individus de la 

même espèce aient le même assortiment de molécules HLA est très faible, ce qui constitue une 

des  limites immunologiques à la transplantation. 

Mais pourquoi les gènes du CMH sont-ils aussi polymorphes ?  Une des pierres 

angulaires de la réponse immunitaire adaptative est l’extraordinaire diversité du répertoire T 

(environ 109 TCR différents possibles) qui permet la reconnaissance spécifique d’une 

multitude d’antigènes. Cette diversité est le fait d’une combinaison de réarrangement des 

nombreux gènes des régions variables du TCR et pas le fait d’un polymorphisme. Le système 

immunitaire  de chaque individu est donc capable de reconnaitre virtuellement tous les 

antigènes peptidiques des différents pathogènes.  

La limite de ce système est que chaque individu a une capacité de présentation des 

antigènes dépendante de son propre assortiment de molécule HLA. Par conséquent, au niveau 

individuel, il est possible de ne pouvoir présenter l’épitope dominant d’un micro-organisme 

donné et donc d’être démuni face à cette infection. Ainsi, c’est la pression de sélection exercée 

par les pathogènes qui est à l’origine du polymorphisme du CMH. Les espèces ont évolué afin 

qu’au niveau de la population, il y ait toujours des individus capables de répondre efficacement 

à un pathogène donné (2). Le polymorphisme du CMH est donc un atout indéniable pour 

l’espèce humaine, jusqu’à ce que les humains décident de réaliser des greffes.  

1.1.4. POURQUOI LA REPONSE ALLO-IMMUNE EST-ELLE SI PUISSANTE : LA 

RECONNAISSANCE DIRECTE. 
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La réaction allo immune est unique de par son ampleur. En effet, il s’agit de la seule 

réponse primaire, sans exposition préalable à l’antigène, qui peut être observée in vitro. La 

première voie de présentation est la même que pour tout autre antigène microbien, à savoir 

l’association d’un peptide, issu de la dégradation d’une molécule de CMH allogénique du 

donneur, avec une molécule de CMH du receveur située sur une cellule présentatrice de 

l’antigène de ce dernier. Il y a donc une restriction au propre-CMH, c’est la présentation 

indirecte. Notons que des peptides issus de gènes polymorphes autres que le CMH peuvent 

être présentés et reconnus, il s’agit des antigènes mineurs d’histocompatibilités (CmH, 

Complexe mineur d’Histocompatibilité).    

 Néanmoins cela ne suffit pas à expliquer l’intensité de la réaction allo-immune. 

L’explication est que la réponse allo-immune est la seule qui n’est pas restreinte au CMH : 

certains TCR du receveur reconnaissent une molécule du CMH du donneur sans apprêtement : 

c’est la présentation directe(3–5) (cf figure 2). Les lymphocytes T du receveur ayant cette 

capacité de reconnaissance des cellules du donneur sont dits allo-réactifs. Bien que le CMH 

soit polymorphe, les variations tenues entre les différentes molécules HLA  expliquent 

l’importance du répertoire allogénique direct : en moyenne 10% de l’ensemble des cellules T. 

De plus lors de la reconnaissance directe, toutes les molécules de CMH d’une cellule 

présentatrice peuvent être reconnues, contrairement à la réponse indirecte où pour un TCR 

donné, seul 1% des complexes CMH/peptides sont spécifiques de ce clone T, cette théorie de 

la densité élevée des allo-antigènes pourrait expliquer l’intensité de la réponse.  

Enfin, beaucoup de lymphocytes T allo réactifs sont des cellules mémoires issues de 

précédentes réponses antimicrobiennes, en particulier antivirales,  qui croisent avec le CMH 

du donneur. Ces cellules répondent plus rapidement lors d’une restimulation, c’est l’immunité 

hétérologue dont la relevance clinique a bien été démontrée (6,7). 

Au début de la greffe la voie directe est prépondérante. Puis les CPA du donneur 

disparaissent progressivement et ne restent que les cellules parenchymateuses et endothéliales 

du donneur qui sont des CPA “défectueuses”. En revanche la voie indirecte sur les cellules 

présentatrices du receveur est disponible aussi longtemps que le greffon reste en place, elle 

devient donc prépondérante à long terme. 
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Notons que la présentation semi-directe est un troisième mode de présentation, c’est la 

capture par un CPA du receveur d’une molécule de CMH du donneur qui est présenté intacte, 

le poids de ce phénomène dans la cadre de la réponse allo-immune demeure à être élucidé.    

L’obstacle immunologique à la transplantation s’explique donc par le fait que le produit 

du locus le plus polymorphe du génome, soit l’élément reconnu par le TCR,  dont les variations 

d’un individu à l’autre sont suffisamment minces pour induire le système immunitaire en erreur 

via la reconnaissance directe.  
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Figure 2 : les voies de reconnaissance par les lymphocytes T allogénique               
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1.2 L’INITIATION  DE LA REPONSE ALLO IMMUNE.  

1.2.1. ACTIVATION DE L’IMMUNITE INNEE, OU COMMENT LE PROCESSUS DE 

TRANSPLANTATION OPTIMISE LA REPONSE ALLO-IMMUNE. 

L’immunité innée contrairement à l’adaptative ne reconnait pas des antigènes de façon 

spécifique, mais des motifs partagés par de nombreux micro-organismes, les motifs 

moléculaires associés à des pathogènes (Pathogen Associated Molecular Patterns : PAMPs). 

Ils sont reconnus par des récepteurs spécifiques de ces motifs (Patterns Recognition Receptors : 

PRRs) comme la famille des Toll Like Receptors (TLRs), présent sur les cellules de l’immunité 

innée dont les CD, principales CPA. 

 Initialement les immunologistes de la transplantation se sont plus consacrés à la 

réponse spécifique, pensant que l’immunité innée n’intervient pas dans la réponse allo immune 

dont on a exposé la spécificité ci-dessus, et qui n’implique pas de pathogène.  

Néanmoins deux données doivent être prises en compte. Premièrement comme l’avait 

imaginé Matzinger dans son « Danger Model »(8), les agents infectieux ne sont pas les seuls à 

pouvoir activer l’immunité innée, les tissus agressés et donc endommagés libèrent des damages 

associated molecular patterns (DAMPs) reconnus par les PRRs. Or, lors du processus de 

transplantation le greffon va subir de nombreuses agressions : avant le prélèvement lors de la 

mort encéphalique ou pire de l’arrêt cardiaque, lors du conditionnement via l’ischémie froide 

et lors de la chirurgie via l’ischémie chaude et surtout la reperfusion (9,10).   

Deuxièmement, l’immunité innée et adaptative ne sont pas indépendantes l’une de 

l’autre, elles sont au contraire étroitement liées. L’activation non spécifique, via les TLRs 

principalement, va induire un environnement propice et initiateur de la réponse immunitaire 

adaptative. Cela passe par la maturation des CPA en particulier les CD qui vont optimiser leur 

capacité de présentation de façon quantitative mais surtout qualitative via l’expression de 

molécules de costimulation qui constitue le second signal, essentiel à l’activation des 

lymphocytes.  D’autre part, le greffon va être perçu comme une zone d’inflammation  via la 

présence de cytokines pro inflammatoires : interleukine 1 (IL-1), IL-6, interferon de type I, 

chimiokines (cytokines chemo attractantes) et l’activation des cellules endothéliales va induire 



16 
 

l’expression de molécules d’adhésion (sélectines et intégrines) qui vont telle des herses, arrêter 

les leucocytes permettant leur recrutement au sein du greffon (11). 

Ainsi, du fait même de la procédure clinique de transplantation et avant même sa mise 

en contact avec le système immunitaire du receveur, tous les éléments sont présents au sein du 

greffon pour favoriser la survenue d’une réponse immunitaire spécifique.  

1.2.2. OU SE SITUE LE RENDEZ-VOUS ENTRE LES LYMPHOCYTES T ET LES ALLO-

ANTIGENES ?  

Le déclampage permet la mise en contact des lymphocytes du receveur avec les CPA 

du donneur inaugurant ainsi la composante spécifique de la réponse allo-immune. Des données 

expérimentales suggèrent que les CPA du donneur présentes dans le greffon, ayant maturé du 

fait de la présence de signaux de danger, migrent vers les ganglions lymphatiques drainant où 

elles rencontrent  les lymphocytes de l’hôte. En effet, les souris dépourvues d’organe 

lymphoïde périphérique sont incapables de rejeter une greffe de cœur (12). Néanmoins, le lieu 

de la rencontre n’est peut-être pas le même pour toutes les catégories de lymphocytes. Ainsi 

les cellules endothéliales du greffon peuvent activer les CD8 du receveur par reconnaissance 

directe du CMH de classe I (13), cette relative indépendance vis-à-vis des organes lymphoïdes 

est probablement exacerbée pour les cellules mémoires participant à l’immunité hétérologue.          

1.2.3. LA RECONNAISSANCE SPECIFIQUE VIA LE TCR CONDUIT A PLUSIEURS 

SIGNAUX 

Le terme de signal est très présent en immunologie de la transplantation pour décrire 

les différentes phases de l’activation de la cellule dominante de la réponse allo-immune à savoir 

le lymphocyte T. Cette description a l’avantage d’expliciter les différentes voies sur lesquelles 

il est possible d’agir pour endiguer la réponse allo-immune et ainsi de classer les 

immunosuppresseurs en fonction (14).  

Le premier signal est celui consécutif à la reconnaissance spécifique par le TCR du 

complexe CMH-peptide présenté par la CPA. Cet engagement va déclencher la réorganisation 

spatiale d’un ensemble  de molécules membranaires aboutissant à la formation d’une synapse 

immunologique. Au niveau intracellulaire, ce nouvel agencement va permettre la mise en 
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contact du complexe TCR-CD3 avec des protéines tyrosines kinases (PTK) qui vont 

phosphoryler les motifs ITAMs de CD3, s’en suit le recrutement d’une autre PTK, ZAP70 qui 

conduit à une cascade de phosphorylation en particulier de 2 protéines adaptatrices : LAT et 

SLP-76 formant ainsi le complexe de signalisation proximal. A partir de ce dernier vont 

s’activer, pour simplifier, 3 voies de signalisation aboutissant au passage intranucléaire de 

facteurs de transcription : la voie des MAP kinases aboutissant à AP-1, celle de la PKC 

aboutissant à NF-KappaB et enfin celle du calcium et de la calcineurine aboutissant à NFAT 

(15). L’action de ces facteurs de transcription va principalement conduire à la synthèse d’IL-2 

et à l’expression de la chaîne alpha de haute affinité de son récepteur (CD25). L’IL-2 et d’autres 

cytokines de prolifération vont agir de façon autocrine et paracrine délivrant ainsi  le signal 3, 

transduit par la voie du mTOR, qui va conduire à l’expansion clonale des lymphocytes T 

activés. La prolifération cellulaire requiert la synthèse de nucléotides, purines et pyrimidines, 

c’est à ce niveau qu’agissent les immunosuppresseurs antiprolifératifs.  

1.2.4. LE SECOND SIGNAL : NON SPECIFIQUE MAIS INSTRUCTIF ET NECESSAIRE 

L’importance du second signal dit de costimulation pour la réponse alloimmune n’est 

plus à démontrer. En effet l’étude comparative des réponses xéno et allogénique par Lafferty 

et Jones à la fin des années 60 est à l’origine même de ce concept (16,17). Ils avaient remarqué 

que paradoxalement, plus l’espèce du donneur est distincte de celle du receveur, moins la 

réponse du receveur est intense. Ils firent donc l’hypothèse que quelque chose d’autre que 

l’antigène, spécifique d’espèce, était nécessaire à l’activation des lymphocytes. Ils appelèrent 

ce second signal l’« allogenic stimulus », qui devenu lorsqu’il fut étendu à l’ensemble des 

réponses T, le signal de costimulation qui s’intégrait au modèle du second signal 

précédemment décrit par Bretscher et Cohn (18).  

Le signal 1 est spécifique, même si (cf. supra) il peut être pris à défaut dans le cadre de 

la reconnaissance directe. En revanche il n’apporte pas d’information sur l’environnement, le 

contexte dans lequel l’antigène est présenté. Cette information  essentielle est apportée par le 

second signal dit de costimulation. Au même titre que le premier signal, il est nécessaire à 

l’activation des lymphocytes T et constitue de ce fait une cible thérapeutique privilégiée. Il est 

apporté de part et d’autre de la synapse immunologique, par l’engagement de molécules de 

costimulation présentes sur les lymphocytes avec leurs ligands exprimés par les CPA. Ces 
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dernières après avoir capté des signaux de danger via leur PRRs, vont surexprimer CD80/86,  

ligands de CD28 molécule de costimulation activatrice majeure exprimée de façon constitutive 

par les lymphocytes T. De façon quasi contemporaine CD40L, autre molécule de costimulation 

majeure exprimée par les lymphocytes activés, va s’engager avec son récepteur CD40 présent 

sur les CPA renforçant l’activation de ces dernières avec un effet de boucle d’amplification. 

Le signal 2 joue également un rôle essentiel dans la contraction de la réponse immune, 

prévenant tout emballement  de cette dernière qui pourrait être délétère. Ainsi dans les suites 

de leur activation, les lymphocytes T vont exprimer CTLA-4, molécule de co-inhibition dont 

le ligand est aussi CD80/86 mais avec une affinité très supérieure que pour CD28. Ainsi, dès 

l’expression de CTLA-4, une compétition s’engage et l’interaction inhibitrice CD80/86 / 

CTLA4 prend le pas sur CD80/86 / CD28. Il en résulte une inhibition de la réponse après 48 à 

72 heures nécessaire à l’équilibre homéostatique. Récemment, la vision de la costimulation 

s’est encore complexifiée avec la découverte de nombreuses interactions activatrices ou 

inhibitrices qui forment un panel variable en fonction de l’environnement, du site anatomique, 

du degré de différentiation des lymphocytes/CPA. C’est de l’intégration de l’ensemble de ces 

signaux que résultent non seulement l’intensité mais aussi l’orientation de la phase effectrice 

de la réponse immune (19). 
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Figure 3 : l’activation du lymphocyte T,  du signal 1 au signal 3. 
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1.2.5. LES DIFFERENTES COMPOSANTES DU REJET   

Après l’étape de la reconnaissance, vient celle de l’orientation vers les différentes 

composantes effectrices de la réponse allo immune. Le moteur de cet agencement est le 

lymphocyte T CD4 helper (CD4 Th) dont il existe différents types. En fonction du micro-

environnement, représenté principalement par les cytokines, influencé par de très nombreux 

éléments, les CD4 Th après leur activation vont se différencier en différentes catégories 

exprimant un  facteur de transcription spécifique et une signature cytokinique déterminant leurs 

capacités fonctionnelles. Pour simplifier, les CD4 Th1, via la sécrétion d’interféron gamma 

(IFNγ) et d’IL-2 vont influer sur les deux principales composantes du rejet cellulaire. D’une 

part l’activation des macrophages et des monocytes conduisant à une réaction 

d’hypersensibilité retardée. D’autre part la différentiation des CD8 en lymphocyte T 

cytotoxique (CTLs). Celle-ci est consécutive à une interaction entre trois cellules : le CD4 Th 

via l’interaction CD40L-CD40 habilite la CPA qui permet ainsi la différentiation du CD8 

auquel elle présente l’antigène. Par ailleurs les Th2 via l’IL-4 et l’IL-5 mais aussi les Th1 via 

l’Il-2 et l’IFNγ et les helper folliculaires (Tfh) via IL-21 et surtout les molécules de 

costimulation CD28 et CD40L vont permettre la constitution d’une réponse humorale efficace 

en agissant sur les lymphocytes B, ces derniers étant préalablement activés par la 

reconnaissance via leurs récepteurs  (Immunoglobuline de membrane correspondant aux 

anticorps qu’ils produiront par la suite). 

1.3 LES MECANISMES DE DESTRUCTION DU GREFFON : LE REJET 

Classiquement la phase effectrice de la réponse allo immune est regroupée sous le terme 

de rejet. Initialement les rejets étaient décrits chronologiquement selon leur délai de survenue : 

hyperaigu (<24h), aigu et chronique. Les progrès de l’immunologie de la transplantation ont 

permis de superposer une seconde grille de lecture à savoir le mécanisme effecteur principal : 

cellulaire ou humoral. Dans l’avenir cette nosologie est amenée à se complexifier avec la 

description de phénotype de rejet de plus en plus précis. 

1.3.1. LE REJET CELLULAIRE 
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Il s’agit de la première forme de rejet à avoir été identifié et défini. En effet dès 1953, 

Jean Hamburger décrit au décours de la première greffe rénale, l’association d’une 

symptomatologie associant oligurie, fièvre, HTA et protéinurie à un infiltrat de cellules 

mononuclées sur l’anatomopathologie. Cette « crise du transplant » correspondait au rejet aigu 

cellulaire, et présentait la particularité d’être sensible à une corticothérapie à forte dose. Jusqu’à 

récemment l’efficacité des stratégies thérapeutiques développées en transplantation d’organe 

était jugée essentiellement sur la prévention de sa survenue.  

Comme nous l’avons vu ci-dessus, du fait de l’activation du système immunitaire inné, 

avant même le déclampage, le greffon est le site d’une inflammation qui va conduire à 

l’accumulation de chimiokines en son sein. Parallèlement les récepteurs spécifiques de ces 

dernières vont être surexprimés par les lymphocytes suite à leur activation dans les organes 

lymphoïdes périphériques, d’où ils vont migrer vers le greffon selon un gradient (20). De la 

même façon, l’endothélium suite à l’agression que constitue la greffe, va surexprimer des 

molécules d’adhésions : sélectines et intégrines dont les ligands sont exprimés par les 

leucocytes activés. L’interaction entre la principale sélectine VCAM-1 et son ligand VLA-4 

va permettre un roulement des leucocytes suivi d’une adhésion ferme puis d’une migration 

médiées par des intégrines, ICAM-1 et son ligand LFA-1 par exemple, et encore une fois des 

chimiokines (21). De nouveau, ces différentes molécules bien que redondantes peuvent être la 

cible d’un traitement visant à empêcher l’infiltration du transplant. Ainsi cette composante de 

la réponse alloimmune est parfois assimilée à un cinquième signal. 

Un infiltrat de cellules mononuclées va se constituer à partir d’une unité fondamentale 

constituée d’une cellule T, récemment activée ou mémoire qui reconnait son antigène 

spécifique, autour de laquelle vont être recruté  des macrophages et des monocytes mais aussi 

d’autres lymphocytes T non spécifiques CD4, CD8 effecteurs, effecteurs mémoires. Dans ce 

contexte, l’altération de la fonction du greffon va être la conséquence d’une réaction 

d’hypersensibilité retardée, à savoir l’activation non spécifique des macrophages et des 

monocytes par la synthèse de cytokines proinflammatoires telles que l’IFNγ ou le Tumor 

Necrosis Factor alpha  (TNFα). Cette activation va aboutir à la production d’enzymes 

protéolytiques et de facteurs solubles qui entretiennent le processus inflammatoire (22).          
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L’autre mécanisme impliqué dans le rejet cellulaire est la cytotoxicité directe exécutée 

par les CD8 cytotoxiques après reconnaissance de leur cible spécifique à savoir les molécules 

CMH de classe I du donneur. Elle est la conséquence soit de l’exocytose de granules contenant 

des molécules cytotoxiques (granzyme B, perforine) soit de l’engagement de FasL à Fas son 

ligand, présent sur la cellule cible,  qui vont induire l’apoptose via la voie des caspases. 

1.3.2. LE REJET HUMORAL 

Le rejet hyperaigu 

Dès 1966, le rôle des anticorps dirigés contre le greffon est mis en évidence avec la 

description par Kissmeyer-Nielsen du rejet hyperaigu. Dans ce cas les anticorps IgG anti-HLA 

spécifique du donneur sont présents avant la transplantation. Ils sont la conséquence d’une 

immunisation préalable soit lors d’une transfusion sanguine, soit chez les femmes au cours 

d’une grossesse. Le même phénomène survient en cas d’incompatibilité ABO, où dans ce cas 

les anticorps naturels sont dirigés contre les antigènes des groupes sanguins. Le rejet hyperaigu 

est donc l’archétype du rejet humoral, Il survient dans les minutes ou les heures qui suivent le 

rétablissement de la perfusion du rein transplanté. Les alloanticorps vont agir très vite 

puisqu’ils vont  cibler l’élément avec lequel ils sont directement en contact, à savoir 

l’endothélium vasculaire. La description des fonctions effectrices des anticorps permet de 

souligner encore une fois l’interconnexion entre système immunitaire adaptatif et inné. En effet 

ce dernier en plus de créer un environnement qui facilite l’activation de la réponse spécifique, 

fournit un ensemble de mécanismes effecteurs, qui vont être le « bras armé » de la réponse 

immunitaire (exemple de l’hypersensibilité retardée du rejet cellulaire). Pris isolément, les 

anticorps n’ont pas d’activité effectrice, ils font donc appel à un des principaux éléments du 

système immunitaire inné : le complément. Il s’agit d’un vaste ensemble de protéines 

essentiellement sériques, qui à l’état basal sont inactives. Il existe trois voies d’activation du 

complément, la voie classique, la voie alterne et celle des lectines ne font pas intervenir le 

système immun adaptatif puisqu’elles sont déclenchées par la reconnaissance de PAMPs. En 

revanche, l’étape inaugurale de la voie dite classique est la fixation d’une protéine du 

complément C1 suivi de celle de C4, à la partie constante d’anticorps préalablement fixé à une 

cellule via leur antigène. Dans tous les cas, l’activation du complément va induire une cascade 

de réaction qui va aboutir à une issue commune : la formation du complexe d’attaque 
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membranaire qui provoque la lyse de la cellule cible. Parallèlement des fragments 

protéolytiques, les anaphylatoxines, issus du clivage de différentes protéines du complément, 

vont provoquer une inflammation aigue en activant les mastocytes et les polynucléaires 

neutrophiles (cf figure 4). Dans le cas du rejet hyperaigu, l’activation massive du complément 

par les alloanticorps est responsable de la destruction de l’endothélium vasculaire. La libération 

de facteur procoagulant qui s’en suit, associée à l’exposition des tissus sous endothéliaux, est 

à l’origine de thromboses étendues surtout de la micro-circulation. 

Dès 1969 Patel et Terasaki décrivent le principe du cross-match (CM) consistant à 

mettre en contact le sérum du receveur avec les lymphocytes T et B du donneur,  ceux-ci étant 

lysés de façon dépendante de complément en cas de présence d’alloanticorps dans le sérum. 

Ainsi la négativité du CM associée au respect des règles de compatibilité ABO 

permettra de se prémunir du rejet hyperaigu qui dès lors ne représentera plus une limite à la 

transplantation.  

Le rejet humoral aigu 

Les immunologistes de la transplantation vont alors délaisser la réponse humorale 

pendant de nombreuses années. Deux éléments vont changer la donne. Premièrement le 

développement de stratégie immunosuppressive très efficace pour prévenir le rejet cellulaire 

va fortement diminuer leur incidence et ainsi  faire émerger d’autres types de rejet jusqu’alors 

qualifiés de corticorésistants ou de vasculaires. Deuxièmement, bien qu’il existait des 

spéculations sur la responsabilité des anticorps dans la survenue de rejets, l’absence de 

marqueur histologique spécifique rendait la communauté scientifique septique quant à leur 

véritable implication. En effet les anticorps forment de fragiles liaisons hydrostatiques avec 

leurs antigènes rendant tous marquages impossibles. Le tournant survient dans les années 90, 

quand Feucht décrit le marquage du C4d, produit de dégradation sans activité biologique du 

C4, une des principales protéines du complément impliquée dans la voie classique, qui formant 

des liaisons covalentes reste fixé aux membranes cellulaires à long terme. Il constitue ainsi une 

empreinte témoignant d’une activité humorale dépendante du complément (23)(cf figure 4). 

Parallèlement les techniques de détection des anticorps anti-HLA se sont progressivement 

améliorées en termes de sensibilité et de spécificité. Ainsi, il est devenu clair qu’au-delà du 
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rejet hyperaigu, les anticorps dirigés contre le greffon pouvaient être responsables de 

phénomènes immunologiques à plus long terme (24).  

Les cibles antigéniques reconnues par les lymphocytes B via leur B Cell Receptor 

(BCR) sont les molécules HLA de classe I et II allogénique du donneur, mais aussi des 

protéines appartenant au CmH comme le MHC-class-I-polypeptide-related sequence A 

(MICA). Comme nous l’avons vu ci-dessus après l’activation des lymphocytes B via leur BCR, 

le développement de la réponse humorale requiert l’aide de lymphocytes T CD4 helper via des 

cytokines et des molécules de costimulation, s’en suit la commutation isotypique en particulier 

vers les IgG et la maturation d’affinité par hypermutation somatique des gènes des 

immunoglobulines. Enfin les cellules B vont se différencier en plasmocytes qui vont migrer 

dans la moelle osseuse et produire des anticorps (25). La cible privilégiée des alloanticorps est 

la cellule endothéliale. Comme pour le rejet hyperaigu l’activation par les anticorps fixés à leur 

antigène de la voie classique du complément est à l’origine du rejet. Néanmoins les données 

clinico-biologiques et d’anatomopathologies laissent supposer que certains rejets humoraux 

sont « C4d négatif ». Cela est possiblement dû à un manque de sensibilité de ce marqueur mais 

surtout à l’implication de mécanismes indépendants du complément. En effet, les macrophages 

et les lymphocytes Natural Killer (NK) possèdent un récepteur (CD16) pour la partie Fc des 

IgG. Ils peuvent ainsi se lier aux anticorps fixés sur leur cible antigénique, celle-ci va alors être 

détruite par opsonisation ou cytotoxicité (Antibody Dependent Cell mediated Cytotoxicity, 

ADCC). Des données récentes ont confirmé la participation de ce phénomène au rejet humoral 

(26). De plus la fixation des molécules de CMH par les alloantigènes peut avoir un effet direct 

sur les cellules endothéliales, à savoir une activation voir une prolifération. Ces mécanismes 

sont également probablement impliqués dans le rejet humoral chronique.  

Comme nous l’avons dit ci-dessus l’avènement de puissants immunosuppresseurs a 

permis de réduire l’incidence des rejets aigus cellulaires et donc d’améliorer la durée de vie 

des greffons. Mais depuis, peu de progrès ont été faits, les patients perdant leur greffon suite à 

une dysfonction dite chronique. Initialement celle-ci était essentiellement attribuée à la toxicité 

des immunosuppresseurs, mais des données récentes mettent en évidence la responsabilité de 

mécanismes immunologiques, en particulier dépendant des alloanticorps (Donor Specific 

Antibody, DSA). En effet le rejet humoral semble être un processus évolutif qui débute avec 
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l’apparition de ces derniers. Même s’il peut être émaillé d’épisode aigu, il est le plus souvent 

initialement indolent sous la forme d’une inflammation microvasculaire qui aboutit 

irrémédiablement à des lésions histologiques accompagnées d’une dégradation de la fonction 

du greffon, définissant le rejet humoral chronique (27)(cf figure 5).  

Ainsi, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, évitant ou diminuant le 

recours aux anti-calcineurines, mais aussi plus efficace en particulier vis-à-vis de la réponse 

humorale, s’avère nécessaire. Une possibilité pourrait être de cibler le second signal de 

costimulation et plus particulièrement sa principale composante la triade CD28 / CD80/86 / 

CTLA-4.    
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    Figure 4 : la voie classique du complément et le marquage par le C4d. 

                         

 

             Figure 5 : le rejet humoral un processus évolutif. 
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2 LA TRIADE CD28 / CD80-86 / CTLA-4. 

2.1 MODELE CLASSIQUE 

Il faudra attendre 1990 et Linsley pour que l’identité moléculaire de la principale 

interaction de l’ « allogenic stimulus » de Lafferty soit révélée : CD28 sur le versant 

lymphocyte et son ligand CD80/86 du côté des CPA (28). L’identification en 1987 sur des 

lymphocytes activés cytotoxiques (29) du « Cytotoxic T lymphocyte Antigen 4 » (CTLA-4)  

puis la démonstration qu’il partageait le même ligand que CD28 sur les CPA en 1991 (30), va 

complexifier le modèle simpliste du second signal. En effet, en 1995 l’étude du phénotype des 

souris CTLA-4 déficientes,  qui présentent un syndrome lympho-prolifératif létal, a permis de 

le définir comme un régulateur négatif de l’activation des cellules T introduisant le concept 

plus complexe de balance CD28 / CD80/86 / CTLA-4 (31) . 

 CD28 est constitutivement exprimé sur les cellules T naïves et fournit parallèlement 

au signal 1 émanant du TCR, un signal de costimulation essentiel à leur prolifération (sécrétion 

d’IL-2) et à leur survie (via Bcl-2 et Bcl-x). CD28 abaisse le seuil d’activation des lymphocytes 

T, c’est-à-dire le nombre d’interaction TCR – peptide / CMH nécessaire à leur prolifération 

(32). 

Rapidement, CTLA-4 devient exprimé à la surface des lymphocytes T, délivre des 

signaux inhibiteurs et diminue l’expression membranaire de CD28 ce qui a pour conséquence 

de moduler la réponse immunitaire (33).    

Ces dernières années, ce modèle bien que toujours valable, s’est extraordinairement 

complexifié. Premièrement,  de nombreuses nouvelles interactions entre des molécules de 

surface sur les lymphocytes et leur ligand sur les CPA, transduisant un signal activateur ou 

inhibiteur (Cell Surface Siganling Molecule, CSSM) ont été décrites (34). L’expression de ces 

molécules de part et d’autre la synapse immunologique, y compris pour CD28 et CTLA-4, 

varie en fonction du type / sous-type de cellules, de leur degré d’activation, de leur localisation 

au sein du système immunitaire et des boucles de régulation les modulent les unes les autres 

(19). Ainsi l’importance de la balance CD28 / CD80-86 / CTLA-4 pour une cellule donnée 

varie nécessairement en fonction de son sous-type (de sa polarisation, de son degré de 
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différentiation, etc…) et elle dépend de l’intégration de l’ensemble des signaux intracellulaires 

issus des interactions entre de multiples CSSM sans compter les facteurs solubles comme les 

cytokines.    

Deuxièmement, à la classique fonction de CD28 et CTLA-4 de signalisation, ce que 

l’on peut qualifier de fonctions intrinsèques, se sont rajouté d’autres fonctions « supra-

cellulaire ». Il convient d’en distinguer deux types : 

 (1) la régulation spatio-temporelle de la synapse immunologique, pour laquelle le rôle 

de CD28 et CTLA-4 a été bien décrit récemment, qui constitue une première « couche »  à 

laquelle est étroitement liée la transduction  des signaux intracellulaires à la couche inférieure.  

(2) des fonctions extrinsèques, qui font intervenir d’autres cellules, particulièrement 

développées chez CTLA-4. 

Enfin tous les domaines de l’immunologie ont été grandement impactés par la mise en 

évidence des lymphocytes T régulateurs, ce qui est vrai pour CD28 comme pour CTLA-4.      

Ces progrès dans la compréhension du rôle de CD28 et CTLA-4 ont bien sur 

complexifié les prédictions qui peuvent être faites quant à leur stimulation ou leur blocage, 

néanmoins ils soulignent leur importance fondamentale à tous les niveaux de la réponse 

immunitaire. 
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Figure 6 : représentation classique de la balance CD28 / CD80-86 / CTLA-4. 
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2.2 NOUVEAUX ACTEURS DE LA BALANCE CD28 / CTLA-4 

Récemment la vision dichotomique de la balance CD28 / CD80/86 / CTLA-4 a été 

remise en question par la mise en évidence de nouvelles interactions entre ces membres et 

d’autres CSSM.  

Freeman et al ont révélé l’existence d’une interaction bidirectionnelle entre PD-L1, le 

ligand de PD1 (la principale molécule de co-inhibition induite après activation des 

lymphocytes T en dehors de CTLA-4) et CD80, aussi bien chez l’homme (35) que chez la 

souris (36), avec une affinité qui se situe entre celle de CD28 et de CTLA-4 pour CD80. Cette 

interaction est fonctionnelle puisqu’elle a pour conséquence une diminution de la prolifération 

cellulaire et de la production de cytokines et son blocage spécifique exacerbe le diabète, 

lorsqu’il est déjà déclaré, dans les souris NOD (37). 

Chez l’homme (et pas chez la souris), une autre interaction inattendue a été mise en 

évidence : celle d’ICOS-L, le ligand d’ICOS (la principale molécule de costimulation induite 

après activation des lymphocytes T) avec CD28 et aussi CTLA-4 (38). In vitro, l’interaction 

d’ICOS-L avec CD28 apparaissait fonctionnelle lors de la réponse de cellules T à une CD allo-

génique et lors d’une réponse mémoire à la toxine tétanique. En revanche la relevance 

fonctionnelle de l’interaction entre ICOS-L et CTLA-4 demeure à établir. 

Ainsi chez l’homme, à la simple triade CD28 / CD80/86 / CTLA-4 pourrait se substituer 

un quintet CD28 / CD80/86 / PD1-L / ICOS-L/ CTLA-4, à prendre en considération 

dorénavant, lorsqu’on envisage une intervention thérapeutique ciblant une de ces molécules.     
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Figure 7 : « Quintet » de la costimulation prenant en compte les dernières données 

concernant l’interaction CD80 / PD-L1 et ICOS-L / CD28.     
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2.3 DYNAMIQUE DE LA SYNAPSE IMMUNOLOGIQUE, ET TRIADE 

CD28 / CD80-86 / CTLA-4. 

La garantie d’une réponse immunitaire efficace nécessite que les lymphocytes T 

discriminent le complexe peptide/CMH qui leur est spécifique parmi ceux présentés par des 

milliers de CPA.  Ainsi à l’état de base, au sein des organes lymphoïdes, les cellules T sont en 

continuel mouvement à environ 25µm par minute, ce qui leur permet de contacter environ 5000 

CD par heure. Chaque contact donne lieu à des signaux STOP (dont le plus puissant est un 

complexe peptide/CMH agoniste), GO et EXIT dont l’intégration décide du sort de 

l’interaction : fugace, ou constitution d’une synapse immunologique (SI), étape préalable et 

nécessaire à toute réponse immunitaire(39).  Celle-ci a initialement été décrite de façon statique 

par Kupfer par l’identification de complexes d’activation supramoléculaire (SMAC) : le central 

(cSMAC) composé de l’interaction TCR – peptide / CMH et le périphérique (pSMAC) où 

prédomine des molécules d’adhésions (interaction ICAM1 - LFA1). Plus récemment des 

modèles plus complexes ont montré la nature dynamique de la SI, en particulier la formation 

de micro-clusters (MC), constitués de complexes TCR - peptide / CMH qui migrent de la 

périphérie, où ils sont formés de façon continue vers le centre de la synapse. Les MC sont des 

unités de signalisation puisque du côté intracellulaire ils comportent de nombreuses PTK telles 

que Lck, ZAP70, et des protéines adaptatrices telles que LAT et SLP76 (cf 1.2.3). Leur 

phosphorylation intervient essentiellement lors de la migration vers la cSMAC mais pas en son 

sein même. Une des conséquences de la signalisation est le renforcement du signal STOP via 

le TCR et l’induction de Rap1 qui conduit à une modification de conformation de LFA-1 lui 

conférant une meilleure affinité pour ICAM-1 permettant la stabilisation de la SI ( signal 

inside-out).        

CD28, la SI et signalisation intracellulaire. 

CD28 amplifie une myriade de voies de transduction à travers ses deux motifs situés 

sur sa queue intra-cytoplasmique : YMNM et PYAP (33). Une des premières décrites consiste 

en l’association d’YMNM avec la sous unité p85 de la PI3K (40) ce qui permet la promotion 

de la voie CD28-PI3K-AKT  qui favorise la prolifération et à la survie des cellules T à travers 

les voies NFκB et NFAT déjà activées par le premier signal (cf 1.2.3). Une autre association 
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remarquable est celle de CD28 avec la PKCθ, puisque son étude a permis de démontrer le lien 

entre la dynamique de la SI et les signaux de costimulation via CD28 (41).       

Yokosuka et al, ont montré que les molécules de CD28 lorsqu’elles interagissent avec 

leurs ligands  CD80/86 incorporent les MC (TCR – peptide / CMH)  en périphérie et migrent 

vers la cSMAC, où elles se déploient de façon annulaire autour des complexes TCR – peptide 

/CMH. Contrairement à beaucoup d’autres molécules potentiellement impliquées dans la 

signalisation via CD28 et souvent via le TCR (dont la PI3K), qui sont retrouvé uniquement en 

périphérie, seule la PKCθ s’accumule dans la cSMAC (42). Celle-ci, co-localise avec CD28, 

avec lequel elle est physiquement liée via son motif intra-cytoplasmique YMNM, tout au long 

de son cheminement vers la cSMAC, où les complexes CD28-PKCθ forment une cSMAC « de 

signalisation » amplifiant ainsi massivement l’activation des cellules T en particulier via la 

voie NF-κB et AP-1.  

CTLA-4 et la SI : régulation négative de la cSMAC de signalisation. 

Contrairement à CD28 qui est exprimé de façon constitutive à la surface des 

lymphocytes T, à l’état basal, CTLA-4 n’est pas exprimé à la surface cellulaire, mais localisé 

dans des vésicules intra-cytoplasmiques. La stimulation du TCR induit le déplacement de ces 

vésicules vers la surface de la cellule. Depuis longtemps il est connu que CTLA-4 a une affinité 

plus importante pour CD80/86 que CD28 et entre en compétition avec ce dernier expliquant 

une partie de son action inhibitrice. Ce mécanisme a pu être directement mis en rapport avec 

la régulation spatio-temporelle de la SI. 

 Yokosuka et al (43) ont observé que CTLA-4, après sa migration vers la surface, forme 

des MC mais qui ne co-localisent pas avec les TCR-MC. En effet, ils s’accumulent directement 

dans la cSMAC, à l’endroit même où s’accumule les complexes CD28-PKCθ, ce qui aboutit à 

leur évincement avec pour conséquence un blocage de la co-signalisation par CD28. Une 

chimère de CTLA-4 conservant son site de fixation avec CD80-86 mais allongé pour la 

maintenir mécaniquement en périphérie de la SI (qui est de plus en plus « étroite » vers son 

centre), échoue à inhiber l’activation du lymphocyte T, démontrant ainsi l’importance de la 

localisation de CTLA-4 au sein de la cSMAC pour réaliser sa fonction inhibitrice.      

   CTLA-4  reverse le STOP signal 
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Une autre fonction de CTLA-4 en rapport avec la SI a été décrite par Schneider et 

al.(44) Ils ont observés, dans différents modèles in vitro et in vivo, que CTLA-4 diminue le 

temps de contact entre les lymphocytes T et les CPA présentant leur antigène spécifique, et 

donc les signaux d’activation visualisés par des flux calciques. Ce phénomène de réversion du 

signal STOP induit par le TCR implique des voies de signalisation intracellulaire (via Rap-1 

en particulier) et persiste avec des cellules déficientes en CD28, ce qui exclut qu’il soit 

simplement consécutif à une compétition entre CD28 et CTLA-4 pour fixer CD80/86 (45).  

2.4 FONCTION DE CD28 AU-DELA DU MODELE CLASSIQUE   

2.3.1. CD28 ET LA REPONSE MEMOIRE. 

Lors d’une réponse primaire, le second signal via CD28 est indispensable à la 

prolifération et à la survie des lymphocytes T, son absence induisant une anergie, c’est-à-dire 

l’absence de réponse lors de la réintroduction de l’antigène. Néanmoins, dès l’origine, Lafferty 

nota qu’une fois générés, les lymphocytes T cytotoxiques étaient capables de tuer n’importe 

quelle cellules exprimant l’antigène étranger, c’est-à-dire qu’une fois activé, la nécessité de 

l’ « allogenic stimulus » était perdu. Par la suite s’est installé le dogme que les réponses 

mémoires sont CD28 indépendantes. Dans cette perspective, la perte de la dépendance vis-à-

vis de CD28 des cellules T, est interprétée comme un avantage sélectif, attribué aux cellules 

ayant répondu avec succès à un premier contact avec l’antigène.  

Les premières données in vitro et chez la souris CD28 déficiente. 

En comparaison de l’ensemble de la littérature sur la costimulation par CD28 les études 

concernant la réponse mémoire ont été initialement, du fait de contraintes techniques, très peu 

nombreuses : des études in vitro et chez la souris CD28 déficiente.   

Le premier modèle à avoir été utilisé par Steinman il y a 30 ans a été la réponse allo 

génique. Il s’agissait alors non pas de cellules mémoires mais de lymphoblastes « sensibilisés » 

au cours d’une MLR primaire. Ces cellules proliféraient au contact de n’importe quels types 

de CPA y compris des macrophages et des cellules B, contrairement aux cellules naïves qui 

répondaient uniquement aux CD (46). La conclusion fut qu’une fois sensibilisé les 

lymphocytes deviennent indépendants du second signal.  
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Par la suite l’étude de lymphocytes T mémoires Ag spécifiques fut rendu possible par 

la méthode du transfert adoptif de lymphocytes T activés  issus d’une souris TCR transgénique. 

Après une prolifération homéostatique ces cellules acquièrent des caractéristiques de cellules 

mémoires et peuvent être étudiées in vitro une fois  récoltées, en les stimulants avec leur Ag 

peptidique chargé de façon exogène sur différents types de CPA. En utilisant ces cellules, Croft 

(47) confirma les données de Steinmann. Le principal biais de ces études in vitro, est que le 

stimulus de la cellule T n’est pas du tout équivalent au stimulus physiologique en particulier 

au niveau quantitatif.  En effet, même dans une réponse primaire la dépendance vis-à-vis de 

CD28 peut être surmontée si un haut niveau de stimulation du TCR est obtenu excédant un 

seuil minimum, qui est significativement abaissé par la costimulation via CD28 et dans les 

cellules mémoires par rapport aux cellules naïves (32).  

Néanmoins une confirmation in vivo de la CD28 indépendance des réponses mémoires 

est venue d’une étude utilisant des souris CD28 déficientes, dans un modèle d’infection par le 

virus de la chorio-méningite lymphocytaire (LCMV). En effet quand ces souris sont re-

challengées à distance d’une première infection avec une dose létale de LCMV, elles survivent 

contrairement aux souris naïves (48). 

Mais l’efficacité de la réponse à l’infection par le LCMV dans les souris CD28 

déficientes constitue une exception (49), cela est attribué à une stimulation antigénique plus 

intense et durable du fait de la diffusion systémique du virus par rapport à d’autres modèles  

d’infections viraled plus localisées. Néanmoins, ces souris une fois immunisées par le LCMV 

ont donc servi pour étudier la dépendance des réponses mémoires à la costimulation, déjà 

réputée plus sensible. 

Etude in vivo    

 La remise en cause de l’idée de la CD28 indépendance des réponses mémoires a débuté 

avec des études montrant que la déplétion en CD en amont d’une réponse secondaire au VSV 

ou au LCMV impacte négativement la réponse mémoire (50,51), suggérant la nécessité d’un 

signal de costimulation. Un autre argument est apporté par la démonstration de l’efficacité du 

CTLA4-Ig dans le traitement de certaine maladie auto-immune (52,53) dans lesquelles le 

traitement est par définition débuté alors qu’une réponse immune auto-réactive a déjà eu lieu.  



36 
 

Puis la mise au point de modèles d’infection virale plus pertinents a permis d’étudier la 

dépendance vis-à-vis de CD28 des réponses mémoires. En particulier, le développement de 

tétramères spécifiques d’un TCR donné a permis de suivre les réponses mémoires chez des 

individus sauvages (WT), en présence ou non d’agents bloquant la costimulation. 

Globalement, il est apparu que l’élaboration optimale d’une réponse mémoire contre le HSV-

1, le VACV le MHV-68 et le LCMV est dépendante d’interaction entre CD28 et CD80/86 (54–

56). Une étude utilisant un système cre-lox permettant un Knock out (KO) inductible de CD28 

après la réponse primaire contre N. Brasiliensis a abouti aux mêmes conclusions (57).  

Comme mentionné ci-dessus, de nombreuses nouvelles CSSM ont été décrites, elles 

sont souvent absentes sur les cellules naïves mais induites secondairement et participent 

activement à l’induction et au contrôle des réponses secondaires. Néanmoins, il apparait qu’au-

delà de son rôle primordial dans la mise en œuvre d’une réponse primaire, CD28 soit aussi 

largement impliqué dans les réponses mémoires. 

 CD28, ICOS et la réponse Tfh. 

Au stade mémoire / effecteur, les cellules T sont polarisées vers différentes fonctions 

effectrices. Il est vraisemblable que la dépendance vis-à-vis des molécules de costimulation 

varie entre ses différentes sous-populations. En ce qui concerne les cellules T Tfh, « une 

compartimentalisation » entre CD28 et ICOS a été décrite (58). Lors de la réponse primaire, la 

costimulation via CD28 est indispensable à la polarisation des cellules T en Tfh. Au cours de 

cette différentiation, sous l’effet de Roquin, une E3 ubiquitine ligase qui contrôle la stabilité 

de l’ARNm codant pour ICOS, celui-ci est exprimé à un niveau très élevé par les Tfh, qui 

perdent leur dépendance vis-à-vis de CD28 au profit d’ICOS (59). Il a été proposé que cette 

répartition des tâches évite l’émergence d’auto-anticorps. 

 Lors de la réponse primaire les cellules B en tant que CPA « valident » le caractère 

étranger de l’antigène en exprimant, en présence de signaux de dangers, CD80 et CD86 (alors 

qu’ICOS-L est exprimé constitutivement). L’interaction, dépendante de CD28, de ces cellules 

B avec des cellules T naïves spécifiques, va permettre  leur migration dans le CG où ils 

deviennent respectivement des cellules B du CG et des Tfh.  
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La particularité de la réponse B effectrice / mémoire est que la spécificité des cellules 

B évolue secondairement du fait de la maturation d’affinité par hyper-mutation somatique, 

dont le risque majeur est de faire émerger des clones auto-réactifs. Dans ce cas précis, les 

signaux de danger sont dissociés de cette auto-réactivité acquise secondairement. Ainsi, la 

dépendance des Tfh vis-à-vis de CD28 au sein du centre germinatif (CG) pourrait être délétère. 

Cette fois, c’est l’expression d’ICOS par les Tfh issus de la réponse primaire et donc 

« sécurisé » qui permet de « valider » les nouveaux clones B qui présentent l’antigène 

correspondant à leur nouveaux BCR, si toutefois il s’agit toujours du même et non pas d’un 

Ag du soi.  

 Dans cette perspective l’indépendance vis-à-vis de CD28 serait donc une particularité, 

propre aux Tfh, qui du fait de leur coopération avec les cellules B du CG, sont les seules pour 

lesquelles l’information véhiculée par CD80/86 pourrait être inappropriée. Cette idée est 

soutenue par l’analyse phylogénétique de l’évolution du système immunitaire (60,61), puisque 

l’apparition d’ICOS, qui résulte d’une duplication de CD28, coïncide avec celle de la réponse 

humorale de haute affinité.  

2.3.2. CD28 ET LYMPHOCYTES T REGULATEURS. 

Lymphocytes T régulateurs naturels 

Les lymphocytes T régulateurs qualifiés de naturels (nTreg) sont issus du thymus. Leur 

déplétion entraine une auto-immunité, puisqu’ils sont auto-réactifs et garants de la tolérance 

périphérique (62). Ainsi, c’est l’exacerbation du diabète dans les souris CD28 déficiente, sur 

fond NOD (diabète spontané), qui a fait suspecter l’importance de CD28 pour la génération 

intra-thymique des Treg (63), le niveau de celle-ci étant profondément diminué dans ces souris. 

Puis en utilisant des souris CD28 déficientes ou un blocage de CD80/86, l’importance de CD28 

pour la fonction et l’homéostasie des Treg en périphérie a été montré (64,65). Les biais 

principaux de ces modèles sont d’une part que la génération intra-thymique de Treg est déjà 

impactée et d’autre part, que le défaut en signaux médiés par CD28, peut agir de façon 

extrinsèque au niveau des cellules T conventionnelles (donc de la sécrétion d’IL-2, cruciale 

pour l’homéostasie des Treg). Néanmoins l’utilisation de KO conditionnel ciblant CD28 dans 

les cellules Foxp3 positive (66) ou de KO inductible (67),  a permis de confirmer le rôle 
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intrinsèque de CD28 pour la fonction et l’homéostasie des nTreg. En effet, les Treg déficientes 

en CD28 présentent un défaut de suppression associé à un déficit en CTLA-4 et un défaut de 

survie que ce soit dans des conditions compétitives ou dans un environnement lymphopénique. 

Ainsi pour ce qui est des nTreg, CD28  est indispensable à tous les niveaux.   

Il faut néanmoins apporter une nuance concernant une sous population de nTreg mise 

en évidence en 2008 chez l’homme (68,69), où l’expression d’ICOS permet de distinguer deux 

populations de Treg (ICOS+ et ICOS-) parmi les effecteurs (CD45RA-). Elles se différencient 

par leur mécanisme de suppression (IL10 et TGFβ pour les ICOS+ et uniquement TGFβ pour 

les ICOS-), mais aussi par l’importance relative de CD28 et ICOS sur leur survie et leur 

prolifération. En effet en présence d’un anti-CD28 agoniste, alors que les ICOS- prolifèrent, la 

prolifération des ICOS+ est inhibée. En revanche ICOS-L favorise la prolifération de ces 

dernières, suggérant qu’ICOS pourrait se substituer à CD28 pour assurer les signaux 

nécessaires à leur survie. 

Lymphocytes T régulateurs induits.        

Les lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) sont issus de cellules T naïves 

conventionnelles ayant rencontré leur antigène spécifique. Il convient de différencier ceux 

générés in vitro, selon des protocoles bien établis (culture avec de l’IL2 et du TGFβ) mais dont 

la pertinence biologique est incertaine, de ceux apparaissant in vivo dans un environnement 

propice (70). Le rôle de CD28 dans leur induction reste à ce jour controversé. Bien que la 

costimulation via CD28 soit nécessaire à la génération d’iTreg à travers la sécrétion d’IL-2 

(71), un haut niveau de stimulation de CD28 semble délétère (72). Une étude a montré que des 

CD4+CD25- (dépourvus de nTreg) déficients pour une des voie de transduction de CD28 (KO 

CD28-Lck) lorsqu’ils étaient transférés dans des souris irradiées, étaient incapables 

contrairement aux WT d’induire une maladie du greffon contre l’hôte (GVHD), ce qui était 

attribué à une meilleure induction d’iTreg (73). Ces données suggèrent qu’un faible niveau de 

costimulation via CD28, ce qui correspond à des situations quiescentes, favoriserait l’induction 

de Treg, alors qu’une stimulation intense de CD28 dans un contexte de signaux de danger, 

favoriserait l’induction de cellules effectrices.         

Helios comme un marqueur des iTreg ? 
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Une des difficultés qui se pose pour l’étude des iTreg est l’absence de marqueur 

spécifique les différenciant des nTreg. En 2010 Thornton et al ont proposé qu’Helios, un 

facteur de transcription pourrait servir à distinguer ces deux populations (74). Leurs arguments 

reposaient sur (75) :  

(1) le fait que chez la souris dans les premiers jours de vie toutes les cellules Foxp3+ 

sont Helios positive. 

(2) le fait que les Treg induit in vitro sont Helios négative. 

(3) le fait que des Treg induit in vivo dans un modèle de tolérance orale et dans un 

modèle d’immunisation sans adjuvant soient Helios négative. 

Mais depuis ces résultats ont été largement contestés. En effet il a été montré que lorsque la 

stimulation du TCR nécessaire à l’induction de Treg in vitro est apportée par des CPA, 

certaines iTreg sont Helios+ (75). Akimova et al (76), ont montré qu’ Helios pouvait être 

exprimé par des cellules T conventionnelles et en font un marqueur d’activation et de 

prolifération de ces cellules. Enfin chez l’homme Himmel et al (77) ont montré qu’Helios n’est 

pas exprimé par toutes les cellules Treg naïves (CD45RA+CD31+CCR7+CD62L+ Foxp3+) 

qui sont par définition issues du thymus.            

2.5 FONCTION DE CTLA-4 

 Le fait que CTLA-4 partage le même ligand que CD28 associé au phénotype des souris 

CTLA-4 KO (lympho-prolifération massive et manifestations auto-immunes) en a fait le 

plateau négatif de la balance CD28 / CD80/86 / CTLA-4. Cela était rapidement étayé par la 

mise en évidence de signaux de transduction intracellulaires inhibiteurs, induit par des anti-

CTLA-4 agonistes (78) ou par son interaction avec CD80/86 et supposés s’opposer aux signaux 

activateurs en aval de CD28. Par la suite une littérature très dense a détaillé les mécanismes 

moléculaires à l’origine de cette fonction intrinsèque de CTLA-4. Globalement,  la queue 

intracellulaire de CTLA-4, bien que dépourvue d’activité enzymatique, contient des motifs 

permettant son interaction avec de nombreuses protéines comme SHP-2 et PP2A, dont 

l’activité phosphatase interfère avec les signaux de transduction en aval du TCR et de CD28 

(33). Les autres fonctions intrinsèques de CTLA-4 comme nous l’avons vu ci-dessus font 
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intervenir la régulation spatio-temporelle de la SI via un phénomène de compétition avec CD28 

pour lier CD80-86 et la réversion du STOP signal.  

Deux éléments ont fait suspecter aux immunologistes une plus grande complexité 

concernant le rôle de CTLA-4 dans le système immunitaire : (1) la mise en évidence que seul 

les Treg l’expriment constitutivement, son expression étant contrôlée par le facteur de 

transcription Foxp3, leur « master regulator » (2) le développement de modèles murins de 

chimères de moelle osseuse a permis de distinguer les effets intrinsèques / extrinsèques des 

molécules. Dans le cas de CTLA-4 les souris présentant un mélange de cellules WT et de 

cellules déficientes ont un phénotype normal, démontrant que CTLA-4 n’agit pas seulement 

sur les cellules qui le possède (rôle intrinsèque), mais au-delà au travers d’autres cellules (rôle 

extrinsèque). 

 Bien que fortement suspecté, le rôle de CTLA-4 pour la fonction suppressive des Treg 

a été initialement l’objet de controverses (probablement du fait de conditions expérimentales 

variables). Finalement, en 2008, le KO induit de CTLA-4 dans les cellules exprimant Foxp3, 

qui entraine un tableau proche du KO simple (lympho-prolifération et auto-immunité), a 

permis de confirmer son rôle majeur pour la fonction des Treg (79), puis d’en déterminer les 

mécanismes, à tel point que CTLA-4 apparait aujourd’hui comme l’élément central de la 

fonction suppressive des Treg.       

Dans ce contexte, la relevance de la fonction intrinsèque a pu être questionnée. 

Néanmoins, de nouveaux travaux,  sur les mécanismes d’action des anti-CTLA-4, dont 

l’efficacité y compris clinique dans le traitement du cancer s’est affirmée, ont précisé   

l’importance du rôle direct de CTLA-4 sur les réponses effectrices qu’elles soient primaires ou 

secondaires.         

2.4.1. LES FONCTIONS EXTRINSEQUES DE CTLA-4.                    

La stimulation des Treg et la sécrétion de TGFβ 

Une première explication plausible du rôle extrinsèque de CTLA-4 est son rôle 

intrinsèque, direct, sur les Treg, c’est à dire la potentialisation de leur activité suppressive 

particulièrement via le TGFβ. En effet la stimulation de lymphocytes CD4+  au moyen d’anti 
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CTLA-4 agoniste augmente leur production de TGFβ (80), ce qui est également observé avec 

des cellules CD4+CD25+ Foxp3+ lors de contact cellule-cellule dépendant de CTLA-4 (81).   

L’activation d’IDO dans les CPA. 

Lorsque CTLA-4 engage son ligand sur les CPA, il initie un « signal inverse » au sein 

des CPA à travers CD80/86, induisant l’activation de l’indoleamine 2,3 – dioxygénase (IDO) 

(82,83). Cette enzyme catabolise le tryptophane conduisant à sa déplétion locale, avec pour 

conséquence l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T (84). 

La trans-endocytose de CD80/86 sur les CPA. 

Dès 2000, la capacité des Treg à réduire le niveau d’expression de CD80/86 sur les 

CPA a été mis en évidence chez la souris (85). Cela pouvait expliquer leur propension à altérer 

la formation de contact stable entre les CPA et les cellules T, dans les ganglions lymphatiques 

(86). Cette fonction est absente en cas de déficit en CTLA-4 (79). En 2011, la base moléculaire 

de ce mécanisme a été observé par microscopie confocale (87). Suite à leur interaction avec 

CTLA-4, les molécules de CD80/86 sont physiquement capturées à surface des CPA et 

transférées par trans-endocytose dans des vésicules, au sein de la cellule CTLA-4 positive qui 

par ailleurs n’est pas nécessairement une Treg. 

Depuis, la pertinence in vivo de cette fonction dans différents contextes a été démontrée. 

La réponse humorale fait intervenir, au sein des ganglions lymphatiques, une collaboration 

entre les cellules B et une sous-population de lymphocytes T CD4+, les cellules T helper 

folliculaires (Tfh). Le rôle modulateur de CTLA-4 dans cette situation était suspecté (59), des 

études récentes ont montré que cela fait intervenir la baisse du niveau d’expression de CD80/86 

sur les lymphocytes B via CTLA-4 et les Treg (88–90). Encore plus récemment, dans le 

classique modèle d’infection par le LCMV, il a été montré que la déplétion en Treg après une 

réponse primaire provoquait une perte de quiescence des cellules mémoires en absence 

d’antigène (prolifération et différentiation en cellules effectrices). Ce phénomène pouvait être 

empêché par l’ajout simultané de CTLA4-Ig, faisant suspecter que le mécanisme d’action des 

Treg est la capture de CD80/86 sur les CPA. Cette observation amène deux remarques :  
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(1) cela illustre l’importance de la costimulation médiée par CD28 pour  les 

lymphocytes T mémoires (cf 2.3.1) puisque c’est la disponibilité de CD80/86 suite à la 

déplétion en Treg qui est à l’origine de leur réactivation.  

(2) le CTLA4-Ig en saturant CD80/86 sur les CPA mime le mode d’action des Treg 

lorsqu’il implique le mécanisme de trans-endocytose de CD80/86. 

 

 Cependant le CTLA4-Ig ne saurait reproduire toutes les fonctions des Treg, car comme 

nous l’avons vu celles-ci possèdent d’autres mécanismes suppresseurs dépendant de CTLA-4, 

sans compter ceux qui ne le sont pas.  

De plus, même si les fonctions extrinsèques de CTLA-4 ont ces dernières années pris 

beaucoup d’importance, la relevance de ses effets intrinsèques a également pu être réaffirmée 

à la lumière des études sur les mécanismes d’action des anti-CTLA antagonistes (« checkpoint 

inhibitors »).  
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Figure 8 : principales fonctions intrinsèques et extrinsèques de CTLA-4. 
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2.4.2. FONCTIONS INTRINSEQUES DE CTLA-4. 

Les leçons des anti-CTLA-4 

Dès 1996 l’efficacité des anti-CTLA4 antagoniste pour optimiser l’immunité anti-

tumorale a été montrée dans des modèles précliniques (91), puis confirmée chez l’homme dans 

des essais cliniques (92,93). La première hypothèse pour expliquer leur activité, était un effet 

direct sur les cellules effectrices anti-tumorales, le blocage de CTLA-4 entrainant un 

déséquilibre de la balance en faveur de CD28. Néanmoins la démonstration du rôle essentiel 

de CTLA-4 pour la fonction des Treg (79) a soulevé une seconde hypothèse : celle d’une 

inhibition des fonctions immunosuppressives des Treg au sein de la tumeur, et suscité un 

questionnement sur l’importance respective de ces deux mécanismes, en particulier sur la 

relevance des effets directs. La preuve de l’importance de ces derniers, a été apportée par une 

étude utilisant un ingénieux mécanisme permettant de bloquer CTLA-4, soit sur les 

lymphocytes T conventionnels, soit sur les lymphocytes T régulateurs (94). Seul le ciblage 

spécifique des T effecteurs avait un impact significatif sur la croissance tumorale alors que le 

blocage des deux compartiments avait un effet synergique. Plus récemment il a été montré que 

les anti-CTLA4 induisent une déplétion des cellules T régulatrices dans le micro-

environnement tumoral de façon dépendante des récepteurs Fcγ (95–97) aussi bien qu’une 

augmentation des cellules T  activées au sein de la tumeur (98,99).       

Un effet intrinsèque sur les réponses primaires et secondaires. 

L’effet direct du blocage de CTLA-4 sur les cellules T conventionnelles peut 

s’expliquer par deux scénarios non mutuellement exclusifs :  

(1) une optimisation du priming puis de l’expansion des cellules T naïves spécifiques 

des antigènes tumoraux ce qui reviendrait à une diversification du répertoire,  

(2) une amplification des réponses T effectrices / mémoires spécifiques pré-existantes 

par la levée de signaux inhibiteurs. 

 Des données récentes que ce soit en périphérie chez l’homme à la faveur des essais 

cliniques, ou au sein de la tumeur dans des modèles murins très poussés, semblent démontrer 

que les deux mécanismes coexistent.  
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Chez l’homme, Kvitstborg et al (100), ont montré en utilisant une large collection de 

multimètres peptides (spécifique des antigènes tumoraux du mélanome) / CMH, permettant de 

monitorer la réponse T CD8+ anti-tumorale, que l’ipilimumab (anti-CTLA-4) permet de faire 

apparaitre de nouveaux clones, augmentant ainsi la diversité de la réponse anti-tumorale. En 

analysant le répertoire T, par la mesure de la fréquence de chaque réarrangement des gènes du 

TCRβ, Cha et al (101) retrouvent également une diversification du répertoire après traitement 

par les anti-CTLA-4. Néanmoins ils montrent que leur efficacité clinique est associée avec le 

maintien à une haute fréquence des clones déjà présents avant le traitement, ce qui suppose que 

l’efficacité passe plutôt par une optimisation des réponses anti-tumorales pré-existantes, 

effectrices et/ou mémoires.  

L’analyse approfondie des effets des « checkpoint inhibitors » (anti-CTLA4 et anti-

PD1) sur les lymphocytes infiltrant la tumeur, dans un modèle murin de sarcome, démontre 

que les anti-CTLA-4, augmentent, au sein des clones anti-tumoraux préexistants au traitement, 

un panel de gènes identifiés à une réponse anti-virale secondaire (comme le Granzyme B, 

TNFα, IFNγ) et diminuent un autre groupe de gènes assimilés à l’exhaustion, observés dans 

les infections virales chroniques (comme LAG-3 et TIM-3) (102). Encore plus récemment dans 

un modèle murin de mélanome il a été démontré que les anti-CTLA-4, en plus de dépléter les 

Treg, lèvent l’exhaustion des T CD8+PD1+Eomes+ (103).     

Globalement ces études arguent pour un effet intrinsèque de CTLA-4 et d’autres CSSM 

en particulier PD-1, non seulement lors du priming des cellules naïves mais aussi sur la 

régulation des cellules T expérimentées (effectrices ou mémoires) lors des réponses 

secondaires.  

A ce stade les lymphocytes T sont polarisés, l’importance relative des signaux 

inhibiteurs intrinsèques médiés par CTLA-4 varient en fonction du sous-type cellulaire. 

L’importance de la régulation par CTLA-4 a été montrée pour les Th17 dans un modèle de 

myocardite auto-immune ou son blocage exacerbe la maladie (104). Comme nous l’avons vu 

ci-dessus CTLA-4 régule la réponse Tfh effectrice via ses fonctions extrinsèques exercées par 

les Treg (88,89). Néanmoins, il a récemment été démontré que l’effet de CTLA-4 est aussi la 

conséquence de signaux inhibiteurs intrinsèques au sein des Tfh (89). 
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3 LE BLOCAGE DE CD80-86 PAR LE CTLA4-IG 

C’est la production de la protéine de fusion CTLA4-Ig soluble qui a permis d’identifier 

le ligand de CTLA-4 sur les lymphocytes B : CD80/86 (30), déjà connu pour être celui de 

CD28 identifié alors comme dépositaire du second signal (28). Ainsi, avant même que la 

fonction régulatrice du CTLA-4 soit décrite (78) le CTLA4-Ig a fait la démonstration in vivo 

de son efficacité pour prévenir le rejet dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (105) 

et même pour induire la tolérance à une xénogreffe d’ilots pancréatiques humain chez la souris 

(106). 

 Les espoirs d’induction de tolérance nés de ces premiers résultats ont été déçus par 

ceux plus modestes obtenus chez le primate. Puis, une seconde génération de CTLA4-Ig 

(LEA29Y) de meilleure affinité pour CD86 a été développée, dont les résultats encourageants 

en préclinique, en association avec une induction par anti-IL2R ou avec un traitement 

d’entretien par mycophenolate mofétil (MMF) et corticostéroïdes (Cs), ont abouti à un essai 

clinique où le Belatacept était associé à ces deux thérapeutiques, sans inhibiteurs de la 

calcineurine (CNI). Comme attendu, ce protocole permit une amélioration de la fonction du 

greffon, attribuée à l’absence de néphrotoxicité. Cependant, en particulier avec de fortes doses, 

les patients traités par Belatacept présentaient un taux de rejet supérieur : les rejets résistants 

au Belatacept.  

Les effets délétères du CTLA4-Ig sur les Treg pourraient être une raison de leur 

efficacité limitée. Cela est difficile à mettre en évidence, en particulier chez l’homme du fait 

de la faible spécificité de Foxp3, leur principal marqueur, arguant pour le développement de 

nouvelles techniques plus pertinentes, issues de l’épigénétique.    

L’autre explication avancée pour expliquer la résistance au blocage de la costimulation 

est l’indépendance vis-à-vis de CD28 des cellules T mémoires, associée à leur réactivité croisée 

avec les allo-antigènes (immunité hétérologue). Il apparait aujourd’hui que ce sont davantage 

les cellules effectrices qui sont impliquées.    
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3.1 DEVELOPPEMENT EXPERIMENTAL ET PRECLINIQUE 

Après les deux études princeps mentionnées ci-dessus (105,106), de très nombreux 

laboratoires ont étendu avec succès cette stratégie, en utilisant du CTLA4-Ig (ou parfois des 

anticorps anti CD80/86), à d’autres organes dont le rein. Les grands principes issus de ces 

études sont (107) : 

 (1) qu’un traitement court, voir une dose unique suffit. 

 (2) le plus souvent la simple antagonisation de CD80/86 ne suffit pas à obtenir une 

induction de tolérance : pour prévenir l’apparition d’un rejet chronique il est nécessaire 

d’associer soit une transfusion de lymphocytes du donneur soit un anti-CD40L. 

 Les limites du blocage de CD80/86 sont surtout apparues lors de son utilisation chez 

le primate où les résultats ont été beaucoup moins bons que ce soit avec le CTLA4-Ig (108,109) 

ou  avec les anti-CD80/86 (110,111). Initialement, une faible affinité de la première génération 

de CTLA4-Ig (Abatacept) pour CD86 comparé à CD80 était supposée être à l’origine de ce 

manque d’efficacité. Ainsi une seconde génération de CTLA4-Ig, le LEA29Y (Belatacept) 

avec une meilleure affinité pour CD86 fut développée. Chez le primate en monothérapie, utilisé 

non plus en induction comme précédemment mais en traitement d’entretien, le LEA29Y 

montrait une nette supériorité pour prévenir le rejet aigu comparé au CTLA4-Ig (temps de 

survie moyenne de 45 contre 8 jours). L’autre objectif de l’étude était de démontrer son 

efficacité en entretien dans deux protocoles sans CNI : 

 (1) avec une induction par des anti-Il2R où aucun rejet ne fut constaté.  

(2) avec du MMF et des Cs en entretien, où 2 animaux sur 5 rejetèrent. 

 Après l’arrêt du LEA29Y, tous les animaux rejetèrent avec parfois apparition d’allo-

anticorps qui n’apparaissent jamais sous blocage de la costimulation (112).  

Fort de ces deux atouts (prévention du rejet dans un protocole sans CNI et prévention 

de la survenue d’allo-anticorps) qui s’opposent aux principales problématiques à l’origine de 
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la dysfonction chronique, le Belatacept était supposé permettre l’amélioration de la fonction 

du greffon à long terme.         

3.2  DONNEES CLINIQUES 

3.2.1. BENEFIT ET BENEFIT EXT 

Efficacité sur la fonction du greffon 

C’est donc dans un protocole sans CNI, en traitement d’entretien à deux doses 

différentes et en association avec une induction par anti-IL-2R, et du MMF et des Cs en 

entretien, que le Belatacept fut introduit en clinique dans un protocole de phase II contrôlé par 

un bras avec de la ciclosporine (113,114). Cette étude démontra la non-infériorité du Belatacept 

en termes de rejet, avec par ailleurs une meilleure fonction et une incidence plus faible de 

néphropathie chronique d’allogreffe (CAN) à 12 mois chez les patients traités par Belatacept. 

Deux études de phase III baptisée BENEFIT (115) excluant les donneurs aux critères 

élargis et BENEFIT-EXT (116–118) avec ces derniers, comprenant les mêmes groupes 

(Belatacept à dose plus intensive (MI), dose moins intensive (LI) et ciclosporine (CsA)) 

confirmèrent la supériorité du Belatacept sur la fonction rénale et l’incidence de la CAN à 12 

mois. En revanche dans BENEFIT, l’incidence de rejet aigu la première année, était supérieure 

avec le Belatacept en particulier dans le groupe à dose MI, qui ne respecta pas les critères de 

non-infériorité : 22%, 17% et 7% respectivement. Il s’agissait de rejets cellulaires, l’incidence 

d’apparition de DSA étant très faible (d’avantage qu’avec la CsA) y compris au moment des 

rejets. Néanmoins, ces rejets étaient sévères en particulier avec le régime intensif,  avec 

respectivement 40%, 25% et 12 % de rejets de classe IIB selon la classification de Banff, avec 

pour conséquence l’utilisation d’un lympho-déplétant d’emblée dans respectivement 32%, 

25% et 12,5% des rejets et par ailleurs 32% et 25% de rejets cortico-résistant avec le Belatacept 

contre aucun avec la ciclosporine. Ainsi à 3 ans, 15% et 25% des patients ayant eu un rejet 

sous Belatacept avait perdu leur greffon contre 4% de ceux sous CsA. Après 18 mois 

l’incidence de rejet était très faible dans tous les groupes, alors que la survenue de DSA était 

plus faible chez les patients traités par Belatacept avec 6% et 5% contre 11% avec la CsA, y 

compris chez ceux ayant subi un rejet (12% et 8% contre 19% )(117). Cela explique 
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certainement, avec l’absence de néphrotoxicité confirmée par l’analyse du profil 

transcriptionel des biopsies (119), le maintien d’une meilleure fonction rénale à 5 ans chez les 

patients traités par Belatacept (74, 76 et 53 ml/min/1,73m2) (120).  

Cette efficacité dans le contrôle de la réponse humorale déjà constatée en préclinique 

peut s’expliquer par l’importance de CD28 pour la réponse Tfh primaire, mentionnée ci-

dessus. En effet dans un modèle préclinique de rejet humoral aigu survenant au cours de la 

reconstitution consécutive à un traitement lympho-déplétant (121), l’adjonction de Belatacept 

prévient la réponse Tfh au sein des organes lymphoïdes secondaires, la survenue de DSA et 

donc le rejet.       

Critères secondaires 

Par ailleurs BENEFIT et BENEFIT-EXT ont démontré que les patients sous Belatacept 

et donc sans CNI, présentaient un meilleur profil cardiovasculaire et métabolique (122,123), 

permettant de réduire l’utilisation de médicaments pour contrôler l’hypertension artérielle, les 

anomalies lipidiques et la survenue d’un diabète, ce qui participe aussi peut être à la différence 

en terme de fonction rénale. 

   Tolérance 

Alors que la tolérance générale et la survenue d’infections étaient similaire entre les 

groupes, le principal risque du Belatacept mis en évidence par BENEFIT et BENEFIT-EXT 

est la survenue de syndrome lympho-prolifératif post transplantation (PTLD), dont certain du 

système nerveux central (particulièrement avec le régime plus intensif). Ces PTLD le plus 

souvent EBV-induits, surviennent dans les 18 premiers mois avec un risque dix fois plus 

important chez les patient avec une sérologie EBV négative ce qui a conduit à la contre-

indication du Belatacept dans cette population (120). 

3.2.2. AUTRES ESSAIS CLINIQUES 

Inhibiteur de mTOR et abstention en corticoïdes 

Une autre association possible avec le Belatacept pour éviter le recours aux CNI sont 

les inhibiteurs du mTOR (124). Un autre objectif en transplantation est d’éviter le recours aux 

corticoïdes. Un essai de phase II a ainsi comparé trois bras : Belatacept-MMF, Belatacept-
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Sirolimus et Tacrolimus-MMF, à chaque fois sans corticoïdes au long cours mais avec une 

induction par sérum anti-lymphocytaire (SAL) (125). L’incidence de rejet était globalement 

plus faible que dans BENEFIT, probablement du fait de la différence d’induction, 

encourageant l’abstention ou le sevrage précoce en corticoïdes. Comme dans BENEFIT, le 

groupe Belatacept-MMF présentait plus de rejet que le groupe Tacrolimus-MMF, à l’opposé 

du groupe Belatacept-Sirolimus, cependant le nombre de changement de bras était plus 

important dans ce dernier du fait de la mauvaise tolérance du Sirolimus. A 1 an les patients des 

2 groupes Belatacept présentaient une meilleure fonction rénale (environ 10 ml/min plus haute) 

que dans le bras Tacrolimus-MMF. 

Une autre étude a étudié l’association Belatacept / sirolimus, cette fois avec une 

induction par Alemtuzumab (126). De plus en se référant aux bons résultats de combinaison 

blocage de la costimulation / transfusion de cellules du donneur, la moitié des patients reçurent 

de la moelle osseuse de leur donneur. Après 1 an, il était proposé au patient de poursuivre une 

bithérapie ou de maintenir uniquement le Belatacept. Globalement les résultats furent 

satisfaisants quel que soit le groupe (avec ou sans moelle osseuse). Sur les 10 patients qui 

acceptèrent d’arrêter le sirolimus, 5 gardèrent une fonction rénale stable, sans que des DSA 

n’apparaissent et 5 présentèrent un rejet ou des lésions borderlines, parmi lesquels 2 furent 

finalement passés en monothérapie.  

Changement CNI pour Belatacept 

Une autre alternative pour diminuer l’exposition aux CNI est de commuter à distance 

de la greffe les CNI pour un autre traitement. Cette stratégie a été utilisée dans un essai de 

phase II, chez des patients stables, entre 6 et 36 mois après la greffe, les patients étaient 

randomisés entre arrêt des CNI remplacés par le Belatacept ou poursuite des CNI (127,128). 

Les résultats montraient une amélioration de la fonction rénale après l’arrêt des CNI, 

particulièrement avec le tacrolimus, bien que dans le groupe Belatacept 5% des patients 

présentaient un rejet dans les 6 mois suivant le switch.            
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3.3 MECANISMES DE LA RESISTANCE AU BLOCAGE DE LA 

COSTIMULATION PAR LE CTLA4-IG. 

3.3.1. LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS 

Nous avons vu ci-dessus l’importance de CD28 pour la génération, l’homéostasie et la 

fonction des lymphocytes T régulateurs, ainsi que de celle de CTLA-4 pour leur fonction. Or, 

l’équilibre entre lymphocytes T effecteurs et régulateurs intervient dans l’induction et le  

maintien de la tolérance (129). Ainsi, il a été proposé que l’origine des rejets résistants aux 

Belatacept soit secondaire a la survenue d’un déséquilibre entre lymphocytes T conventionnels 

et régulateurs, au détriment de ces derniers.   

Données expérimentales 

Le CTLA4-Ig empêche l’induction de tolérance dans un modèle murin d’induction de 

tolérance  à une greffe de peau dépendante des T régulateurs, consistant en l’administration de 

complexe IL-2/IL2-R (130). Dans ce modèle l’administration d’anti-CD28 agoniste restaure la 

tolérance. Dans une autre étude il était montré qu’alors que le CTLA4-Ig augmente la survie 

du greffon lors d’une greffe entre deux lignées de souris avec un complet mis-match de classe 

II, il accélère le rejet dans un modèle où le pool de cellules allo-réactives est faible et la survie 

à long terme dépendante des cellules T régulatrices (131).      

Données cliniques 

Les données issues de BENEFIT, quant aux cellules T régulatrices, sont 

contradictoires. Bluestone et al ont observé que contrairement aux anti-IL2R, qui diminuent le 

nombre de cellules Foxp3+ dans le sang périphérique à court terme, le Belatacept n’avait pas 

d’effet en comparaison des CNI (132), confirmant les données de la première étude de phase 

II qui ne retrouvaient pas d’expansion des Treg (133). Par ailleurs, en immuno-histologie, le 

ratio cellules Foxp3+/CD3+ était plus important dans l’infiltrat des biopsies de rejet aigu des 

patients sous Belatacept (132). En revanche, Grimbert et al (134) en utilisant la mesure des 

transcrits de Foxp3 dans les biopsies protocolaires à 12 mois de BENEFIT trouvaient 

significativement moins de Foxp3 dans le groupe Belatacept alors qu’aucune autre différence 

de niveau d’expression n’était constatée (marqueurs Th1, Th2, Th17 et Granzyme B).  
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Le Treg Specific Demethylation Region (TSDR)         

Une explication possible de cette différence et plus généralement de la confusion qui 

entoure les études en transplantation rénale utilisant la mesure de Foxp3 (135), est son manque 

de spécificité. En effet chez l’homme, Foxp3 peut être exprimé transitoirement dans les cellules 

T effectrices (136). Ainsi sa pertinence en particulier dans des environnements inflammatoires 

tels qu’un rejet aigu a été remise en question (135). C’est l’expression stable de Foxp3 qui en 

revanche est spécifique des lymphocytes Treg (137). Floess et al (138) ont montré qu’elle est 

maintenue par un mécanisme épigénétique : la déméthylation  d’une région non codante du 

gène de Foxp3 : le TSDR. Cela a été étendu à d’autres gènes dont CTLA-4, et il a été montré 

que le degré de la déméthylation  corrèle avec « l’authenticité » des Treg, leur stabilité : 

contrairement aux Treg induit in vitro les nTreg sont totalement déméthylés (139). Cela ne 

signifie pas, contrairement à ce qui est parfois compris, que tous les iTreg sont méthylés au 

niveau de ces régions. Au  contraire par définition, les iTreg en particulier induit in vivo, qui 

sont stables, dont la fonction est relevante, devrait avoir cette signature épigénétique synonyme 

d’une stabilité de l’expression de Foxp3 (140).  

L’analyse de la méthylation du TSDR est donc une technique beaucoup plus spécifique 

pour quantifier les Treg (141). En transplantation rénale Bestard et al (142) ont montré que la 

démethylation du TSDR ne corrèle pas avec le marquage par Foxp3 en situation inflammatoire 

(rejet aigu cellulaire), mais bien dans les cas de rejet infra-clinique.      

3.3.2. L’IMMUNITE HETEROLOGUE 

Concept et preuves 

Comme mentionné ci-dessus, à la suite d’études in vitro et in vivo chez la souris CD28 

déficiente, l’idée que les lymphocytes T mémoires sont indépendants de la costimulation via 

CD28 était admise. Par conséquent, ces cellules ont été rendues responsables des rejets 

résistants au Belatacept en vertu du principe d’immunité hétérologue. Ce concept issu de la 

virologie, correspond à l’activation d’une cellule mémoire spécifique d’un virus par la 

reconnaissance croisée d’un autre virus dit hétérologue, par mimétisme moléculaire (et non pas 

simplement par effet bystander) (143). Avant même qu’elle ne soit démontré pour les virus, la 

réactivité croisée entre des lymphocytes T cytotoxiques spécifique d’un virus et une cible allo-
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génique non infectée avait été mise en évidence (144,145). Cela est attribué à la reconnaissance 

par un même TCR du complexe peptide spécifique d’un pathogène / CMH du soi, et d’un 

complexe peptide / allo-CMH. L’exemple le plus connu fut rapporté par Burrows et al, qui ont 

observé que les cellules T CD8+ spécifiques du peptide EBNA3A de l’EBV restreint au HLA-

B8, croisent avec le HLA-B44 présentant un peptide du soi. Par ailleurs des études chez 

l’homme ont montré que la fréquence de cellules T mémoires allo-réactives chez le donneur 

est corrélée au pronostic de la greffe (6).  Récemment, les bases moléculaires de ce phénomène 

(146), ainsi que son amplitude dans le contexte de la transplantation ont été précisées (147).    

      Ainsi, l’implication de l’immunité hétérologue était suspectée dans la résistance à 

l’induction de tolérance dans les situations où le receveur avait des antécédents d’exposition à 

des antigènes. En effet de nombreuses études ont montré que les receveurs précédemment 

infectés avec différents micro-organismes deviennent réfractaires aux protocoles d’induction 

de tolérance utilisant du CTLA4-Ig (148,149) et cette résistance est transmise par le transfert 

des cellules T CD8+ et CD4+ d’un animal immunisé dans un animal naïf (150). Dans un 

modèle plus relevant de transplantation rénale chez le primate où la tolérance est induite par la 

combinaison entre le blocage de la costimulation et des transfusions de cellules du donneur, la 

fréquence des cellules mémoires préexistantes allo-réactives vis-à-vis du donneur (mesurée par 

ELISPOT) corrèle avec la survenue du rejet aigu (151). Globalement, ces études conclurent 

que la résistance à l’induction de la tolérance par blocage de la costimulation dans les modèles 

expérimentaux et par extrapolation les rejets résistants au Belatacept, sont causés par le 

phénomène d’immunité hétérologue.  

Cellules effectrices plutôt que mémoires. 

Les études plus récentes ont nuancé et précisé ces données en montrant que les cellules 

résistantes au blocage de la costimulation, dans le contexte de la transplantation, sont plutôt 

des cellules effectrices que des cellules mémoires. Même si le contexte est différent (le niveau 

de stimulation antigénique étant plus intense, particulièrement dans la phase initiale faisant 

intervenir la reconnaissance directe) cela est en adéquation avec les progrès, mentionnés ci-

dessus, démontrant l’importance des signaux de costimulation médiées par CD28 dans le cadre 

des réponses mémoires anti-infectieuses (cf 2.3.1).   
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Lorsque des cellules T CD8+ centrale mémoire (TCM) ou des effectrices mémoires 

(TEM) sont transférées dans un individu sauvage, elles ont la même capacité à rejeter une 

greffe qui leur est spécifique (152). En revanche lorsqu’elles sont transférées dans un individu 

aly-déficient (ce qui conduit à l’absence d’organes lymphoïdes secondaires), les TEM sont 

significativement plus à même de rejeter la greffe. Cela suggère que les TCM et pas les TEM 

sont dépendantes des CPA et par extension de la costimulation pour être réactivées.  

De façon analogue, dans un modèle d’immunité hétérologue généré par une infection 

latente de souris par un virus, les cellules T effectrices (CD44highCD127lowCD62Llow) et 

les TEM (CD44highCD127highCD62Llow-int) et pas les TCM étaient responsables de la 

résistance à l’induction de tolérance par blocage de la costimulation (153). Une autre étude a 

montré que la résistance au blocage de la costimulation est dépendante des conditions dans 

lesquelles les cellules allo-spécifiques sont générées. Seules les cellules T ayant été 

suffisamment exposées à l’antigène, ce qui est réputé favoriser l’émergence d’une population 

de cellules effectrices, résistent au blocage de la costimulation (154). Cela semble se confirmer 

par l’étude in vitro des effets différentiels du Belatacept sur la prolifération des cellules T en 

réponse soit  à des peptides viraux chargés sur des CPA autologues soit à une stimulation allo-

génique. Xu et al (155) ont montré qu’un large répertoire prolifère lors de la stimulation 

allogénique mais avec peu de cellules polyfonctionnelles (c’est-à-dire exprimant l’IFNγ, TNFα 

et l’IL-2, ce qui correspond à un profil de cellules effectrices). A l’opposé, les cellules 

répondant aux peptides viraux représentent une faible proportion mais sont majoritairement 

polyfonctionnelles. Dans tous les cas quand le Belatacept est ajouté aux cultures cellulaires, 

seules les cellules les plus différenciées échappent au blocage de la costimulation.  

Les cellules T CD28 négative         

   Cela est aussi en adéquation avec le phénotype des cellules T CD28 négative qui sont 

de fait indépendante vis-à-vis de CD28 pour leur activation. Cette population est composée 

essentiellement de lymphocytes T CD8+, elle est retrouvée principalement chez l’homme et 

les primates, ce qui a limité leur étude chez les rongeurs. Néanmoins sa responsabilité dans les 

rejets résistants au Belatacept est suspectée (156,157). Leur proportion augmente avec l’âge, 

probablement du fait que la perte de CD28 est consécutive à l’exposition itérative aux 

antigènes. Il apparait que ces cellules ont d’importantes capacités effectrices. Leur seuil 
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d’activation est bas, parfois elle pourrait même être indépendante de l’antigène (avec un risque 

d’auto-immunité), mais elles possèdent en contrepartie de nombreuses CSSM inhibitrices et 

elles présentent un potentiel de prolifération réduit. Globalement leur contribution à la réponse 

immunitaire est néfaste, s’inscrivant dans le tableau plus large de l’immuno-senescence 

(158,159). Il a été montré que ce phénomène (et donc la proportion de cellules T CD28 

négatives) est exacerbé chez les patients souffrant d’insuffisance rénale terminale (160) 

candidat à la transplantation et lors de la reconstitution consécutive à un traitement d’induction 

par SAL (161).   

Le blocage d’ICOS 

Les cellules T mémoires / effectrices, y compris celles qui conservent CD28, à l’inverse 

des cellules T naïves, expriment d’autres CSSM activatrices dont les signaux sont plus ou 

moins redondants avec ceux médiés par CD28. Leur blocage est donc une des stratégies 

envisagées pour « rattraper » les cellules T qui échappent au CTLA4-Ig. La principale de ces 

CSSM activatrice est ICOS. Son antagonisation en association avec le CTLA4-Ig, dans des 

modèles de greffe chez le rongeur, a produit des résultats contrastés : amélioration de la survie 

dans certains cas (162,163), abrogation de l’effet bénéfique du CTLA4-Ig dans un autre (164). 

Récemment une protéine de fusion ICOS-Ig a été évaluée dans un modèle de transplantation 

rénale chez le primate (165). Celle-ci n’améliorait pas la survie que ce soit en monothérapie 

ou en association avec le Belatacept, cet échec était attribué à la perte concomitante de CD28 

et d’ICOS, la majorité des cellules T CD8+CD28 négative infiltrant la greffe étant aussi ICOS 

négative.     

Le ciblage des intégrines 

Les cellules T mémoires / effectrices en plus de leur capacité de homing en périphérie 

présentent à leur surface des molécules d’adhésions qui leur permettent après leur interaction 

avec les cellules endothéliales de migrer au sein des tissus pour, dans le cas de la 

transplantation, rejeter la greffe. Après que le blocage d’une de ces molécules, LFA-1, ait 

montré prévenir le rejet dans un modèle de greffe cardiaque chez la souris (166), cette stratégie 

a été utilisée pour tenter de compenser la résistance des cellules mémoires vis-à-vis du blocage 

de la costimulation. Un effet synergique avec le CTLA4-Ig a été observé chez la souris dans 

un modèle de GVHD (167) et chez le primate dans un modèle de transplantation d’îlots 
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pancréatiques (168) et un essai de phase II débuté. Malheureusement des cas de 

Leucoencephalopathie Multifocale Progressive (LEMP) secondaire à une infection par le JC 

virus ont été rapporté,  ce qui conduit à l’abandon de cette molécule (169). Une autre stratégie 

a consisté à bloquer CD2 le ligand de LFA-3, avec une protéine de fusion LFA3-Ig (Alefacept). 

CD2 est une autre molécule d’adhésion exprimée par les cellules effectrices / mémoires 

potentiellement impliquées dans la résistance au Belatacept, y compris chez l’homme (156). 

Initialement, dans un modèle de transplantation rénale chez le primate, administré en 

association avec du sirolimus et du Belatacept, ce traitement améliorait la survie des greffons 

(170). Ce résultat n’a pas été confirmé par la suite en préclinique que ce soit dans un modèle 

de greffe d’îlot pancréatique (171) ou de rein (172), toujours avec l’association Belatacept-

sirolimus puisque l’ajout d’alefacept accélérait la survenue du rejet. Cela a été attribué d’une 

part à la réactivation du CMV du primate et à un effet délétère sur les Treg. A noter que dans 

un essai clinique de phase II, l’alefacept en association avec du tacrolimus, du MMF et des Cs 

comparé à un placebo ne diminuait pas l’incidence du rejet aigue à 6 mois (173).                 

Effet du blocage de CTLA-4 sur les cellules T Th17 

Le rôle de l’immunité hétérologue dans la résistance au blocage de la costimulation par 

CTLA4-Ig pourrait aussi s’expliquer par le blocage des signaux intrinsèques inhibiteurs médiés 

par CTLA-4 pouvant lever l’inhibition des cellules effectrices / mémoires, par exemple, celles 

polarisées Th17 comme mentionné ci-dessus. Cela s’accorde avec l’absence d’efficacité du 

CTLA4-Ig dans le traitement des maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, qui 

impliquent les cellules  Th17, une exacerbation de la maladie ayant même été observée dans 

certains groupes de patient. Or, l’implication de ces cellules a été démontrée dans le rejet 

d’allogreffe (174) et évoquée dans la résistance au blocage de la costimulation (131). Dans un 

modèle murin où l’immunisation spécifique précédant la greffe  était polarisée Th1 ou Th17 

en co-administrant du M.Tuberculosis ou du C.Albicans respectivement, seules les souris 

orientées Th17, dont les lymphocytes Th17 spécifiques de la greffe sur-exprimaient CTLA-4, 

résistaient au blocage de la costimulation (175). En utilisant une autre approche, consistant à 

utiliser des souris KO RORγT pour obtenir un rejet orienté Th1 et des souris KO T-bet pour 

obtenir un rejet orienté Th17, Sabet-Baktach et al ont montré les lymphocytes T Th1 mais pas 

les Th17, étaient efficacement bloqués par le blocage de la costimulation. Chez l’homme, 
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Krummey et al (176) ont montré que les cellules Th17 allo-réactives expriment un plus haut 

niveau de CTLA-4 que les Th1. In vitro, après stimulation en présence de Belatacept, alors que 

la prolifération des Th1 est inhibée celle des Th17 est exacerbée. Enfin une association entre 

le niveau de cellules Th17 et l’incidence des rejets chez les patients traités par Belatacept était 

observée. 
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4 LE BLOCAGE SELECTIF DE CD28 

4.1 LES ANTICORPS ANTI-CD28 DIVALENTS.  

Le CTLA4-Ig, comme mentionné précédemment, avant même que le rôle régulateur de 

CTLA-4 soit découvert, a très rapidement été utilisé pour bloquer le second signal avec 

d’excellents résultats. Une fois la balance CD28 / CD80/86 / CTLA-4 décrites, l’inconvénient 

majeur du CTLA4-Ig est apparu : le blocage de CTLA-4 et non uniquement de CD28. 

 La difficulté pour obtenir une antagonisation sélective de CD28, est venue des 

caractéristiques des anticorps anti-CD28 divalents (177,178). En effet qu’ils soient qualifiés 

de conventionnels ou de super-agonistes, ils activent les cellules T. Les premiers nécessitant 

un signal 1, alors que les seconds activent les cellules T indépendamment du TCR.  

4.1.1. LES ANTI-CD28 SUPER-AGONISTES 

L’intérêt des anti-CD28 super-agonistes est  leur propension à favoriser la prolifération 

des Treg in vitro et in vivo (179). Cette propriété leur confère une efficacité dans la prévention 

du rejet comme dans le contrôle de l’auto-immunité dans de nombreux modèles murins 

(180,181). Par ailleurs, il était montré que l’activation polyclonale des lymphocytes T par 

l’anti-CD28 agoniste TGN1412 augmente leur activité cytolytique in vitro contre les cellules 

B malignes de la leucémie lymphoïde chronique. C’est dans l’optique de cette indication 

qu’une étude de phase I fut initiée, lors de laquelle tous les volontaires sains présentèrent un 

orage cytokinique immédiat (182). Cette réaction n’avait pas eu lieu dans les études 

précliniques, cela serait dû à une différence de sensibilité, de seuil d’activation, entre les 

lymphocytes humains et ceux des primates, secondaire à la perte d’expression au cours de 

l’évolution humaine, d’une lectine inhibitrice liant l’acide sialique de type immunoglobuline 

(la SIGLEC-3, CD33) (183).         

4.1.2. LES ANTI-CD28 CONVENTIONNELS    

Pour ce qui est des anti-CD28 conventionnels divalents leur effet agoniste s’explique 

par la dimérisation (le cross-linking) des molécules de CD28 à la surface du lymphocyte. Dans 

l’hypothèse que ce phénomène est dépendant de l’engagement de Fc récepteurs, des anti-CD28 
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rendus « silencieux » vis-à-vis de ces derniers ont été développé, néanmoins, ils conservent 

des propriétés agonistes certes amoindries (184).  

In vivo, certains de ces anticorps ont montré chez le rongeur une efficacité dans la 

prévention du rejet (185,186). Néanmoins, leur mode d’action controversé, repose sur un 

équilibre fragile, pouvant faire craindre comme dans le cas des anti-CD28 superagonistes une 

exacerbation de la réponse immunitaire, ce qui a entravé leur développement clinique. 

 L’anticorps de souris anti-CD28 anti-rat JJ319, bien que divalent est qualifié de 

« modulateur » car il induit une diminution de l’expression de CD28 à la surface des 

lymphocytes T in vivo, ce qui en fait un « antagoniste fonctionnel » (187). Alors que dans 

d’autres cas (foie et cœur), il est nécessaire de lui adjoindre d’autres éléments (CNI, transfusion 

de cellules du donneur, CD40-Ig), en transplantation rénale, son injection sur une courte 

période permet l’induction de tolérance par un mécanisme dépendant d’IDO (188,189). Mais 

aucun anti-CD28 anti-humain avec des propriétés similaires n’a été décrit. 
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Figure 9 : les différents types d’anticorps anti-CD28 divalents et leur mode de fonctionnement. 
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4.2 LES ANTI-CD28 MONOVALENTS 

4.2.1. LE SC28AT 

Une autre approche moins équivoque, consiste à véritablement antagoniser CD28. 

Depuis très longtemps cette propriété était reconnue aux fragments Fab monovalents d’anti-

CD28 monoclonaux conventionnels, qui ne cross-link pas CD28, et sont capables d’induire 

l’anergie in vitro (190). L’inconvénient de ces molécules est leur demi-vie très courte in vivo, 

où ils avaient néanmoins montré leur efficacité dans le traitement de l’encéphalite auto-

immune expérimentale chez la souris avec des fragments Fab d’anticorps ciblant CD28 (clone 

PV1) (191). Pour remédier à ce problème, notre équipe a développé une molécule de fusion 

consistant en la partie variable des chaines lourdes et légères (scFv, cf Figure 10) de l’anti-

CD28 conventionnel et très affin CD28.3, fusionnée avec une molécule humaine d’α1 anti-

trypsine pour augmenter sa demi-vie d’élimination (192). 

 In vitro, comme attendu cette molécule se comporte comme un « vrai » antagoniste en 

inhibant la prolifération et la sécrétion de cytokines des lymphocytes T humains sans dimériser 

les molécules de CD28. De plus, il a été démontré que le maintien de  CTLA-4 contribue aux 

effets du sc28AT. Comme mentionné ci-dessus, CTLA-4 reverse le stop signal induit par le 

signal 1, ainsi en présence du sc28AT les lymphocytes restent mobiles, sans apparition d’une 

SI stable. En revanche le blocage de CD80/86 (avec du CTLA4-Ig ou des anti-CD80/86) bien 

qu’inhibant l’activation des lymphocytes (visualisée par des flux calciques), n’empêche pas la 

formation de SI (193). Chez le rongeur, le temps de contact entre les lymphocytes et leurs CPA 

spécifiques a été inversement corrélé avec l’induction de tolérance (194). Cela démontre que 

préserver le rôle intrinsèque de CTLA-4 dans la régulation  spatio-temporelle de la SI peut 

constituer un avantage. Par ailleurs sc28AT n’altère pas l’activité des Treg dans des tests de 

suppression (193), contrairement à un anti-CTLA-4, ce qui démontre que le blocage sélectif 

de CD28 préserve les fonctions suppressives de CTLA-4 au niveau des Treg. 

        In vivo, dans un modèle de transplantation rénale chez le babouin, en 

monothérapie, le sc28AT n’augmentait que très modestement le temps de survie médian (11 

jours contre 6 pour le contrôle). En revanche en association avec du tacrolimus (25 jours de 

sc28AT et 90 jours de tacrolimus) aucun rejet n’était observé, y compris après l’arrêt des 
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traitements, bien que des animaux durent être euthanasiés à 23, 36 et 130 jours pour nécrose 

tubulaire aigue ou pyélonéphrite et un dernier  perdu lors d’un accident d’anesthésie à J 103. 

La comparaison était rendu possible par le groupe tacrolimus en monothérapie pour lequel 50% 

des animaux rejetèrent la première semaine, mais l’autre moitié seulement après l’arrêt du 

traitement à 90 jours. Ainsi le niveau des Treg (CD4+CD25highCD127low) dans le sang était 

augmenté en valeur absolue et en proportion de cellules CD4+ dans le groupe sc28AT / 

tacrolimus en comparaison du groupe tacrolimus seul. De plus dans l’infiltrat des greffons à 1 

mois et 3 mois, en immunohistochimie, le pourcentage des Treg Foxp3+ parmi les cellules 

CD3+ était significativement plus important dans le groupe recevant du sc28AT. Par ailleurs, 

l’analyse des transcrits retrouvait, à une semaine, un niveau d’expression d’IDO 

significativement supérieur. Enfin dans un modèle d’allogreffe cardiaque, le sc28AT en 

synergie avec la ciclosporine, prévenait le rejet aigu et la vasculopathie (193).             

Des résultats comparables ont été obtenus, avec le α28scFv (un scFv d’un anti-CD28 

anti-souris, clone PV1), dans un modèle d’allogreffe cardiaque (195). En l’utilisant en 

monothérapie durant 2 semaines, il permettait d’obtenir une médiane de survie de 27 jours 

(contre 9 sans traitement). En association avec 3 jours de ciclosporine ou une dose d’anti-

CD40L (MR1) une survie indéfinie était obtenue (> 100 jours) associée à une incidence et une 

sévérité plus faible de la vasculopathie d’allogreffe. De plus, à J10, dans ces deux groupes, le 

pourcentage de cellules CD4+Foxp3+ parmi les lymphocytes  et les transcrits d’IDO, étaient 

supérieurs. Le blocage de CTLA-4 durant le traitement par α28scFv conduisait à une 

accélération du rejet associée à l’inhibition de l’expression de Foxp3 et d’IDO.      

4.2.2. LE FR104 

Afin d’améliorer encore la pharmacocinétique du sc28AT, notre équipe a développé 

une nouvelle molécule, le FR104 consistant en l’association d’un Fab’, constitué des domaines 

variables (VH et VL) du CD28.3, humanisés et d’une fraction de polyethylène glycol (196). 

Cette pegylation n’altère pas les capacités de liaison à CD28 mais en revanche améliore 

grandement la demi-vie mesurée in vivo chez la souris (33,6 h contre 1,5 h). In vitro le FR104  

inhibe la prolifération des lymphocytes T en MLR et leur sécrétion d’IL-2 de façon dose 

dépendante.         
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Un élément important étant donné l’historique des anti-CD28 au sens large, était de 

démontrer son absence d’effet agoniste en particulier sur des cellules humaines. Cela était 

démontré in vitro y compris dans des conditions limites qui favorisent le cross-linking, et in 

vivo, dans un modèle de souris humanisée (NOD/SCID reconstituée avec des cellules 

mononuclées du sang de donneurs sains). Une semaine après le transfert, les souris reçurent 

soit un anti-CD28 super-agoniste, soit un anti-CD28 conventionnel divalent qui indurent une 

activation des cellules T et une sécrétion de cytokine, contrairement au FR104.  

Dans le même temps l’effet du FR104 sur la maladie du greffon contre l’hôte qui 

survient sur un mode xéno-génique dans ces souris une fois « engraftées » a été évalué. Alors 

que sans traitement la GVHD survient en une semaine, le FR104 administré deux fois par 

semaine de J0 à J25 prévenait la GVHD indéfiniment (jusqu’à 1 mois après l’arrêt). Dans ce 

modèle la co-administration d’anti-CTLA-4 abrogeait complétement l’effet du FR104. 

L’administration de Belatacept hebdomadaire était partiellement efficace alors qu’une 

administration deux fois par semaine n’avait pas d’effet ce qui évoque les différences entre 

régime plus ou moins intensif observées dans BENEFIT (cf  3.2.1).         

4.2.3. LE CD28 DAB 

Récemment a été élaboré un autre antagoniste de CD28 murin, qui consiste en une 

unique chaine légère κ d’immunoglobuline (nanobody) sélectionnée par la technique dite de 

« phage display » à partir d’une bibliothèque contenant de multiples chaines lourdes et légères.     

Liu et al (197) ont comparé cette molécule avec le CTLA4-Ig (abatacept) dans des 

modèles de greffe de peau chez la souris. Dans un contexte d’incompatibilité pour le CMH, 

alors que l’association d’un anti-CD40L avec le CTLA4-Ig permettait une médiane de survie 

de 32 jours, celle avec le CD28 dAb allongeait celle-ci (>50 jours). En monothérapie dans un 

modèle d’incompatibilité mineure (expression transgénique d’OVA par le donneur), le CD28 

dAb permettait une survie > 100 jours contre 32 jours pour le CTLA4-Ig.    

Dans l’infiltrat du greffon, les cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques de la greffe étaient 

moindre et qualitativement moins différenciées dans le groupe traité par le CD28 dAb. Par 

ailleurs dans ce même groupe, le niveau d’expression d’ICOS était diminué et celui de 2B4, 

une CSSM inhibitrice, augmenté, parmi les cellules T CD8+. Alors que l’augmentation de 2B4 
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dépendait de signaux intrinsèques médiés par CTLA-4, la diminution relative d’ICOS était 

dépendante de l’engagement de 2B4. Enfin il était montré, en utilisant des souris transgéniques 

(2B4 KO (189) ou surexprimant ICOS (198)) que seule la modulation de 2B4 en présence du 

CD28 dAb avait  une conséquence sur la survie de la greffe. Cette régulation de l’expression 

de 2B4 serait donc une fonction intrinsèque de CTLA-4, jamais décrite jusqu’à présent, dont 

le maintien garanti par un blocage sélectif de CD28 serait un avantage par rapport au CTLA4-

Ig. 

Une molécule analogue spécifique du CD28 humain a été développé puis pegylée pour 

améliorer sa pharmacocinétique. Ses propriétés antagonistes et son absence d’effet agoniste 

ont été démontrées in vitro et in vivo chez le macaque dans un modèle d’immunisation par la 

KLH (199).        
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Figure 10 : les différents types de fragments monovalents antagonistes d’anticorps anti-CD28 

et le concept de blocage sélectif / non-sélectif de la balance CD28 / CD80/86 / CTLA-4.     
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RESULTATS 

PARTIE 1 – ARTICLE 1 

4.3 OBJECTIFS ET PRESENTATION DU TRAVAIL 

Comme nous l’avons vu en introduction, notre équipe a montré dans un modèle de 

transplantation rénale chez le primate l’efficacité du blocage sélectif de CD28 avec le  sc28AT, 

un scFv issu de l’anticorps anti-CD28.3 couplé à l’α1-antitrypsine, aux propriétés antagonistes. 

Alors qu’en monothérapie il retardait simplement l’apparition du rejet aigu, son association 

avec la ciclosporine était très encourageante (193). 

 In vitro, son action préservait les fonctions de CTLA-4, aussi bien intrinsèque 

(réversion du STOP signal), qu’extrinsèque (fonction suppressive des Treg). In vivo par rapport 

au groupe contrôle ciclosporine seule, la quantité de Treg était plus importante en périphérie 

dans le sang et dans l’infiltrat des greffons (193).  

La pharmacocinétique de cette molécule ne permettant pas son utilisation en pratique 

clinique (une administration par jour), à partir du même anti-CD28 divalent conventionnel, un 

Fab’ pégylé, le FR104, a été produit, avec cette fois, une fréquence d’administration 

hebdomadaire voir au-delà. Son affinité pour CD28 et ses propriétés antagonistes exclusives 

(son absence d’effet agoniste) ont été confirmées in vitro et in vivo dans un modèle de souris 

humanisées. Enfin dans ce même modèle le FR104 prévenait la GVHD xénogénique, de façon 

dépendante de CTLA-4 (196).  

Ce premier travail constitue l’étape suivante, à savoir l’évaluation du FR104 dans un 

modèle préclinique de transplantation rénale chez le primate. 

Le premier objectif était de confirmer les données de pharmacocinétiques attendues 

chez un grand animal après celle recueillies chez la souris.   

Le second objectif était d’évaluer l’efficacité du FR104 en transplantation rénale, avec 

la perspective des deux principales problématiques qui se pose en pratique clinique lors d’une 

première greffe, avec pour conséquence l’apparition de la néphropathie chronique d’allogreffe. 
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La CAN aboutit à la perte du greffon et à la nécessité d’une nouvelle transplantation posant 

d’autres problèmes. 

La première problématique, est la néphrotoxicité des inhibiteurs de la calcineurine, 

principal facteur non immunologique contribuant à la CAN. Jusqu’à présent, aucune molécule 

utilisée en monothérapie n’a permis de prévenir le rejet de façon satisfaisante. Les stratégies 

visant à diminuer l’exposition aux CNI sont : 

(1) l’association de deux molécules d’une autre classe immédiatement après la 

transplantation ou au-delà (switch). 

(2) de diminuer les doses de CNI.  

Le FR104 a donc été associé au mycophenolate mofétil (MMF), à un inhibiteur du 

mTOR (la rapamycine) ou à de faible dose de tacrolimus, sur une durée de 90 jours, afin de 

déterminer quelle stratégie serait la plus prometteuse en vue de son introduction chez l’homme.   

Le principal facteur immunologique responsable de la CAN est la survenue de façon 

plus ou moins indolente d’un rejet, dans lequel la composante humorale, via l’émergence de 

DSA,  est prépondérante. La capacité du FR104 à prévenir l’apparition de DSA a donc été 

explorée, y compris en monothérapie, dans un modèle d’allo-immunisation par injection sous-

cutanée de cellules mononuclées du donneur, déjà décrit dans l’équipe pour induire des DSA 

contre les molécules de CMH de classe I et pour induire un rejet humoral aigu (200). 

Enfin le troisième objectif, au vu des données précédemment obtenues avec le sc28AT  

était d’évaluer in vivo, dans un modèle préclinique, l’impact du FR104 sur les Treg au niveau 

quantitatif et de leur fonction. Nous avons vu en introduction la difficulté de quantifier les 

lymphocytes T régulateurs chez les primates, du fait de l’expression transitoire de Foxp3 dans 

les cellules T conventionnelles activées.  Pour remédier à ce manque de spécificité, nous avons 

utilisé l’évaluation du statut de méthylation du TSDR, ce qui a constitué ma contribution 

principale à ce travail. Comme mentionnée en introduction le TSDR est une région non codante 

du gène de Foxp3 qui est déméthylée uniquement dans les Treg, témoignant d’une expression 

stable de l’expression de Foxp3. 
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Différentes techniques existent pour quantifier le degré de méthylation d’une région 

donnée dans une population cellulaire. Nous avons choisi d’adapter une technique déjà décrite 

pour l’homme par Wieczorek et al (141) : la MSP pour Methylathion Specific PCR, que nous 

avons adapté au babouin en séquençant au préalable le TSDR de papio anubis. Elle utilise 

comme toutes les techniques d’analyse de la méthylation, afin de transformer ce caractère 

épigénétique difficile à quantifier, en variation génétique plus facilement détectable, la 

propriété du bisulphite qui converti uniquement les cytosines non-méthylés en uracile. L’étape 

suivante consiste à réaliser deux PCR quantitatives sur le même échantillon, une avec des 

amorces et une sonde spécifiques du TSDR déméthylé, l’autre du TSDR méthylé. Cela permet 

pour un échantillon donné d’établir un ratio, proportionnel à la quantité de Treg. Sur les 

biopsies protocolaires à 1 mois (ou plus tôt en cas de rejet), en plus de la quantification de 

Foxp3 par qPCR et immunohistochimie, nous avons donc utilisé cette technique pour évaluer 

la richesse en Treg de l’infiltrat. 
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 dans l’échantillon.  
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4.4 DISCUSSION DES RESULTATS 

Comme attendu, la demi-vie d’élimination du FR104 chez le babouin (8,4 jours +/- 0.3) 

est compatible avec son utilisation bimensuelle voir au-delà chez l’homme où les demi-vies 

d’élimination sont habituellement supérieures. En effet d’un point de vue 

pharmacodynamique, une occupation complète des molécules de CD28 était observée jusqu’à 

6 semaines après l’injection du FR104. 

Comme suspecté, du fait de l’expérience du sc28AT, en monothérapie le FR104 bien 

que supérieur à ce dernier ne faisait que retarder la survenue du rejet avec une médiane de 

survie sans rejet de 18,5 jours. 

En association avec la rapamycine et le tacrolimus à faible dose aucun rejet n’était 

constaté pendant les 90 jours de traitement, malheureusement l’évaluation au-delà a été rendu 

difficile du fait de la forte incidence de pyélonéphrite favorisé par la présence de sonde double 

J. Ces résultats sont intéressants quand on les compare, en particulier pour la rapamycine, avec 

ceux du Belatacept en association avec le sirolimus, qui étaient également très bon, alors même 

que dans ce cas les receveurs recevait un traitement d’induction (par SAL (125) ou 

alemtuzumab (126)). En association avec le cellcept 50% de rejet aigu ont été constaté. Un 

résultat similaire avait été obtenu en pré-clinique avec le Belatacept (112). En clinique avec 

une induction avec du SAL et sans corticoïdes au long cours, l’association MMF/Belatacept  

avait aussi montré des résultats moins bon que celle entre le sirolimus et le Belatacept (125), 

confirmant les données « préoccupantes » de BENEFIT malgré une induction par anti-IL2R et 

des corticoïdes au long cours (115). 

Alors qu’en monothérapie tous les animaux sous tacrolimus, 2/3 de ceux sous 

rapamycine et 2/4  de ceux sous MMF développèrent des DSA, sous FR104 que ce soit en 

monothérapie ou en association aucun DSA n’a été détecté en dehors d’un animal sous FR104 

/ rapamycine mais sans rejet associé. Pour se prémunir du rejet cellulaire qui survient en 

monothérapie sous FR104 interrompant de fait le suivi des DSA, une allo-immunisation au 

moyen de cellules mononuclées injectées en sous-cutané, était réalisée  de façon concomitante 

d’une unique injection de FR104. Dans tous les cas (3/3), elle permettait de prévenir 

l’apparition de DSA jusqu’à 100 jours. Ces résultats sont concordants avec ceux du Belatacept 
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que ce soit en préclinique, ou dans les essais cliniques, où l’incidence d’apparition de DSA est 

très faible et inférieur au groupe contrôle CNI/MMF. Cela est probablement expliqué par la 

nécessité de l’interaction CD28 / CD80/86 lors de la coopération Tfh / cellules B qui inaugure 

la réponse humorale primaire. Cela a par ailleurs été étudié dans un modèle particulier de rejet 

humoral chez le macaque consécutif à une déplétion initiale des CD3 et malgré de l’alefacept 

et du tacrolimus en entretien (121), dans lequel l’ajout de Belatacept prévient l’apparition des 

DSA et donc le rejet ainsi que la formation de CG au sein des ganglions drainant.            

L’analyse des lymphocytes T régulateurs, particulièrement au niveau quantitatifs 

diffèrent des données observées avec les sc28AT. Dans le sang périphérique, bien qu’une petite 

augmentation du nombre de Treg (CD4+CD25highCD127lowFoxp3+) soit observée 

initialement cela ne se confirme pas à distance, et la différence entre le groupe 

FR104/tacrolimus et tacrolimus monothérapie n’est pas significative. Dans tous les groupes 

une plus grande quantité de Treg Helios négative est observée avec l’association de FR104 en 

comparaison des monothérapies. Cela peut signifier que l’induction de Treg est favorisée avec 

le FR104, même si comme nous l’avons vu en introduction la spécificité de ce marqueur pour 

identifier les Treg a pu être remise en question (76).  

Au niveau de l’infiltrat, sur les biopsies à 1 mois, nous disposons d’un marqueur 

supplémentaire, à savoir la méthylation du TSDR, réputée plus spécifique. Ce marqueur est 

bien corrélé au pourcentage de Foxp3 parmi les cellules T en immunohistochimie mais pas à 

l’expression des transcrits de Foxp3, probablement du fait d’une plus grande sensibilité de la 

qPCR et donc d’un manque de spécificité vis-à-vis des cellules T activées exprimant 

transitoirement Foxp3. Que ce soit avec l’analyse du TSDR ou en immunohistochimie, aucune 

différence significative n’est observée entre la combinaison avec le FR104 et la monothérapie 

qu’elle que soit la drogue utilisée, contrairement à ce qui avait été observé avec le sc28AT. 

 Une explication possible est la différence de pharmacocinétique entre le sc28AT et le 

FR104. En effet nous avons vu en introduction que la signalisation via CD28 est nécessaire à 

la survie des nTreg et à l’induction des iTreg, mais pour ces dernières en particulier, un 

engagement trop important de la voie CD28 est délétère. Il est donc possible qu’avec le 

sc28AT, du fait de sa courte demi-vie, une interaction à minima de CD28 avec son ligand 
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favorise l’induction de Treg, alors que le FR104 du fait de sa demi-vie plus longue limite ces 

signaux.  

Néanmoins, la combinaison avec le FR104 ne diminue pas pour autant la quantité de 

Treg en comparaison des groupes monothérapies. Nous avons vu que chez l’homme certains 

nTreg ICOS+ sont stimulés par ICOS-L (68). Cette interaction qui se substitue certainement 

en partie aux signaux médiés par CD28, impliqués dans l’homéostasie des Treg, pourrait 

expliquer que l’utilisation de FR104 n’impacte pas négativement les Treg.             

Bien qu’informative, les données issues de la comparaison entre monothérapie et 

combinaison avec le FR104 sont limitées. En effet l’inflammation globale est nécessairement 

moindre avec une bithérapie ce qui modifie de fait les caractéristiques de la réponse allo-

immune. Par ailleurs la dépendance de l’effet du FR104 vis-à-vis de CTLA-4 (son principal 

avantage à priori) ne peut pas être évaluée. Cela nécessite sa comparaison avec une autre 

molécule qui bloque la voie CTLA-4 : le Belatacept.  
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5 PARTIE 2 – ARTICLE 2 

5.1 OBJECTIFS ET PRESENTATION DU TRAVAIL 

Nous avons vu que le blocage sélectif de CD28 a de nombreux avantages théoriques 

par rapport à celui de CD80-86, sa supériorité étant démontrée dans un modèle de 

transplantation chez la souris (195) et dans un modèle de GVHD xéno-génique chez la souris 

humanisée (196), mais pas à ce jour chez le primate. 

Après avoir démontré l’efficacité du FR104 dans la prévention du rejet aigu et la 

survenue d’allo-anticorps, la seconde partie de cette thèse a donc consisté à comparer 

directement dans un modèle de transplantation rénale chez le babouin le FR104 et le 

Belatacept. 

 Le premier objectif de ce travail était d’évaluer si le blocage sélectif de CD28 avec le 

FR104, au-delà de ses atouts théoriques, a un intérêt pratique, quand on le compare directement  

au Belatacept, et cela en vue de motiver son transfert en clinique, dans l’indication de la 

prévention du rejet en transplantation rénale.  

Pour répondre à cet objectif, nous avons choisi d’associer le FR104 et le Belatacept à 

du tacrolimus à faible dose pendant 1 mois, suivi d’un arrêt progressif du tacrolimus. Ce 

protocole avait pour objectif d’éviter deux écueils :  

(1) Le risque de rejet aigu précoce dans les deux groupes en cas de monothérapie, 

empêchant la mise en évidence d’une différence. 

(2) Le risque de « sur-immunosuppression » en cas de combinaison au long cours, 

avec pour conséquence une incidence de rejet aigu nulle et donc l’absence de 

différence, au moins sur un critère de jugement « clinique ». 

Le choix du tacrolimus à faible dose s’est imposé car l’association du Belatacept 

comme du FR104 avec le MMF n’a pas donné de bons résultats. Deux éléments nous ont 

conduits à écarter les inhibiteurs du mTOR : leur mauvaise tolérance clinique en particulier en 

post opératoire, et le fait, mentionné dans l’article 1, qu’un animal traité par la combinaison 

FR104 / rapamycine, s’est immunisé contre son donneur (sans rejet associé néanmoins). 
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Enfin nous avons décidé de traiter de façon conventionnelle (bolus de stéroïdes suivi 

d’une décroissance progressive) les rejets prouvés par biopsie. D’une part cela se rapproche de 

la pratique clinique, d’autre part il nous est apparu intéressant d’évaluer la sensibilité aux 

stéroïdes des rejets survenant sous blocage de la costimulation.  

Le second objectif était d’explorer les différences concernant les caractéristiques de la 

réponse allo-immune survenant sous blocage sélectif de CD28 (avec le FR104) par rapport à 

un blocage de CD80/86 (sous Belatacept).  

En d’autres termes, d’objectiver des mécanismes de régulation dépendant de CTLA-4 

(et dans une moindre mesure de PD-L1) qui ne seraient préservés qu’avec le FR104 et absent 

avec le Belatacept.  

Nous avons vu que les fonctions de CTLA-4 se répartissent en deux catégories : 

(1) Des fonctions intrinsèques : 

- la régulation de la SI par compétition et par la réversion du STOP signal. 

- la modération de l’activation des lymphocytes T aussi bien au cours d’une 

réponse primaire que d’une secondaire. 

- l’induction d’autres molécules de co-inhibition en particulier 2B4. 

Le Belatacept en bloquant l’interaction CD28-CD80/86 prévient l’expression de CTLA-4 à la 

surface des cellules naïves lors d’une réponse primaire. En revanche, nous avons vu que les 

cellules mémoires / effectrices, peuvent s’activer indépendamment de CD28, comme bien 

démontré avec les cellules T Tfh (58). Dans ce cas, la préservation des signaux inhibiteurs 

intrinsèques médiés par CTLA-4, démontrés notamment dans les Tfh (89) et les Th17 (104), 

pourrait être primordiale, ce que suppose la résistance des Th17 au blocage de la costimulation 

dans des modèles de rongeur (175) et leur association avec les rejets survenant sous Belatacept 

(176).      

(2) Des fonctions extrinsèques principalement à travers des lymphocytes T régulateurs. 

- L’induction de la sécrétion d’IDO par les CPA. 

- La stimulation de la sécrétion de cytokines inhibitrices comme TGFβ.  
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- La capture de CD80/86 à la surface des CPA par trans-endocytose. 

Le Belatacept en saturant les molécules de CD80/86 sur les CPA, mime en quelque sorte la 

fonction de capture de CD80/86 du CTLA-4. Mais  les autres fonctions extrinsèques du CTLA-

4 nécessitent son interaction active avec CD80/86 qui serait préservé avec le FR104 et pas avec 

le Belatacept. 

    Le dernier objectif, secondaire, était d’évaluer le FR104 et le Belatacept, en 

monothérapie, au décours du sevrage complet en tacrolimus. 
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Abstract 

 

Belatacept is a biologic which targets CD80-86 and prevents its interaction with CD28 and 

also with the CTLA-4 checkpoint. Clinical experience in kidney transplantation reveals a high 

incidence of rejection under Belatacept, especially an intensive regimen, suggesting that 

blocking CTLA-4 could be deleterious. In this current study, we performed a head-to-head 

assessment of FR104 (n=5), a selective CD28 pegylated-Fab’ antagonist which does not block 

the CTLA-4 pathway, versus Belatacept (n=5) in kidney allotransplantation in baboons. The 

biologics were used together with an initial 1 month treatment with tacrolimus at low dose. In 

cases of acute rejection, the animals received boluses of steroids. 

In the Belatacept group (n=5) 4 recipients developed severe acute cellular rejection that proved 

to be steroid resistant, in contrast to FR104-treated animals, which did not. Treg-Specific-

Demethylated-Region (TSDR) methylation status assessment in one month biopsies revealed 

more regulatory T cells in FR104-treated animals, whereas a transcriptional analysis did not 

reveal significant differences, except for IL-21, the main cytokine secreted by CD4 T follicular 

helper (Tfh), stronger in belatacept-treated animals. In vitro, FR104 controlled human 

preexisting Tfh proliferative response better than Belatacept. This was also true for Tfh 

memory responses to KLH in mice. Our data suggest that CD28 selective blockade is superior 

to Belatacept, in particular at the Tfh level. 
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Introduction: 

Little progress has been made in the field of kidney transplantation, as regards long term graft 

survival since the introduction of calcineurin inhibitors (CNI), this is mainly due to chronic 

allograft dysfunction (CAD). Although CNI nephrotoxicity is part of the problem, recent 

advances have given evidence that CAD can also be due to a process of chronic antibody-

mediated rejection (ABMR). It is therefore critical to develop novel therapeutic strategies 

which minimize or avoid the use of CNI and are also more effective in controlling humoral 

response. This has been partially achieved by the use of belatacept (CTLA4-Ig), a CD80-86 

antagonist which prevent interaction with CD28, but also the CTLA-4 checkpoint(113). 

Belatacept gives equivalent graft survival and improved long term graft function compared to 

CNI. In addition belatacept-treated-recipients exhibit with remarkably little Donor Specific 

Antibody (DSA)(115). In a preclinical model, it prevent ABMR by inhibiting primary 

follicular helper T-cell (Tfh) response(121). However, Belatacept is associated with a high 

incidence of acute rejection, suggesting that blocking CTLA-4 / CD80-86 interactions might 

prevent the immune checkpoint function of CTLA-4.    

 FR104 is a humanized pegylated Fab’ antibody antagonist of CD28, devoid of agonist activity, 

generated by our team(196). In synergy with low doses of CNI, it induces prolongation of renal 

allograft survival in non-human primates (NHP) (193,196). Preserving regulation by CTLA-4 

might be the main advantage of antagonizing CD28 as a replacement for CD80-86. Regulation 

by CTLA-4 is thought to occur both through intrinsic inhibitory signaling and by extrinsic 

actions, mainly through Treg activities(201,202). In addition, availability of CTLA-4 is 

required for regulating the TCR-mediated stop signal and the control of immunological 

synapses(203,204). Thus, selective CD28 blockade has potential advantages over CTLA4-Ig, 
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but a direct comparison in pre-clinical transplantation model has not previously been 

performed.       

In the current study, we compared FR104 with Belatacept maintenance therapy in a model of 

renal allograft in primates receiving short-term and suboptimal doses of tacrolimus. In contrast 

to belatacept-treated animals, which exhibited irreversible steroid-resistant acute rejection, 

only 40% of FR104-treated animals developed rejection, which was not steroid-resistant, and 

survived one year with a stable kidney function. In one month kidney protocol biopsies, using 

assessment of Treg-Specific-Demethylated-Region (TSDR) methylation status, we obtained a 

stronger Treg signal in FR104-treated animals. Furthermore, a lower expression of IL-21 (the 

main cytokine secreted by Tfh) in these animals suggest a better preexisting Tfh response 

control, a feature confirmed in vitro in  human cells, as well as in a mouse model.  
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Results 

CTLA4-Ig and FR104 block mixed lymphocyte reaction in baboon equally.  

FR104 prevented in vitro proliferation of baboon mononuclear cells with an efficacy similar 

to Belatacept (Figure 1). In vivo we determined a dosing regimen allowing blood saturating 

concentrations of FR104 and CTLA4-Ig during transplantation (data not shown). These 

preliminary data indicated that baboon is a suitable preclinical model for comparing Belatacept 

and FR104. 

 

CD28 selective blockade in the place of CTLA4-Ig prevents allograft steroid resistant 

rejection.    

We designed a 1-year therapeutic protocol for kidney transplantation in baboons allowing 

direct comparison of CD28 selective blockade with FR104 and CD80-86 non-selective 

blockade with Belatacept. In order to reduce early rejection episodes, animals treated 

chronically with FR104 or Belatacept also received tacrolimus in low doses for one month, 

followed by tacrolimus discontinuation over two weeks. In case of biopsy-proven acute 

rejection, the animals received steroid boluses, as in clinical settings.  

In the FR104 group (n=5), two animals developed acute rejection, after tacrolimus weaning 

(day 51, 58). It is worth noting, however, that these rejection episodes could be reversed simply 

using steroids. Two animals were lost from other causes than rejection: anesthetic complication 

and infection (septicemia). At one year post transplantation, the three remaining animals under 

FR104 exhibited a stable kidney function (Figure 2A). In the Belatacept group (n=5) four 

recipients developed acute rejection during or after tacrolimus weaning (day 17, 28, 49, 76) 

that proved to be steroid resistant. The fifth animal was lost through infection (pyelonephritis).  
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None of the animals exhibited DSA, assessed by flow cytometry, in either group (Figure 2B). 

In both groups, characterization of rejection by conventional pathology examination revealed 

T-Cell Mediated Rejection (TCMR), ranging from IA to IB as defined by the Banff 

classification(205), except for one belatacept recipient which exhibited an additional vascular 

injury without any C4d staining (grade IIA). Interestingly, on one-month protocol biopsies, all 

the animals, whatever their treatment, showed a significant interstitial infiltrate (ranging from 

i2 to i3) composed essentially of CD3+ T cells. Immunohistochemistry staining did not reveal 

significant differences in terms of B-lymphocyte or major T-lymphocyte populations (CD4+ 

and CD8+) (data not shown). 

Thus belatacept-treated recipients show a higher rate of acute rejection (80% vs 40%) and the 

rejections are more severe and irreversible (Figure 2C). In addition after CNI discontinuation, 

FR104 as a single therapy allows prevention of acute rejection over at least one year.  

 

More Treg in graft infiltrates of FR104-treated recipients.    

To investigate why FR104 and Belatacept show differential rejection profiles, we first explored 

CTLA-4 extrinsic function through regulatory T cells. One animal in the FR104 group, had 

undetectable levels of CD25high CD127low CD4+ Treg cells in periphery at baseline and 

therefore was excluded from this analysis. No significant differences in the level of CD25high 

CD127low CD4+ Treg cells in the blood (Figure 3A and B) or in Foxp3 expression, assessed 

by quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR), in one month protocol biopsies 

(or earlier in case of rejection) were noted between the two groups of animals (p= 0.055, Figure 

3C). However, using TSDR methylation analysis, we obtained a significantly higher signal in 
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FR104 treated animals (p = 0.015, Figure 3D). In addition, we found higher TGFbeta gene 

expression in FR104-treated recipients (p = 0.03, Figure 3C), possibly related to the CTLA-4 

extrinsic function on inhibitory cytokine(80).  

 

No difference in CD28 negative T cells.  

We also investigated other T-cell subsets suspected of being involved in Belatacept resistant 

rejection, in which turning off the CTLA-4 intrinsic inhibitory signaling can be deleterious. 

We monitored CD28 negative T cells, especially CD8+, usually regarded as high cytotoxic 

capacity cells. No difference in these particular cells between the two groups was noted in the 

blood (Figure 4A and B) or in perforin gene expression (to assess the cytotoxic function) in 

one month biopsies (Figure 4C). 

 

IL-21 gene expression, but not Th17 genes, higher in CTLA4-Ig one month biopsies 

compared to FR104. 

Beside classical cytotoxic CD8 T cells, Th17 polarized T cells can also be held responsible for 

belatacept-resistant rejections (175,176).  No difference in the expression of RORγc, IL-17 and 

IL-23 in one month biopsies was observed (Figure 5A). In contrast IL-21 (p = 0.016) and, to 

a lesser extent IL-10 (p = 0.07) transcripts (main Tfh cells cytokines) were higher in CTLA4-

Ig recipients compared to FR104 animals (Figure 5B). Paired correlation analysis indicates 

that three groups of genes are positively related to each other: the Th17 group with RORγc and 

IL-23, the Tfh group with Bcl6, IL-21 and IL-10 and finally the Treg group with Foxp3, TGFβ 
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and TSDR. Of note, there was an indication of a negative correlation between the Th17 and 

Tfh groups and between the latter and the Treg group (Figure 5C).   

In addition no difference was evidenced in the co-inhibithory receptor 2B4 gene expression, 

reportedly higher in the case of CD28 selective blockade(197) in rodent, or for other PD1 and 

BTLA co-inhibitory receptors (Figure 4D).  

Thus, the relative increase of Tfh related genes in CTLA4-Ig treated animals could support the 

involvement of alloreactive Tfh in the rejection process observed in our protocol.     

 

Graft infiltrating lymphocytes include some Tfh-like cells.  

We investigated Tfh among graft infiltrating lymphocytes in one month biopsies. We 

performed immunohistochemistry staining using anti-PD-1 antibodies, the main marker 

employed to identify Tfh (206) associated with anti-IL-21 antibodies. Interestingly, we found 

many CD4+ T cell co-expressing PD-1 and IL-21, a phenotype compatible with the presence 

of Tfh-like cells (Figure 6). 

Since the observed difference in IL-21 gene expression could be explain by a differing 

regulation of infiltrating Tfh between the two groups, which is impossible to prove in this 

model, we further investigated Tfh sensitivity to both drugs in an in vitro as well as in an in 

vivo model. 
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CD28 selective blockade is more effective in controlling proliferation of human primed Tfh 

in vitro. 

In order to have access to antigen-primed Tfh (only present in secondary lymphoid organs), 

we used human pediatric tonsils and sorted CD4+ pre-Tfh and Tfh cells expressing CXCR5 

and, respectively, intermediate and high levels of  ICOS (Figure 7A). We then tested their 

proliferative responses after co-culture with autologous B cells in the presence of 

Staphylococcal enterotoxin B (SEB) superantigens and both drugs, as previously 

described(207). After 8 days, FR104 had decreased proliferation more intensively and 

significantly than CTLA4-Ig on pre-Tfh and Tfh (n = 10, p = 0.02 and 0.03; Figure 7B). Thus, 

the selective CD28 blockade controlled Tfh responses better in vitro and might explain the 

difference in IL-21 gene expression observed between the two groups. 

 

Secondary Tfh response to KLH in mice, as opposed to primary response, is better inhibited 

by CD28 selective blockade.  

In order to back-up the in vitro experiments, we used an in vivo experimental model of primary 

and secondary Tfh response during KLH immunization in mice. Animals were immunized s.c. 

with KLH and LPS and treated with monovalent fragments of the PV1 antibody (an anti-mouse 

CD28 antagonist antibody) or CTLA4-Ig (abatacept, since Belatacept does not cross-react with 

mouse CD80-86). Treatment and immunization were performed on day 0 to study primary 

responses or one month after a first immunization to study recall responses (Figure 8A). Tfh 

responses were evaluated in popliteal draining lymph nodes where Tfh levels were determined 

(Figure 8B). As expected, a time course performed under control conditions revealed that, in 
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a memory setting the Tfh response occurred earlier after the second immunization (maximum 

on day 3 versus on day 10 during primary response) (Figure 8C). As expected, treatment with 

monovalent PV1 and CTLA4-Ig were equally effective at controlling primary Tfh responses 

(n = 5; Figure 8D). In contrast only monovalent PV1 could significantly control the secondary 

Tfh response (10,7% vs 31.6%, n = 5, p < 0.05) (Figure 8E).   
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Discussion 

Our data demonstrate for the first time in vivo, in a preclinical model, the superiority of 

selective CD28 blockade over CD80-86 blockade approaches in preventing allograft rejection, 

supporting previous data reported in rodent(197). We performed this direct comparison in a 

sub-optimal protocol of immunosuppression in order to avoid a double pitfall: the risk of severe 

early acute rejection in case of initial single therapy and the possibility of an absence of 

rejection in case of over-immunosuppression by blocking signal 1 and 2.  

We observed severe irreversible acute rejection in belatacept-treated recipients in contrast to 

FR104 treated-recipients. These rejections were strictly cell-mediated, and not antibody-

mediated, since there was no DSA and complement involvement. This is compatible with 

previous data showing that costimulation blockade with CTLA4-Ig is efficient at inhibiting 

primary Tfh and antibody responses(121,208). In addition after CNI discontinuation, FR104 

used as a single therapy prevented acute rejection for at least one year.  

First, we investigated the CTLA-4 extrinsic function, mainly mediated by regulatory T cells. 

TSDR methylation status evaluation revealed a stronger Treg signal in FR104-treated animals 

in contrast to Foxp3 expression. Foxp3, can be transiently upregulated in activated T cells, 

while TSDR demethylation ensures stable Foxp3 expression (209,210). This lack of specificity 

could explain the discrepancy observed in our data. An upregulation of Treg in graft infiltrates 

has also been reported after selective CD28 blockade and kidney transplantation(193,195), 

whereas CTLA4-Ig has been shown to have a negative effect on different Treg-dependent 

transplantation models(130,131) and Foxp3 levels in patient biopsies(134). Of note, CTLA4-

Ig, by blocking CD80-86, mimics to some extent the CTLA-4 extrinsic function involving the 

removal of CD80-86 on APC by transendocytosis (87). However, Tregs mediate other CTLA-



99 
 

4 extrinsic functions, in particular through secretion either of IDO by APC(83) or TGFbeta(80), 

whose expression was found to be higher in FR104 treated-animals.    

One explanation for the occurrence of belatacept resistant rejection could be the cross reactivity 

of some antigen-experienced T cells, supposed to have lost the CD28 costimulation 

requirement for their activation, with alloantigen, a phenomenon known as heterologous 

immunity(150,211). In addition, blocking the CTLA-4 pathway in these cells could be 

deleterious by turning off the intrinsic inhibitory signaling. Recent advances in understanding 

the mechanism of action of checkpoint inhibitors demonstrate that blocking CTLA-4 could 

reactivate preexisting experienced tumor specific T cells(101–103). Increasing evidence 

suggests that the cells involved in costimulation blockade resistance are mature, highly 

differentiated, with effector capacities, such as CD28 negative T cells(155,168,170). We did 

not observe a significant difference in CD28 negative T-cell frequencies. Beyond the 

maturation stage, both the threshold of CD28 requirement and the intrinsic regulation by 

CTLA-4 pathway can differ between various T-cell subsets. For example, Th17-polarized T 

cells have been suspected of being the main culprit for belatacept-resistant rejection, since 

clinical association has been reported(176) and Th17 cells might be particularly sensitive to 

regulation by CTLA-4(104,175).  We did not observe any difference in levels of Th17 genes. 

In contrast, expression of IL-21 and IL-10 genes, the main cytokines secreted by Tfh, was 

higher in CTLA4-Ig recipients. Il-21 and Il-10 can also be produced respectively by Th17 and 

Treg cells. However, paired correlation analysis supported a positive relationship between IL-

21, IL-10 and Bcl6, the Tfh master regulator, and not with Th17 and Treg related genes, 

suggesting a “Tfh gene signature”.   
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Antigen-primed Tfh lose the CD28 costimulation requirement for their activation(58) and at 

this stage, CTLA-4 becomes instrumental in the control of their function in a cell intrinsic 

manner(89). In addition Tfh-like cells expressing ICOS and PD-1 have been described in graft 

infiltrate of ABMR and TCMR biopsies(212). Recently, Venner et al, using expression 

microarrays to characterize the changes most specific to TCMR compared to other diseases 

including ABMR in human kidney graft biopsies, revealed that IL-21R is among the 30 

transcripts most associated with TCMR(213). In this respect, pre-existing Tfh, cross-reacting 

with alloantigen as a part of heterologous immunity, might not act by helping B cells to mount 

a humoral response but could take an active part in TCMR through IL-21 secretion itself or 

other effector mechanisms. This tallies with our preclinical data showing that FR104 and 

Belatacept are equally efficient at controlling primary Tfh response relating to the development 

of DSA. In our case, pre-existing Tfh could be differentially regulated between the two groups, 

explaining the difference in IL-21 gene expression. In vitro, co-culture of human experienced 

Tfh and experimental model of Tfh response to KLH immunization in mice, associated with 

various modalities of costimulation blockade, supported this assumption. Indeed, while 

primary Tfh response is equally inhibited by both CD28 selective blockade and CD80-86 

blocking strategy, only CD28 blockade reduces Tfh recall response significantly. 

In a model of islet transplantation, mIL21R-Fc combined with CTLA4-Ig resulted in transplant 

tolerance in 100% of the mice versus 55% in a CTLA4-Ig monotherapy group(214). In this 

model, it was demonstrated that IL-21 acted as an antitolerogenic cytokine by preventing Treg 

generation and by inhibiting Treg function. Therefore, it is possible that in our study as well, 

IL-21 blocked Treg function in the belatacept-treated group, resulting in severe acute 
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rejections. The trend toward a negative correlation between Tfh related genes and Treg related 

genes supports this hypothesis.  

Although in clinical practice rejection occurring under belatacept is most often steroid 

sensitive, some refractory acute cellular rejection has been described (Trobaugh et al, ATC 

2015). In our experimental protocol, the animals did not receive induction therapy, in contrast 

with clinical practice. Interestingly, clinical manifestations due to Treg dysfunction observed 

in some autoimmune diseases are known to be insensitive to steroids(215,216). In a recent 

study, using graft biopsies, Matignon et al(217) performed a retrospective molecular analysis 

of the T cell immune response of patients with acute TCMR. They demonstrated that IL-21, 

but not IL-17, RORγt or T-bet was significantly higher in the group of patients who did not 

experience a successful reversal of acute TCMR after anti-rejection therapy, suggesting a 

potential role for Il-21 in steroid resistance.  

Our study demonstrates that in a preclinical model of kidney transplantation in NHP, CD28 

selective blockade, in combination with a suboptimal immunosuppression, is superior to 

blockade of CD80-86 in preventing acute rejection. Indeed, belatacept-treated animals exhibit 

irreversible rejection episodes in contrast with FR104-treated animals, which did not. These 

rejections occur in the high risk period and after CNI discontinuation. Thus, a CD28 selective 

agent could combine the advantages of CTLA4-Ig (absence of nephrotoxicity, optimal control 

of humoral response), while preventing CTLA4-Ig resistant rejection, suggesting that it could 

represent the next generation of costimulation blocking agents.        
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Concise methods  

Mixed lymphocyte reactions 

PBMC were isolated from whole baboon blood by density centrifugation over Ficoll-Paque 

(Eurobio). Freshly isolated PBMC were incubated with allogeneic irradiated PBMC (105 

cells/well of each cell type) for 5 days at 37°C, 5% CO2, in complete medium (RPMI 1640, 

5% human or baboon pooled serum, 2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL 

streptomycin, 1% nonessential amino acids, 1mM sodium pyruvate and 5mM Hepes; all from 

Sigma–Aldrich). Cells were pulsed with 1 mCi of 3H-thymidine during the final 8 h of culture 

and then recovered and counted in a scintillation counter. 

 

Animals 

Baboons (Papio anubis; 8–13 kg) were obtained from the Centre National de la Recherche 

Scientifique Primatology Center (Rousset, France). The animals were housed at the large 

animal facility of our laboratory and all experiments were performed in accordance with our 

institutional ethical guidelines. The donor–recipient combinations were chosen according to 

blood group compatibility, MHC mismatching by DRB MHC class II locus typing. 

 

Renal transplantation in baboons 

Renal allotransplantation was performed on binephrectomized recipients, as described(193). 

Twenty-four hour diuresis was monitored daily, as well as blood urea nitrogen. Graftectomies 

were performed when plasma creatinine levels rose to 500 µmol/L. Protocol biopsies were 

performed one month post transplantation and surgical biopsies before euthanasia for 

histological examination. One biopsy fragment was collected for hematoxylin and eosin—
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blinded histological examination by a pathologist. A second fragment was snap-frozen in liquid 

nitrogen for mRNA 

Extraction, and a third fragment was placed in Tissue-Tek (Sakura Finetek) for 

immunohistochemical staining. All recipients received steroids (Solumedrol; Pfizer) 

intravenously (i.v.) 1 mg/kg/day (day 0-7) and tacrolimus (Prograf; Astellas) at 0.05 mg/kg/day 

(intramuscular (i.m.), adjusted to maintain trough levels between 5 and 10 ng/mL, considered 

as low in baboons) from day 0 to day 30 then a weaning was performed (dose reduced by half 

every week for three weeks then stopped). In addition they received either FR104 (Effimune) 

or Belatacept (Bristol-Myers Squibb) intravenously at 10 mg/kg at days 0, 7, 14 and then every 

2 weeks. In cases of biopsy proven rejection animals received steroid (i.v. at 5, 4, 3, 2, 1 mg/kg 

at days 1, 2, 3, 4, 5 respectively then a weaning performed i.m. over three weeks).   

 

Phenotyping Analysis 

Fluorescent mAbs against human CD3 (SP34–2), CD4 (L200), CD8 (RPA-T8), CD25 

(MA251), CD28 (28.6), CD95 (DX2), CD127 (hIL-7R-M21) were from BD Biosciences. 

Polyclonal antibody against human IgG was from DAKO. Samples were acquired on a BD 

FACSCANTOTM flow cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software 

(FlowJo LLC). 

 

Immunohistochemistry 

Frozen sections (7 µm) were prepared from surgical or protocol renal biopsies. Slides were 

air-dried at room temperature for 1 h before acetone fixation for 10 min at room temperature. 

Sections were saturated with phosphate-buffered saline containing 10% baboon serum, 2% 
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normal goat serum and 4% bovine serum albumin. Sections were incubated overnight with 

primary antibodies at 4°C, followed by fluorescent secondary antibodies. Tfh infiltration was 

determined by triple staining using mouse anti-human CD4 (clone 4B12, DAKO), goat 

polyclonal anti-human PD-1 (R&D Systems Inc), and rabbit polyclonal anti-human IL-21 

(AbD Serotec). The slides were mounted using Prolong Gold Antifade reagent with DAPI 

(Life Technologies) and images were recorded using a Nikon A1 RSi confocal microscope 

(60× NA 1.40 oil). Images processing was carried out using FIJI software. 

 

Messenger RNA analysis 

Messenger RNA was extracted from snap-frozen renal biopsies with Trizol reagent (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions. The quality and quantity of mRNA 

were controlled by infrared spectrometry (NanoDrop; Thermo Scientific). Messenger RNA 

was amplified and retrotranscribed with the OmniscriptRT kit (Qiagen) and real-time 

quantitative polymerase chain reaction (PCR) was then performed, as previously 

described(193), with a ViiATM 7 real-time PCR system (Life-Technologies). Amplification 

was performed for Foxp3 (Hs00203958_m1, Applied Biosystems), TGFβ (Hs00171257_m1), 

RORγc (Hs01076112_m1), IL-17F (Hs00369400_m1), IL-23 (Hs00372324_m1), Bcl6 

(Rh01115889_m1), IL-21 (Rh02879198_m1), IL-10 (Hs00174086_m1), 2B4 

(Rh02871839_m1), BTLA (Rh02889477_m1), PD-1 (Rh03418231_m1), perforine 

(Hs00169473_m1). 

 

 

 



105 
 

TSDR analysis 

Genomic DNA was isolated from frozen tissue. After RNA extraction from Trizol buffer, 

300µl of TNES-6U back extraction buffer was added (10mM Tris-HCl, pH 7,5; 125mM NaCl; 

10mM EDTA, pH 8; 1% SDS; 6U urea) to the organic phase. After shaking, the mixture was 

incubated at RT for 10 min. Samples were then centrifuged at 18000g for 15 min at 4°C. The 

upper phase was removed, an equal volume of isopropanolol was added, and the samples were 

incubated 2 hours at -80°C. Then samples were centrifuged at 18000g for 15 min at 4°C. The 

supernatant was removed, and the pellets washed 3 times with 70% ethanol (incubated 3 min, 

then centrifuged at 18000g for 5 min). Finally samples were re-dissolved in Tris-EDTA buffer 

(10mM Tris; 0,1 mM EDTA, pH 8). The quality and quantity of DNA were controlled by 

infrared spectrometry (NanoDrop). Bisulfite treatment of genomic DNA was performed with 

the EpiTect Fast DNA Bisulfite Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. We 

adapt the protocol described by Wieczorek et al(141) to P. Anubis as described(208). Real-

time PCR was performed on a final reaction volume of 20µl using Roche LightCycler 480 

Probes Master (Roche Diagnostics) containing 15 pmol each of methylation or 

nonmethylation-specific forward and reverse primers for TSDR, 5 pmol of hydrolysis probe, 

200 ng of lambda-DNA (New England Biolabs) and 60 ng of bisulfite-treated genomic DNA 

template. Each sample was analyzed in duplicate using a LightCycler 480 System (Roche 

Diagnostics). Cycle conditions consisted of a 95°C preheating step for 10 min and 50 cycles 

of 95°C for 15 s followed by 1 min at 61°C. The proportion of unmethylated DNA was 

computed as the ratio of unmethylated TSDR and methylated TSDR. 
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Cell isolation 

Tonsils samples were obtained from young patients (3-10 years) undergoing tonsillectomy. 

Single cells were collected by material disruption of tonsils samples. B cells were first 

positively selected with CD19 MACS microbeads (Miltenyi Biotech). For the isolation of Tfh 

populations, the CD19 negative fraction were stained with mAbs against human CD4 (L200), 

CD8 (RPA-T8) from BD Biosciences, CD20 (2H7), ICOS (C398.4A) from BioLegend and 

CXCR5 (MU5UBEE) from eBiosciences. Pre-Tfh (CXCR5+ICOS+) and Tfh 

(CXCR5highICOShigh) were sorted with FACSAria (BD Biosciences) according to the 

expression of ICOS and CXCR5 within the CD4+CD20-CD8- cell population.    

 

Cell culture 

Sorted Th populations were cocultured with B-cell (2 × 104 cells/well each) in RPMI medium 

1640 (GIBCO) supplemented with 1% L-glutamine (Sigma), 1% penicillin/streptomycin 

(Sigma), 1% sodium pyruvate (Sigma), 1% nonessential amino acids (Sigma), 50 μM β-

mercaptoethanol (Sigma), 50 μg/mL gentamycin (GIBCO), and 10% heatinactivated FCS 

(Eurobio) in the presence of SEB (1 μg/mL, Sigma-Aldrich) in U-bottomed 96-well plates. In 

the blocking experiment, the following reagents were added to the co-cultures: FR104 

(10µg/ml; Effimune) and Belatacept (10µg/ml; Bristol-Myers Squibb). At 8 days cultured cells 

were stained with anti-human CD3 (SP34-2; BD Biosciences) and the number of T cell per 

well assessed using CountBright Absolute Counter Beads (Life Tcechnologies).    
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Statistics.  

Graft survival times were plotted with the Kaplan–Meier representation, and survival time 

between different groups was evaluated with a log-rank test. Continuous variables were 

expressed as the mean +/- SEM, and compared with the Mann–Whitney nonparametric test. 

Paired observations were analyzed with Wilcoxon matched-paired signed rank test. Multiple 

comparisons were analyzed with a one-way ANOVA and a Kruskal–Wallis test. Pairwise 

correlation analysis were performed using the Spearman’s rank correlation coefficient.   

Differences were considered significant if the p value was less than 0.05. All statistical analyses 

were performed with GraphPad Prism (GraphPad Software). 

 

Study approval.  

Animal studies were approved by the French national ethical committee (CEEA-2010-17). 

All donors were informed of the final use of their biologic sample and signed an informed 

consent. 
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Figures  

 

 

Figure 1. FR104 and Belatacept inhibit equally in vitro T cell proliferation. FR104 (blue 

triangle) and Belatacept (red square) dose response on baboon (n=4) peripheral blood 

mononuclear cells mixed lymphocyte proliferation assay at day 5, assessed by 3H-thyminidine 

uptake. 
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Figure 2. Kidney allograft survival under treatment with FR104 or belatacept plus short 

term suboptimal CNI (A) Description of immunosuppressive regimens, clinical interventions 

and outcomes in FR104 and CTLA4-Ig treated groups. Highlighted rectangles represent acute 

episodes of renal failure, in blue caused by rejection, in red by infection and in green by 

obstruction. Black triangles represent steroid bolus, and open triangles antibiotics use. (B) IgG 

donor specific alloantibodies (DSA) as detected by flow cytometry after transplantation in 

baboons treated with FR104 (blue triangle) or with CTLA4-Ig (red square). (C) Kaplan-Meier 

plot of overall survival, for baboons treated with 1 month of tacrolimus low dose + chronic 

FR104 (blue line, n = 5) or 1 month of tacrolimus low dose + chronic CTLA4-Ig (red line, n = 

5), open square represent animals still alive one year post transplantation, death by other cause 

that rejection  have been censored, black mark represent recipient death. Survival time was 

evaluated with a log-rank test, differences were considered significant if the p value was less 

than 0,05.
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Figure 3. Treg assessed by unmethylated TSDR cells, are higher in FR104-treated animals. (A) Flow 

cytometry contour plot showing gates used to assess percentage of CD4+ CD25high CD127low Treg cells. (B) 

Kinetics of Treg cells post transplantation in FR104-treated recipients (blue triangle, n=5) and in CTLA4-Ig 

treated recipients (red square, n = 5).(C) Quantitative real-time PCR measurement of Foxp3 and TGFβ gene 

expression in one month protocol biopsy, or earlier biopsy in case of rejection, from animals treated with FR104 

(blue triangle, n=5) or CTLA4-Ig (red square, n=5). Graph show expression level of genes relative to HPRT, data 

are mean +/- SEM.
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Figure 4. No difference in peripheral blood CD28 negative T-cell and co-inhibitory receptor 2B4 expression. 

(A) Flow cytometry contour plot showing gates used to assess percentage of naïve T cells (TN, CD28+CD95-), 

central memory T cells (TCM, CD28+CD95+) and effector memory T cells (TEM, CD28-CD95+) among CD4+ 

and CD8+. (B) Kinetics, in the CD4+ and CD8+ compartments of TEM cells post transplantation in FR104-

treated recipients (blue triangle, n=5) and in CTLA4-Ig treated recipients (red square, n = 5). (C, D) Quantitative 

real-time PCR measurement of gene expression in one month protocol biopsies or earlier in case of rejection, 

from animals treated with FR104 (blue triangle, n=5) or CTLA4-Ig (red square, n=5). Graph show expression 

level of genes relative to HPRT, data are mean +/-  SEM.
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Figure 5. IL-21 gene expression, but not Th17 gene expression signature is increased in CTLA4-Ig treated 

recipients. (A, B) Quantitative real-time polymerase chain reaction measurement of mRNA expression on one 

month protocol biopsies or earlier in case of rejection, from animals treated with FR104 (blue triangle, n=5) or 

CTLA4-Ig (red square, n=5), graphs show expression levels of the indicated target gene relative to HPRT, data 

are mean +/- SEM. Mann–Whitney nonparametric test was used, p values greater than 0.05 are considered non-

significant. (C) Pairwise correlation analysis to determine the direction and the strength of the linear relationships 

between genes. The upper right half of the matrix is the color map of correlations. Bright colors indicate the pairs 

of variables closely related using the Spearman’s rank correlation coefficient (r), faded colors encode for 

decreasing r values. The lower left half of the matrix is the color map of p values. 
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Figure 6.  Immunostaining of a one month protocol biopsy from CTLA4-Ig treated recipient 

showing CD4 T cell co-expressing PD-1 and IL-21, taken to be follicular helper T cells. 
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Figure 7. CD28 selective blockade more effectively controls Ag experienced TFH compared 

to CTLA4-Ig in vitro with sorted cells from human tonsils. (A) Flow cytometry plot 

representative of human tonsil cell suspension showing gates used to sort pre-Tfh 

(CD4+CXCR5+ICOS+) and Tfh (CD4+CXCR5highICOShigh), (B) proliferative response to 

autologous B cell plus SEB after 8 days presented as percentage of pre-Tfh and Tfh compared to 

control condition, under either FR104 (blue circle) or CTLA4-Ig (red circle), each pair of points 

connected represent a paired experiment (n=10). Wilcoxon matched-paired signed rank test was 

used. 
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Figure 8. CD28 selective blockade more effectively controls Tfh recall response to KLH immunization in 

mice than CTLA4-Ig  (A) Mice were immunized with KLH and LPS in footpad, and treated with CTLA4-Ig or 

PV1 an anti-CD28 antagonist efficient in mice either on day 0 to study primary response or one month after a 

first immunization to study memory response. Post immunization draining popliteal lymph nodes were collected 

and levels of Tfh (CXCR5+PD1+) among CD4+ or CD4+CD44+ assessed by flow cytometry as represented in 

flow cytometry contour plot (B). (C) Time course under control condition (n=3). (D) Percentage of Tfh among 

CD4+CD44+, on day 6 post immunization, or 3 days after re-immunization (E) according to condition indicated 

on X axis (n= 5 in each group), data are mean +/- SEM. One-way ANOVA and Kruskal–Wallis test were used, 

*p < 0.05, **p < 0.01
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5.2 DISCUSSION DES RESULTATS 

Notre protocole d’immunosuppression sub-optimal, a permis de mettre en évidence une 

supériorité du blocage sélectif de CD28 par rapport au CTLA4-Ig. D’une part l’incidence de 

rejet aigu a été plus faible dans le groupe des animaux FR104 (50% contre 80% avec le 

Belatacept) de plus, le profil des rejets était différent, cortico-sensible sous FR104 et résistant 

avec le Belatacept. Sur les biopsies diagnostics du rejet, faites très précocement après la 

dégradation de la fonction rénale, la sévérité, évaluée par la classification de Banff, était 

comparable entre les deux groupes (IA et IB) en dehors d’un animal sous Belatacept qui 

présentait des lésions vasculaires (IIA). En revanche, les biopsies chirurgicales réalisées lors de 

l’euthanasie des animaux sous Belatacept et donc après l’échec de la corticothérapie, 

présentaient d’importantes lésions vasculaires (IIB). A noter que sur ces mêmes biopsies, le 

marquage par le C4d était faiblement positif mais dans des zones de nécroses, ce qui peut 

correspondre à une fausse positivité. Par ailleurs, aucun allo-anticorps n’a été mis en évidence. 

Ce qui confirme l’efficacité du blocage de CD28, quel que soit sa modalité, sur de la réponse 

humorale primaire, qui peut  être expliqué, comme mentionné précédemment, par l’importance 

des signaux médiés par CD28 pour l’initiation de la réponse Tfh primitive.    

 Les rejets que nous avons observés sous Belatacept sont donc des rejets cellulaires 

sévères. Au vu des résultats de BENEFIT cela n’est pas surprenant. En effet, alors que les 

patients recevaient, contrairement à nos animaux, une induction par anti-IL2R et des corticoïdes 

au long cours, environ 1/3 des rejets dans le groupe Belatacept était des rejets de stade IIB avec 

pour conséquence un traitement par SAL d’emblée, et environ 1/3 des rejets traités par 

corticoïdes en première intention était cortico-résistant, alors même que ces rejets n’avait pas 

de composante humorale (115).    

Les biopsies protocolaires à 1 mois post-transplantation, dans les deux groupes, 

présentaient un important infiltrat interstitiel, qui bien que similaire pour les marquages 

classiques en immunohistochimie (CD3, CD4, CD8, CD20), nous a permis d’explorer les 

causes de cet effet différentiel. Nous avons supposé que celui-ci était dépendant du maintien 

des fonctions de CTLA-4 qui constitue la principale différence théorique entre le FR104 et le 

Belatacept. 

Pour explorer les fonctions extrinsèques de CTLA-4 nous avons évalué la quantité et la 

fonction des lymphocytes Treg. Nous avons observé une quantité significativement plus 

importante de Treg dans l’infiltrat des biopsies des animaux traités par FR104 en comparaison 
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de ceux sous Belatacept en utilisant l’évaluation du statut de méthylation du TSDR. La 

différence n’était pas significative avec l’expression de Foxp3 ce qui peut s’expliquer par le 

manque de spécificité de Foxp3, qui comme nous l’avons vu dans l’article 1 ne corrèle pas avec 

le TSDR en particulier en situation inflammatoire. Cet effet différentiel sur la quantité de Treg 

au sein de l’infiltrat, en dehors d’une situation de rejet, est concordant avec la littérature. En 

effet, bien que CD28 soit nécessaire à la survie des Treg, le blocage sélectif de CD28 semble 

moins les impacter. L’analyse des biopsies protocolaires à 12 mois de BENEFIT révélait une 

diminution significative de l’expression de Foxp3 dans les groupes Belatacept en comparaison 

du bras MMF / ciclosporine (134), de plus l’ajout de CTLA4-Ig s’opposait à l’induction de la 

tolérance dans 2 modèles dépendant des Treg (130,131). En revanche les études avec le sc28AT 

chez le primate (193) et le α28scFv (195) chez la souris ont montré une augmentation des 

cellules T régulatrices chez les animaux traités par un anti-CD28 sélectif en comparaison des 

groupes contrôles (ciclosporine ou anti-CD40 en monothérapie). Par ailleurs nous avons vu 

dans l’article 1, qu’avec le FR104 bien qu’on ne retrouvait pas l’augmentation des Treg décrites 

avec le sc28AT, elles étaient à un niveau similaire par rapport aux groupes monothérapie. Cela 

pourrait s’expliquer par un effet intrinsèque de CTLA-4 sur les Treg, qui deviendrait 

prépondérant en absence de signaux médié par CD28.  

Par ailleurs au niveau de la fonction des Treg l’expression de TGFβ, dont la sécrétion a 

été montré dépendre en partie de l’engagement de CTLA-4 (80,81), était augmenté dans les 

biopsies protocolaires des animaux traités par le FR104. En revanche, aucune différence n’était 

constatée concernant l’expression d’IDO, pourtant également dépendante de l’engagement de 

CTLA-4.                

Comme nous l’avons vu en introduction l’autre effet potentiellement attendu d’une 

préservation de la voie CTLA-4 est de maintenir les signaux intrinsèques inhibiteurs 

particulièrement au niveau des cellules mémoires / effectrices, comme démontré pour les 

cellules T Th17 (104), et dont l’activation peut être indépendante de CD28 comme démontré 

pour les Tfh (58). Alors que RORγT, l’IL-17 et l’IL-23 n’était pas exprimé différemment entre 

les deux groupes, les transcrits de l’IL-21 et dans une moindre mesure ceux de l’IL-10, les 

principales cytokines exprimées par les cellules T Tfh, étaient plus nombreux dans les biopsies 

des animaux traités par le Belatacept. Bcl6 le facteur de transcription dominant des Tfh n’était 

pas différemment exprimé entre les deux groupes, mais le fait qu’il est exprimé par d’autres 

types cellulaires dont certaines cellules B peut expliquer un manque de puissance. L’IL-21 peut 

également être produite par les cellules T Th17, et l’IL-10 par les Treg. Néanmoins en observant 
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la matrice de corrélations entre l’expression des différents gènes on observe que RORγT et 

l’IL23 aussi bien qu’un groupe composé de Foxp3, TGFβ et du TSDR, ont tendance à être 

inversement corrélés à un groupe constitué de Bcl6, IL-21 et IL-10, ce qui semble accréditer 

l’hypothèse d’une « signature » Tfh exacerbée dans les biopsies des animaux traités par 

Belatacept.  

Comme nous l’avons vu, les cellules Tfh effectrices / mémoires ont les caractéristiques 

« requises » pour provoquer des rejets résistants au Belatacept en vertu du principe d’immunité 

hétérologue. En effet alors qu’à ce stade leur activation est indépendante de CD28 (58), des 

signaux intrinsèques inhibiteurs, dépendant de l’engagement de CTLA-4, régulant leur fonction 

ont été décrit (89). Bien que ces cellules soient habituellement localisées dans les organes 

lymphoïdes périphériques, une récente étude portant sur des biopsies rénales de patients 

lupiques et de rejet cellulaire ou mixte, a révélé que ces cellules sont très fréquemment présentes 

au sein de l’infiltrat lymphoïde dans toutes ces situations (212).  Nous avons pu constater en 

immunohistochimie au moyen d’un triple marquage CD4, PD-1 (le principal marqueur utilisé 

avec ICOS, pour discriminer les cellules T Tfh) et IL-21 que des cellules pouvant être 

identifiées comme des Tfh sont présentes dans l’infiltrat des biopsies de nos animaux.   

Etant donné la difficulté d’une analyse quantitative au vu de la densité de l’infiltrat chez 

tous les animaux, nous avons évalué l’effet d’un blocage sélectif de CD28 ou d’un blocage de 

CD80/86 sur des cellules Tfh : 

(1) In vitro sur des cellules pré-Tfh ou Tfh humaines, issues d’amygdales.  

(2) In vivo chez la souris, dans un modèle d’immunisation peptidique par la KLH, qui 

permettait de distinguer la réponse primaire de la réponse secondaire.  

En dehors de la réponse Tfh primaire ou comme attendu, aucune différence n’était 

constatée entre les deux modalités de blocage de la triade CD28 / CD80/86 / CTLA-4, dans les 

situations impliquant des cellules Tfh expérimentées, le blocage sélectif de CD28 était supérieur 

pour contrôler leur activation.  

Récemment Venner et Al (213), à partir d’une large série de biopsies rénales, ont analysé 

les caractéristiques transcriptomiques spécifiques du rejet cellulaire vis-à-vis, entre autre, du 

rejet humoral. Il est intéressant de constater que l’IL-21R fait partie des 30 gènes identifiés. 

Ainsi dans la situation inhabituelle de la réponse allo-immune, les cellules Tfh n’agiraient pas 

en optimisant la réponse humorale (leur fonction physiologique) mais au travers d’autres 
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mécanismes effecteurs non spécifiques comme par exemple la sécrétion d’IL-21. L’IL-21 a en 

effet d’autres fonctions que la participation à la coopération T/B dans le cadre de la réponse 

humorale. L’IL-21 a été décrite comme cruciale dans la balance entre réponse effectrice et 

régulatrice. En particulier elle a montré dans la cadre de la réponse allo-immune à une greffe 

d’îlots pancréatiques chez la souris, un effet anti-tolérogène en inhibant l’induction et la 

fonction des cellules T régulatrices (214).  

Au vue de nos données il n’est pas possible d’affirmer que la différence du nombre de 

Treg constatée entre nos deux groupes implique un effet de l’IL-21. Il est néanmoins intéressant 

de constater que dans l’étude cité ci-dessus, la résistance au blocage de la costimulation par du 

CTLA4-Ig, constatée dans 50% des greffes était reversée dans tous les cas par l’ajout d’un 

antagoniste de l’IL-21. 

De la même façon le mécanisme de la résistance aux corticoïdes ne peut pas être lié 

directement au déficit en Treg ou à l’inflation en IL-21. Cependant les maladies auto-immunes 

impliquant une dysfonction des Treg sont réputées résister aux stéroïdes (216). Par ailleurs, 

Matignon et al (217) ont récemment comparé le profil d’expression de gènes d’intérêts entre 

des rejets cellulaires sensibles ou résistant à un traitement conventionnel par corticoïdes : seule 

l’expression d’IL-21 et pas celle de T-bet, RORγT et de l’IL-17 était significativement 

supérieure dans les rejets corticorésistants.    
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DISCUSSION  ET PERSPECTIVES 

Modèle développemental et balance CD28 / CD80-86 / CTLA-4 

 La dépendance vis-à-vis des signaux de costimulation et de co-inhibition varie en 

fonction du statut des lymphocytes T. La nécessité d’un second signal médiés par CD28 pour 

activer les cellules T naïves ne fait pas de doute. En revanche, classiquement les cellules 

mémoires sont réputées pouvoir passer outre le second signal médié par CD28. Cette 

caractéristique est considérée comme un atout, attribué au cours d’une réponse immunitaire, 

aux cellules ayant répondu avec succès à l’antigène, devenues des cellules mémoires, afin de 

favoriser une réponse anamnestique en cas de nouvelle exposition à l’antigène. Cette vision 

s’inscrit dans le schéma classique quant à l’origine des cellules mémoires. En effet, le modèle 

dominant considère que les cellules mémoires spécifiques d’un antigène, sont issues de la 

différenciation de cellules effectrices, survenant lors de la contraction de la réponse 

immunitaire.  

Récemment une nouvelle théorie a émergé, selon laquelle les cellules effectrices sont 

issues des cellules mémoires et pas l’inverse (218,219). Ce modèle est nommé développemental 

car il assimile la différentiation des lymphocytes T au cours d’une réponse immunitaire, à ce 

qui se passe dans d’autres systèmes biologiques. Par exemple, dans l’épiderme, les cellules 

basales prolifèrent et se différencient progressivement en kératinocytes selon un cycle 

permanent. Ainsi, sous l’influence de l’exposition à un antigène spécifique, les cellules T naïves 

spécifiques, proliféreraient et se différencieraient selon un processus linéaire et unidirectionnel, 

d’abord en cellules mémoires centrales, qui elles même se différencieraient en cellules 

mémoires effectrices puis en cellules effectrices « terminales ». Tout au long de ce processus, 

telles des pierres dévalant une colline, les cellules T perdraient leur potentiel de prolifération 

(assimilé à de l’énergie potentielle de pesanteur), maximal pour les cellules naïves mais limité 

dans les cellules effectrices, tout en gagnant des capacités effectrices et de homing (assimilé à 

de l’énergie cinétique) (cf Figure 11, partie du haut). Le modèle classique nécessite que 

l’expression des gènes impliqués dans la réponse effectrice soit éteinte lors de la différentiation 

des cellules effectrices en cellules mémoires puis rallumée lors d’une réponse mémoire (220) 

(ce modèle est ainsi parfois qualifié de ON – OFF – ON). Cela implique des modifications 

massives de la structure de la chromatine, alors que dans le modèle développemental les 
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modifications épigénétiques suivraient un cheminement progressif, comme cela a déjà été décrit 

dans de nombreux systèmes biologiques (221).           

Dans le modèle développemental la perte du marqueur de surface CD28, est décrite 

comme un des événements les plus tardifs du processus de différentiation (222). Comme nous 

l’avons vu les cellules T CD28 négatives sont en effet des cellules très différenciées, avec des 

capacités effectrices très développées mais un faible potentiel de prolifération et exprimant de 

nombreuses molécules de co-inhibition dont CTLA-4, les faisant parfois qualifier de cellules 

épuisées (exhausted).  

Les prédictions de ces deux modèles concernant l’importance relative de la balance 

CD28 / CD80-86 / CTLA-4  pour les cellules T mémoires et effectrices sont très différentes.  

Dans le modèle classique la perte de la dépendance vis-à-vis de CD28 serait acquise par 

les cellules effectrices et transmise aux cellules mémoires. 

 Dans le modèle développemental la perte de la dépendance vis-à-vis de CD28 serait un 

processus évolutif, le seuil d’activation de la cellule T s’abaissant progressivement au cours de 

la maturation, et parallèlement des mécanismes de régulation, comme la voie CTLA-4, seraient 

mis en place. Ainsi la véritable indépendance vis-à-vis de CD28 serait restreinte à des cellules  

parvenues à un stade avancé de maturation, avec des capacités effectrices et de homing, mais 

avec un faible potentiel de « nuisance » (risque d’auto-immunité). Cela limiterait la prise de 

risque consentie en leur attribuant une indépendance vis-à-vis du second signal (qui pourrait 

néanmoins être bénéfique pour répondre à un antigène en périphérie, dans un environnement 

dénué de CPA professionnelles).  

Les avancées récentes de l’immunologie s’accordent avec les prédictions du modèle 

développemental. Comme nous l’avons vu en introduction, des modèles pertinents d’immunité 

anti-infectieuses ont démontré l’importance du respect des signaux médiés par CD28 pour la 

mise en œuvre d’une réponse mémoire optimale (55), contredisant les résultats des études 

initiales menées in vitro et chez la souris CD28 déficientes. Il est à noter que dans la cadre de 

la réponse allo-immune, l’intensité de la stimulation antigénique pourrait dépasser le seuil 

d’activation des lymphocytes T et donc rendre indépendante des signaux médiés par CD28, des 

cellules qui ne le seraient pas avec un antigène conventionnel. Néanmoins, l’examen approfondi 

de la résistance au blocage de la costimulation, a montré que les cellules impliquées dans le 

rejet (via le phénomène d’immunité hétérologue) et donc supposées indépendantes de CD28, 

sont des cellules effectrices, plutôt que mémoires.  
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Ces études ont été menées avec du CTLA4-Ig bloquant CD28 mais également CTLA-

4. Or comme nous l’avons dit ci-dessus, les signaux intrinsèques inhibiteurs médiés par des 

molécules de co-inhibition sont essentiels pour les cellules matures. Ainsi, alors que pour des 

cellules naïves, qui n’expriment CTLA-4 qu’après activation, le blocage de CD28 quelle que 

soit sa modalité sera efficace, pour des cellules effectrices matures (avec un seuil d’activation 

et donc une dépendance vis-à-vis de CD28 abaissée mais régulée par CTLA-4) un effet 

différentiel pourrait être observé entre le CTLA4-Ig et un anti-CD28 antagoniste. En effet, le 

blocage des signaux intrinsèques inhibiteurs médiées par CTLA-4 pourrait revigorer les cellules 

« exhausted » et entrainer des rejets, alors qu’une antagonisation sélective de CD28 en 

préservant ces signaux inhibiteurs limiterait leur activation. Le cas des cellules mémoires 

représente probablement une  situation intermédiaire dans laquelle l’intensité de la stimulation 

antigénique est certainement un des paramètres décisifs quant à l’issue de la réponse (cf Figure 

11, partie du bas).     

Comme nous l’avons vu selon leur polarisation (223) au cours de leur maturation, 

l’importance relative de CD28 et de CTLA-4 varie entre les sous populations de cellules T. 

Cette donnée est donc également à prendre en considération pour analyser les conséquences 

d’une modulation de la balance CD28 / CD80-86 / CTLA-4.  Nous avons vu que les cellules 

Th17 et Tfh présentaient les caractéristiques « requises » à la mise en œuvre d’un effet 

différentiel entre le CTLA4-Ig et le FR104 (relative indépendance vis-à-vis de CD28 et 

régulation par des signaux intrinsèques inhibiteurs médiés par CTLA-4), ce que semble 

confirmer nos données objectivant un profil de rejet associé à une expression d’IL-21 

augmentée dans les greffons des animaux traités par le CTLA4-Ig.     
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Figure 11 : la dépendance vis-à-vis de CD28 et la régulation médiée par CTLA-4 varient tout 

au long de la maturation des cellules T. soulignant les conséquences des différentes stratégies 

ciblant la balance CD28 / CD80-86 / CTLA-4. 

Ligne pointillé : condition contrôle. 

Ligne rouge : blocage de CTLA-4. 

Ligne verte : blocage de CD28. 

Ligne bleue : blocage de CD80-86. 

Barre horizontale : seuil d’activation de la cellule T.   
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Il-21 et  transplantation 

Parmi les cytokines qui ont pour récepteur la chaine γc commune (IL-2, IL-7 et IL-15), 

l’IL-21 est celle qui a été découverte le plus récemment en 2000 (224). Les études initiales ont 

montré que l’IL-21 est produite par les lymphocytes T CD4+ activés et pas par les CD8+. Bien 

que toutes les cellules T CD4+ activées sécrètent de l’IL-21, sa source principale est constituée 

des Th17 et des Tfh (225). Il a été montré que l’engagement d’ICOS via le facteur de 

transcription c-Maf contrôle l’expression de l’IL-21 (226). 

 Le récepteur de l’IL-21 est largement exprimé par les cellules lymphoïdes. L’IL-21 a 

donc des effets pléiotropes qui s’exercent sur de nombreux type cellulaire.  

L’IL-21 est cruciale pour la réponse humorale puisqu’elle favorise d’une part la 

génération des lymphocytes Tfh sur un mode autocrine, et qu’elle induit la prolifération des 

cellules B et leur différentiation en cellules productrices d’immunoglobulines (206).   

L’IL-21 a également un effet sur les cellules T régulatrices à différents niveaux (227). 

L’IL-21 s’oppose à la différentiation des cellules naïves en Treg, autrement dit à l’induction 

d’iTreg, aussi bien dans des protocoles in vitro, qu’in vivo puisque les souris IL-21 déficientes 

ont un nombre accru de Treg. De plus l’IL-21 s’oppose à l’activité suppressive des Treg. En 

effet l’ajout d’IL-21 rend résistant des cellules CD4+CD25- humaine à l’action suppressive des 

Treg. 

Bien qu’elle ne soit pas indispensable pour le développement et l’homéostasie des 

cellules T naïves, l’IL-21 est une des cytokines majeures intervenant dans l’entretien de la 

réponse immunitaire après la rencontre avec l’antigène. En effet en 2009 trois groupes ont 

rapporté simultanément (228–230), en utilisant le modèle d’infection chronique par le LCMV 

sur des souris déficientes en IL-21 ou en IL21R, que l’IL-21 est nécessaire au contrôle de 

l’infection chronique. Dans les souris déficientes, alors que lors de la phase aigüe les cellules 

CD8+ effectrices présentaient une prolifération et des capacités effectrices permettant de 

contrôler efficacement la charge virale, à distance,  le virus persistait et une dysfonction des 

cellules T CD8+ spécifiques du virus était constatée. Il semble donc qu’au cours de la réponse 

immunitaire l’IL-21 sécrétée par les lymphocytes T CD4+ activés s’oppose à l’exhaustion des 

cellules CD8+ en favorisant leur survie et leurs capacités effectrices. 

 Dans le contexte de la transplantation, l’IL-21R fait partie des 30 gènes identifiés 

comme les plus spécifiques du rejet cellulaire dans une étude analysant les caractéristiques 
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transcriptomiques d’une large série de biopsie rénale (213). McGuire et al (231) et Petrelli et al 

(214) ont montré l’efficacité de l’antagonisation de l’IL21 dans des modèles de transplantation 

d’ilots pancréatiques chez la souris. Petrelli et al retrouvaient une augmentation de l’IL-21 

pendant la phase tardive de la réponse allo-immune. Alors que son antagonisation favorisait 

l’expansion des Treg en périphérie et dans l’infiltrat de la greffe, son induction dans une souris 

IL-21 transgénique favorisait l’expansion des cellules T effectrices.  

 Ces données arguent donc pour un rôle de l’IL-21 dans le rejet cellulaire. Sa source 

pourrait être les cellules CD4+ activées en particulier Th17 et/ou Tfh et ses effets, d’une part, 

une inhibition de l’induction d’iTreg et d’autre part un renforcement de la survie et des capacités 

effectrices des cellules T allo-réactives en particulier CD8+.  

 Y compris en cas de blocage de la costimulation, les cellules effectrices / mémoires 

préexistantes allo-réactives, Th17 et/ou Tfh, qui comme nous l’avons vu précédemment 

présentent les caractéristiques requises pour résister au blocage de la costimulation pourrait être 

des sources d’IL-21. Associer une antagonisation de l’IL21 à un blocage de la costimulation 

pourrait donc avoir un effet synergique. C’est précisément ce qu’ont montré Petrelli et al 

puisque dans leur modèle alors que 50% des animaux rejetaient leur greffon avec du CTLA4-

Ig, aucun rejet n’était constaté en ajoutant un antagoniste de l’IL-21.  

Dans notre protocole nous avons des arguments pour penser que l’IL-21 provient 

majoritairement de cellules Tfh allo-réactives. Dans cette perspective de rejet cellulaire, leur 

activation serait indépendante d’un processus de réponse humorale mais simplement le fait 

d’une reconnaissance directe des molécules du CMH du donneur. Cette hypothèse est 

accréditée par des données d’anatomopathologie ayant décrit la présence de nombreuses 

cellules Tfh au sein de l’infiltrat de rejet à médiation cellulaire (212,232).  

 Dans l’infiltrat des animaux traités par le CTLA4-Ig, nous avons montré une plus forte 

expression d’IL-21 alors que le nombre de Treg était moindre. Par ailleurs nous avons montré 

in vitro et in vivo qu’un blocage sélectif de CD28 contrôlait plus efficacement les cellules Tfh. 

Bien que nos données soient insuffisantes pour reconstituer l’ensemble du tableau, nous 

pouvons l’esquisser.  

L’élément critique distinguant le FR104 du Belatacept pourrait être, avec ce dernier, un 

moins bon contrôle voir une exacerbation de l’activation des cellules Tfh allo réactives du fait 

du blocage des signaux intrinsèques inhibiteurs médiés par le CTLA-4. L’importante sécrétion 

d’IL-21 consécutive pourrait d’une part, renforcer la survie et les capacités effectrices d’autres 
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cellules T allo-réactives en particulier CD8+ (pouvant déjà être revigorées par le blocage de 

CTLA-4) et d’autre part, réduire l’induction d’iTreg (pouvant déjà être impactées par le blocage 

de CD28 alors que les fonctions suppressives des Treg pourrait l’être par le blocage de CTLA-

4). L’ensemble de ces éléments aboutirait à un profond déséquilibre de la réponse immunitaire 

vers des mécanismes effecteurs au détriment des dispositifs de régulation, expliquant la 

survenue d’un rejet sévère (cf Figure 12).  
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Figure 12 : Proposition d’explication de l’effet différentiel entre blocage sélectif et non sélectif 

de CD28.  
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Place du blocage de la triade CD28 / CD80-86 / CTLA-4 dans la stratégie thérapeutique. 

Le principal défaut du blocage de la triade CD28 / CD80-86 / CTLA-4 serait donc 

« l’échappement » de cellules T effectrices / mémoires au blocage de CD28 en vertu du 

phénomène d’immunité hétérologue. Celui-ci survient du fait de l’interaction d’une cellule T 

expérimentée du receveur avec une CPA du donneur, en d’autre terme selon une reconnaissance 

directe. Si nous supposons que l’intensité de la stimulation antigénique durant une réponse allo-

immune dépasse le seuil au-delà duquel les signaux de costimulation médiés par CD28 sont 

superflus, là encore cela passe par la reconnaissance directe.  

A l’heure actuelle le principal écueil en transplantation rénale réside dans l’apparition 

d’une CAN dont la composante immunologique, le rejet chronique qui, contrairement au rejet 

aigu fortement dépendant de la reconnaissance directe, fait majoritairement intervenir la 

reconnaissance indirecte (5). Dans ce cas le seuil de CD28 « dépendance » est probablement 

plus physiologique. Le rejet chronique est dominé par le rejet humoral consécutif à  la survenue 

d’allo-anticorps. Leur apparition est le fait de cellules B allo-réactives qui reçoivent l’aide des 

Tfh au sein de centres germinatifs. Il a été récemment démontré que cette interaction se fait sur 

le mode de la reconnaissance indirecte (233), c’est-à-dire, via la mise en œuvre d’une réponse 

Tfh primaire, dont on a vu qu’elle est fortement dépendante de CD28.  

Les insuffisances du blocage de CD28 pourraient donc se restreindre à la période post-

transplantation pendant laquelle la reconnaissance directe est dominante et s’estomper 

progressivement par la suite, en prévenant notamment l’apparition d’un rejet humoral, comme 

le suggère la très faible incidence d’immunisation sous Belatacept. Cela permettrait d’envisager 

une stratégie thérapeutique en deux temps (cf Figure 13)  

(1) une première phase associant un blocage de la costimulation avec une autre 

molécule immunosuppressive et/ou un traitement d’induction permettant de 

prévenir la survenue d’un rejet aigu, médié par des cellules mémoires / effectrices 

allo-réactives, via une reconnaissance directe.      

(2) une seconde phase avec un blocage de la costimulation en monothérapie ou en 

association avec de faible dose d’un autre immunosuppresseur, contrôlant 

efficacement le rejet chronique, permettant ainsi une épargne en CNI et donc de se 

prémunir de la composante non immunologique de la dysfonction chronique du 

greffon.  
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Comme nous l’avons vu le blocage sélectif de CD28, en comparaison du CTLA4-Ig, en 

préservant les signaux inhibiteurs médiés par CTLA-4 permettrait d’augmenter le seuil de 

dépendance à CD28 des cellules effectrices / mémoires allo-réactives et/ou d’éviter des 

phénomènes de levée d’exhaustion dans certaines populations T particulières, (cf Figure 10), 

ce qui diminuerait l’incidence des rejets observés sous Belatacept pendant la période post 

transplantation. 

 Ainsi, dans le cas de patients non immunisés, le blocage sélectif de CD28 pourrait 

conserver les atouts du Belatacept (absence de néphrotoxicité et efficacité du contrôle de la 

réponse humorale) tout en s’affranchissant de son principal défaut (le nombre élevé de rejet 

cellulaire sévère en post transplantation).  

Les patients immunisés spécifiquement contre des molécules du CMH avant le greffe 

sont de plus en plus nombreux et présentent des rejets humoraux plus précoces et sévères. Dans 

ce cas la réponse humorale n’est plus une réponse primaire mais une réponse secondaire / 

mémoire, faisant intervenir des cellules B mémoires et certainement des Tfh mémoires. Dans 

ces situations le CTLA4-Ig n’est probablement pas une bonne molécule car nous avons vu que 

les Tfh une fois mature, deviennent indépendant de CD28 pour leur activation et que leur 

activation est régulée par des signaux inhibiteurs intrinsèques médiés par CTLA-4. En revanche 

le FR104 dont nous avons vu qu’il contrôle plus efficacement la prolifération des Tfh in vitro 

et une réponse Tfh secondaire in vivo, pourrait être intéressant dans ces situations, bien que des 

données expérimentales supplémentaires soient nécessaires pour le démontrer. 
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Figure 13 : différentes phases de la réponse allo-immune et blocage de la costimulation  
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CONCLUSIONS 

Ces deux travaux sont l’aboutissement d’un long cheminement dont l’idée directrice a 

été de développer une molécule bloquant de façon sélective CD28 au sein de la triade CD28 / 

CD80-86 / CTLA-4, dans le but d’améliorer les protocoles d’immunosuppression 

conventionnels qui bien qu’efficace ne s’affranchissent pas de la CAN. Cet objectif était 

particulièrement ardu du fait de l’antécédent malheureux de la phase I de l’anti-CD28 

monoclonal TGN1412 qui a rendu méfiant l’ensemble de la communauté scientifique quant à 

la possibilité de cibler directement CD28.  

La première étape a donc consisté, à faire la preuve in vitro de l’effet antagoniste d’un 

fragment monovalent d’anticorps anti-CD28 anti-humain, puis de confirmer son efficacité in 

vitro dans la prévention du rejet, dans un modèle pré-clinique de transplantation rénale chez le 

primate. Par la suite sans modifier son affinité pour CD28, une molécule dont la demi-vie est 

compatible avec son utilisation clinique, le FR104, a été développé et son efficacité confirmée 

in vitro et in vivo dans un modèle de souris humanisées qui a également permis de démontrer 

avant son injection à l’homme son absence d’effet agoniste.  

La première partie de ce travail a permis de confirmer, dans un modèle pré-clinique, les 

propriétés pharmacocinétiques du FR104, et son efficacité d’une part pour prévenir le rejet (en 

particulier en association avec de faibles doses de CNI ou d’inhibiteurs du mTOR) et d’autre 

part pour empêcher la survenue d’allo-anticorps. Ces deux éléments font espérer un bénéfice 

pour la fonction rénale à long terme et plaident donc pour un transfert en clinique d’autant plus 

que depuis, sa première introduction chez l’homme dans le cadre d’un essai de phase I 

(actuellement en cours) a confirmé son absence d’effet agoniste.  

L’histoire a voulu que le développement du CTLA4-Ig, dont nous avons vu que 

l’utilisation pour bloquer CD28 devance la découverte de la fonction de CTLA-4, précède celui 

d’un antagoniste sélectif de CD28.  Dans la seconde partie de cette thèse nous avons comparé 

directement ces deux stratégies. Au-delà de son intérêt scientifique, cette comparaison était 

indispensable pour envisager la poursuite du développement clinique du FR104 dans un 

contexte où le développement d’une nouvelle molécule (en particulier dans cette indication) 

constitue un investissement majeur qui doit pouvoir se justifier par l’attente d’une plus-value. 
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 Le blocage sélectif de CD28 a l’avantage théorique d’épargner la voie CTLA-4. Mais 

jusqu’à présent, la démonstration de sa supériorité sur le CTLA4-Ig reposait uniquement sur 

des arguments indirects : la préservation des fonctions intrinsèques et extrinsèques du CTLA-4 

in vitro, l’induction de Treg in vivo, et des comparaisons avec le CTLA4-Ig dans des modèles 

murins ou de souris humanisées.  

Dans un modèle préclinique de transplantation chez le primate, imaginé pour mettre en 

évidence une différence, nous avons ainsi pu montrer directement la supériorité d’un blocage 

sélectif de CD28 avec le FR104 sur le CTLA4-Ig. Cette molécule pourrait constituer à court 

terme la prochaine génération d’agent bloquant la costimulation. 

Au-delà des données de rejet / survie, cette comparaison nous a permis d’explorer les 

caractéristiques de la réponse allo-immune selon la modalité du blocage de la triade CD28 / 

CD80-86 / CTLA-4. Nous avons ainsi pu mettre en évidence une quantité significativement  

plus importante de lymphocytes T régulateurs dans l’infiltrat des biopsies protocolaires à 1 mois 

dans le groupe des animaux traités par le FR104 alors que les transcrits de l’IL-21 étaient 

supérieurs dans les biopsies des animaux traités par le CTLA4-Ig. Ainsi, bien que cela demande 

à être confirmé, le fondement de l’effet différentiel entre le blocage sélectif de CD28 et celui 

de CD80/86 pourrait être un moins bon contrôle de l’activation des lymphocytes Tfh allo-

réactifs avec le Belatacept à l’origine d’un équilibre différent entre lymphocytes T effecteurs et 

régulateurs. 
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CD28 and CTLA-4 are prototypal co-stimulatory and co-inhibitory cell surface signaling 
molecules interacting with CD80/86, known to be critical for immune response initiation 
and regulation, respectively. Initial “bench-to-beside” translation, two decades ago, 
resulted in the development of CTLA4-Ig, a biologic that targets CD80/86 and pre-
vents T-cell costimulation. In spite of its proven effectiveness in inhibiting allo-immune 
responses, particularly in murine models, clinical experience in kidney transplantation 
with belatacept (high-affinity CTLA4-Ig molecule) reveals a high incidence of acute, 
cell-mediated rejection. Originally, the etiology of belatacept-resistant graft rejection was 
thought to be heterologous immunity, i.e., the cross-reactivity of the pool of memory 
T cells from pathogen-specific immune responses with alloantigens. Recently, the 
standard view that memory T cells arise from effector cells after clonal contraction has 
been challenged by a “developmental” model, in which less differentiated memory T 
cells generate effector cells. This review delineates how this shift in paradigm, given the 
differences in co-stimulatory and co-inhibitory signal depending on the maturation stage, 
could profoundly affect our understanding of the CD28/CD80-86/CTLA-4 blockade and 
highlights the potential advantages of selectively targeting CD28, instead of CD80/86, to 
control post-transplant immune responses.

Keywords: CD28, CTLA-4, costimulation blockade, memory T cell, effector T cell, transplantation immunology, 
heterologous immunity, CTLA4-Ig

Introduction

The importance of costimulation to allo-immune response has been widely demonstrated. A com-
parative study of xeno- and allo-immune response by Lafferty et al. in the late 60s was at the origin of 
this concept (1, 2). To their surprise, they found that “as the genetic relationship between donor and 
recipient becomes more distinct, the degree of reactivity falls to an undetectable level.” They proposed 
that something more than antigens, with species compatibility, was required to stimulate an allograft 
response. They called this second signal the allograft stimulus. This became the costimulation signal, 
when extended to the entire T-cell response, within the second signal theory (3).

Later, CTLA-4, an inhibitory cell surface molecule with the same ligand on antigen-presenting cell 
(APC) as CD28, namely CD80/86, was discovered, defining the CD28/CD80/86/CTLA-4 balance. 
This pathway became an attractive focus in the transplantation field and has been the target of much 
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research over the past few decades, leading to the development of 
CTLA4-Ig (4). This fusion protein binds CD80 and CD86, pre-
venting ligation of CD28 and also of CTLA-4. In spite of its proven 
effectiveness in inhibiting allo-immune responses, particularly 
in murine models, clinical experiences in kidney transplantation 
with belatacept (a high-affinity CTLA4-Ig molecule) have exhib-
ited a high incidence of acute, cell-mediated rejection (5). The 
etiology of this belatacept-resistant rejection has been ascribed 
to heterologous immunity, i.e., the cross-reactivity of the pool of 
memory T cells from pathogen-specific immune responses, with 
alloantigens (6).

From the beginning, Lafferty et al. found that, once generated, 
activated cytotoxic T lymphocytes are able to kill any cell that 
expresses foreign antigens, that is, once activated the requirement 
for allogenic stimulus is lost (2). Based on a small number of stud-
ies, the idea that CD28 costimulation is unnecessary for CD4 + 
and CD8  + T-cell memory responses has become a generally 
accepted paradigm in immunology (7). This is consistent with the 
classic view that most T cells die after reacting to pathogens, but 
some of them, cells that are capable of destroying the pathogen, 
give rise to memory cells. Thus, the loss of the costimulation 
requirement is considered as a selective advantage to the memory 
T cells, which increases the efficiency of recall responses.

However, lines are shifting: in the memory field a new model, 
known as “developmental,” where naïve cells directly develop into 
memory cells without transitioning through an effector stage, is 
emerging. At the same time, data from experimental models, 
which are increasingly relevant to anti-infectious immune 
response, challenge the current paradigm of dispensable CD28 
costimulation by memory T cells. Furthermore, advances in 
the field of cancer immunotherapy provide indication on the 
impact of CTLA-4 blockade, including on a preexisting immune 
response. This review delineates how this shift in paradigm could 
profoundly affect our understanding of the CD28/CD80/86/
CTLA-4 blockade and highlights the potential advantages of 
selectively targeting CD28, instead of CD80/86, to control post-
transplant immune responses.

What We Can Learn from CD28-Negative  
T Cells

A way to investigate the requirement of CD28 for antigen-expe-
rienced T cells is to focus on CD28-negative T lymphocytes, for 
which there is little doubt that activation is CD28 independent.

As noted above, usually the loss of CD28, and consequently 
of the costimulation requirement, is regarded as a special state, 
achieved following an immune response by the most efficient 
clones and generating the best protective anamnestic response 
due to memory cells (8).

CD28-negative T cells are absent from umbilical cord blood, 
then emerge over time and finally a majority of peripheral 
blood T cells become CD28 negative (9). The loss of CD28 is 
an immunological feature primarily observed in humans and 
primates. Substantial progress has been made in understanding 
the molecular, cellular, and functional features of CD28-negative 
T cells since their initial identification in the early 90s (9, 10). On 
the one hand, they gain cytolytic activities supported by elevated 

expression of key molecules including perforin and granzyme, 
they have a low activation threshold, and in selected cases, render 
cell activation independent of the recognition of the appropri-
ate antigenic peptide. On the other hand, they have a reduced 
capacity to proliferate and survive after TCR activation, display-
ing signs of lymphocyte exhaustion with dominant inhibitory 
receptors (8–10). Thus, their overall impact is negative, since their 
accumulation comes at the expense of an appropriate immune 
response and gives rise to the risk of autoimmunity.

CD28-negative T cells do not appear to be memory cells, 
whose function would be to improve a recall response, but ter-
minally differentiated cells arising as a consequence of immune-
senescence. This contradicts mainstream thinking, where loss of 
the costimulation requirement is considered as an advantage for 
memory cells.

The Developmental Model and Possible 
Prediction of Costimulation Requirement

A new model for the linage relationship of T-cell subsets suggests 
that less differentiated memory T cells give rise to effector cells, 
and not vice  versa, so memory cells are derived directly from 
activated naïve cells that have never experienced an effector state 
(11–13).

This model is called developmental because it proposes that 
T-cell differentiation is largely a linear and unidirectional pro-
cess, whose driving force is the cumulative history of antigenic 
stimulation, going from naïve cell to terminally differenced 
effector T cell via a memory stage, with progressive chroma-
tin change. Cell maturation has been likened to a ball rolling 
down a hill, with cells progressively losing potential energy, 
i.e., “stemness” and proliferative capacities, but gaining effector 
and homing capacities (Figure  1). This process is associated 
with progressive characteristic changes in cell surface molecule 
expression that allow us to classify cells into various subsets. The 
loss of CD28 is one of the last events occurring during matura-
tion (13). This fits with the features of CD28-negative T cells 
described above (9, 10).

CD28 loss, and from a broader perspective, loss of the costimu-
lation requirement, would not then reflect an advantage inherent 
to memory acquired following an immune response, incidentally 
with a risk of immunopathology by inappropriate reactivation, 
but a feature of cells reaching the end of a progressive maturation 
process with limited potential but with effector capacities, and 
restricted to peripheral tissues.

Origins of the Notion That Memory T Cells 
are Costimulation-Independent

The costimulation field has become much more complex since 
the publication of Lafferty’s allogenic stimulus hypothesis. 
Numerous activators and inhibitors of ligand/receptor interac-
tions have been described on both sides of the immunological 
synapse and given the appellation cell surface signaling mol-
ecules. Their distribution is extremely variable according to their 
developmental stage, the localization of the different lymphocyte 
subsets and their propensity to impact on each other through 
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feedback loops. The fate of each cell thus depends on the inte-
gration of signals derived from a large complex of stimulatory 
and inhibitory interactions (14). This framework, much more 
complex than the standard view of the second signal model, is 
required to interpret the results of the numerous studies that have 
been conducted over recent years on the CD28/CD80/86/CTLA-4 
triad. Some conclusions, sometimes considered as “ground rules”, 
have to be tempered by the inevitable limitations of the particular 
experimental methodologies and model systems. One of these 
ground rules is the paradigm that memory T-cell activation is 
CD28 independent; an idea based on a small number of in vitro 
studies and ones on CD28-deficient mice.

CD28 signaling requirements in memory CD4 + and CD8 + 
T-cell responses have been much less well studied than those on 
primary response generation. A first experimental model used 
by Steinman 30  years ago was the mixed lymphocyte reaction 
(MLR) (15, 16). “Memory cells” resulting from primary MLRs 
were actually not true memory cells as defined today, but rather 
lymphoblasts. Unlike naïve T cells that proliferate only after stim-
ulation with allogenic dendritic cells (DCs), these lymphoblasts 
proliferate regardless of the APC subset, including macrophage 
or B cell. The conclusion was that once activated, lymphocytes 
become independent of second signals.

These data were confirmed by Croft (17, 18). Adoptive transfer 
of TCR transgenic T cells, previously activated specifically in vitro, 
allowed exploration of antigen-specific memory responses. 
Indeed, after homeostatic proliferation in the host, they become 
memory-like, and, once harvested from spleen, they could be 
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FIGURE 1 | CD28 requirement and CTLA-4 mediated inhibition 
evolve through T cell run, highlighting consequence of different 
strategies targeting the CD28/CD80/86/CTLA-4 axis. Upper panel: 
according to the developmental model, during immune response, T cells 
differentiate progressively ranging from naive to effector via the memory 
stage. Throughout this process, like a ball rolling down a hill, they lose their 
proliferative potential but gain effector and homing competences. We 
assume that simultaneously their activation threshold, and so CD28 
dependency, decreases but that conversely the importance of CTLA-4 
intrinsic inhibitory signaling gradually increased. Lower panel: dotted line, 
control condition; red line, CTLA-4 blockade; green line, CD28 selective 

blockade; blue line, CD80/86 blockade; broken line represent sufficient 
level for T-cell activation and mounting an efficient response. For naive  
T cells, due to the lack of CTLA-4 signaling, selective and non-selective 
CD28 blockade would be equally efficient in controlling their activation. In 
the case of terminally differentiated T cells, preserving CTLA-4 mediated 
signals could be essential, especially in the absence of a CD28 
requirement, suggesting a relevant advantage of the CD28 selective 
blockade compared to CD80/86 antagonist. Memory T cells might 
represent a middle path in which the intensity of the TCR stimulation, more 
important in allo-immune context especially with direct presentation, is 
probably critical.

specifically re-activated ex vivo with specific peptides exogenously 
loaded onto various cultured APCs. Then using APC from 
CD80/86-deficient mice or CTLA4-Ig, the CD28-independence 
of these memory T cells was demonstrated (19, 20).

We should stress that all the previously discussed in  vitro 
studies have examined CD28 costimulation requirements under 
conditions where the T-cell stimulus was not equivalent to the 
stimulus received in physiological conditions. Peptide was exog-
enously loaded onto cultured APCs, and thus the requirement 
for costimulation may have been overcome due to the strength 
of TCR signaling (21). Indeed, even for a primary response, the 
costimulation requirement can be overcome if sufficiently high 
levels of TCR stimulation are obtained. Viola et  al., showed 
in vitro that, independent of the nature of the TCR stimuli, if TCR 
stimulation exceeds a minimum threshold, complete activation 
is achieved and in the presence of CD28 costimulation, that 
threshold is significantly lower (22), especially in memory T cells 
(23). Thus, the costimulation requirement is a quantitative phe-
nomenon and has to be investigated in the light of the strength 
of TCR stimulation.

However, evidence in vivo was provided in a report by Suresh 
et  al. showing that, in lymphocytic choriomeningitis virus 
(LCMV) infected CD28-deficient mice, memory LCMV-specific 
CD8 + T-cell response seems to be normally reactivated. Indeed 
when they were re-challenged with a lethal dose of LCMV, all the 
mice survived while all naive controls died (24).

At first sight, the use of CD28-deficient mice to investigate 
a memory response in  vivo may seem questionable, since the 
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primary response, and consequently the establishment of 
memory cells in these animals, is greatly reduced (25). But 
initial studies using LCMV-infected mice revealed that, unlike 
for principle viruses, an efficient primary CD8 + T-cell response 
can be generated in the absence of CD28 costimulation (25). The 
reason for this discrepancy was ascribed to higher levels of TCR 
stimulation, which could overcome the need for costimulation. 
Therefore, using this model to explore the recall responses actu-
ally makes little sense. In addition, more detailed studies suggest 
a number of deficiencies in terms of the primary LCMV-specific 
T-cell response in CD28-deficient mice. In particular, the expan-
sion of virus-specific CD4 T cells was reduced by about a factor 
of 10 (26) and results with B7-deficient mice indicate that B7 
costimulation is required for induction and maintenance of 
LCMV-specific CD8  +  T-cell memory (27). Finally, although 
CD28-deficient mice have normal levels of B- and T-cell popula-
tions, given the importance of CD28 costimulation in thymic 
T-cell development (28, 29), lack of CD28 induces a defect in 
regulatory T cells and could lead to defective mature T cells. 
Taken together, this complicates using these mice to study 
memory responses.

In the early 2000s, based on in  vitro studies and models of 
LCMV infection in CD28-deficient mice, despite their meth-
odological and technical limitation, the prevailing belief was 
that CD28 costimulation was not required for memory T-cell 
activation.

Revisiting the Concept

The accepted hypothesis began to be questioned with studies (30, 
31) in which in vivo depletion systems were used to analyze the 
role of DCs in reactivating CD8 memory T cells during recall 
response to three different microbial infections. Without DCs 
during recall response, a profound decrease in the number of 
CD8 memory T cells was observed, suggesting that costimulation 
through DCs was required for optimal memory response.

More evidence against the proposition that costimulation 
is dispensable for memory T cells comes from successes in the 
treatment of autoimmune diseases, which by definition involve 
pre-existing auto-reactive T cells. CTLA4-Ig has proved effec-
tive both in experimental models (32, 33) and in the clinic with 
psoriasis (34) and rheumatoid arthritis (35).

Furthermore, except for the specific case of LCMV infection, 
a lack of costimulation by CD28 impaired secondary response 
in numerous other infectious models has been found (36–42). 
Whether these observations indicate requirements for CD28 
costimulation during the initial priming or during the recall 
response is not clear and has not been investigated in detail.

In several more recent works (27, 43–50), reactivation of 
specific memory T-cell populations in immunized WT mice has 
been investigated using specific tetramers, or by adoptive transfer 
of labeled memory T cells. Assessment of a CD28 requirement 
was made through either adoptive transfer in CD80/86-deficient 
hosts or through costimulation blockade at the moment of recall, 
using CTLA4-Ig or anti-CD28 antagonist antibodies.

The essential function of CD28 for conferring host protection 
during secondary infection has been confirmed using the cre-lox 

system allowing a CD28-inducible KO in a model of infection by 
N. Brasiliensis (51). Mice were infected a first time, then a second 
one after treatment with tamoxifen allowing an efficient CD28 
deletion. Compared with WT, these mice had a delayed expulsion 
of adult worms in the small intestine.

Finally, a more recent study highlighted the critical importance 
of the CD28 pathway to memory T-cells homeostasis (52). Again 
in a context of LCMV infection, Kalia et al. demonstrated that 
without Tregs, memory T cells in a quiescent state proliferated and 
engaged terminal differentiation. CTLA-Ig by blocking CD80/86 
interaction with CD28 rescued memory defects (maintaining a 
quiescent state) by mimicking Treg known to modulate the level 
of ligand available for CD28 through CD80/86 trans-endocytosis 
on APC mediated by CTLA-4 (53).

Thus, currently, extensive research using more relevant experi-
mental models has demonstrated that the optimal elaboration of 
secondary T-cell immunity, as well as memory T-cell homeostasis, 
is dependent on productive CD28/CD80/86 interactions, in the 
setting of anti-infectious immune response.

Allo-Immune Response

As a starting point, we have to distinguish two dramatically 
different scenarios for the involvement of immune memory 
response in transplantation. First, recipients who are sensitized 
to HLA antigens, which occurs mainly through blood transfu-
sions, pregnancy, or previous organ transplantation (54–56). To 
date, very little research has been done on use of T-cell-specific 
costimulation blockade strategies in HLA-sensitized recipients 
and as such it will not be addressed in this review. Second, there 
are recipients without HLA-specific immunization. In such case, 
memory T-cell involvement is not, at first sight, obvious.

In the early 90s, shortly after its discovery, the CD28/CD80/86 
interaction blockade, later associated with CD40–CD40L block-
ade, raised great hopes in the transplantation field. In murine 
models, numerous studies demonstrated that blockade of these 
co-stimulatory pathways during transplantation was highly 
effective at tolerizing naive donor-reactive T cells and prolonging 
graft survival. This occurred irrespective of the blockade modal-
ity: CTLA4-Ig (57–59) or anti-CD80/86 antibodies (4). While 
treatment with CTLA4-Ig in rodents demonstrated high efficacy, 
experiments in non-human primates demonstrated much more 
modest prolongation of allograft survival (60–62).

Initially, a weak affinity of the first CTLA4-Ig for CD86, com-
pared with CD80, was hypothesized as the source of this lack of 
effectiveness (4). Thus, a second generation of CTLA4-Ig, LEA29Y, 
with a better affinity for CD86, was developed. Translation of 
LEA29Y into non-human primate models of renal transplanta-
tion showed superior prolongation in graft survival compared to 
CTLA4-Ig as a monotherapy, and dramatically improved survival 
when used as part of a combined immunosuppressive regimen 
including either mycophenolate mofetil (MMF) and steroids 
or anti-IL-2R (basiliximab) (63). Based on these encouraging 
results, LEA29Y (belatacept) was moved into clinical trials as 
the principal component of an immunosuppressive regimen 
consisting of basiliximab, steroids, and MMF (5). As expected, 
this study showed improvement in renal function compared with 

http://www.frontiersin.org/Immunology/archive
http://www.frontiersin.org/Immunology/
http://www.frontiersin.org


August 2015  |  Volume 6  |  Article 4115

Ville et al. CD28/CD80-86/CTLA-4 triad and memory T cell in transplantation

Frontiers in Immunology  |  www.frontiersin.org

cyclosporine-treated recipients owing to reduced CNI-related 
renal toxicities (5, 64). However, the incidence of biopsy-proven 
acute rejection was higher in belatacept-treated recipient, giving 
rise to a new concept: the “belatacept-resistant rejection,” its 
counterpart being resistance to tolerance induction in rodent 
experimental models.

As detailed above, based on studies in  vitro and in CD28-
deficient mice, the perception that memory cells did not 
require costimulation signaling by CD28 was deeply ingrained. 
Consequently, memory T cells were presumed to be the guilty 
party in belatacept-resistant rejection via heterologous immunity, 
the concept that without bystander activation, virus-specific 
memory T cells can become activated by unrelated viruses, 
through molecular mimicry (65). On the top of this, unexpected 
cross-reactivity between virus-specific CTL clones and unin-
fected allogenic targets has been demonstrated (66). This activity 
could be attributed to dual recognition of pathogen-peptide/
self-CMH complexes as well as peptide/allo-CMH complexes (6, 
67). The most famous example is in seminal studies by Burrows 
et al. demonstrating that CD8 + T cells specific to EBV-EBNA3A 
restricted by HLA-B8 were cross-reactive with HLA-B44 present-
ing a self-peptide. Recently, the molecular understanding of this 
phenomenon has improved (68, 69) and its magnitude in the 
transplantation context has been clarified (70).

Heterologous immunity was suspected of playing a major role 
in mediating costimulation blockade-resistant allograft rejection, 
observed in situations where transplant recipients have an immune 
history. Several studies argue for this hypothesis, showing that 
naive recipients that had previously been infected with different 
pathogens became refractory to the tolerance-inducing effects of 
costimulation blockade (71, 72). This resistance is transmitted 
by adoptive transfer of CD8 and/or CD4 from an immunized 
to a naive animal (73). Furthermore, in a more relevant model 
of kidney transplantation in NHP, where tolerance was induced 
by costimulation blockade combined with donor-specific 
transfusion (DST), it was revealed that the higher frequency of 
alloreactive memory cells (when measured by ELISPOST assay) 
correlated with the occurrence of acute rejection (74).

Collectively, these studies concluded that resistance to the 
tolerance-inducing effects of costimulation blockade in experi-
mental models and belatacept-resistant rejection in the clinic 
were caused by heterologous immunity (75, 76). How can this 
conclusion be reconciled with the recent data showing that 
effective memory T-cell recall response actually requires CD28 
costimulation? One explanation could be that in the non-phys-
iologic context of transplantation, the strength of the antigenic 
challenge overcomes the costimulation threshold, particularly in 
Ag-experienced cells.

An Early and Only Cellular Rejection?

Heterologous immunity occurs through the interaction of a 
recipient Ag-experienced T cell with a donor APC, in transplant 
immunology this is called the direct recognition pathway. If we 
assume that the strength of the antigenic challenge during an allo-
immune response overcomes the CD28 requirement threshold, it 
should again be through the direct recognition pathway. Yet the 

main immunological issue in kidney transplantation concerns 
the late onset of kidney dysfunction caused by chronic rejection 
mainly driven by the indirect pathway (i.e., the interaction of a 
recipient T cell with a recipient APC exposing donor allogenic 
MHC peptides) (77), which presumably has a higher physiologi-
cal CD28 requirement threshold. In addition, the onset of de novo 
DSA can explain a large proportion of chronic rejection. Its onset 
is dependent on allogenic B-cell response that receives help 
from a highly specialized subset of CD4 T cells in the germinal 
center (GC), the follicular helper T cells (Tfh) (78). A recent 
study revealed that help for a GC alloantibody response could 
only be provided by CD4 T cells by the indirect pathway (79). 
The fact that CD28 costimulation is greatly required for primary 
Tfh response probably explains the lack of DSA in experimental 
models and belatacept-treated recipients exhibiting remarkably 
low levels of DSA (64).

The above points suggest that costimulation blockade-resistant 
rejection should occur early, driven by the direct pathway and 
consequently without the development of specific alloantibodies, 
except, obviously, in the case of prior specific immunization.

Are Experienced-T-Cell Subsets on Equal 
Terms with Costimulation Blockade 
Resistance?

Even in cases involving the direct recognition pathway, it is likely 
that all Ag-experienced T cells are not equal in terms of CD28 
requirement. Recent studies on tolerance induction by costimula-
tion blockade (80–85) substantiate the view mentioned above that 
CD28 requirement loss would not reflect an inherent advantage to 
any memory response acquired following an immune response, 
but would be a feature confined to cells reaching the end of a 
progressive process of maturation.

When allo-specific CD8 T Central Memory (TCM) and T 
Effector Memory (TEM) cells were transferred into wild-type 
recipients, they were found equally effective at rejecting allografts. 
When transferred into aly-deficient recipient (aly-deficiency 
leads to an absence of secondary lymphoid organs), TEM cells 
were significantly better than TCM at rejecting allografts (86). 
This suggests that TCM, but not TEM, reactivation requires the 
presence of APC with costimulation molecules to proliferate and 
gain effector and homing capacities.

In line with this, in a model of heterologous immunity generated 
by a latent γHV68 infection of WT mice, effector T cells (CD44high 

CD127lowCD62Llow) and TEM (CD44highCD127highCD62Llow-int) 
were found to be responsible for resistance to tolerance induction 
by costimulation blockade, in contrast to TCM (80).

In a murine model, decreasing the amount/duration of antigen 
exposure during priming impacted the ability of donor-specific 
experienced T cells to mediate costimulation blockade-resistant 
rejection (81). Interestingly, only donor-specific T cells that were 
generated under conditions of reduced Ag exposure failed to 
mediate costimulation blockade (referring to as CD80/86 block-
ade) resistant rejection. Overall antigenic stimulation undergone 
by T cells during priming is proposed as predicting cell fate, rang-
ing from unpolarized cells to terminally differentiated cells (87). 
Thus in the case of poor antigenic stimulation, the accumulation 
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of unpolarized cells could explain the success of the costimulation 
blockade.

The differential effects of belatacept on cell proliferation in 
response to either viral peptide processed on self APC or allo-
genic stimulation seem to confirm this proposition (82). Xu et al. 
showed that a large percentage of the repertoire proliferated in 
response to alloantigen, but contained few polyfunctional cells 
(advanced in their maturation and expressing IFNγ, TNFα, and 
IL-2). By contrast, the proportion of cells responding to a viral 
peptide was low and consisted predominantly of mature poly-
functional TEM. When belatacept was added to the cell culture 
medium, only the more mature cells escaped the costimulation 
blockade. This again demonstrates that only T cells that have 
reached a late maturation stage are independent of CD28.

Furthermore, this could explain the relative success of the 
association of belatacept and alefacept, a CD2 antagonist, in 
an experimental model of kidney transplantation in NHP (83). 
Indeed, CD8+CD2+ were the most differentiated in terms of 
cytotoxic molecule expression and polyspecificity.

Hence among experienced T cells, those liable for costimula-
tion blockade resistance are mature cells, having completed the 
progressive process of differentiation, including the loss of the 
CD28 costimulation requirement for their activation.

Interestingly, recent data have revealed that end-stage renal 
disease patients, compared to healthy controls, have a significant 
greater number of memory T cells showing progressive terminal 
differentiation, similar to what is observed in old people with 
immune-senescence (88). Likewise, anti-thymocyte globulins 
(ATG)-treated recipient exhibit more late stage differentiated T 
cells, including CD28 negative (89). Hence, kidney transplant 
candidates, by definition with impaired renal function, could be 
especially affected by belatacept-resistant rejection.

Beyond having a CD28 requirement, CTLA-4 might also 
play a role in belatacept-resistant rejection. Halloran et al. have 
recently demonstrated that CTLA-4 transcripts dominate the 
molecular landscape of T-cell-mediated rejection (TCMR) (90), 
highlighting the possibility that an active negative regulation of 
T cells in tissue could explain the occurrence of robust TCMR in 
belatacept-treated recipients.

CD28 Selective Blockade

Up to now, “CD28 blockade” referred to inhibiting B7, either with 
a CTLA4-Ig or anti-CD80/86 antibody. Obviously, concomitant 
inhibition of the CTLA-4 pathway is the main drawback of this 
strategy. As suggested above, the selective blockade of CD28 
signaling (i.e., blocking only CD28/CD80/86 interactions) should 
present the advantage of respecting the immune-modulatory 
signals mediated by CTLA-4. The recent development of mono-
valent antagonist anti-CD28 binders makes this strategy feasible 
and safe (91–95), clearly differentiating them from agonist or 
superagonist anti-CD28 antibodies (96–100).

CD28 antagonists prevent acute allograft rejection in mice 
(101) and primate (92). The potential benefit of preserving 
CTLA-4 pathways would be due to its extrinsic action, mainly 
through regulatory T cells. Indeed, use of CD28 antagonist is 
associated with Treg accumulation in the graft, where they most 

likely modulate pathogenic T cells and promote prolonged allo-
graft survival (92).

But CTLA-4 has also intrinsic, cell-autonomous roles (102). 
For experienced T cells, we would expect the advantages of a selec-
tive CD28 blockade compared with CTLA4-Ig, if two conditions 
are met: (i) cells independent of CD28 costimulation for their 
activation are at play in the context of allo-immune responses 
and (ii) that activation of these same cells is regulated by CTLA-4. 
We have seen above that CD28-independent alloreactive cells do 
exist even though this concerns probably only a few singular cell 
subsets. Whether experienced T cells are regulated by CTLA-4 is 
the focus of the following paragraph.

Are Experienced T Cells Regulated by 
CTLA-4?

Targeting CTLA-4 with ipilimumab for melanoma immuno-
therapy was the first clinical demonstration of the physiological 
role of CTLA-4 acting as an immune checkpoint that controls 
T-cell reactivity (103, 104). Initial work indicated that the maxi-
mal activity of anti-CTLA-4 treatment required the targeting 
of CTLA-4 on both effectors and Tregs (105). It has also been 
suggested that anti-CTLA-4 antibodies lead to the depletion of 
Tregs within the tumor microenvironment in a Fcγ receptor-
dependent manner (106–108), concomitant with an increase in 
the number of activated T cells in peripheral blood (109–112) 
as well as the tumor site (113–115). Two non-mutually exclusive 
scenarios can explain this second observation. First, anti-CTLA-4 
treatment could improve the priming, then expansion of tumor-
specific naive T cells. Second, it could increase the magnitude 
of the preexisting memory/effector tumor reactive T cells by 
turning off inhibitory mechanisms (116). Recent advances argue 
for the latter. Cha et  al. measured the frequency of individual 
rearranged TCRβ genes after anti-CTLA-4 treatment in cancer 
patients. Clinical outcome was associated with maintenance of 
high-frequency clones present at the start of the treatment. The 
bulk of the change in clone frequency occurred in the effector/
memory T-cell compartment rather than in the naive T-cell pool, 
suggesting that treatment boosted meaningful preexisting T-cell 
responses (117). More recently, it has been evidenced in mice 
that preexisting anti-tumor T-cell responses are amplified by 
checkpoint blockade therapy. Anti CTLA-4 and anti PD-1 in a 
sarcoma model regulated a subset of genes in CD8 tumor-specific 
infiltrating lymphocyte (TIL) (especially Granzyme B, IFN-γ, and 
TNF-α that are known to cause acute rejection), whose enhanced 
expression is similar to that observed in CD8 T cells from mice 
during acute secondary viral infection. The depressed genes 
were similar to those of exhausted CD8 T cells in chronic viral 
infection (particularly LAG-3 and TIM-3) (118). In a melanoma 
model, anti-CTLA-4 predominantly inhibits Treg cells in TIL but 
also reinvigorates exhausted PD-1 + Eomes + CD8 T cells (119).

In the context of rejection prophylaxis by CTLA4-Ig, CTLA-4 
is also blocked (at least it cannot interact with CD80/86 anymore). 
It is tempting to speculate that, similar to that which is observed 
in tumors, some preexisting transplant infiltrating lymphocytes 
in an advanced stage of differentiation, which are supposed to 
be costimulation independent, could be reinvigorated by the 
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CTLA-4 blockade with belatacept. Indeed CTLA-4 might inhibit 
T cells even in the absence of CD28 (120) and data from clinical 
trials provide indirect evidence for such an “immune checkpoint 
inhibitory” effect of CTLA4-Ig. In inflammatory bowel disease 
(IBD), patients treated with CTLA4-Ig demonstrate minimal 
improvement and disease exacerbation was seen in some treat-
ment groups (121). The development of IBD has also been 
reported in a patient treated with CTLA-4 Ig for rheumatoid 
arthritis (122).

Which Cells are Responsible for 
Belatacept-Resistant Rejection?

Regardless of maturation stage, we can assume that both the 
threshold of CD28 requirement and the intrinsic regulation by 
CTLA-4 pathway differ between various T-cell subsets.

Polarized Th17 could be responsible for Belatacept-resistant 
rejection, since an elevated level of Th17 memory cells has 
been associated with acute rejection with belatacept (85), and 
as mentioned above, in IBD, which is a Th17-mediated disease, 
CTLA4-Ig treatment has exhibited minimal efficacy and even, 
in a few cases, disease exacerbation (121). In addition, Candida 
albicans immunization of mice conferred resistance to costimula-
tion blockade following transplantation. C. albicans polarizes the 
response toward Th17 cells and enhances expression of CTLA-4 
on Th17 cells. Mycobacterium tuberculosis, which polarizes the 
response toward Th1 cells, does not confer such resistance (84). 
These data were verified using mice genetically deficient for 
hallmark T-cell transcription factors such as B6.RORγt KO and 
B6.T-bet KO (123). Thus, Th17 cells might be particularly sensi-
tive to regulation by CTLA-4, and CTLA4-Ig might hamper this 
regulation.

Turning to Tfh, the initial priming instigating a Tfh response is 
CD28 dependent, including in the allo-immune response context 
(124). By contrast, primed Tfh lose their CD28 requirement when 
they secondarily interact with B cells (125). Furthermore, at that 
stage, CTLA-4 also regulates Tfh function in a cell-intrinsic man-
ner (126). Again, like Th17, Tfh accumulates with immune history 
and has the features required to prompt resistance to CTLA4-Ig.

Potential Advantage of Targeting CD28 
Instead of CD80/86

Recently (127), we performed a direct assessment of FR104 (93), a 
selective CD28 Fab antagonist, versus CTLA4-Ig (LEA26Y) in kid-
ney allograft in baboon. The biologics were used de novo together 
with an initial 1-month treatment with a low dose of tacrolimus, 
weaned between months 1 and 2, after which the recipients were 

under monotherapy with the biologics. Biopsy-proven acute 
rejection animals were treated with boluses of steroids. In the 
CTLA4-Ig group (n = 5), four out of the five recipients developed 
severe acute cellular rejection before, during or just after tacroli-
mus weaning and this proved to be corticoresistant. In the FR104 
group (n  =  5), only two animals developed an acute rejection 
episode, just after tacrolimus weaning, and this could be reversed 
by steroids. A transcriptional analysis of 1-month biopsies did not 
reveal any significant differences except the remarkable excep-
tion of IL-21, stronger in CTLA-4 treated animals, whose main 
source is Tfh cells. Immunohistochemistry revealed some CD4 
T cells expressing PD-1, the main marker used to identify Tfh 
and IL-21. We then assessed in vitro proliferation of stimulated 
Tfh (CXCR5 + ICOS + PD-1 +) using human tonsil tissue and 
found that inhibition was more effective with FR104 than with 
CTLA4-Ig. This was confirmed in an experimental model of 
immunization with KLH in mise where, as expected, primary 
Tfh response was equally inhibited with both CD28 selective 
blockade and CTLA4-Ig, unlike the recall response in which the 
CD28 selective blockade was more efficient in controlling Tfh 
response. Of interest in a model of islet transplantation, mIL21R.
Fc rescues CTLA-Ig-treated mice, resulting in tolerance in 100% 
of the mice versus 55% in a CTLA4-Ig monotherapy group, and it 
was demonstrated that IL-21 acted as an antitolerogenic cytokine 
by preventing Treg generation and inhibiting Treg function (128).

Summary

In the field of transplantation, the initial great hopes for CD28/
CD80/86/CTLA-4 blocking strategy have been dashed in the 
confrontation with clinical reality. The presence of a complex 
repertoire of preexisting experienced T cells either free of a CD28 
costimulation requirement and/or controlled by the CTLA-4 
immune checkpoint is a likely explanation.

However, the picture might not be so dark. First, because 
primary Tfh response is strictly under the control of CD28, 
explaining why a costimulation blockade with belatacept pre-
vents the induction of alloantibodies. Second, a loss of a CD28 
requirement might not be exhibited by memory cells, but rather 
confined to terminally matured cells, to some extent exhausted. 
Although in the context of allo-immune response, these cells 
could cause severe rejection, the risk of a rescuing inhibitory 
signal mediated by CTLA-4 and of eliciting belatacept-resistant 
cellular rejection could be alleviated by the use of CD28-specific 
antagonists, which are currently in clinical development that will 
block CD28-mediated signals, without preventing CTLA-4 sig-
nals. This novel approach might have the potential advantage of 
controlling post-transplant immune responses more effectively.
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Abstract 

Kidney graft half-life remain limited by the development 
of a chronic dysfunction due to CNI nephrotoxicity, but 
also to the occurrence of a chronic antibody mediated 
rejection. The major costimulation pathway CD28 / 
CD80-86 / CTLA-4 triad, represent a new privileged 
target. Antagonizing CD80-86, the common ligand of 
CD28 and CTLA-4 with Belatacept (CTLA4-Ig) 
demonstrated an improvement of renal function 
associated with a low occurrence of allo-antibody. 
However Belatacept is associated with an increased risk 
of acute rejection, suggesting that CTLA-4 blockade 
could be deleterious. Preserving this pathway, is the 
main advantage of FR104, an anti-CD28 Fab’ antibody 
pegylated, developed in our team, which proved 
preclinical efficacy in a model of allotransplantation in 
primate. The goal of this thesis was, after evaluating 
FR104 in association with major immunosuppressive 
drugs, to compare it in head to head with Belatacept in a 
protocol of suboptimal immunosuppression. In 
Belatacept group 80% of the animals presented steroid 
resistant rejection as opposed to animals under FR104 
(40% of rejection ever steroid sensitive, followed by a 
stable renal function during one year). This superiority 
might be explain by CTLA-4 extrinsic function mainly 
due to Treg, but also by CTLA-4 intrinsic inhibitory 
signaling. Indeed IL-21 gene expression was stronger in 
protocol biopsies of CTLA4-Ig treated animals 
suggesting that follicular helper T cells, his main source, 
were better controlled by FR104, as supported by in 
vitro experiment and data in vivo in mice.                  
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Résumé 

En transplantation rénale, la durée de vie des greffons 
reste limitée par l’apparition d’une dysfonction chronique 
secondaire à la néphrotoxicité des CNI, mais aussi à la 
survenue d’un rejet chronique humoral. La triade CD28 / 
CD80-86 / CTLA-4, principale voie de costimulation, 
constitue une cible privilégiée. L’antagonisation de 
CD80-86, le ligand commun de CD28 et CTLA-4 par le 
Belatacept (CTLA4-Ig) a démontré améliorer la fonction 
du greffon tout en limitant l’apparition d’allo-anticorps, 
mais elle est associée à une augmentation du taux de 
rejet aigu faisant suspecter un effet délétère du blocage 
de CTLA-4. Préserver cette voie est le principal atout du 
FR104, un anti-CD28 Fab’ pegylé, développé par notre 
équipe et ayant fait la preuve de son efficacité 
préclinique en transplantation rénale chez le primate. 
L’objectif de cette thèse était, après avoir évalué le 
FR104 en association avec d’autres 
immunosuppresseurs, de le comparer directement avec 
le Belatacept dans un protocole d’immunosuppression 
sous-optimal, dans lequel 80% des animaux sous 
Belatacept ont présenté des rejets cortico-résistants 
contrairement à ceux sous FR104 (40% de rejet, tous 
cortico-sensibles, avec une fonction rénale stable 
pendant 1 an). Cette supériorité pouvait être rapportée 
aux fonctions extrinsèques du CTLA-4  principalement 
dues aux Tregs, mais aussi aux signaux inhibiteurs 
directement médiés par CTLA-4. En effet la plus forte 
expression d’IL-21 dans les biopsies protocolaires des 
animaux sous CTLA4-Ig faisait suspecter un meilleur 
contrôle des Tfh (principale source d’IL-21), par le 
FR104, ce qu’ont confirmé des données in vitro chez 
l’homme et in vivo dans un modèle murin.   
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