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Avant-propos

La Tr omsjo[anmtion désigne le transfert d'un organe d’'un donneur a un

receveur. S'agissant d’'un organe vascularisé, cette définition implique le rétablissement
de la continuité vasculaire afférente et efférente de I'organe transplanté, via le systeme
vasculaire du receveur. On distingue donc la transplantation de la greffe, qui définit le
transfert de tissus ou de cellules. Cependant, I'utilisation du terme « Greffe » pour définir
la transplantation d’'un organe constitue aujourd’hui un néologisme accepté. L'organe
greffé peut alors étre désigné sous les termes de greffon ou transplant.

On distingue quatre types de greffe selon les origines ou la proximité génétique
du donneur et du receveur. Ainsi, I'autogreffe désigne une greffe pour laquelle les
individus donneur et receveur sont une seule et méme personne. Ce type de greffe
constitue la thérapeutique de choix, notamment pour le traitement de graves briilures
par autogreffe de peau, ou 'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques pour le
traitement de I'aplasie suite a un traitement intensif par chimiothérapie. L’isogreffe
désigne la greffe entre jumeaux monozygotes, disposant d’'un méme patrimoine
génétique. L'allogreffe définit la greffe entre deux individus d’'une méme espece, mais
génétiquement distincts. Ce type de greffe est la plus répandue et nécessite la prise d’'un
traitement immunosuppresseur lourd afin de palier la réaction immunitaire du receveur
a l'encontre de son greffon. Enfin, la xénogreffe désigne la greffe entre individus
d’espéces différentes. Ce type de greffe, encore expérimentale pour les greffes d’organes

ou de cellules, est utilisé aujourd’hui pour le traitement des valvulopathies cardiaques

par la xénogreffe de valves porcine ou bovine.

Limites et Enjeux de la Transplantation :

La transplantation d’organes demeure la seule issue thérapeutique pour nombre
de pathologies entrainant la perte de fonction d’organes vitaux. Les progres scientifiques
sur les mécanismes immunologiques du rejet, l'amélioration des techniques
chirurgicales, la découverte de nouveaux traitements immunosuppresseurs associés a
un suivi post-greffe rigoureux ont permis de considérablement améliorer la survie des
greffons a un an post-greffe. Cependant, les progres dans le domaine de la

transplantation se voient limités par une lente amélioration des courbes de survie a long



terme, par des complications liées aux traitements immunosuppresseurs et par une
pénurie de greffons persistante.

En effet, en 2010, en France, pres de 40 000 personnes vivent avec un organe
greffé. Sur les 9109 patients sur liste d’attente, seuls 4708 seront greffés et 273
décederont faute de greffons disponibles (Agence de la Biomédecine, Rapport annuel,
Bilan des activités 2010). Cette pénurie de greffons est la résultante de plusieurs
facteurs. Tout d’abord, les progres majeurs en terme de santé publique réalisés ces 30
dernieres années permettent a une population de plus en plus vieillissante, sujette aux
maladies chroniques, d’accroitre le nombre de patients en attente d’'une greffe. D’'un
autre coté, et pour les mémes raisons, la diminution de la mortalité suite a un
traumatisme ou a un accident vasculaire cérébral diminue le nombre de greffons
disponibles. Enfin, I'opposition de la famille au préléevement sur donneur cadavérique ou
en état de mort cérébrale reste un obstacle majeur a la greffe qui concerne 33,7% des
donneurs potentiels.

Dans ce contexte, une politique de santé publique est mise en place pour la
promotion et la sensibilisation au don d’organes. L’augmentation de la durée de vie du
greffon et I'amélioration des traitements immunosuppresseurs constituent également
un défi majeur de santé publique. Pour ce faire, les priorités de recherche dans le
domaine de la transplantation visent, d'une part, a mieux comprendre les mécanismes
immunologiques conduisant aux lésions du rejet chronique et, d’autre part, a
caractériser, en amont, de nouvelles cibles moléculaires pour prévenir et suivre le
devenir d’'une greffe par des méthodes non invasives de biologie moléculaire et de
génomique fonctionnelle (Transplantation d’organes - Quelles voies de recherche ?,

Expertise collective, Les éditions Inserm, 2009).
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1-1 Acteurs et Mécanismes du Rejet de Greffe

1-1.1  Endothélium et Rejet
1-1.1.1 Structure & Fonction de I'Endothélium

1-1.1.1a  Structure

La paroi des vaisseaux sanguins se compose de trois sous-parties, de la lumiere
vers la paroi interne du vaisseau: L’intima, la média et l'adventice (Figure 1).
L’adventice se compose d’'un tissu conjonctif contenant des fibroblastes et des
adipocytes. La média est essentiellement constituée de Cellules Musculaires Lisses
(CML) vasculaires. L’intima, composée d’'une monocouche de cellules endothéliales (CE)
reposant sur une membrane basale et une fine couche de tissu conjonctif, forme

I’endothélium ou la limitante interne de la paroi des vaisseaux sanguins.

Lumiére du vaisseau

Sang
T 'J;/,’ ’I]Intlma
§ ( 4” ]Medla
d ] Adventice

_-Paron du valsseau\
sangum = B

R o ~ ™~

Limitante élastique intern

Limitante élastique externe

Figure 1 : Structure de la paroi des vaisseaux sanguins.

1-1.1.1b  Fonctions

Cette localisation particuliere de l’endothélium, entre le sang et les tissus
environnants, lui confere des fonctions physiologiques indispensables a la vie telles que :
le controle de I'hémostase, du tonus, de la perméabilité ainsi que de la croissance
vasculaire mais aussi la régulation de la réponse immune et de I'inflammation (Figure

2). La diversité des fonctions de l'endothélium en font un organe d'une grande

11



complexité, en perpétuel interaction avec son environnement et capable de répondre

rapidement aux éventuelles agressions afin de maintenir 'homéostasie vasculaire.

( Hémostase ) [ Tonus vasculaire |
Etat anticoagulant : Médiateurs a effet relaxant :
-Récepteur endothélial de la protéine C - Monoxyde d’azote (NO)

(EPCR) - Prostacycline (PGl,)

- Thrombomoduline

- Héparanes sulfates (HS)

- Prostacycline (PGl,)

- Inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI)
- Activateur du plasminogene (tPA)
Etat procoagulant :

- Facteur tissulaire

- Facteur hyperpolarizant (EDHF)
Médiateurs a effet contractant :
- Angiotensine Il

- Thromboxane A2

- Endothéline

- Prostaglandine H2

- Radicaux libres dérivés de

Endothélium

- Inhibiteur de tPA (PAI-1) I'oxygénne
- Inhibiteur de la plasmine (a-2-
antiplasmine)
- Facteur devon Willebrand
[ Angiogenése ] ( Inflammation J

- Monoxide d’azote (NO)

Protéines d’adhésion :
- VEGF (Vascular Endothelium Growth - E et P-sélectine

Factor) - VCAM-1
- FGF (Fibroblast Growth Factor 7 e E - -
- Metall(oprotéinases : ) [ Perméabilité vasculaire ] - :DCEACN/I\I:/H
MMP-1; -2, -9 et MT1-MMP_ \EGE (vascular Endothélium Growth Cytokines et chimiokines :
- PDGF (Platelet Dgrlved Growth Factor) Factor) - IL-8 (Interleukine-8)
- TGF-B (Transforming Growth Factor-B) - Thrombine - MCP-1 (Monocyte chemoattractant
- EGE (E'p|<.1ernl Growth Factor) _ Histamine Protein-1
- Angiogénine - Bradykinine - IP-1Q (Interferon-inducible
- FGF (Fibroblast Growth Factor) Protein-10)
- S1P (Sphingosine-1-Phosphate) - RANTES
- Ang-1 (Angiopoiétine-1) - Fractalkine

Figure 2 : Fonctions de I’endothélium vasculaire et molécules associées

L’hémostase: Au repos, l'endothélium quiescent présente des fonctions
anticoagulante et antithrombotique afin de maintenir la fluidité sanguine. Ainsi, les CE
au repos se caractérisent par l'expression de molécules aux propriétés anticoagulantes
telles que la thrombomoduline (TM) qui fixe la thrombine libre, le récepteur a la
protéine C (EPCR) permettant l'activation de la protéine C pour une action
fibrinolytique, les héparanes sulfates (HS), formant avec 'antithrombine un complexe
protéique inhibiteur de la thrombine, la prostacycline (PGI;) inhibant I'agrégation et le
dépot des plaquettes, I'inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI), ou encore l'activateur
tissulaire du plasminogene (tPA), une protéase catalysant la dégradation du
plasminogene en plasmine. Lors d’une lésion vasculaire, les CE vont acquérir des
propriétés procoagulantes. Les CE vont alors synthétiser du facteur tissulaire mais
également sécréter des inhibiteurs du tPA (PAl-1) ou de son produit, la plasmine (a-2-

antiplasmine). Cet état procoagulant de '’endothélium va étre complété par la libération

12



de facteur de von Willebrand (vVWF) contenu dans les corps de Weibel-Palade des CE. Le
vWEF ainsi libéré va alors permettre 'activation des plaquettes. (pour revue : Aird, Circ

Res. 2007).

Le tonus vasculaire: En réponse aux forces mécaniques et aux médiateurs
neuro-humoraux, les CE vont synthétiser une variété de facteurs aux effets relaxant ou
contractant selon le contexte physiologique. Au repos, I'endothélium vasculaire a un
effet vasorelaxant sur les CML. En effet, la CE synthétise du monoxyde d’azote (NO) a
partir de 'oxygene et d’arginine. La libération de NO par I'’endothélium agit directement
sur les CML sous-jacentes, provoquant la diminution du calcium intracellulaire, soit la
relaxation du muscle lisse vasculaire. La synthese de NO par la CE, bien que constitutive,
peut étre régulée par des forces mécaniques que constituent les contraintes de
cisaillement exercées par le flux sanguin, mais également en réponse aux médiateurs
neuro-humoraux tels que I'acétylcholine ou I'histamine et certaines hormones comme la
bradykinine, la vasopressine et la catécholamine (Gewaltig et Kojda., Cardiovasc Res.
2002). Outre l'effet anti-thrombotique de la prostacycline (PGIz), celle-ci exerce
également un effet relaxant sur les CML (Delpy et coll, Br ] Pharmacol. 1996), tout
comme le facteur hyperpolarisant (EDHF : Endothelium-derived hyperpolarizing factor)
de nature chimique encore inconnue (Jin et coll.,, ] Pharmacol Sci. 2011).

A Tlinverse, les CE vont pouvoir synthétiser des facteurs aux effets
vasoconstricteurs tels que I'angiotensine II, le tromboxane A2, la prostaglandine H2 et
I'endothéline. Toutes ces molécules ont pour méme mécanisme d’action la libération du
calcium intracellulaire et/ou 'activation des protéines G de la famille Rho, en particulier
la protéine RhoA, dans les CML (Loirand et coll., Trends Cardiovasc Med. 2006). Ainsi, de
'activation des CML s’en suit la phosphorylation de la myosine et l'initiation de la
contraction des CML (Gewaltig et Kojda., Cardiovasc Res. 2002) (Saito et coll., Eur |
Pharmacol. 2003). Les radicaux libres dérivés de 'oxygene et libérés par les CE ont
également un effet vasocontractant en inhibant la synthése de NO (Shimizu et coll., Br ]

Pharmacol. 1994).
L’angiogenese : La croissance vasculaire est un mécanisme physiologique qui se

définit par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins en l'absence d'un réseau

vasculaire préexistant, c’est la vasculogenese, qui se distingue de I'angiogenese ou la
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formation de vaisseaux a partir d’'un réseau vasculaire préexistant. Contrairement a
I'angiogeneése, la vasculogenése est un processus intervenant uniquement au cours de
I'embryogénese (pour revue: Risau et Flamme. Annu Rev Cell Dev Biol. 1995).
L’angiogenese intervient dans de nombreux processus physiopathologiques comme la
cicatrisation et la régénération vasculaire ou la croissance tumorale et la libération de
meétastases. Chronologiquement, I'angiogenese s’initie par la vasodilatation du vaisseau
sanguin sous l'effet du NO, puis 'augmentation de la perméabilité vasculaire par la
synthese de VEGF, et enfin la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC) a la suite
de la libération de métalloprotéinases telles que MMP-1 (Matrix Metalloprotease-1); -2 ;
-9 et MT1-MMP (Membrane Type 1-MMP) contenues dans les vésicules de Weibel-
Palade des CE (Rundhaug, ] Cell Mol Med. 2005). La dégradation de la MEC permet la
libération de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) et le FGF (Fibroblast Growth Factor). Les CE ainsi activées, n‘étant plus liées a la
membrane basale, proliferent et migrent en un bourgeonnement précurseur d’un
nouveau vaisseau. Le contrdle de I'angiogenese est principalement régit par I'expression
de facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF et le FGF sont les principaux. D’autres
comme le PDGF (Platelet Derived Grotwth Factor), le TGF-B (Transforming Growth
Factor-f3), 'EGF (Epidermal Growth Factor), 'angiogénine ou encore l'interleukine-8 (IL-
8) sont sécrétés au cours de I'inflammation par les mastocytes, les macrophages ou les
kératinocytes. L’interaction de ces molécules avec leur récepteur respectif a la surface
des CE induit la prolifération et/ou la migration des CE (Carmeliet et coll. Nature. 2000)
(Pober et coll. Physiol Rev.1990) (Gerritsen et coll. FASEB J. 1993).

La perméabilité vasculaire : L’endothélium est constitué d’'une monocouche de
CE qui forme une barriére cellulaire, semi-perméable, entre le sang et les tissus
environnants, régulant de facon sélective le passage et le transport des ions, des
macromolécules ou de protéines plasmatiques (Pour revue : Komarova et Malik, Annu
Rev Physiol. 2010). Ces molécules peuvent emprunter deux voies distinctes pour
échanger au travers de I'endothélium :

La premiere de ces voies est la voie dite « paracellulaire ». Celle-ci utilise les
jonctions inter-endothéliales adhérentes et permet uniquement le passage de petites
molécules (Mehta et coll, Physiol Rev. 2006). Ces jonctions sont formées en majeure

partie par la liaison homophile entre deux molécules de VE-cadhérine. Ce sont des
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protéines transmembranaires liées dans leurs domaines intracellulaires aux caténines,
elles-mémes associées au cytosquelette d’actine. En fonction des stimuli que regoit
I'endothélium, les CE vont pouvoir augmenter ou diminuer leur perméabilité
paracellulaire. Ainsi le VEGF, I'histamine, la thrombine ou la bradykinine vont accroitre
la perméabilité paracellulaire en modifiant I'organisation du cytosquelette d’actine, ce
qui aura pour effet de diminuer la stabilité des adhésions homophiles de VE-cadhérine.
Au contraire, le FGF, la Sphingosine-1-phosphate (S1P), I’Angiopoiétine-1 (Ang-1)
favorisent la formation des jonctions paracellulaires, en inhibant la transduction du
signal induit par le VEGF ou en favorisant 'expression de la VE-cadhérine, c’est en
particulier le cas de S1P.

Le transfert des macromolécules telles que I'albumine ou encore l'insuline, au
travers de '’endothélium, est réalisé par voie « transcellulaire ». Celle-ci se résume au
transport des macromolécules, a travers la CE, de son pdle apical vers son podle baso-
latéral via des vésicules riches en caveoline-1 : les Cavéoles (Minshall et coll., Histochem
Cell Biol. 2002). Le transport par voie transcellulaire débute par la reconnaissance de la
macromolécule par son récepteur a la surface de la CE. Le couple récepteur/ligand est
alors acheminé au niveau des régions membranaires riches en cholestérol et
sphingolipides, appelées DRMs (détergent-resistant membrane microdomains) ou
« Lipide rafts ». Le recrutement de caveoline-1 initie alors la formation de la cavéole et
sa séquestration. Le transport de la cavéole de la face apicale vers la face baso-latérale
est alors assuré par l'association de molécules de caveoline-1 de la cavéole au
cystosquelette d’actine. Les macromolécules sont ensuite libérées dans I'espace

interstitiel par exocytose, soit la fusion de la cavéole a la membrane baso-latérale.

L’'inflammation: Lors d'un traumatisme, d’'une lésion tissulaire ou d’une
infection, l'inflammation au niveau du tissu va induire une activation endothéliale
localement (Pober et coll., Transplantation. 1990). Cette activation peut étre divisée en
deux catégories, dépendantes du temps.

L’activation de type 1 est rapide (quelques minutes) et ne nécessite pas la

synthese d’ARNm. En effet, celle-ci met en jeu la libération de molécules préformées
contenues dans les vésicules de stockage de la CE. Elle est induite par les ligands de
récepteurs couplés aux protéines G, tels que l'histamine, la thrombine ou les

lipopolysaccharides (LPS), et l'activation de kinase Rho-dépendantes aboutissant a
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I'ouverture des canaux calciques. L’accumulation d’ions calciques dans la CE permet (1)
la libération de NO et de PGI2, molécules impliquées dans la vasodilatation des
vaisseaux, puis (2) la phosphorylation des chaines légeres de la myosine puis la
modification du cytosquelette d’actine avec pour conséquences : une augmentation de la
perméabilité vasculaire par I'inhibition de la formation des jonctions paracellulaires et
I'exocytose des vésicules de stockage aboutissant a l'expression membranaire de la
protéine d’adhésion leucocytaire P-sélectine. Cette dernieére permet alors le recrutement
local des polynucléaires neutrophiles puis des leucocytes (Pober et coll, Nat Rev

Immunol. 2007).

L’activation de type 2 est plus tardive et s’initie apres la libération de cytokines

pro-imflammatoires, principalement le TNFa et I'IL-1, par les leucocytes activés (Pober
et Cotran, Transplantation. 1990). La fixation de ces cytokines avec leur récepteur
respectif a la surface des CE conduit, par cascade de phosphorylations, a I'activation des
facteurs de transcription dont NFkB et AP1 (Chen et Goeddel, Science. 2002) (Martin et
Wesche, Biochim Biophys Acta. 2002). Ces facteurs de transcription vont permettre la
synthese d’autres molécules d’adhésion telles que E-sélectine puis I[CAM-1 (Intracellular
Adhesion Molecule-1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) ainsi que des
chimiokines : IL-8 puis MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), [P-10 (Interféron-
inducible Protein-10), CCL5 (ou RANTES) et la fractalkine; I'ensemble permettant
'attraction et 'adhésion des leucocytes a la surface de I'’endothélium. Une fois recrutés,
'extravagation des leucocytes vers les tissus inflammés se fait au travers I'endothélium,
soit au niveau des jonctions intercellulaires, via I’homo-interaction PECAM-1
leucocytaire / PECAM-1 endothéliale, soit au travers de la CE (Figure 3) (pour revue:

Ley et coll,, Nat Rev Immunol. 2007).
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Figure 3 : Cascade d’adhérence des leucocytes sur I'endothélium
D'apres Ley et coll.,, Nat Rev Immunol. 2007

L’endothélium est constamment soumis a des contraintes mécaniques et des
stress biologiques (infection, inflammation). Ces phénomenes peuvent, dans certains
cas, aboutir a une dysfonction endothéliale et le déreglement d’'une ou de plusieurs
fonction(s) liée(s) a l'endothélium. L’activation endothéliale a donc été largement
documentée dans de nombreux processus pathologiques tels que 'athérosclérose (pour
revue : Lusis, Nature. 2000), I'angiogenese tumorale (pour revue: Carmeliet et coll.
Nature. 2000), le choc septique (pour revue : Annane et coll. Lancet. 2005) et le rejet

d’allo-transplantation (pour revue : Aird., Transplantation. 2006).
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1-1.1.2 La Cellule Endothéliale : Cible & Acteur de la Réponse

Immune en Allo-Transplantation

Lors de la transplantation d’'un organe vascularisé (rein, cceur, foie, poumon,
pancréas), les CE du greffon forment une interface cellulaire entre I'organe greffé et le
patient transplanté. Les CE constituent alors le premier type cellulaire en contact avec
les acteurs du systeme immunitaire du receveur et deviennent, par conséquent, les
premieres cibles cellulaires de la réponse immune de receveur a l'encontre de son
greffon. En plus des diverses fonctions physiologiques de I'endothélium pouvant étre
altérées suite a l'inflammation résultant de l'acte de prélevement et de l'ischémie-
reperfusion, celui-ci, par I'expression des alloantigenes du donneur, a clairement été
associé aux différents types de rejets de greffe : hyperaigu, aigu et chronique (Pober et

coll, Transplantation. 1996).

Classification des rejets :

Le rejet hyperaigu est dii a une immunisation du receveur, pré-transplantation,
a l'encontre d’'un ou de plusieurs antigene(s) du donneur. Il s’agit d’'une réaction
immunitaire violente a I'’encontre du greffon qui survient dans les minutes suivant la
greffe. Les anticorps préformés sont le plus souvent dirigés contre les antigénes des
groupes sanguins (A et B) et sont donc qualifiés de « naturels » par opposition aux
anticorps dits « acquis » dirigés, quant a eux, contre les antigénes du HLA. La survenue
de ces derniers étant souvent précédée d’'une grossesse ou d'une transfusion sanguine.

Ainsi, de part I'expression des molécules du HLA de classe I et I, les CE du greffon
constituent les premieres cibles des anticorps allo-réactifs naturels ou acquis post-
transplantation. L’interaction des allo-anticorps avec leurs cibles entrainant, de fagon
synergique, (1) l'activation du complément, induisant la lyse des CE et la destruction de
I'endothélium et (2) I'activation endothéliale et I'acquisition d'un statut procoagulant
entrainant une thrombose des vaisseaux. L'’ensemble aboutissant a la perte du greffon
(Cai et coll,, Hum Immunol. 2005).

Ce type de rejet est devenu tres rare du fait du typage systématique des antigénes
des groupes sanguins, des molécules du HLA et de l'association des donneurs et des

receveurs en fonction de leurs compatibilités. La caractérisation des anticorps
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préexistants chez les receveurs, pré-transplantation, est également devenu une donnée
indispensable a l'attribution d’un greffon. Cependant, compte tenu de la grande
variabilité inter-individuelle des molécules du HLA, la compatibilité entre donneur et
receveur ne peut étre totale et une immunisation post-greffe pourra donner lieu a un

épisode de rejet.

Le rejet aigu est dii a une immunisation du receveur a I’encontre de son greffon
post-transplantation. Il s’agit 1a d’'une réponse immunitaire dite adaptative qui, par
définition, survient dans les semaines a plusieurs mois apres la greffe. Le rejet aigu met
en jeu les cellules de 'immunité ; Les lymphocytes T, c’est le rejet aigu a médiation
cellulaire, ou/et les lymphocytes B, c’est le rejet aigu a médiation humorale.

La chronologie du rejet aigu cellulaire débute par la migration des Cellules
Présentatrices d’Antigenes (CPA), en particulier les Cellules Dendritiques (CD) du
donneur, du greffon vers les organes lymphoides secondaires du receveur. L3, les CD
vont présenter aux lymphocytes T naifs les allo-antigénes du donneur. S’en suivent, une
activation et une prolifération lymphocytaire des T alloréactifs. Ces derniers, migrent
alors vers le greffon, attirés par les chimiokines, notamment produites par 'endothélium
activé, puis l'infiltrent. A ce stade, l'infiltrat cellulaire n’est pas restreint aux T allo-
réactifs. Les macrophages, les monocytes, les neutrophiles et les cellules NK vont
également pouvoir infiltrer le greffon et maintenir la réponse T spécifique de 1'allo-
antigene. Les premieres cellules 1ésées seront les CE, premieres cibles des T alloréactifs
puisque présentant les allo-antigenes via les HLA de classe I et II (Briscoe et coll., Curr
Opin Immunol. 1998). L’ensemble de ces cellules infiltrant le greffon provoque des
lésions tissulaires, la thrombose des vaisseaux puis la perte de la fonction du greffon.

Les traitements immunosuppresseurs utilisés de fagcon préventive, les
corticostéroides, les inhibiteurs de la voie de synthése de novo des purines
(Mycophénolate mofétil (MMF)), les anticalcineurines (cyclosporine ou tacrolimus)
pourront étre associés, dans le cas d'un rejet aigu cellulaire avéré a des traitements
ciblant spécifiquement les lymphocytes T par l'utilisation d’anticorps monoclonaux
dirigés contre le récepteur a I'IL-2 ou la molécule CD3, ou l'utilisation d’anticorps
polyclonaux anti-lymphocytaires (thymoglobuline), permettant la déplétion de la
population lymphocytaire T, mais ciblant également les lymphocytes B, les CD et

bloquant les molécules d’adhésion leucocytaire (ICAM-1, -2, -3, intégrine alpha4/b7...).
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Le rejet aigu a médiation humorale s’initie par la reconnaissance spécifique
d’'un lymphocyte B naif circulant, via son immunoglobuline de surface, d'un antigene du
donneur. Le complexe Immunoglobuline de surface/Allo-antigéne est ensuite internalisé
puis ledit antigene est présenté a la surface du lymphocyte B via le CMH de classe II.
Seule l'interaction prolongée du lymphocyte B avec le TCR d'un lymphocyte T effecteur
spécifique du méme antigene, en présence de signaux de costimulation (CD40/CD40L),
précede l'activation du lymphocyte B allo-réactif et la formation d’'un centre germinatif
(pour revue : Montgomery et coll,, Semin Immunol., 2011). Le rejet aigu a médiation
humorale est caractérisé (1) par des lésions tissulaires séveres avec infiltration de
neutrophiles, macrophages, et/ou monocytes et thrombose des vaisseaux. (2) Un dépot
de C4d constitue également un marqueur caractéristique du rejet humoral aigu qui est
souvent associé a (3) la présence d’anticorps circulants dirigés contre le donneur
(Racusen et Haas., Clin ] Am Soc Nephrol. 2006) (Siisal et Opelz, Methods Mol Biol.
2012). La encore, les CE du donneur demeurent la premiére cible des allo-anticorps, et
I'activation endothéliale qui en résulte participe activement au maintien de
I'inflammation favorisant la survenue du rejet (pour revue : Colvin et Smith., Nat Rev
Immunol. 2005).

Le traitement curatif du rejet aigu humoral consiste, en plus du traitement
immunosuppresseur préventif (corticostéroides, inhibiteur de la voie de synthese de
novo des purines (MMF), inhibiteurs des calcineurines (cyclosporine ou tacrolimus)), en
I’élimination des anticorps alloréactifs circulants par plasmaphérese et injection
intraveineuse d’'immunoglobulines (IVIg). Celui-ci peut étre associé, selon les cas, a
l'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-CD20 (Rituximab) ciblant spécifiquement les
lymphocytes B et/ou des anticorps anti-lymphocytaires; Thymoglobuline (Pescovitz et
coll, Am | Transplant. 2006) (pour revue : Montgomery et coll., Semin Immunol. 2011).

L’attribution des greffons en faveur d’'une compatibilité donneur/receveur la
meilleure possible, I'identification des mécanismes du rejet aigu, a médiation cellulaire
ou humorale, permettant d’adapter les traitements immunosuppresseurs au cas par cas,
ont permis de considérablement diminuer l'incidence du rejet aigu jusqu’a atteindre le

chiffre de 5% pour la transplantation rénale a un an post-greffe.

De nos jours la survie des greffons a un an post-greffe est supérieure a 90%.

20



Cependant la survie du greffon décroit significativement de preés de 5% chaque année
au-dela de la premiere année. Le rejet chronique ou dysfonction chronique du
greffon, également connu sous le terme de Néphropathie Chronique d’Allo-greffe (NCA),
en transplantation rénale, demeure la principale cause de perte du greffon passée la
premiere année post-transplantation. Celle-ci se caractérise par des atteintes
histologiques caractéristiques associant fibrose interstitielle et atrophie tubulaire
(FI/AT) (Solez et coll,, Am ] Transplant. 2007) avec des atteintes glomérulaires dans le
cas d’'une transplantation rénale (Ramirez et coll., Am | Transplant. 2006) (Thaunat et
coll, Transplantation. 2008).

Les facteurs de risques associés au rejet chronique d’allogreffe peuvent étre
d’origines immunologiques et/ou non immunologiques (Libby et Pober. Immunity.
2001). Parmi les facteurs non immunologiques, on considere en premier lieu I'age du
donneur, la présence de microlésions dues a l'ischémie reperfusion puis a la
néphrotoxicité des anticalcineurines, la survenue d’infections et 'ensemble des facteurs
environnementaux pouvant altérer les fonctions vitales du receveur (Tabagisme,
dyslipidémie...). Concernant les mécanismes immunologiques associés au rejet
chronique, le role des lymphocytes T a depuis longtemps été identifié dans la survenue
des lésions du rejet chronique. En effet, le blocage de la costimulation des lymphocytes T
(CD40/CD40L ; CD28/CTLA4/B7) dans des modeles de souris transgéniques KO ou par
I'utilisation d’anticorps monoclonaux a permis de considérablement augmenter la survie
du greffon a long terme (Guillot et coll,, ] Immunol. 2002) (pour revue : Poirier et coll,,
Am ] Transplant, 2012). Récemment, grace aux nouvelles techniques de détection des
anticorps circulants comme le LUMINEX, la survenue tardive d’anticorps alloréactifs, a
été largement documentée chez les receveurs présentant un rejet chronique
histologiquement avéré (Thaunat., Transpl Immunol. 2012). La présence de dépots
capillaires de C4d dans les biopsies de patients transplantés rénaux suggere un role
important des anticorps dans le rejet chronique d’allo-greffe (Regele et Bohmig., Curr
Opin Nephrol Hypertens. 2003), tout comme la description récente de la formation de
structures cellulaires qualifiées « d’organes lymphoides tertiaires » au niveau du greffon
et contenant des lymphocytes B activés synthétisant des allo-anticorps (Thaunat et coll,,
Proc Natl Acad Sci. 2005). Cependant la présence d’anticorps circulants n’est pas
systématiquement associée a un dépot de C4d. D’autres mécanismes dépendant des allo-

anticorps ont été incriminés pour expliquer les lésions du rejet chronique. En effet,
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comme dans tous les types de rejet, les CE du donneur vont étre la cible privilégiée des
anticorps allo-réactifs. Leur fixation a la CE peut, dans certains cas, en particulier lorsque
que le titre sérique des anticorps est faible, induire l'activation et la prolifération
endothéliale. Les CE du donneur vont alors s’activer, exprimer des molécules impliquées
dans les mécanismes d’adhésion lymphocytaire. Les CE vont également synthétiser des
facteurs de croissance (FGF, VEGF, TGF-B, endothéline I...) (Rossini et coll, Kidney Int.
2005) stimulant les cellules musculaires lisses et les myofibroblastes (Haurani et coll.,
Hypertension. 2008 ; Wynn., | Pathol. 2008), cellules responsables de la synthése de la
matrice extracellulaire, particulierement observées dans les coupes histologiques du
rejet chronique.

Le traitement du rejet chronique est intimement lié a la nature et l'origine des
lésions observées et se fait donc au cas par cas. La diminution et/ou la modification de
I'immunosuppression pourront étre envisagées si le patient souffre de lésions liées a la
néphrotoxicité des anticalcineurines. Dans ce cas, l'utilisation d’un inhibiteur de la voie
mTOR (Sirolimus ou Rapamycine) semble étre une alternative efficace (Najafian et
Kasiske., Curr Op Nephrol Hypertens. 2008). Si le rejet est dii a une cause d’ordre
immunologique, l'immunosuppression pourra étre adaptée en fonction des

caractéristiques du rejet (humoral ou cellulaire).

Les mécanismes de [ésion de Lendothélium par les allo-anticorps :

Il existe plusieurs mécanismes par lesquels les anticorps dirigés contre le greffon
peuvent induire une lésion de I'endothélium (pour revue: Colvin et Smith, Nat Rev
Immunol. 2005). Le premier résulte de I'activation du complément. Chronologiquement,
apres reconnaissance de sa cible a la surface des CE, la région Fc des anticorps est
reconnue par la sous-unité C1q du complexe protéique C1 circulant, composé des sous-
unités C1q, C1r et C1s. L’affinité du C1q pour la partie Fc des immunoglobulines (Ig) est
dépendante du type et du nombre d'immunoglobulines en complexe avec leur cible. Le
C1q reconnait les régions Fc des IgG3 et IgG1, plus faiblement les IgG2 et 1gG4, et celle
des IgM lorsque celles-ci sont en complexe avec I'antigene. L’activation de C1 entraine en
cascade la formation du complexe d’attaque membranaire C5b-9, responsable de la lyse
de la CE. Il s’agit la de la voie classique d’activation du complément. Les sous-unités C3a
et C5a, libérées a la suite de 'activation du complément, vont agir directement sur les CE

en se fixant a leur récepteur respectif et activer les CE entrainant I'acquisition d’un
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statut pro-inflammatoire par I’expression de molécules d’adhésions (E-selectine, VCAM-
1, ICAM-1...) et la libération de cytokines et chimiokines (IL-1a, IL-6, IL-8, RANTES...) et
initiant ainsi un processus de thrombose des vaisseaux du greffon (Albrecht et coll., Am |
Pathol. 2004) (Monsinjon et coll, FASEB ]J. 2003). Les sous-unités C5a et C5b vont
également pouvoir agir de fagon indirecte sur I'endothélium du greffon en stimulant la
libération locale d’histamine par les mastocytes et de prostaglandine E; par les
macrophages (Nakashima et coll,, ] Immunol. 2002). Par ailleurs, des doses sublytiques
de C5b-9 ont été décrites comme provoquant l'activation des CE qui vont alors
synthétiser des chimiokines et des facteurs de croissance tels que le PDGF (platelet-
derived growth factor) et le bFGF (basic fibroblast growth factor) (Benzaquen et coll,, |
Exp Med. 1994) (Selvan et coll., ] Immunol. 1998). Au cours de cette cascade d’activation
du complément, la sous-unité C4b inactivée, ou C4d, reste fixée a la surface du tissu
endommagé, ce qui en fait un marqueur de l'activation du complément lorsque celle-ci
est observée par immunohistochimie ou immunofluorescence sur les biopsies des
greffons (Collins et coll,, ] Am Soc Nephrol. 1999) (Bohmig et coll,, ] Am Soc Nephrol.
2002). Cependant la présence de C4d dans les biopsies des greffons n’est pas suffisante,
ni indispensable, pour établir un diagnostic de rejet a médiation humorale (Loupy et
coll, Am | Transplant. 2009) (Loupy et coll.,, Am ] Transplant. 2011).

En effet, la fixation des anticorps sur 'endothélium du greffon peut entrainer la
lyse de I'endothélium sans faire intervenir le complément. Les anticorps en complexe
avec leurs épitopes a la surface de la CE peuvent interagir, via leur région Fc, avec les
cellules NK, les monocytes ou encore les Tyd qui expriment a leur surface des récepteurs
Fc. L'interaction Fc/récepteur Fc entrainant l'activation de la cellule effectrice et la lyse
de la cellule cible. Ce mécanisme se définit par la cytotoxicité cellulaire dépendante des
anticorps, ou ADCC (Antibody-dependent cellular cytotoxicity) (pour revue des
différents types de récepteurs Fc et de leurs fonctions: Woof et Burton., Nat Rev
Immunol. 2004). Le role de I’ADCC dans les 1ésions du rejet humoral n’a pas, jusqu'a
présent, été clairement établi chez I'homme. Tres récemment, Hirohashi et
collaborateurs, par l'utilisation de plusieurs modeles murins déficients en cellules NK ou
en sous-unité C3 du complément, ont montré I'importance des NK et de la région Fc des
anticorps anti-donneur dans les lésions thrombotiques apparues ici post-
transplantation cardiaques (Hirohashi et coll, Am ] Transplant. 2012). De fagon

intéressante, Yuan et collegues ont corrélé le polymorphisme du récepteur Fc CD32 a un
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plus fort risque de survenue du rejet aigu, apres transplantation rénale (Yuan et coll,,
Transplantation. 2004).

Les anticorps, seuls, peuvent étre a l'origine des 1ésions observées au cours du
rejet a médiation humorale. En effet, le groupe de Elaine Reed a publié une série
d’articles montrant les effets de la fixation des anticorps sur l'activation et la
prolifération endothéliale. Ces études ont décrit, en particulier, un mécanisme au cours
duquel les anticorps anti-HLA de classe I induisent I'expression des protéines a effets
anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-xL, via les voies de phosphorylation PI3K/Akt (Jin et
coll, Hum Immunol. 2004). La synthese de FGFR (Fibroblast growth factor receptor) a
également été documentée dans les mémes conditions (Harris et coll.,, ] Immunol. 1997)
(Jindra et coll,, Transplantation. 2006). Cet état d’activation de la CE étant associé a une
augmentation de la prolifération cellulaire. Notre équipe a aussi mis en évidence un effet
des anticorps anti-HLA de classe I et II sur la prolifération des CE via I'activation de la
voie RhoA-PI3K et PKC (Coupel et coll, ] Am Soc Nephrol. 2004) (Le Bas-Bernardet et
coll, Transplantation. 2004). Plus tot, Le Bas-Bernardet et collaborateurs avaient
montré un effet pro-apototique des anticorps, non HLA, dirigés contre les CE (Le Bas-

Bernardet et coll., Am ] Transplant. 2003)

L’ensemble de ces études suggere un role important de I'activation endothéliale
par les anticorps anti-donneur, post-transplantation, dans les lésions du rejet chronique
a médiation humorale, en particulier lorsque celui-ci est diagnostiqué par la présence
d’anticorps, une absence de dépdt de C4d ainsi qu’'une inflammation et une thrombose

des micro-vaisseaux (Hill et coll,, ] Am Soc Nephrol. 2011) (Figure 4).
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Figure 4 : Impact de la reconnaissance des cellules endothéliales par les allo-
anticorps sur le rejet de transplantation.
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1-1.1.3 Les Allo-Anticorps et leurs cibles en allo-transplantation :

Emergence des antigénes « non-HLA »

La classification des rejets, utilisant les caractéristiques précises des lésions
rencontrées et identifiant 'origine de celles-ci (Non-Immunologiques, Immunologiques
a médiation cellulaire ou humorale), est primordiale pour la mise en place d’'une
thérapeutique efficace. Néanmoins, il est évident que la réalité est loin d’étre aussi
segmentaire. Les 1ésions peuvent avoir diverses origines et utiliser divers médiateurs.
En effet, les allo-anticorps ont depuis longtemps été identifiés comme les médiateurs du
rejet (Lee et coll,, Transplantation. 2002) et sont retrouvés dans tous les types de rejet y
compris dans le rejet aigu cellulaire (Zhang et coll, Transplantation. 2005). Dans la
« Théorie Humorale de la Transplantation » (Cai et Terasaki, Hum Immunol. 2005), les
auteurs, a travers I'analyse de plusieurs études cliniques, posent les bases d'un concept
nouveau en allo-transplantation. Ceux-ci considerent les anticorps allo-réactifs comme
seuls/principaux responsables des lésions. Dans ce scénario, l'infiltrat cellulaire serait
alors essentiel pour le maintien ou 'amplification de I'inflammation.

Partant de ce postulat, la question ne serait plus de savoir si il y a ou non
présence d’allo-anticorps dans les sérums des receveurs subissant un épisode de rejet,
mais de savoir si nous sommes en mesure de les détecter. En effet, la détection de ceux-
ci repose uniquement sur des techniques utilisant, soit les cibles de ces anticorps
alloréactifs (protéines solubles ou recombinantes) fixées sur des billes (Luminex) ou au
fond d'un puits (ELISA), soit directement les cellules sanguines du donneur (cross-
match lymphocytaire). Cette derniere technique, bien que présentant plusieurs limites, a
savoir (1) de ne mettre en jeu que des antigénes lymphocytaires et non I'ensemble des
antigenes du greffon et (2) de ne détecter que les anticorps qui fixent le complément
(méthode utilisée pour lyser les cellules de donneur), a 'avantage de déceler une allo-
réactivité spécifique du donneur (DSA: Donor-Specific Antibodies) par I'exposition
d’'une multitude d’antigenes différents a la surface cellulaire. Cette technique semble
donc étre la plus fiable pour déceler une immunisation délétére avérée pour le greffon
(Siisal et Opelz, Methods Mol Biol. 2012). Néanmoins, les techniques utilisant un panel
de protéines solubles ou recombinantes pour la détection des anticorps circulants
permettent une caractérisation qualitative et quantitative (en particulier pour le

Luminex) de ces anticorps (Pour revue des différentes techniques utilisées pour la
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détection des anticorps : Bontadini, Methods. 2012). Par ailleurs, ces dernieres années,
le développement de ces outils, utilisant toujours un plus large spectre de protéines
cibles, a permis d’identifier de nouvelles cibles antigéniques reconnues par les anticorps
circulants.

En effet, bien que les cibles antigéniques principales soient bien connues ; il s’agit
principalement des antigenes des groupes sanguins et des molécules du HLA de classe I
et I, de nombreuses études mettent en lumiere des anticorps non-HLA dans le sérum de
certains transplantés (pour revue : Zhang et Reed, Curr Opin Immol. 2010). Ainsi, 'étude
multicentrique dirigée par le Pr. Gerhard Opelz, analysant les sérums et les survies de
4048 transplantés rénaux de typage HLA identique avec leur donneur, a révélé la
présence d’anticorps anti-donneur chez 1047 de ces patients et une survie
significativement plus faible a 10 ans post-greffe par comparaison aux patients sans
anticorps anti-donneur (Opelz, Lancet. 2005). Plus tard, les travaux de Worthington
(Worthington et coll,, Transplantation, 2007) ont montré que sur 36 transplantés
rénaux présentant une dysfonction du greffon, associée a la présence de C4d, 9 patients
présentaient des anticorps anti-HLA dont seulement 3 étaient spécifiques du donneur,
suggérant la présence chez ces patients d’anticorps alloréactifs spécifiques d’antigenes

non-HLA.

Des anticorps anti-CE (AECA : Anti-Endothelial Cell Antibodies) ont par ailleurs
été identifiés dans les différents types de rejet (hyperaigu, aigu et chronique) ainsi que
dans tous types d’organes et leur présence, pré-transplantation, prédit une diminution
de la survie du greffon a long terme (Le Bas-Bernardet et coll, Am ] Transplant. 2003)
(Ismail et coll. Exp Clin Transplant, 2009). Des antigénes non-HLA, endothéliaux ou non,
ont depuis peu été documentés avec plus de précision chez nombre de transplantés. Ces
nouvelles cibles sont, en particulier, les molécules du CMH de classe I non classique
MICA et MICB (MHC Class I related Chain A and B). Ces protéines membranaires,
notamment exprimées a la surface des CE, présentent un haut degré de polymorphisme.
C'est tout particulierement le cas des antigenes MICA avec 94 alleles recensés
(http://hla.alleles.org). La présence d’anticorps allo-réactifs dirigés contre MICA a été
corrélée a une diminution de la survie du greffon aprées transplantation rénale (Zou et
coll, N Eng ] Med. 2007) (Terasaki et coll, Am ] Tranplant. 2007), cardiaque (Suarez-
Alvarez et coll, Am ] Transplant. 2007) (Zhang et coll, Transplantation. 2011) et
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pulmonaire (Angaswamy et coll, Hum Immunol. 2010). D’autres antigenes dits
« mineurs » car peu ou non polymorphes ont été associés au rejet de greffe. Le potentiel
immunogene de ces derniers dépendant uniquement du fait que, normalement non
exposés puisque intracellulaires, les lésions et 'inflammation résultants de l'ischémie-
reperfusion puis de la chirurgie, ont pu exposer ces antigénes au systéme immunitaire
du receveur. Mis a part le récepteur a l'angiotensine de type I, exprimé dans les
glomérules (Dragun et coll., N Eng ] Med. 2005), ces antigenes sont pour la plupart
impliqués dans le cytosquelette cellulaire. On retrouve parmi ceux-ci, la vimentine qui
est exprimée par les CE et les cellules musculaires lisses vasculaires (Jurcevic et coll,,
Transplantation 2001), la tubuline K-alphal impliquée dans la formation des
microtubules dans les cellules épithéliales et la myosine cardiaque. On retrouve
également des constituants de la matrice extracellulaire participant au maintien des
structures tissulaires, le HSPG perlecan (HSPG: heparan sulfate proteoglycan), les
collagenes 1V, V et VI (Joosten et coll. Am ] Pathol. 2002) (Burlingham et coll,, J Clin
Invest, 2007) et L'HSPG agrine (Joosten et coll. Am | Transplant. 2005). Tres récemment,
le groupe de Paul Terasaki a mis en exergue, non seulement la présence dans les sera de
transplantés rénaux et hépatiques d’anticorps dirigés contre les molécules peu
polymorphes du HLA-E (deux alleles décrits), mais également une cross-réactivité de ces
anticorps avec les molécules du HLA de classe I (Ravindranath et coll.,, Int Immunol.
2012). Ainsi, de part la nature non ou peu polymorphe de ces cibles, la pathogénicité
des anticorps dirigés contre les antigenes mineurs semble se situer a la frontiere entre

auto- et allo-réactivité.

Bien que le rdle des anticorps non-HLA a clairement été identifié dans les
différents types de rejets, leur survenue reste peu documentée. Par sa nature hautement
polymorphe, la protéine MICA semble étre une excellente candidate pour la mise en
place d'une immunisation a l'encontre du donneur dans un contexte d'allo-
transplantation. Le génotypage de MICA associé a une analyse de la compatibilité entre
donneur et receveur demeure le seul et 'unique moyen pour déterminer 'impact réel
d’'un mismatch MICA sur l'induction d’allo-anticorps post-transplantation. Un effort
particulier devra étre réalisé en ce sens, ainsi que dans la caractérisation de nouveaux
antigénes mineurs et des mécanismes de rejet qui y sont associés (isotypes, activation

du complément, activation cellulaire...).
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1-1.2 Immunosuppression et Complications Post-

Transplantation

Si les progres de la médecine, 'amélioration des techniques chirurgicales, la
limitation des patients a risque par une meilleure analyse de la compatibilité des couples
donneur/receveur ont permis de considérablement augmenter la survie des greffons,
celle-ci reste tres dépendante de I'immunosuppression. L'identification des mécanismes
immunologiques impliqués dans les différents types de rejets permet d’adapter ces
traitements immunosuppresseurs dans une optique de prolonger au possible la fonction
du greffon. Cependant, ces traitements ne sont pas sans risques. Outre les effets toxiques
de certains immunosuppresseurs (anti-calcineurines), les receveurs immunodéprimés
sont plus sujets aux infections opportunistes, a la réactivation de virus latents et au

développement de cancers.

1-1.2.1 Les infections post-greffe

Les infections demeurent les principales causes de complication post-
transplantation (Pour revue : Fishman., N Engl ] Med. 2007). La survenue de celles-ci est
dépendante de plusieurs facteurs incluant les statuts infectieux du donneur et du
receveur au moment de la greffe, le type de transplantation et les éventuelles
complications chirurgicales au moment de la transplantation qui fragilisent le receveur.
Les infections peuvent étre opportunistes post-transplantation ou directement

transmises du donneur au receveur, mais toujours favorisées par I'immunosuppression.

1-1.2.1a Les infections bactériennes, fongiques et parasitaires

Les infections bactériennes sont les plus fréquentes post-transplantation et
surviennent généralement dans les premiers jours suivant la greffe. Il s’agit le plus
souvent d’infections bactériennes a Staphylococcus aureus, pseudomonas ou
enterococcus. La transmission de Mycobacterium Tuberberculosis du donneur au
receveur a également été documentée (Rose, Can ] Infect Dis Med Microbiol. 2005). Bien

que moins fréquentes, les infections fongiques par Candida, Aspargillus, Clostridium,

Pneumocystis ou encore Cryptococcus, tout comme les infections parasitaires a
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Toxoplasma ou Leishmania, surviennent également tres tot apres la greffe. Toutes ces
infections sont alors rapidement maitrisées par I'induction d'un traitement antibiotique,

antifongique ou antiparasitaire adapté, en prophylaxie ou en curatif.

1-1.2.1b  Les infections virales

Les infections virales sont plus problématiques et peuvent avoir de graves effets
sur la survie de la greffe. Ces infections résultent soit d’'une primo-infection, c‘est en
particulier le cas lorsque le donneur est séropositif alors que le receveur non, ou d'une
réactivation favorisée par l'immunosuppression. Dans ce dernier cas, les virus
incriminés sont le plus souvent des virus en latence, résultant d’'une primo-infection, la
plupart du temps survenue durant la petite enfance et asymptomatique. C’est pourquoi
ces virus ont, a I'age adulte, une forte prévalence. On retrouve parmi ceux-ci, le
Cytomégalovirus (CMV), I'Epstein-Bar Virus (EBV), les Herpés virus (HHV-1,-2, -6, -7 et -
8), le Varicella Zoster Virus (VZV) et les polyomavirus (JC et BK virus). Les virus des
hépatites B et C (VHB, VHC) ainsi que le VIH font également I'objet d’'une surveillance
accrue post-transplantation.

Les infections a CMV peuvent étre des plus séveres particulierement s’il s’agit
d’'une primo-infection ou lorsque que le donneur est séropositif pour un receveur
séronégatif (Lowance et coll. N Engl ] Med. 1999) (Sagedal et coll., Am ] Transpl. 2002).
La séroprévalence est de 'ordre de 40% parmi la population adulte pour ce virus de la
famille des herpesviridae connu aussi sous la dénomination de HHV-5 (Human
Herpesvirus-5). Ainsi, la primo-infection ou la réactivation post-transplantation du CMV
peut avoir des effets directs ou indirects sur la survie du greffon. En effet, dans le cas
d’une infection sévere a CMV ou maladie tissulaire invasive a CMV (Arthurs et coll., Clin
Infect Dis. 2008), les lésions de 'organe infecté, résultant d’'une forte réplication virale,
peuvent amener a la perte de fonction puis au rejet. Les effets indirects sur la survie du
greffon résultent d’'une infection non maitrisée et prolongée dans le temps, pouvant
aboutir a 'athérosclérose ou au développement d'un syndrome lymphoprolifératif post-
transplantation (PTDL : Post-Transplantation Lymphoproliferative Disorder).

Les infections a I'EBV sont également associées a la survenue de PTDL,
principalement des lymphomes a lymphocytes B, qui représentent moins de 3% des
greffés (Newell et coll,, Transplantation. 1996). Ce virus de la famille des herpesviridae

(HHV-4), vecteur de la mononucléose infectieuse, est présent sous forme latente chez
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pres de 90% de la population adulte. Sa réactivation post-transplantation du fait de
I'immunosuppresion est donc fréquente en I’'absence de prophylaxie.

Les herpes virus HSV-1 et -2 ont une séro-prévalence chez l'adulte de,
respectivement, 60% et 20% (Xu et coll, ] Inf Dis. 2002). Leur réactivation post-
transplantation est également fréquente en I'absence de traitement prophylactique et
touche alors pres de 25 a 35% des transplantés, tous organes confondus (Dummer.,
Transplantation. 1983) (Kusne et coll., ] Inf Dis. 1991). Celles-ci surviennent dans les
premiers mois post-transplantation et se limitent a des atteintes tissulaires oro-labiales
(HSV-1) ou génitales (HSV-2) en fonction du virus. En I'absence de traitement antiviraux
et favorisée par 'immunosuppression, la dissémination du virus peut alors causer des
hépatites ou des pneumonies.

La réactivation des herpes virus HSV-6 et -7, présent de facon quasi ubiquitaire
dans la population adulte, a également été décrite dans les premiers mois suivant la
greffe. La réactivation de ces deux virus a tropisme lymphocytaire trouvant latence dans
les monocytes, est observée pour tous types d’organes transplantés (35%) et dans une
proportion plus importante apres greffe de cellules souches hématopoiétiques (60%).
Leur réactivation a été associée au rejet de transplantation et a une réactivation du CMV
(Singh et coll. Am ] Infect Control. 1997).

L’herpes virus HSV-8 est, quant a lui, trés peu représenté parmi la population
adulte avec une prévalence de moins de 10%. Il s’agit la aussi d'un virus a tropisme
lymphocytaire dont la réactivation chez des patients immunodéprimés est associée au
développement du Sarcome de Kaposi (Chang et coll., 1994. Science) touchant moins de
5% des transplantés (Ariza-Herdia et Razonable., Transplantation. 2011).

Le Varicella-Zoster Virus (VZV ou HHV-3) a une séroprévalence de l'ordre de
90% au sein de la population adulte. Sa réactivation post-transplantation se traduit par
I'apparition de lésions cutanées caractéristiques (Zona) aux sites de réactivation du
virus qui a un tropisme pour les cellules nerveuses ganglionnaires (intercostales ou
optiques). Dans certains cas la réactivation peut entrainer des atteintes viscérales
séveres. (Arvin et coll.,, Biol Blood Marrow Transplant. 2000) (Miller et Dummer., Am ]
Transplant, 2007).

Les patients préalablement infectés par les virus des hépatites B ou C sont
également tres a risque de récidive post-transplantation, en particulier dans le cas d’'une

greffe hépatique. Ainsi, en 'absence de prophylaxie spécifique, les taux de récidive pour
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les HBV et HCB représentent, respectivement, 80% et 90% des transplantés hépatiques.
Bien que les traitements prophylactiques par antiviraux et immunoglobulines anti-VHB
ont fait leurs preuves pour diminuer la récidive a VHB (-70% de récidive) (Roche et coll,,
Presse Med. 2007), ceux-ci sont peu efficaces pour prévenir la réactivation du VHC. De
nos jours, le risque de primo-infection a VHB par un donneur séropositif est écarté par la
vaccination systématique des patients sur liste d’attente. L'utilisation d’organes issus de
donneurs séropositifs pour le VHC est principalement réservée aux patients séropositifs
écartant le risque de primo-infection. La transplantation allogénique, bien que
nécessitant une immunosuppression importante, s’est avérée possible chez les patients
infectés au virus du VIH, présentant une virémie stabilisée par un traitement antiviral
adéquat, sans pour autant favoriser I'évolution vers le SIDA ni vers des complications
infectieuses et/ou tumorales (Kuo et coll, Transplantation, 2001) (Halpern et coll., N
Eng ] Med, 2002). Cependant, les réactivations du HCV chez les patients co-infectés
VIH/VHC présentent une sévérité plus importante (Duclos-Vallée et coll., Hepatology.
2008)

Les BK et JC virus sont tous deux des virus a ADN de la famille des
polyomaviridae. Leurs prévalences sont de 80% pour le BK et 50% pour le JC (Gardner
et coll, J Clin Pathol 1984) a I’dge adulte. Favorisé par I'immunosuppression, le BK virus
se réactive chez 30% a 40% des transplantés, en particulier chez les transplantés rénaux
(Hirsch et coll, N Engl ] Med, 2002). En effet, le BK virus ayant un tropisme pour les
cellules épithéliales tubulaires rénales, sa réactivation, si non maitrisée, peut entrainer
une néphropathie tubulo-interstitielle (BKVN : BK Virus Nephritis). Celle-ci touche 5% a
8% des transplantés rénaux suivant la premiere année post-greffe et constitue de nos
jours une des principales causes du rejet chronique d’allo-greffe rénale (Bohl et
Brennan., Clin ] Am Soc Nephrol, 2007). De tres rares cas associent la réactivation du JC
virus a la survenue des néphropathies. Cependant, du fait d’'un neurotropisme, en
particulier pour les oligodentrocytes, le JC virus a été clairement associé au diagnostic
de la leucoencéphalophatie multifocale progressive chez des patients immunodéprimés.
Diagnostique dont l'issue est bien souvent fatale (White et coll,, ] Virol.,, 1992) (pour

revue : Bellizzi et coll., ] Neurovirol. 2012).
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Les primo-infections ont les conséquences les plus graves en allo-transplantation.
Ainsi, les enfants sont particulierement a risque pour ce genre d’infection post-greffe
étant donné leur plus faible prévalence au moment de la greffe. L’identification des
patients a risque est donc primordiale afin de prévenir d’éventuels risques infectieux
post-transplantation. Celle-ci repose sur des techniques de PCR et de sérologie. Les
traitements prophylactiques d’'un ou d'une combinaison de plusieurs anti-viraux
(Ganciclovir, Aciclovir, Valganciclovir) associés ou non avec un traitement par
immunoglobulines spécifiques et/ou une diminution de 'immunosupression ont permis
de considérablement diminuer la récidive pour la plupart des infections virales post-
greffe (CMV, EBV, HSV, VZV, HBV...). Cependant ces traitements se sont montrés peu
efficaces pour maitriser la réactivation de certains virus comme I'HCV ainsi que les
polyomavirus JC et BK. Les mécanismes virologiques et immunologiques impliqués dans
la primo-infection, la latence puis la réactivation de ces virus devront étre investigués
pour la mise en place de nouveaux traitements efficaces. La question de la grande inter-
individualité face a la récidive devra également étre explorée. En d’autres termes,
comment expliquer qu’a age, environnement, immunosuppression et statut virologique
identique, un patient va subir une réactivation virale alors qu’un autre non ? En effet, la
pression sélective des bactéries et des virus au cours de I'évolution a permis de mettre
en évidence des polymorphismes génétiques conférant une plus forte protection de

I’hote (CCR5, TLR4, HLA-B*53, *57...) (Pour revue : Hill,, Annu Rev Genet. 2006).

Une meilleure connaissance, a la fois (1) des mécanismes de I'immunité innée
impliqués tres tot dans la maitrise de l'infection (ligands de NKG2D : MICA-B, ULBP-1-2-
3-4; RLRs; TLRs ; NLRs...), (2) des outils bactériens et viraux leur permettant
d’échapper au systeme immunitaire de ’h6te (miRNA, enzymes, protéines chélatrices...),
mais aussi (3) de la génétique de I'hote par l'identification de polymorphismes
génétiques favorisant ou réfrénant le développement de l'infection, devraient permettre
'identification de nouvelles cibles moléculaires et, en définitive, la mise en place de

thérapeutiques efficaces et personnalisées.
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1-1.2.2 Les cancers en transplantation

Du fait de I'augmentation de la durée de vie des patients transplantés, due
notamment au recul des rejets aigus, les cancers sont devenus au fil des années parmi
les premieres causes de mortalités des receveurs d’organes. La survenue de ces derniers
est intimement liée a un certain nombre de facteurs favorisants ; comme, la pathologie
ayant amené le patient sur liste d’attente (cancer, hépatite B ou C...), I'age au moment de
la greffe, 'dge du donneur et la qualité du greffon, d’éventuelles complications
chirurgicales et infectieuses, la qualité et l'intensité de I'immunosuppression et bien siir,
I'environnement et la qualité de vie du greffé (Tabagisme, alcoolisme exposition au
soleil...). Néanmoins, le dénominateur commun de tous ces patients demeure
I'immunosuppression au long terme.

L’'incidence du risque de développer un cancer pour un patient transplanté est
multipliée par 2 a presque 100 fois, selon le type de cancer, par comparaison a un
patient sain, tous types de greffes confondues (Jensen et coll., ] am Acad Dermatol. 1999)
(Kasiske et coll,, Am ] Transplant. 2004). Cette incidence étant de plus en plus élevée a
mesure que l'on s’éloigne dans le temps de la transplantation. Ainsi, selon I'étude de
Kasiske, publiée en 2004, dans I’ « American Journal of Transplantation », comparant
I'incidence des cancers dans une population de transplantés rénaux (n=35765) et dans
la population globale américaine, I'incidence des cancers gastro-intestinaux (Colon,
(Esophage, Pancréas, Intestin gréle et Estomac), tout comme ceux touchant le larynx, les
poumons, la vessie, les seins, les ovaires, la prostate et les testicules, est en moyenne 2 a
3 fois plus élevée au dela de la premiere année post-greffe. Dans un ordre d’incidence
croissante, on retrouve ensuite les mélanomes, les cancers du foie et les leucémies qui
sont multipliés d’'un facteur 5 a 10. Suivent ensuite les cancers rénaux, osseux,
endocriniens, du systeme nerveux central, de la bouche, ainsi que par les lymphomes
(PTLD) avec des incidences 10 a 50 fois plus élevées. Les cancers les plus fréquents
étant les sarcomes de Kaposi et carcinomes cutanés (spinocellulaires et basocellulaires)
avec une incidence jusqu'a 100 fois plus importante a un an post-greffe (Kasiske et coll.,
Am ] Transpl. 2004).

La diminution de I'immunosuppression est donc primordiale chez ces patients
tout comme la mise en place d’'une chimiothérapie. Par ailleurs, la toxicité relative et

'effet oncogene suspecté de certains immunosuppresseurs, en particulier les anticorps
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polyclonaux anti-lymphocytaires qui agissent sur un large spectre cellulaire, font I'objet
d’'une surveillance accrue (Caillard et coll, Transplantation, 2005). L’utilisation
d’'immunosuppresseurs, moins toxiques, tel que I'inhibiteur de la voie du mTOR, a tres
récemment montré un réel bénéfice pour prévenir la rechute des cancers de la peau
post-transplantation rénale (Euvrard et coll.,, N Eng ] Med. 2012).

Méme si les hommes sont, dans toutes les études, plus a risque que les femmes
pour la survenue des cancers, pré comme post-transplantation, ces chiffres d’incidences
peuvent varier d’'une population a une autre (Vajdic et van Leeuwen, Int ] Cancer. 2009).
Cette observation montre, d’'une part, 'importance des facteurs environnementaux, en
particulier concernant les cancers cutanés, mais suggere aussi d’autre part, I'influence
de la génétique dans la prédisposition au cancer. En d’autres termes, comment expliquer
qu’'a age, statut virologique, immunosuppression et environnement identiques, un
patient va développer un cancer alors qu'un autre non ? En effet, si les infections virales
sont, la encore, a l'origine de nombreux cancers (EBV, HHV-8, PVH...), certaines
mutations ou certains polymorphismes ont clairement été identifiés comme directement
associés ou favorisants la survenue du cancer (Lindor et coll,, ] Nat Cancer Inst. 2008).
Parmi celles-ci, on peut citer les géenes BRCA1 et BRCA2, codant pour des protéines
impliquées dans les mécanismes de réparation de ’ADN, pour lesquelles des mutations
ont clairement été associées a une plus forte incidence du cancer du sein (Narod et
Salmena, Discov Med. 2011). De méme plusieurs polymorphismes touchant le locus
TP53 codant pour la protéine p53, impliquée dans les processus de la mort cellulaire
programmée par apoptose en réponse au stress, ont également été associés a une

multitude de cancers (Whibley et coll,, Nat Rev Cancer. 2009).

La encore, une meilleure connaissance, a la fois de la génétique du patient par
I'identification des genes de susceptibilités et des mécanismes immunologiques
impliqués dans l'initiation puis le développement des cancers a 'insu de 'hote, devrait
permettre I'identification des patients a risque puis la mise en place de thérapeutiques

personnalisées efficaces.
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1-2 MHC class | related Chain A (MICA).

Ce fut le groupe de Thomas Spies qui le premier identifia et caractérisa, en 1994,
ce groupe de Loci qu’il appellera « MHC class I related Chain » (MIC) (Bahram et coll,,
Proc Natl Acad Sci USA. 1994). Au méme moment, une équipe australienne dirigée par
Roger Dawkins identifiait les mémes loci qu’elle nommait alors « PERB11 » (Leelayuwat
et coll, Immunogenetics. 1994). Ces deux terminologies désignent donc les mémes
groupes de genes méme si, aujourd’hui, la terminologie MIC est préférentiellement
utilisée. Le loci MIC correspond a 7 genes (MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF et MICG).
Parmi ces genes, seuls MICA et MICB donnent lieu a I'expression d’'une protéine, les
autres étant des pseudogenes. Tres vite, le polymorphisme de MICA a été documenté
(Fodil et coll.,, Immunogenetics. 1996) et 'expression de la protéine par différents types
cellulaires analysée (Zwirner et coll, Immunogenetics. 1998). Plus tard, un role pour
MICA dans les mécanismes de I'immunité innée a été avancé puisque son expression
provoquait I'activation des cellules effectrices a activité cytotoxique, en particulier via
I'interaction de MICA avec le récepteur activateur NKG2D (Groh et coll., Science. 1998)
(Bauer et coll., Science. 1999).

1-2.1  Organisation et caractéristiques du gene MICA

Le gene MICA est présent et tres conservé chez les mammiferes a I’'exception des
rongeurs. Il est situé sur le chromosome 6, a 46kb centrométrique du gene HLA-B, en
position anti-parallele par rapport a ce dernier et a 70kb centrométrique de MICB qui lui
est orienté dans le méme sens que MICA. De cette proximité des genes HLA-B, MICA et
MICB en résulte un déséquilibre de liaison (Grimaldi et coll, Hum Immunol. 1996) (Fodil
et coll, Immunogenetics. 1999). De fagon intéressante, I'allele HLA-B*048, fréquent chez
certaines populations asiatiques et sud-Américaines, est associé a une délétion de 100kB
incluant le géene MICA (Komatsu-Wakui et coll, Immunogenetics. 1999) (Aida et coll,,
Immunogenetics. 2002). Par ailleurs, le géne MICB fréquemment inclus dans cet
haplotype porte I'allele MICB*009N (ou *0107N) qui ne donne pas lieu a I'expression
d’'une protéine fonctionnelle (Ando et coll, Immunogenetics. 1997). La majorité des

porteurs de I'allele HLA-B*048 ont donc un haplotype MIC nul.
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Figure 5: (A). Organisation exonique et intronique du gene MICA.
:Exon —:Intron xXX : Nombre de nucléotides

(B). Comparaison des séquences nucléotidiques des
microsatellites A5 et A5 muté (A5.1). Impact de la mutation sur la séquence
en acides aminés traduite ou l'introduction précoce d’'un codon stop (»).

Le gene MICA est constitué de 6 exons répartis sur une longueur totale de 40Kb.
Sa séquence nucléotidique présentant entre 18 et 36% d’homologie avec les genes du
HLA de classe I (Bahram et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 1994) (Figure 5A). Le premier
exon code pour le peptide leader. Les exons 2, 3, et 4 codent respectivement pour les
domaines alpha 1, 2 et 3 de la région extracellulaire. L’exon 5 code pour la région
transmembranaire et I’'exon 6 pour la région intra-cytoplasmique. La taille totale des 6
exons varie de 1152 a 1170 nucléotides notamment selon le polymorphisme d’'un
microsatellite situé dans I’exon 5. Celui-ci correspond a une séquence répétée (STR:
Short Tandem Repeats) de 4 (A4) a 10 (A10) codons GCT codant pour une alanine (A)
(Mizuki et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 1997). Le microsatellite A5 peut également étre
associé a une mutation. Elle consiste en 'insertion d’'une guanine (G) apres la deuxieme
répétition du codon GCT (= A5.1), en position 952 de la séquence codante de MICA
(Mizuki et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 1997). Celle-ci, par modification de I'ORF,
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introduit de facon prématurée un codon stop, aboutissant a I'expression d’'une protéine
tronquée (-43 aa) dépourvue de région intracytoplasmique (Mizuki et coll., Proc Natl
Acad Sci USA. 1997) (Figure 5B). L'expression de cette protéine tronquée, liée aux
alleles MICA*008, *023, *028, *053, *058 et *070, a par la suite été associée a un défaut
d’adressage a la membrane des cellules épithéliales polarisées : La protéine mutée étant
exprimée a la surface apicale et la protéine « sauvage » sur le pdle baso-latéral des
cellules épithéliales (Suemizu et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2002). L’allele MICA*008,
porteur de la mutation MICA A5.1, est I'allele le plus représenté dans de nombreuses
populations (Katsuyama et coll, Tissue Antigens. 1999) (Petersdorf et coll,
Immunogenetics. 1999) (Gao et coll., Hum Immunol. 2006) avec une fréquence allelique
pouvant atteindre les 55% pour la population caucasienne. L’expression de MICA se
faisant de maniere codominante (Molinero et coll, Eur ] Immunogenetics. 2002), la

protéine mutée MICA A5.1 est donc présente chez la majeure partie de ces individus.

Le gene MICA, tout comme les genes du HLA, est trés polymorphe avec 94 alleles
décrits a ce jour, répartis en 71 groupes (MICA*001 a MICA*071) (http://hla.alleles.org).
De facon intéressante, la majeure partie des polymorphismes de MICA (51/62) se situe
dans les exons 2, 3 et 4 codant pour les domaines extra-membranaires de MICA (alpha-
1, -2 et -3) (Figure 6A), suggérant un impact important du polymorphisme génétique de
MICA, non seulement sur I'expression de la protéine MICA, mais également sur sa
fonction de ligand de NKG2D et surtout sur sa capacité a induire une immunisation

apres allo-transplantation.
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Figure 6 : Représentation schématique du polymorphisme des genes MICA
(A) et MICB (B). N=Nucléotide ; i=Insertion ; d=Délétion ;
us=Microsatellite

Ainsi, 62 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) ont été référencés. Parmi
ceux-ci, 44 aboutissent a un changement d’acide aminé, et 2 induisent l'introduction
d’'un codon stop précocement, en positions 184 (aa39*) et 801 (aa244*) de la séquence
codante, ou l'expression de protéines instables et non fonctionnelles. Ces

polymorphismes sont associés, respectivement, aux alleles MICA*063N (Huang et coll,,
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Tissue Antigens. 2011) et MICA*064N (Zhang et coll., Tissue Antigens. 2012) (Figure
6A).

La délétion d’'une guanine en position 892 a également été décrite et associée
aux alleles MICA*015, *017 et *068. Cette délétion dans la séquence codante a pour
conséquence la modification du cadre ouvert de lecture (ORF : Open Reading Frame) et
I'introduction d’'un codon stop précocement (Obuchi et coll, Tissue Antigens. 2001)
(Figure 6A). L’expression de la protéine MICA ainsi modifiée n’a pas fait I'objet d’'une
description dans la littérature.

En comparaison de MICA, le géne MICB présente un moindre polymorphisme,
avec tout de méme 35 alleles décrits pour 24 SNPs dont 17 aboutissent a une
modification de I'acide-aminé et 1 a l'introduction précoce d'un codon stop en position
577 (aal170%*). Ce dernier polymorphisme est associé a l'allele MICB*009N (Ando et coll,,
Immunogenetics. 1997). Une délétion en position 205 (Cytosine) a également été
référencée et associée a l'allele MICB*021N. Celle-ci induit un changement d’ORF et la
survenue d’'un codon stop prématurément (aa66*) (Schroeder et coll.,, Tissue Antigens.

2004) (Figure 6B).

Par ailleurs, un épissage alternatif de MICA a également été décrit dans
plusieurs lignées cellulaires puis retrouvé dans les PBMC de donneurs (Zou et Stastny,
Immunogenetics. 2002). Celui-ci consiste en la délétion totale de I'exon 3, codant pour le
domaine extracellulaire o2. Le transcrit ainsi épissé est alors nommé MICA2Z par
opposition au transcrit « sauvage », nommé MICA1. Dans cette étude, ce phénomene n’a

pas été associé a un allele de MICA en particulier.
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1-2.2  Expression et Régulation de la protéine MICA

La protéine MICA est une glycoprotéine membranaire présentant un haut degré
de polymorphisme (Fodil et coll, Immunogenetics. 1996) pour un poids moléculaire
estimé entre 42kDa et 33kDa selon le polymorphisme de I'’exon 5 et I'expression de la
mutation MICA A5.1. Son expression initialement restreinte aux cellules épithéliales
(Groh et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 1996 est désormais étendue aux fibroblastes et
cellules endothéliales (CE) ainsi qu’aux monocytes, kératinocytes (Zwiner et coll,
Immunogenetics. 1998) (Zwiner et coll, Hum. Immunol. 1999), macrophages
(Nedvetzki et coll, Blood. 2007), cellules dendritiques (Jinushi et coll., ] Immunol.
2003) et lymphocytes T activés (Molinero et coll,, ] Leukoc Biol. 2002) (Cerboni et coll,
Blood. 2007). On peut distinguer I’expression membranaire « naturelle » de MICA, a la
surface des cultures primaires de CE, de fibroblastes et de cellules épithéliales, de
I'expression membranaire «induite», a la surface des monocytes, kératinocystes,
cellules dendritiques immatures et lymphocytes T qui n’expriment MICA que de facon
intracellulaire, en I'absence de signaux d’activation. Ces observations suggéraient alors
une forte régulation de I'adressage de MICA a la membrane par des mécanismes post-
traductionnels. A noter également la détection de transcrits MICA dans certaines cellules
et tissus sans détection de la protéine, révélant cette fois-ci, la présence de mécanismes
post-transcriptionels régulant l'expression de MICA (Leelayuwat et coll,

Immunogenetics 1994).

1-2.2.1 Régulation de MICA par les stress cellulaires

MICA est induite et/ou régulée par les «stress» cellulaires incluant le choc
thermique, le stress oxydatif, les altérations de ’ADN, la transformation tumorale, et les
infections virale et bactérienne. Le promoteur de MICA comprend des séquences
consensus qui permettent la fixation de la protéine du choc thermique HSF-1 (Heat
Shock Factor-1), a 1a suite de laquelle la transcription de MICA est initiée (Venkataraman
et coll., ] Immunol. 2007). De méme, bien que les mécanismes moléculaires mis en jeux

restent a confirmer, I'induction ou la surexpression des transcrits et des protéines MICA
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a la suite d'une transformation tumorale (Gasser et coll., Nature. 2005) ou d’une
infection virale ou bactérienne a tres largement été documentée (Zwiner et coll,
Immunogenetics. 1998) (Groh et coll, Nat Immunol. 2001) (Séne et coll., PLoS Pathog.
2010) (Ibana et coll, FEMS Immunol Med Microbiol. 2012). La surexpression de MICA
peut également étre la résultante de tous mécanismes provoquant des dommages de
I’ADN. La surexpression de MICA ici observée utilise la phosphorylation des protéines
kinases ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ATM and Rad3 related) (Tang et
coll, ] Cell Biol. 2008). De méme, 'augmentation des transcrits MICA a la suite d’un
stress oxydatif induit par un traitement avec de 'H20; a également été documentée dans
de nombreuses lignées cellulaires (Yamamoto et coll., Biochim Biophys Acta. 2001).

De facon plus anecdotique, la diminution de I’expression de MICA au cours de la
prolifération de fibroblastes, par inhibition de contact, a également été rapportée (Zou
et coll, Hum Immunol. 2006) puis observée dans notre laboratoire lors de la culture des
CE, suggérant un rdle, direct ou indirect, de la prolifération cellulaire sur la régulation de

MICA.

1-2.2.2 Régulation de MICA par les cytokines pro-inflammatoires

L’expression de MICA est également régulée par de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires. Récemment, les travaux du groupe de O’Callaghan ont montré une
surexpression de MICA, via le facteur de transcription NFkB, apres activation des CE
vasculaires humaines par le TNFa (Lin et coll,, J. Biol. Chem. 2012). L'IFNa a également
été décrit pour induire une forte surexpression de MICA dans diverses lignées tumorales
(Zhang et coll, Cancer Sci. 2008). De méme, I'IL-2, -4 et -15 induisent l'expression
intracellulaire, mais trés faiblement membranaire, des protéines MICA par les T CD4+
activés, mettant en évidence, la encore, des mécanismes de régulation post-
traductionnels de MICA (Molinero et coll,, Hum Immunol. 2006).

A l'inverse, l'interleukine-10 a été associée a une inhibition de I’expression des
transcripts MICA dans des lignées de Mélanome (Serrano et coll,, Immunol Cell Biol.
2011). De méme I'I[FNy a été décrit pour réprimer I'expression de MICA via I'induction
du microRNA miR-520b dans diverses lignées cellulaires tumorales (Yadav et coll., ].

Immunol. 2009). De facon intéressante, I'expression de MICA semble étre fortement
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régulée par les miRNA (Stern-Ginossar et coll, Nat. Immunol. 2008), I'inhibition de
DICER ou DROSHA, des enzymes essentielles a la machinerie de synthése et de
maturation des miRNAs, induisant la surexpression de MICA (Tang et coll., ] Cell Biol.

2008) (Stern-Ginossar et coll., Nat. Immunol. 2008).

1-2.2.3 Mécanismes de régulation post-traductionnels de MICA

L’expression membranaire de MICA est régulée par des mécanismes post-
traductionnels. En effet, MICA est une protéine hautement glycosylée avec 8 sites de N-
glycosylation en son domaine extracellulaire (Bahram et coll., Proc Natl Acad Sci USA.
1994). 11 a récemment été montré que l'inhibition spécifique de la N-glycosylation par le
2-deoxy-D-glucose (2DG) prévenait 'expression membranaire de MICA (Andresen et
coll, ] Immunol. 2012). De méme, l'ubiquitinylation des protéines MICA est un
mécanisme nouvellement mis en évidence pour la régulation post-traductionnelle de
I'expression membranaire de MICA. Ainsi, de la fixation des molécules d’'ubiquitines aux
résidus Lysines du domaine intracytoplasmique de MICA, en résulte la dégradation des
protéines ainsi ubiquitinylées via la voie de dégradation du protéasome. L'utilisation de
ce processus par certains virus a été documentée comme favorisant I’échappement viral
par l'inhibition de I'expression de MICA (Thomas et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2008).
A l'inverse, Nice et collaborateurs observent, dans un modeéle murin, I'inhibition de
I'ubiquitinylation de I'analogue murin de MICA, MULT1, a la suite d’un stress cellulaire
(thermique et Ultraviolet) avec pour conséquence la surexpression de MULT1 (Nice et
coll, ] Exp Med. 2009).

De facon intéressante, les travaux de Suemizu et collaborateurs ont associé
'expression de la protéine mutée MICA A5.1, dépourvue de domaine intracellulaire, a un
défaut d’adressage de MICA a la surface des cellules épithéliales polarisées. La protéine
mutée étant adressée a la face apicale contrairement a la forme non mutée, exprimée au
niveau de la surface baso-latérale (Suemizu et coll,, Proc Natl Acad Sci USA. 2002). Dans
cette étude, aucun des mécanismes mentionnés plus haut n'a été mis en cause,
cependant, ces résultats suggerent une régulation de I'expression et de I'adressage a la
membrane de MICA par des mécanismes pouvant étre altérés par le polymorphisme de

la protéine. C’est en particulier le cas des protéines MICA associées a l'allele MICA*010,
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qui, du fait d’'une substitution de I'acide aminé en position 6, présentent une instabilité
provoquant leur dégradation et l'expression d'un phénotype nul par les cellules
concernées (Li et coll., Immunogenetics. 2000).

Ces mécanismes de régulation peuvent donc expliquer, en partie, 1'absence
d’expression de la protéine MICA malgré la présence de transcrits, observée dans

certaines cellules et tissus (Leelayuwat et coll., Inmunogenetics 1994).

1-2.2.4 Expression de la forme soluble de MICA

La protéine MICA existe également sous forme soluble (MICAs). Cette forme
soluble de MICA fut pour la premiere fois décrite, simultanément, par les équipes de
Thomas Spies et d’Alexander Steinle en 2002 (Groh et coll. Nature. 2002) (Salih et coll., |
Immunol. 2002). Il s’agissait la des premiéres descriptions du relargage de MICA, depuis
la membrane cellulaire, aprés clivage protéolytique. En effet, MICAs correspond en
structure, aux domaines alpha-1, -2 et -3 de MICA, pour un poids moléculaire avoisinant
les 30kDa. D'un point de vu mécanistique, le relargage de MICA dépend de deux
mécanismes distincts et successifs. Le premier, permet le recrutement de MICA au
niveau des régions membranaires riches en cholestérol et sphingolipides appelées DRMs
(détergent-résistant membrane microdomains) ou « Lipide rafts » (Eleme et coll,, ] Exp
Med. 2004) (Agliera-Gonzalez et coll.,, Eur ] Immunol. 2011). Ce recrutement est médié
par la palmitoylation des protéines MICA. Il s’agit d'une réaction enzymatique
aboutissant en une liaison thioester entre un acide gras et une cystéine de la protéine
cible (S-acylation). La protéine MICA présentant deux cystéines successives dans son
domaine intracytoplasmique est donc sujette a la palmitoylation et donc a son
recrutement dans les régions DMRs. Le second mécanisme mis en jeu consiste au clivage
protéolytique de MICA dans les DRMs, régions riches en métalloprotéinases (Tellier et
coll, Exp Cell Res. 2006). Plusieurs métalloprotéinases (MMP9 et MMP14) et
désintégrines-métalloprotéinases (ADAMO, 10 et 17) ont été impliquées dans le clivage
de MICA (Waldhauer et coll., Cancer Res. 2008) (Kohga et coll., Hepatology. 2010) (Liu et
coll, ] Immunol. 2010) (Sun et coll,, Cell Biol Int. 2011). De méme, les travaux du groupe
de Thomas Spies ont montré le role primordial de la protéine ERP-5 (endoplasmic

réticulum protein 5), une enzyme initialement impliquée dans la maturation et le
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réarrangement tridimensionnel des protéines nouvellement synthétisées qui, a la
membrane cellulaire, se lient a MICA pour former un complexe reconnu par les
meétalloprotéinases. La présence de MICA soluble est détectable dans le sérum et a été
associée a de nombreuses pathologies en particulier I'échappement et la progression

tumorale (mécanismes développés dans les paragraphes suivants).
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1-2.3  Fonction des protéines MICA

MICA ne pouvant se lier a la f2-microglobuline (B2M) et son expression n’étant
pas associée a la protéine de transport TAP, ceci exclu un quelconque role de MICA dans
la présentation antigénique (Gros et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 1996). Par ailleurs,
’élucidation du Crystal de MICA confirma lI'impossibilité de MICA a se lier a la B2M
(Bauer et coll., Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 1998) (Li et coll., Nat Immunol. 2001).

MICA est un ligand du récepteur activateur NKG2D (natural-killer groupe 2
member D) exprimé par les lymphocytes T non conventionnels exprimant un TCR y$
(Groh et coll., Science. 1998), ainsi que les T CD8+ exprimant un TCR af3, par les cellules
NK et NKT, (Bauer et coll., Science 1999) (Wu et coll., Science. 1999) ainsi que certaines
sous populations de T CD4+ (Groh et coll,, Proc Natl Acad Sci USA. 2003). NKG2D est un
récepteur activateur de type Il possédant un domaine extracellulaire C-lectin-like dont
I'expression ubiquitaire par les cellules précédemment mentionnées est surexprimmée
en présence d'IL-12, d’IL-15 ainsi que par 'lFNa (Sutherland et coll., ] Immunol. 2002). A
la surface cellulaire, le récepteur NKG2D se présente sous la forme d’'un homodimere et
son interaction avec un ligand induit alors un signal d’activation via la phosphorylation
de la protéine adaptatrice DAP10. Cette derniere permet le recrutement de p85, une
sous-unité de la PI3 Kinase (phosphatidylinositol-3 Kinase), aboutissant, en I'absence de
signaux inhibiteurs, en I'activation et 'acquisition de fonctions cytotoxiques (Wu et coll,,
Science. 1999). L’activation de la cellule effectrice via NKG2D induit la lyse de la cellule
cible par la libération de granules cytolytiques (perforine & granzyme B) et le maintien
d’'un contexte inflammatoire par la libération d’IFNy, TNFa, GM-CSF ainsi que la
chimiokine MIP-1f (Sutherland et coll,, ] Immunol. 2002) (pour revue : Vivier et coll,,
Curr Op Immunol. 2002). Ainsi, dans le cas des cellules NK, de l'interaction de NKG2D
avec son ligand résultera un signal d’activation fort qui sera mis en balance avec des
signaux inhibiteurs (KIR/HLA ; NKG2A/HLA-E ; NKG2B/HLA-G...) et dont la résultante
déterminera si oui ou non la cellule cible doit étre lysée (Pour revue: (Vivier et coll,,
Curr Opin Immunol. 2002) (Vivier et coll., Science. 2011)). Dans le cas d’'un lymphocyte
T CD8(+), NKG2D constitue un signal de co-activation, en particulier chez les T CD8(+)
meémoires présentant peu de CD28 a leur surface (Groh et coll,, Nat Immunol. 2001)
(Roberts et coll, ] Immunol. 2001) (Rajasekaran et coll, PLoS One. 2010)). Les

lymphocytes T y6 arborant un TCR Vs1 yd constituent un cas particulier. Ce TCR a été
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décrit pour reconnaitre les protéines MICA et MICB (Groh et coll., Science. 1998) (Xu et
coll,, Proc Natl Acad Sci USA. 2011). La reconnaissance des protéines MIC par ces cellules
qui constituent la principale population lymphocytaire parmi les lymphocytes intra
épithéliaux (IEL), aboutit alors a un double signal activateur utilisant le TCR et le
récepteur NKG2D (Wu et coll,, ] Immunol. 2002).

MICA et MICB ne sont pas des ligands exclusifs de NKG2D (pour revue : (Raulet,
Nat Rev Immunol. 2003) (Radosavljevic et Bahram, Immunogenetics. 2003). Les autres
ligands humains de NKG2D (NKG2DL) sont les protéines « UL16 binding protein »
ULBP1; 2; 3; 4; 5 et 6 (Cosman et coll, Immunity. 2001). Ces dernieres peuvent étre
également appelées, respectivement, « Retinoic acid early transcrits 1 » RAET1I; H; N ;
E; G et L en référence a leurs orthologues découverts chez la souris apres traitement a
'acide rétinoique : « Retinoic acid early inducible cDNA clone-1 » Rae-1a; -1§3 ; Rae-1y;
Rae-16 et Rae-1¢. (Nomura et coll, Differentiation. 1994). Chez la souris il existe d’autres
ligands de NKG2D comprenant le groupe de protéines « Histocompatibility antigen 60 »
H60a; b et c ainsi que la protéine « Murine UL-16-binding protein-like transcript 1 »
(MULT1) (Malarkannan et coll,, ] Immunol. 1998) (Carayannopoulos et coll,, ] Immunol.
2002). D’un point de vue structural, tous les NKG2DL ont en commun les domaines
extracellulaires alpha 1 et 2 indispensables a la liaison NKG2DL/homodimere de
NKG2D. Seules les protéines MICA et MICB possedent un domaine « Ig-like » alpha 3 les
différenciant des autres ligands de NKG2D. Une autre différence majeure entre ces
différents ligands constitue leur mode d’encrage a la membrane cellulaire. En effet,
MICA/B, ULBP4, ULBP5 ainsi que, chez la souris, les protéines H60a et H60b, possedent
un domaine transmembranaire et une région intracytoplasmique alors que les NKG2DLs
humain ULBP1, 2, 3, 6 et murin Rae-la a -1¢ ainsi que H60c, ne possedent pas de
domaine transmembranaire mais sont attachés a la membrane via un ancrage aux

glycosylphosphatidylinositols (GPI) de la membrane cellulaire (Figure 7).
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Figure 7: Comparaison des structures des différents ligands de NKG2D
humains et murins.

Comme MICA, I'expression des autres ligands de NKG2D n’est pas ubiquitaire
mais restreinte a certaines cellules et tissus (Cosman et coll., Immunity. 2001). Ce sont
toutes des protéines induites et/ou régulées par le « stress » et on considere que chaque
type cellulaire exprime au moins un ligand de NKG2D.

Des formes solubles de MICB, ULBP1, 2, et 3 ont également été décrites.
L’utilisation d’inhibiteurs des métalloprotéinases a été associée a une diminution des
formes solubles et une augmentation des formes membranaires de MICA/B et ULBP2
révélant ainsi le mécanisme de relargage des formes solubles, par clivage protéolytique
(Salih et coll.,, ] Immunol. 2002) (Waldhauer et coll.,, Cancer Res. 2006) (Salih et coll,,
Hum Immunol. 2006). Par ailleurs, 3 isoformes solubles de ULBP4 (ULBP4-I; -II et -III)
et 2 isoformes solubles de ULBP5 (RAET1G2 et 3) synthétisées, non pas a la suite d'un
clivage protéolytique mais résultant d’'un épissage alternatif des transcrits, ont été
observées dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales et tissus tumoraux
primaires (Cao et coll., ] Biol Chem. 2007) (Cao et coll,, Int Immunol. 2008). Toutes ces
formes solubles, dépourvues de domaines transmembranaires, sont capables d’interagir
avec NKG2D puisque possédant toujours leurs domaines al et a2 nécessaires a cette
interaction. Bien que la fonction de ces ligands solubles de NKG2D soit encore mal
connue, leur fixation au récepteur NKG2D induit 'internalisation de ce dernier puis sa
dégradation, résultant en une baisse de la surveillance des cellules infectées,

transformées ou cancéreuses par les cellules cytotoxiques NKG2D(+) (Groh et coll,
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Nature. 2002). Ainsi, les ligands solubles de NKG2D et les mécanismes moléculaires et
cellulaires qui favorisent leur synthese ont été particulierement étudiés en cancérologie
et associés a 'échappement tumoral (détaillé ci-apres).

Un role de MICA/NKG2D a également été mis en avant dans la maturation et la
sélection des T CD8+ dans le thymus (Hiie et coll., ] Immunol. 2003). En effet, dans cette
étude, 'expression de MICA a été observée dans la zone médullaire thymique par les
cellules épithéliales et les corpuscules de Hassal, et associée a la présence, dans cette
méme région du thymus, d’'une sous-population de thymocytes simples positifs CD8+
exprimant NKG2D. Ce concept est supporté par un certain nombre de nouvelles données
récemment publiées dans le journal « Science Translational Medecine » (Shafi et coll., Sci
Transl Med. 2011). Cette étude montre d'une part, que le niveau d’expression de MICA a
la surface cellulaire est la résultante des polymorphismes du géne MICA. D’autre part,
les auteurs montrent que la réponse Tgamma/delta et NK via l'interaction du récepteur
NKG2D avec son ligand MICA n’est pas uniquement dépendante du niveau d’expression
de MICA par les cellules cibles mais également de la qualité (Allele) du ligand exprimé.
Ceci met en exergue l'inter-individualité de 'efficacité de la surveillance des cellules de
I'immunité innée et suggere ainsi une éventuelle « éducation » de ces cellules (Shafi et
coll, Sci Transl Med. 2011).

De facon plus anecdotique, une étude du groupe de Bush et collegues, révele les
effets antiprolifératifs de MICA sur des cellules T CD4+ et T CD8+ et cela,
indépendamment du récepteur NKG2D, suggérant la présence d’un autre récepteur pour
la protéine MICA a la surface de ces cellules (Kriegeskorte et coll., Proc Natl Acad Sci.
2005). Cependant, il s’agit 1a de I'unique rapport reliant I'expression de MICA a un effet
autre que celui dépendant de NKG2D.

En résumé, MICA est une protéine tres polymorphe dont I'expression a la
surface cellulaire est restreinte a certaines cellules et tissus. En effet, 'expression
membranaire nécessite le passage par de multiples « check point » et fait 'objet d’une
régulation exacerbée (Figure 8). Plusieurs mécanismes de régulation de MICA ont été
mis en évidence. Ces derniers peuvent intervenir au niveau transcriptionnel (facteurs de
transcription), post-transcriptonnel (microRNA) mais également au niveau post-
traductionnel (glycosylation et ubiquitinylation). L’expression de MICA a la surface
cellulaire est bien souvent transitoire. A la membrane, la protéine MICA peut étre

relargée sous une forme soluble a la suite d'un clivage protéolytique par des
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meétalloprotéinases. Ce clivage est lui méme favorisé par la palmitoylation de MICA et la

migration de ladite protéine dans les zones

meétalloprotéinases, les DRMs.
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Figure 8: Les mécanismes
cellulaires impliqués dans la

régulation de MICA.
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Tous ces mécanismes de régulation sont d’'une importance capitale pour le

controle de I'expression membranaire de MICA qui, du fait de sa fonction de ligand du

récepteur activateur NKG2D, ont été associés a de nombreuses pathologies, telles que le

cancer, l'infection, le rejet de transplantation et 'auto-immunité. Aussi, I'expression de

MICA, les mécanismes impliqués dans sa régulation, corrélés a telle ou telle pathologie

ou manifestation clinique, ont largement été étudiés ces dernieres années sans jamais

(ou trés rarement) prendre en compte le polymorphisme de MICA, ou linter-

individualité potentielle des mécanismes observés. Cette notion d’inter-individualité de

la réponse immune est pourtant de plus en plus explorée a l'ére ou la médecine

personnalisée promet de grandes améliorations de la santé humaine.
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1-24 MICA, NKG2DLs & les Pathologies Associées

MICA et les autres ligands de NKG2D sont des protéines induites par les stress
cellulaires, en particulier les infections virales et bactériennes et la transformation
tumorale. Les cellules NKG2D(+) tiennent un rodle prépondérant dans l'immuno-
surveillance naturelle ou innée des cellules dites « a risque ». Aussi de nombreux travaux
de recherche ont été menés visant a caractériser le réle des ligands de NKG2D dans les
processus d’échappement viraux et tumoraux ou comment les virus et les tumeurs
parviennent a parer les mécanismes de I'immunité innée utilisant le récepteur NKG2D.
De plus en plus d’évidences suggerent un réle important de NKG2D et de ses ligands
dans les pathologies auto-immunes méme si, les polymorphismes du bloc de génes
comprenant les genes du HLA de classe [, MICA et MICB, avaient depuis longtemps été
associés a ce type de pathologie. Le haut niveau de polymorphisme des protéines MICA,
qui en fait sa principale particularité, n’a cessé de susciter I'intérét des transplanteurs
ces 10 derniéres années et le role de MICA dans l'induction d’allo-anticorps post-

transplantation semble étre désormais acquis pour de nombreux groupes de recherche.

Ainsi, de part son inter-individualité de séquence et de structure, son expression
régulée par le stress et sa fonction de ligand de NKG2D, la molécule MICA fait I'objet
d’une attention croissante pour son réle dans les mécanismes immunologiques associés
a l'infection, au cancer, aux pathologies auto-immunes et au rejet de transplantation

(Figure 9).
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Figure 9 : Cloisonnement de la littérature traitant de la molécule MICA par
domaines de recherches et en fonction de I'année de publication. Les
publications ont été regroupées en quatre groupes distincts selon la thématique de
recherche : Infection, Cancer, Auto-immunité et Transplantation, puis classées en
fonction de I'année de publication. Sont considérées comme appartenant au libellé
« Formes membranaire de MICA » toutes publications décrivant I'expression ou la
modulation de MICA a la surface de cellules ou par des tissus. Le libellé « Forme soluble
de MICA » regroupe toutes les publications décrivant (1) la présence de la forme soluble
de MICA dans les surnageants de culture ou les sera des patients et/ou (2) les
mécanismes moléculaires amenant a la synthese de MICAs. Dans le libellé
« Polymorphisme de MICA » sont regroupées toutes publications
décrivant/caractérisant le polymorphisme de MICA au sein de la population d’étude (par
exemple : Patients leucémiques, transplantés rénaux...). Toutes publications décrivant la
présence d’anticorps anti-MICA sont regroupées dans le libellé « Anticorps anti-MICA ».
AN. La thématique de recherche « auto-immunité » regroupe également les publications
traitant de pathologiques inflammatoires chroniques, parfois supectées d’avoir un
caractere auto-immun.
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1-2.4.1 MICA, NKG2DLs et les infections bactériennes et virales

L’infection par les virus ou bactéries intracellulaires constitue un stress majeur
pour les cellules entrainant I'expression, par les cellules infectées, de signaux de danger
permettant leur reconnaissance par le systeme immunitaire de ’'hdte. Les premiers de
ces signaux vont se traduire par I'expression ou la surexpression des ligands de NKG2D.
Bien que les mécanismes moléculaires amenant a leur expression demeurent mal
connus, ceux-ci demeurent cellule hote et pathogene dépendant. En particulier, ce sont
les produits de synthése des différents pathogénes qui vont pouvoir guider I'expression

ou la non-expression de tel ou tel ligand de NKG2D pour une cellule donnée.

1-1.2.1a Les infections bactériennes

Peu de cas référencent I'expression d'un ligand de NKG2D a la suite d'une
infection bactérienne.

La surexpression du ligand de NKG2D, ULBP1, par les monocytes et macrophages
alvéolaires a été observée apres infection par Mycobacterium tuberculosis et permettrait
le contrdle de l'infection par les cellules NK (Vankayalapati et coll,, ] Immunol. 2005).
Par ailleurs, les travaux de Roy et collaborateurs montraient que l'expansion des
lymphocytes T régulateurs CD4(+)CD25(+)FoxP3(+) (Treg) au cours de l'infection par
M. tuberculosis était controlée par les cellules NK du fait de I'expression par ces Treg de
ULBP1 (Roy et coll,, ] Immunol.,, 2008). ULBP1 n’étant probablement pas le seul NKG2D
ligand impliqué dans le contrdle de la pathogénese infectieuse a M. tuberculosis. En effet,
une surexpression de MICA a la surface de cellules dendritiques et de lignées cellulaires
épithéliales infectées par M. tuberculosis avait plus tot été observée (Das et coll.
Immunity. 2001). D’autre part, une analyse comparative de la génétique de patients
infectés (n=300) ou non (494) par Mycobacterium avium suggere une plus forte
susceptibilité vis a vis de I'infection pour les patients porteurs du génotype MICA A6/A6
(Shojima et coll., ] Infect Dis. 2009).

Le groupe de Michael Borchers a également montré I'importance du systéme
NKG2DL/NKG2D dans le controle des infections respiratoires a Pseudomonas
aeruginosa. Premierement par I'observation, in vitro, d’'une surexpression de ULBP2 par
les cellules épithéliales pulmonaires humaines aprées infection et, in vivo, de la

surexpression de Rae-1 dans le méme type cellulaire également apres l'infection de
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souris (Borchers et coll, Infect Immun. 2006). Par la suite, l'utilisation de souris
transgéniques surexprimant Rael a la surface des cellules épithéliales pulmonaires
confirma le role important de I'expression de ce ligand de NKG2D dans le contrdle de
'infection a P. aeruginosa (Wesselkamper et coll., ] Immunol. 2008).

Plus récemment, Li et collaborateurs, utilisant un modele murin d’infection a
Salmonella enterica Serovar Typhimurium, rapportent une surexpression de MULT1 par
les cellules intestinales épithéliales infectées favorisant 'activation des T CD8(+) et Tyd
(Li et coll, Infect Immun. 2012). De méme, l'activation des Tyd dans le contrdle de
'infection a Brucella suis via NKG2D et la lyse des macrophages infectés a été reliée a
I'expression membranaire de ULBP1 par ces derniers a la suite de I'infection (Bessoles et
coll, Eur. ]. Immunol. 2011).

D’autre part, le LPS (Lipopolysacharide), une endotoxine synthétisée par les
bactéries a Gram négatif, a été décrit par Eissman et collegues pour induire une forte
expression de MICA a la surface des macrophages. L’analyse, par les auteurs, du
mécanisme cellulaire impliqué dans cette surexpression de MICA a permis
'identification du TLR-4 (Toll Like Recepteur) puis une diminution de I’expression des
microRNA, miR-17-5, miR-20a et miR-93 (initialement décrits pour réguler I'expression
de MICA) (Stern-Ginossar et coll., Nat Immunol. 2008), comme les médiateurs de I'effet

du LPS sur les macrophages (Eissmann et coll., ] Immunol. 2010)

1-1.2.1b  Les infections virales

L'immuno-surveillance des infections virales est une des fonctions principales
des cellules NK. L’'interaction des ligands de NKG2D, exprimés a la surface des cellules
infectées, avec leur récepteur, constitue donc la premiere alarme permettant au systeme
immunitaire de 'hote de détecter et de détruire les cellules infectées. Dans ce systéme, il
est absolument surpenant d’énumérer l'arsenal moléculaire et protéique développé par
les virus latents pour passer outre les mécanismes immunologiques de détection de
’hote, notamment par I'inhibition de I'expression membranaire des ligands de NKG2D. A
I'inverse, il est tout aussi incroyable de concevoir comment, au fil de I'évolution, la
pression exercée par les virus a permis au systeme immunitaire de I'hote d’évoluer pour
proposer aujourd’hui un si grand nombre de ligand pour un unique récepteur NKG2D.
Parmi ces ligands, et pour les mémes raisons, certains arborent un nombre élevé de

polymorphismes. C’est en particulier le cas des protéines MICA et MICB.
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Les protéines virales

Le virus latent qui fut I'objet du plus grand nombre d’études pour sa capacité a
échapper au systeme NKG2L/NKG2D est le cytomégalovirus (CMV). Plusieurs protéines
virales permettent au CMV d’inhiber I'expression membranaire des ligands de NKG2D.
Dans un modeéle murin d’infection au MCMYV, Krmpotic et collaborateurs observaient
I'effet de la protéine virale gp40 (produit du gene m152) sur I'inhibition de I’expression
de H60, se traduisant par une diminution de I'activation des cellules NK (Krmpotic et
coll, Nat Immunol. 2002). Cette méme protéine fut par la suite décrite pour également
inhiber I'expression de toutes les protéines Rae-1 (o a y) (Lodoen et coll, ] Exp Med.
2003). Plus tard, le groupe de Krmpotic identifiait le produit du géne m145 comme
étant responsable de l'absence de la protéine MULT1 a la surface de fibroblastes
infectés, malgré une forte surexpression des transcrits (Krmpotic et coll, ] Exp Med.
2005). Des phénomenes similaires furent par la suite observés avec les produits des
genes m155, provoquant la dégradation spécifique des protéines H60 par le protéasome
(Lodoen et coll, ] Exp Med 2004) (Hasan et coll., ] Virol. 2005); m138, induisant la
dégradation de MULT1 ainsi que de H60 via le lysosome (Lenac et coll, ] Exp Med.
2006).

L’homologue humain du MCMV (HCMV) dispose également d'un panel de
molécules et protéines empéchant I'expression des ligands de NKG2D par les cellules
infectées, qui signaleraient ainsi la présence du virus au systeme immunitaire de I'hote.
C’est ainsi que la protéine virale UL16 donna nom aux ligands de NKG2D nouvellement
découverts : ULBPs (UL16 binding protéins) pour la capacité d’'UL16 a se lier a ces
derniers in vitro, par l'utilisation de protéines recombinantes solubles (Cosman et coll.,
Immunity. 2001). Cette découverte fut confirmée par les travaux de Welte et
collaborateurs, qui révélerent, in vitro, dans un modele d’infection de fibroblastes, I'effet
de UL16 sur l'inhibition sélective de l'expression de MICB, ULBP1 et ULBP2 en
provoquant leur rétention intracellulaire au niveau du cis-Golgi, et sans effet aucun sur
I'expression de MICA ni ULBP3 (Welte et coll,, Eur ] Immunol. 2003). L’action de UL16 a
par la suite été étendue a I'ULBP6 (Eagle et coll, Hum Immunol. 2006). De facon
intéressante, le groupe de Peter Stastny décrivait en 2005 un mécanisme selon lequel
I'infection de diverses lignées cellulaires par HCMV entrainait, soit une surexpression du

polymorphique ligand de NKG2D, MICA, soit une absence d’effet voir une diminution
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I'expression de ce dernier, selon le polymorphisme de MICA exprimé par la cellule hote.
En effet, ces travaux mettaient en évidence l'incapacité du HCMV a prévenir 'expression
de la protéine mutée MICA A5.1 (Zou et coll, ] Immunol. 2005). La protéine virale
responsable de ce mécanisme fut par la suite identifiée comme étant 'UL142 et
provoquant également la rétention de MICA dans le Réticulum Endoplasmique et le cis-
Golgi (Chalupny et coll,, Biochem Biophys Res Commun. 2006) (Ashiru et coll,, ] Virol.
2009).

Le méme phénomene a récemment été observé avec la protéine K5 exprimée par
le «Kaposi’s sarcoma associated herpesvirus» (KSH) et sa capacité a réduire
I'expression de certains alleles de MICA. En effet, les auteurs de cette étude ont
caractérisé la protéine K5 comme ayant une activité «E3 ligase» qui permet
I'ubiquitination d'un résidu lysine du domaine transmembranaire des protéines MICA,
induisant ainsi leur dégradation par le protéasome. Résidu lysine, dont sa distance
par rapport au domaine transmembranaire semble étre une condition primordiale a
'efficacité de K5. Une condition non respectée par la topographie des protéines
tronquées MICA A5.1, qui ne présentent pas de domaine transmembranaire et qui, par
relation de cause a effet, résistent a I’action suppressive de K5 (Thomas et coll,, Proc Natl
Acad Sci USA. 2008).

Un role de la protéine virale NS3/A4 du VHC fut également avancé dans le
controle de I'expression de MICA, sans que le mécanisme d’action, ni une éventuelle
spécificité d’allele soient établis (Jinushi et coll,, ] immunol. 2003) (Wen et coll., Cell Mol
Immunol. 2008). Par la suite, plusieurs études ont associé certains polymorphismes de
MICA a une susceptibilité de développer un carcinome hépatocellulaire (CHC) chez les
patients infectés a HCV (Kumar et coll., Nat Genet. 2011) (Hoshida et coll, ] Hepatol.
2012). Récemment, une étude a montré que I'inhibition de I'expression du VHB dans des
lignées cellulaires de CHC induisait le rétablissement de I'expression de MICA, suggérant
l'utilisation par le HBV d’'un mécanisme permettant le controle de I'expression de MICA
(Tang et coll., Med Microbiol Immunol. 2009).

Comme les autres virus latents précédents, le VIH est également capable de
controler I'expression des ligands de NKG2D. Ainsi, la protéine « Nef » a été rapportée
comme étant capable d’inhiber l'expression de surface de MICA, ULBP1 et 2. Le
mécanisme moléculaire impliqué et, concernant MICA, I'éventuelle alléle-spécificité de

celui-ci n'ont pas été mis en évidence dans cette étude (Cerboni et coll, ] Gen Virol.
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2007). Plus récemment, les travaux du groupe de Galit Alter, ont révélés le relargage par
les TCD4(+) infectés d’une quantité significativement plus importante de la forme
soluble de MICA, détectée en quantité importante dans les sérums des patients
séropositifs (Nolting et coll,, Virology. 2010). Cette étude a permis la mise en lumiere
d’'un effet, jusqu’ici inexploré dans ce domaine de recherche, a savoir I'implication de la

forme soluble de MICA dans les mécanismes d’échappement des virus.

Les microARNs viraux

Les microARNs font également partie de la machinerie qu’utilisent les virus pour
échapper au systeme immunitaire de 1’hote. Le virus humain du CMV code également
pour un microARN «hcmv-miR-UL112 » favorisant I’échappement viral. En effet, celui-
ci permet I'inhibition de la traduction de MICB, et dans une moindre mesure de MICA, en
se liant de facon spécifique a leur région 3°'UTR (Ster-Ginossar et coll,, Science. 2007)
(Nachmani et coll., Nat Immunol. 2010). D’autres microARN viraux ayant pour cibles les
transcrits MICB ont également été décrits au cours de l'infection a 'EBV et a KSHV. Il
s’agit du miR-BART2-5p pour 'EBV et miR-K12-7 pour KSHV (Nachmani et coll., Cell
Host Microbe. 2009). Tres récemment, les travaux du méme groupe, dirigés par le
professeur Ofer Mandelboim, apportaient cette fois-ci la preuve de I'effet fonctionnel du
microARN « miR-J1-3p », exprimé de facon commune par le BK et le JC virus, sur

I'inhibition de ULBP3 au cours de l'infection (Bauman et coll., Cell Host Microbe. 2011).
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1-2.4.2 MICA, NKG2DLs et immunité anti-tumorale

L’expression de MICA et MICB, ainsi que des autres ligands de NKG2D est
restreinte a un nombre limité de cellules « saines ». L’expression ou la surexpression de
ces NKG2DL sera induite lors de la survenue d'un stress cellulaire ou lors de la
transformation tumorale (Groh et coll, Proc Natl Acad Sci USA.1999). Bien que les
mécanismes moléculaires menant a I'expression des ligands de NKG2D par les cellules
tumorales ne soient pas totalement élucidés, il est important de noter que la
tumorogénese est trés souvent liée aux processus d’altération de ’ADN ainsi qu’a la
perte de I'inhibition de contact, deux phénomeénes également liés a la régulation de MICA
(Tang et coll., ] Cell Biol. 2008) (Zou et coll, Hum Immunol. 2006). Par ailleurs, de
nombreuses tumeurs ont pour origine une infection virale (Papillomarivus et Cancer du
col de l'utérus; HTLV-1 et Leucémie ou encore HHV- et Sarcome de Kaposi...). Infections
qui constituent, la encore, un stress cellulaire favorisant I’expression des ligands de
NKG2D. Ainsi, l'expression constitutive de MICA et/ou d’autres NKG2DLs a été
largement observée chez nombre de lignées cellulaires et cellules primaires d’origines
tumorales de toutes provenances tissulaires (Cosman et coll, Immunity. 2001) (pour
revue : Nausch et Cerwenka. Oncogene. 2008). Il est donc tres facile de concevoir cette
surexpression des ligands de NKG2D par les cellules tumorales comme une « alarme »
permettant aux cellules effectrices de l'immunité innée de rapidement cibler puis
éliminer les cellules transformées via I'interaction NKG2DL/NKG2D.

En effet, ces dernieéres années, les démonstrations, in vitro de la lyse de cellules
tumorales exprimant un ou plusieurs NKG2DL par des cellules NK (Bauer et coll,
Science. 1999) (Groh et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 1999) et, in vivo, du rejet
préférentiel des tumeurs NKG2DL(+), préalablement implantées chez la souris par
comparaison aux tumeurs NKG2DL(-), (Cerwenka et coll,, Proc Natl Acad Sci USA. 2001)
(Diefenbach et coll, Nature 2001), ont mis en exergue l'importance des complexes
NKG2DL/NKG2D pour I'immunité anti-tumorale. Ces données furent confirmées par la
suite avec l'utilisation d’anticorps bloquants le récepteur NKG2D ou de souris
transgéniques NKG2D déficientes et 'observation d'une plus grande susceptibilité a la

progression tumorale (Smyth et coll. ] Exp Med. 2005) (Guerra et coll., Immunity. 2008).
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Alors par quel(s) mécanisme(s) le systeme NKG2DL/NKG2D est-il éludé au
cours de la tumorogénese ? De cette question plusieurs mécanismes d’échappement

tumoral ont pu étre mis en évidence :

L’exposition prolongée des cellules NKG2D(+) avec ses ligands
membranaires pourrait étre une cause de la diminution de I'immunité anti-tumorale.
En effet, de nombreuses études ont révélé une diminution de I'expression de NKG2D a la
surface des NK provenant de souris transgéniques KI pour MICA ou RAE-1, un ligand
murin de NKG2D (Oppenheim et coll., Nat Immunol. 2005) (Wiemann et coll., ] Immunol.
2005). Une diminution de l'expression de surface de NKG2D a la surface des NK a
également été observée apres I'exposition prolongée des NK (Plusieurs jours) avec des
cellules tumorales transfectées avec le NKG2DL H60 (Coudert et coll., Blood. 2005). Ces
études, d’'une part, mettent en lumieére un mécanisme par lequel NKG2D est internalisé
par la cellule NK apres interaction avec son ligand, et d’autre part, suggerent un concept
nouveau différenciant linteraction « ponctuelle» de NKG2D avec son ligand et
provoquant la lyse de la cellule présentatrice, de l'interaction « chronique » aboutissant
a une baisse de 'immunosurveillance des NK par une expression moindre de NKG2D a
leur surface. Ce phénomeéne pourrait donc constituer un mécanisme naturel, prévenant

d’éventuelles réactions immunitaires inadaptées, proches de 'auto-immunité.

Les ligands solubles de NKG2D sont également capables d’interagir avec
NKG2D et provoquer son internalisation, donc une diminution de son expression par les
cellules effectrices NKG2D(+) (Groh et coll,, Nature. 2002) (Wiemann et coll,, ] Immunol.
2005). Il s’agirait donc la aussi d’'un mécanisme en défaveur de I'immunité innée anti-
tumorale. Depuis, par le développement et la commercialisation de tests ELISA pour la
détection des formes solubles des ligands de NKG2D, leur présence dans les sérums des
patients atteints de cancer a fait 'objet d’'une vigilance accrue dans nombre de travaux
de recherche. Ainsi, les ligands solubles de NKG2D, en particulier MICAs, ont été détectés
en quantité plus importante dans les sérums des patients souffrants de tous types de
cancers, par comparaison aux patients sains ou atteints de pathologies non cancéreuses
(Tableau 1). Dans ces études, la présence de ligands solubles a tres souvent été liée a
une diminution de l'’expression membranaire de NKG2D et une diminution de la

cytotoxycité des cellules NK et T CD8(+). Par ailleurs, plusieurs études ont pu corréler la

63



quantité de ligands solubles de NKG2D, dans les séra des patients, a I'état de progression
du cancer et/ou au pronostique vital (Holdenrieder et coll, Int ] Cancer. 2006) (Paschen
et coll,, Clin Cancer Res. 2009) (Niickel et coll., Leukemia. 2010) (Yamaguchi et coll,,
Cancer Sci. 2012) (Tableau 1).

Tableau 1: Revue de la littérature décrivant la détection des formes solubles
de MICA et des autres ligands de NKG2D dans les sera de patients atteints de
cancer. PS=Patients sains; PC=Patients cancéreux; AML=Leucémie myéloide aiglie;
ALL=Leucémie lymphoblastique aigiie; CML= Leucémie myéloide chronique;
CLL=Leucémie lymphoide chronique ; T-NHL=Lymphome non-Hodgkinien a cellules T ;
MICAs=MICA soluble; ULBPs=ULBP soluble; **D’apres le résumé uniquement
(Publication non accessible)
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Plusieurs mécanismes moléculaires ont été mis en évidence comme pouvant étre
la cause de ce relargage massif de ligands solubles de NKG2D chez les patients atteints
de cancer. En effet, les travaux de Jinushi et collaborateurs ont corrélé la surexpression
de MICA soluble a une surexpression de ERp5, une protéine essentielle au clivage de
MICA par les métalloprotéines, au cours du myélome multiple (Jinushi et coll,, Proc Natl
Acad Sci USA. 2008). Un peu plus tot, Gumireddy et collaborateurs identifiaient ERp5
comme un facteur de risque favorisant les métastases du cancer du sein (Gumireddy et
coll, Proc Natl Acad Sci USA. 2007). De méme, l'activité des métalloprotéinases avait
également été décrite comme favorisant la tumorogénese (Borrell-Pages et coll.,, EMBO J.
2003) (Wildeboer et coll., ] Neuropathol Exp Neurol. 2006). Trés récemment, Barsoum
et collaborateurs ont montré l'effet direct de I'’hypoxie sur l'augmentation de
I'expression d’ADAM10 par des cellules cancéreuses. De cette surexpression d’ADAM10
en résultaient une diminution de I'’expression membranaire et une augmentation du
relargage des formes solubles de MICA, avec pour conséquence une visibilité des cellules
tumorales par les cellules NK diminuée (Barsoum et coll., Cancer Res. 2011). En effet,
plusieurs conséquences ont été associées au relargage des ligands de NKG2D par les
cellules tumorales. La premiere de ces conséquences est la diminution de I'expression de
surface des NKG2DL par les cellules tumorales. La seconde, se caractérise par une
diminution de la disponibilit¢é membranaire de NKG2D a la surface des cellules
effectrices par internalisation du récepteur ou, tout au moins, par compétition avec les
ligands membranaires de NKG2D.

Les travaux de Jinushi et collaborateurs ont montré I'effet des anticorps anti-
MICA, naturels ou induits par des traitements ciblant le blocage de la costimulation par
CTLA-4 ou des thérapies vaccinales utilisant des cellules tumorales autologues
apoptotiques, sur la diminution de la quantité des formes solubles de MICA circulantes
et sur 'augmentation de 'activité cytotoxique des cellules NK et T CD8(+) (Jinushi et
coll, Proc Natl Acad Sci USA. 2006 et 2008). Ces travaux ont mis en lumiére un
mécanisme nouveau selon lequel ces anticorps permettraient l'opsonisation, non
seulement des formes circulantes de MICA, mais également des cellules tumorales
exprimant un phénotype MICA(+).

La libération par les cellules tumorales d’exosomes présentant des ligands de
NKG2D est un nouveau mécanisme encore mal connu, mais de plus en plus associé a

I’échappement des cellules cancéreuses. En effet, Clayton et collaborateurs co-signent
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plusieurs publications décrivant l'expression, par les exosomes dérivant de cellules
tumorales, des protéines MICA et MICB, mais également de TGF-f, toutes trois ici
impliquées dans la diminution de I’expression de NKG2D a la surface des NK et T CD8(+)
(Clayton et Tabi, Blood Cells Mol Dis. 2005) (Clayton et coll., ] Immunol. 2008). De facon
surprenante, Ashiru et collaborateurs ont récemment montré 'expression sélective des
protéines mutées MICA*008/A5.1, et non les protéines MICA sauvages, par les exosomes
issus de cellules tumorales (Ashiru et coll,, Cancer Res. 2010), suggérant un possible
impact du polymorphisme de MICA sur la progression tumorale.

Peu d’études a ce jour ont recherché a relier les polymorphismes des ligands de
NKG2D, en particulier de MICA, a une prédisposition ou une protection vis a vis du
cancer (Figure 8). La mutation MICA A5.1, précédemment mentionnée, a été
alternativement associée a une résistance a l'encontre du carcinome nasopharyngé
(Tian et coll, Immunogenetics. 2006) et du cholangiocarcinome (Melum et coll,
Hepatology. 2008) et a une susceptibilité a I'égard du carcinome a cellules squameuses
(Tamaki et coll, ] Oral Pathol Med. 2007) (Tamaki et coll,, Clin Immunol. 2009). Le role
de la protéine mutée MICA A5.1 dans les différents types de cancer reste donc a

déterminer.
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1-2.4.3 MICA, NKG2DLs et auto-immunité

Le propre du systeme immunitaire est de définir et différencier ce qui reléve du
«soi» de ce qui releve du «non soi». Cette distinction faite, les composantes de
I'immunité peuvent alors s’atteler a éliminer ce qu’elles considérent comme composant
du « non soi ». C’est donc la que réside la principale difficulté du systeme immunitaire ou
comment différencier une cellule saine d’une cellule infectée, endommagée ou en cours
de transformation tumorale. Il s’agit ici de différences subtiles mettant en jeu des
mécanismes moléculaires complexes parmi lesquels I'expression des ligands de NKG2D
joue un role primordial (pour revue : (Caillat-Zucman, Hum Immunol. 2006) (Van Belle
et coll.,, Mol Immunol. 2009)).

Le diabéte de type I (DT1) ou diabete insulinodépendant (DID), se caractérise
par une destruction des cellules béta des ilots de Langerhans, cellules impliquées dans
la synthese de l'insuline. Le role de NKG2D a clairement été associé au développement
de cette pathologie auto-immune. En effet, Ogasawara et collaborateurs, par 'utilisation
d’'un modéle murin NOD (Non-obese diabetic), ont montré (1) 'expression de Rae-1 a la
surface des cellules des ilots pancréatiques des souris prédiabetiques alors que les
souris saines non, (2) I'expression de NKG2D par les TCD8(+) infiltrant le pancréas des
souris diabétiques, alors que chez la souris ces cellules n’expriment pas naturellement
NKG2D, et (3), que l'utilisation d’anticorps non-déplétants anti-NKG2D permettait de
prévenir la survenue de la pathologie (Ogasawara et coll, Immunity. 2004).
L’'importance du systeme Rae-1(cellules béta)/NKG2D(TCD8+) dans la survenue du
diabete auto-immun a tres récemment été confirmée (Markiewicz et coll, Immunity.
2012).

D’autre part, plusieurs études, chez la souris NOD et chez I’enfant atteint de DT1,
ont associées au DT1 d'importantes dysfonctions de 'activation et de la transduction du
signal a partir du récepteur NKG2D. Dans ces études, la dysfonction des NK a, de facon
surprenante, été associée a la détection de Rae-1 et MICA a la surface des NK,
respectivement, chez la souris NOD et chez les enfants diabétiques (Ogasawara et coll.,
Immunity. 2003) (Qin et coll,, Diabetes. 2011). L’expression de MICA par les cellules NK
avait par le passé été observée (McCann et coll,, ] Immunol. 2007) et, dans cette étude,
résultait d'un transfert des protéines MICA, exprimées a la surface des cellules cibles, a

la surface des cellules NK, apres contact et formation d’'une synapse immunologique. Les
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conséquences de I'expression de ligands de NKG2D a la surface des NK restent a définir
mais semblent corréler avec les observations de Ogasawara et Qin : Défaut d’activation
via NKG2D et diminution du nombre de cellules NK. Le role des NK dans le T1D reste
également a définir.

Plusieurs évidences en faveur d'une prédisposition génétique au développement
du T1D ont également été avancées. En particulier, le génotype HLA-DR3/DR4 a été tres
clairement associé au T1D (She et coll, Immunol Today. 1996) (Rewers et coll,
Diabetologia. 1996) (Erlich et coll,, Diabetes. 2008). A l'inverse le géene HLA-DRZ a été
défini comme protecteur (Valdes et coll, Diabetolgica. 2005) (Husain et coll, ]
Autoimmun. 2007). Par la suite, la susceptibilité des patients HLA-DR3/DR4 au T1D a été
étendue au gene de classe [, HLA*B3906 (Nejentsev et coll., Nature. 2007) (Baschal et
coll, Diabetologica. 2011). Naturellement, et étant donné le déséquilibre de liaison
existant entre HLA-B et MICA, de trés nombreuses études ont associé le polymorphisme
de MICA, en particulier le polymorphisme du microsatellite de '’exon 5, codant pour le
domaine transmembranaire de la protéine, comme élément supplémentaire
prédisposant au T1D. Dans ces études, la mutation MICA A5.1 (induit un codon stop
précocement, aboutissant a I'expression d'une protéine tronquée) a particulierement été
associée au T1D (pour revue : Gambelunghe et coll, Ann NY Accad Sci. 2007) (Ide et
coll, ] Clin Immunol. 2005) (Triolo et coll, ] clin Endocrinol Metab. 2009). Plus
récemment, ce sont les alleles de MICA associés a I'expression d'une Valine en position
129 (129(val)) qui ont été mis en évidence comme prédisposants la pathologie (Raache
et coll., Clin Vaccine Immunol. 2012). On peut noter, par ailleurs, que la mutation MICA
A5.1 est génétiquement liée a I'expression du polymorphisme 129(Val). Il reste a définir
si I'association observée entre le polymorphisme de MICA et le T1D résulte d’'une
conséquence fonctionnelle touchant directement I’expression ou la fonction de MICA, ou
si cela résulte uniquement du déséquilibre de liaison associant le gene MICA aux génes

du HLA.

La maladie Céliaque (ou coeliaque) (MC), appelée aussi « intolérance au gluten »
est une maladie chronique qui, comme son nom lindique, est déclenchée par la
consommation de gluten et se caractérise, chez les patients intolérants, par une atteinte
des villosités de lintestin gréle et la présence d'un infiltrat lymphocytaire

principalement constitué de T CD4(+), dirigés contre des peptides du gluten dans un
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contexte HLA-DQZ2 et/ou DQ8, au niveau de la Lamina propria, et de T CD8(+) au niveau
de I'épithélium intestinal (IELs : Intraepithelial lymphocytes) (pour revue : Sollid., Nat
Rev Immunol. 2002). Les mécanismes moléculaires et cellulaires expliquant les lésions
observées au cours de la maladie ont été associés a (1) une activité cytotoxique,
indépendante du TCR, mais médiée par NKG2D, des IELs du fait de la présence de fortes
concentrations d'IL-15 chez les patients atteints de MC (Mention et coll,
Gastroenterology. 2003) (Meresse et coll, Immunity. 2004) et (2) de la surexpression
des ligands de NKG2D, MICA et ULBP5, a la surface des cellules épithéliales intestinales
(Hie et coll, Immunity. 2004) (Eagle et coll, PLoS One. 2009). Par ailleurs, la
surexpression de MICA au niveau des villosités intestinales des patients atteints de MC a
directement été associée a la présence de gliadin, un peptide dérivé du gluten (Martin-
Pagola et coll, Immunogenetics. 2004). Plus récemment, le role éventuel de I'acide
arachidonique, relargué par les IELs, apres activation via NKG2D, le récepteur a IL-15 et
la transduction d’'un signal passant par la phosphorylation de la phospholipase
cytosolique Az (cPLA2) a été mis en avant comme pouvant contribuer aux lésions de la
CM en participant a I'activation des granulocytes (Tang et coll., ] Exp Med. 2009).

Etant donné la prédisposition génétique (HLA-DQ2/8) pour le développement de
la MC, le haut niveau de polymorphisme du gene MICA, le déséquilibre de liaison liant ce
gene aux genes du HLA, et la surexpression de MICA par les cellules épithéliales au cours
de la MC, le groupe de Tinto et collaborateurs a examiné la fréquence des
polymorphismes des génes du HLA de classe Il et de MICA parmi une population de
patients atteints de MC et comparée a une population de patients sains. Leurs résultats
ont, d'une part, confirmé la forte prédisposition a la MC des patients porteurs des alléles
HLA-DQZ2 et/ou D@8, et d’autre part, identifié la mutation MICA A5.1, principalement
retrouvé sur l'allele MICA*008, comme étant associée a la MC, en particulier le génotype
MICA A5.1/A5.1 (Tinto et coll,, Gig Liv Dis. 2008) (Bratanic et coll.,, Tissue Antigens.
2010). De fagon intéressante, cette mutation avait, au préalable, été associée a un défaut
de polarisation, d’adressage a la membrane cellulaire, par les cellules épithéliales

intestinales (Suemizu et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2002).
La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire chronique de nature auto-

immune pouvant entrainer des lésions a tout niveau de 'appareil digestif. Comme dans

la MC, celle-ci se caractérise par (1) une surexpression de MICA a la surface des cellules
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épithéliales intestinales et (2) la présence d’'une sous population lymphocytaire T
CD4(+)NKG2D(+) au niveau de la Lamina propria (Tieng et coll., Proc Natl Acad Sci USA.
2002) (Allez et coll., Gastroenterology. 2007). Dans cette derniere étude, les auteurs ont
également montré une forte expression de I'IL-15RB  par cette population
lymphocytaire, mais n’ont pas recherché a quantifier cette cytokine chez ces patients

atteints de la maladie de Crohn.

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune inflammatoire
chronique, qui se définie par une atteinte de la membrane synoviale. Celle-ci a été
associée a une infiltration lymphocytaire, en particulier une sous population
lymphocytaire CD4(+)CD28(-)NKG2D(+), et la détection locale et dans le sérum de fortes
concentrations d’'IL-15 et de TNFa (Groh et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2003). De plus,
de facon semblable a ce qui a été observé dans la pathogénése du DT1, il a été rapporté
une forte expression des ligands de NKG2D, MICA et MICB, par les synoviocytes des
patients souffrant de PR (Groh et coll,, Proc Natl Acad Sci USA. 2003) (Schrambach et
coll,, PLoS One. 2007). De fortes concentrations des isoformes solubles de MICA et MICB
ont par ailleurs été détectées dans les séra de ces patients (Groh et coll., Proc Natl Acad
Sci USA. 2003). Cependant, dans cette étude, les auteurs n’ont pas observé de diminution
de 'expression de NKG2D a la surface des cellules effectrices, probablement du fait de la
forte co-expression d’IL-15 et de TNFaq, cytokines stimulant I'expression de NKG2D
(Zhang et coll, Cytokine. 2008). Plus récemment, les travaux de Andersson et coll.
utilisant un modéle murin d’arthrite chronique, ont montré la surexpression des
transcrits du ligand de NKG2D, ici Rae-1, au niveau de l'inflammation. Cependant,
contrairement aux travaux de Groh et collaborateurs, les auteurs ont montré une
diminution de '’expression de NKG2D a la surface des NK au cours de la derniere phase
de la maladie (Andersson et coll., Arthritis Rheum. 2011). Dans cette méme étude,
l'utilisation d'un anticorps monoclonal anti-NKG2D, non déplétant, a montré un effet
bénéfique sur la cinétique d’apparition de I'arthrite, confirmant ainsi le réle de NKG2D
et de ses ligands dans cette pathologie. La encore, la ou les cause(s) et conséquence(s)
de cette surexpression de MICA et MICB par les synoviocytes de PR restent a définir.

Une susceptibilité génétique des patients souffrant de PR a également été mise en
évidence. Ainsi, de nombreux travaux ont pu associer l'expression des génes du HLA-

DRB1 a une plus forte susceptibilité de survenue de la PR (Reviron et coll., Arthritis
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Reum. 2001) (Jawaheer et coll, Am ] Hum Genet. 2002) (du Montcel et coll. Arthritis
Reum. 2005). Plus récemment, le SNP rs1051794 (Lys196Glu ou 196 K/E) a été associé,
et de facon indépendante du polymorphisme du HLA de classe I, a plus ou moins de
susceptibilité pour la PR. En particulier, dans cette étude, le variant « MICA 196lys » a
été associé a une protection a I'encontre de la PR (Kirsten et coll,, Arthritis Res Ther.
2009). L’explication mécanistique résulte, selon les auteurs, d'une probable plus forte
affinité de ce variant génétique de MICA pour son récepteur NKG2D. En effet, ce
polymorphisme est quasi strictement associé au variant « 129met », préalablement
décrit pour avoir une plus forte affinité avec NKG2D (Steinle et coll, Immunogenetics.
2001). A l'inverse, bien que Kirsten et collegues ne le mentionnent pas, leurs travaux
suggerent une plus forte susceptibilité des alleles de MICA porteurs des variant 196glu
et donc 129met. De facon intéressante, ces deux variants génétiques sont portés par
'allele MICA*008, I'alléle de MICA le plus fréquent dans de nombreuses populations, qui
est également porteur de la mutation MICA A5.1. 1l serait donc intéressant, comme cela a
été réalisé pour la maladie céliaque, de mesurer la fréquence du génotype A5.1/A5.1

chez des patients atteints de PR.

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie inflammatoire autoimmune se
caractérisant par une destruction progressive et de facon chronique de la myéline et
entrainant des 1ésions au niveau du systeme nerveux. Un rdle important de NKG2D et
ses ligands a également été mis en évidence dans la SEP puisque I'expression des ligands
de NKG2D, MICA/B, a été détecté au niveau des lésions de la substance blanche avec une
colocalisation avec un marqueur des oligodendrocytes. Dans ces mémes lésions, la
présence d’un infiltrat de cellules T CD8(+) a également été détectée (Saikali et coll, ]
Neurosci. 2007). Plus tard, de fortes concentrations de MICB ont été détectées dans les
séra des patients, en particulier dans les séra de patients prélevés au moment d’'une
poussée de la maladie (Fernandez-Morera et coll, Hum Immunol. 2008). Les mémes
auteurs ont montré par la suite un lien entre 'expression de l'allele MICB*004 et le
développement de la pathologie (Fernandez-Morera et coll., Tissue Antigens. 2008).
Dans ces deux derniéres études, contrairement a MICB, aucun role de MICA, ni dans
I'expression de sa forme soluble, ni dans la fréquence des différents alleles, n’a été

corrélé avec la pathologie.

72



D’autres maladies auto-immunes ont été associées a I'expression de NKG2D et de
ses ligands. Ainsi, Amroun et collaborateurs associent tres clairement le génotype MICA-
129met/met a la forme juvénile de la spondylarthrite ankylosante (Amroun et coll,
Hum Immunol. 2005). La fréquence de la sous-population lymphocytaire T
CD4(+)NKG2D(+) a par ailleurs été corrélée avec I'évolution du Lupus érythémateux,
suggérant également un réle important de l'interaction NKG2DL/NKG2D dans cette
pathologie (Dai et coll., ] Exp Med. 2009). La surexpression de MICA, in vitro, par les
cellules endothéliales (CE) a la suite de leur stimulation par les anticorps anti-CE
présents dans les séra des patients atteints de Granulomatose de Wegener (GW) et, in
vivo, au niveau de 'endothélium (péri)tubulaire de ces mémes patients, tout ceci associé
a la présence notoire d’'un infiltrat T CD8(+) et Ty§, révele également I'importance du
couple MICA/NKG2D dans la GW (Holmén et coll,, ] Am Soc Nephrol. 2005 et 2007)
(Capraru et coll,, Clin Immunol. 2008). En ce sens, les travaux récents de Menthon et
collaborateurs, ont montré une plus forte concentration d’IL-15 chez les patients
souffrant de GW, tout comme la présence de TCD4(+)NKG2D(+) (Menthon et coll,
Arthritis Rheum. 2011).
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1-2.4.4 MICA, NKG2DLs et rejet de greffe

Les protéines MIC, en particulier MICA, sont des protéines hautement
polymorphes avec 94 alleles décrits pour MICA et 35 pour MICB. Ces protéines sont
donc considérées comme faisant partie des antigenes mineurs du complexe majeur
d’histocompatibilité. En effet, du fait de ce polymorphisme qui les caractérise, de leur
expression par, notamment, les cellules endothéliales et épithéliales, et de leur
régulation par le stress et les cytokines pro-inflammatoires, un role important pour les
protéines MICA et MICB a été proposé en Transplantation, dans l'induction d’une
réponse allo-immune (1) dirigée contre le donneur, par la production d’allo-anticorps
capables de se fixer sur I'’endothélium du greffon, ou (2) dirigée contre les antigenes du

receveur apres allo-greffe de moelle osseuse ou de cellules souches hématopoiétiques.

Du fait de son important polymorphisme et de son expression par les cellules
endothéliales, le role de MICA dans l'induction d’allo-anticorps apres transplantation
d’organes vascularisés fut pour la premiéere fois proposé par le groupe de Peter Stastny,
en 1999 (Zwirner et coll, Hum Immunol. 1999). Plus tard, de nombreuses études ont
identifié la présence d’anticorps anti-MICA dans les sérums des patients
transplantés rénaux (Zwirner et coll, Hum Immunol., 2000) (Sumitran-Holgersson et
coll, Transplantation. 2002), cardiaques (Smith et coll., Am ] Transplant. 2009) (Zhang
et coll, Transplantation. 2011) et pulmonaires (Angaswanmy et coll, Hum Immunol.
2010) (Paantjens et coll, Pulm Med. 2011). Toutes ces études, et bien d’autres, ont
associé la présence des anticorps anti-MICA avec le rejet de transplantation.
L’'importante étude de Terasaki et collaborateurs, incluant deux cohortes de patients
transplantés rénaux de plus 1300 individus chacune, dépourvus d’anticorps pré-
transplantation et ayant un greffon fonctionnel a 6 mois post-greffe, a clairement établi
une diminution de la survie du greffon a 83% a un an, et 69% a 4 ans post-greffe, pour
les patients ayant développé des anticorps anti-MICA, par comparaison aux patients
sans anticorps avec des survies, respectivement, de 96% et 81% (Terasaki et coll., Am |
Transplant. 2007). Par ailleurs, quelques mois plus tard, le groupe de Peter Stastny
publiait les conclusions de leur étude sur l'effet des anti-MICA, présents dans les séra
des receveurs pré-transplantation, sur la survie de la greffe. Cette étude, qui incluait

1910 transplantés rénaux, a également confirmé l'effet délétere de la présence des

74



anticorps anti-MICA sur la survie de la greffe (Zou et coll,, N Engl ] Med. 2007). En ce
sens, la présence d’anticorps anti-MICA a été associée a la détection de dépots de C4d
sur des biopsies de transplantés rénaux (Alvarez-Marquez et coll, Transplantation.
2009) (Li et coll., Transplantation. 2010).

Malgré le nombre important de travaux, provenant de groupes distincts et
relatant tous des effets déléteéres des anticorps anti-MICA sur la survie de la greffe, et
pour tout type d’organes transplantés, la véracité de I'impact des anti-MICA sur la survie
de la greffe reste a ce jour controversée et contredite par quelques études (Smith et coll,,
Am ] Transplant. 2009) (Lemy et coll,, Transplantation. 2012). Il est toutefois important
de mettre en avant les limites de ce type d’analyse pour pouvoir en juger. Parmi celles-ci
on peut citer (1) le nombre d’individus formant la cohorte d’étude. Celui-ci étant
dépendant de la fréquence des patients pour lesquels des anticorps anti-MICA ont été
détectés donc (2) ; la technique utilisée pour la détection des anticorps anti-MICA. Ainsi,
dans I'étude de Terasaki et collaborateurs, la prévalence de I'immunisation anti-MICA,
post post-transplantation, était de 5,19 % (Terasaki et coll, Am ] Transplant. 2007).
Néanmoins, considérant la technologie employée pour la détection des anti-MICA
(Luminex), qui utilisait alors le domaine extracellulaire de huit alleles de MICA (*001 ;
*002; *004; *007; *008; *012; *017 et *018), ce chiffre peut assurément étre revu a la
hausse compte tenu du nombre d’alleles de MICA aujourd’hui identifiés.

La protéine MICA peut également étre relarguée sous une forme soluble, apres
clivage protéolytique de la forme membranaire. Les effets de cette forme soluble au
cours de la transplantation cardiaque ont été particulierement étudiés par le groupe de
Lopez-Larrea (Suarez-Alvarez et coll, Transplantation. 2006) (Suarez-Alvarez et coll,,
Transpl Immunol. 2006). Ces deux études ont révélé un effet bénéfique sur la survie du
greffon cardiaque lorsque la forme soluble de MICA a été détectée post-greffe. Par
ailleurs, un effet inverse a été prété aux anticorps anti-MICA lorsqu’ils étaient détectés
post-transplantation. De facon intéressante, ces études suggerent donc une absence
d'immunogénicité des formes solubles de MICA, voir méme un effet tolérogéne ou
immunosuppressif, en accord avec les effets observés lors de I'’échappement tumoral. Ce
concept met donc en avant un réle important du récepteur NKG2D dans le rejet de
transplantation. En ce sens, des infiltrats de cellules T CD8(+) dans les biopsies de rejets
de transplantations rénales (Seiler et coll., Am ] Transpl. 2007) et de cellules NK dans les

greffons de plusieurs modeles animaux d’allo-greffes (pour revue: Kitchens et coll,,
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Transplantation. 2006) ont été observés. Néanmoins le role exact de ces cellules dans les

meécanismes du rejet reste a définir, bien que de plus en plus étudié.

La maladie du greffon contre 'hote ou GVHD (Graft-Versus-Host Disease)
constitue la principale cause de rejet apres greffe allogénique de moelle osseuse, de
cellules souches hématopoiétiques ou de sang de cordon. Celle-ci provoque de graves
lésions tissulaires pouvant toucher aussi bien la peau que le tube digestif et/ou le foie.
Le role de MICA et de son récepteur dans la pathogénese de la GVHD a été mis en avant
apres l'observation de la forte expression des protéines MICA au niveau des lésions
caractéristiques de la GVHD, touchant la peau et les intestins des patients ayant subi une
greffe de cellules souches hématopoiétiques (Gannagé et coll., Transplantation. 2008).
Basé sur ces observations et, étant donné le polymorphisme de MICA, Parmar et
collaborateurs ont cherché a vérifier I'effet d'un mismatch de MICA entre donneur et
receveur (D/R) sur la prévalence de la GVHD. Leurs résultats ont révélé une plus forte
survenue de la GVHD lorsque les couples D/R présentaient un mismatch pour le gene
MICA, suggérant ainsi la possibilité que MICA constitue un antigene reconnu par les
lymphocytes T allo-réactifs au cours de la GVHD (Parmar et coll., Blood. 2009). Plus
tard, Boukouaci et collaborateurs ont, quant a eux, recherché les effets (1) du génotype
MICA-129val/met (Valine et Méthionine correspondant, respectivement, a une plus
faible et forte affinité avec NKG2D ; (Steinle et coll, Immunogenetics. 2001)), (2) de la
présence de I'isoforme soluble de MICA (MICAs) et (3) de celle des anticorps anti-MICA
sur le développement de la GVHD apres greffe de cellules souches hématopoiétiques.
Leurs résultats ont montré un effet délétere, et cumulatif, du génotype MICA-129val/val
et de I'apparition post-greffe de MICAs pour le développement d'une GVHD. A I'inverse,
la présence d’anticorps anti-MICA pré-greffe, dans cette étude, a été associée a une
moindre survenue de la GVHD (Boukouaci et coll, Blood. 2009). Dans cette étude, la
compatibilité entre donneur et receveur pour le gene MICA n’a pas été regardée. Le lien
entre le polymorphisme de MICA, I'expression de MICAs et I'induction d’anticorps reste

a déterminer.
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1-3  Objectifs de la these

Mon travail de These a été réalisé dans I'Institut de Transplantation, Urologie,
Néphrologie (ITUN), au sein de I’'équipe 5 du laboratoire INSERM UMR 1064. Ce travail
s’inscrit dans la thématique de I'équipe qui est de définir le rdle de la cellule endothéliale
dans la réponse immune en allo-transplantation et 'implication des molécules du HLA

de classe I non classiques.

Dans ce contexte, 'objectif principal de ma these a été d’analyser I'impact du

polymorphisme génétique sur l'expression endothéliale de MICA et les propriétés
immunorégulatrices associées. Les résultats obtenus tout au long de cette these ont été

répartis en trois parties (Objectif 1a, 1b et 1c).

Le second objectif de ma these a été, par la participation au réseau proVasc (pour

protection vasculaire), de mettre au point une série de tests sur les CE pour la détection
des propriétés antioxidantes et/ou anti-inflammatoires et/ou anti-AGE par des
molécules ou extraits végétaux d’origine végétale, a des fins thérapeutiques. Les

résultats obtenus sont présentés en dans la partie « Objectif n°® 2 ».

Objectif n'1a

Bien que la fréquence et I'implication de 'immunisation anti-MICA dans le rejet
de greffe aient été montrées par plusieurs études cliniques (Terasaki et coll, Am ]
Transplant. 2007) (Zou et coll, N Engl ] Med. 2007), les conditions de cette allo-
immunisation demeurent mal connues. Par ailleurs, le génotypage de MICA n’est pas
réalisé en routine et peu d’informations sont a I'heure actuelle disponibles pour détecter
un éventuel mismatch de MICA entre donneur et receveur avant la greffe, ni prédire une
allo-immunisation spécifique de MICA.

Utilisant une cohorte de donneurs d’organes, préalablement typés pour le géne
MICA par Nathalie Gérard (Al, INSERM), et pour lesquels nous possédons des cultures de
cellules endothéliales, isolées au moment de la greffe dans notre centre (ITUN, Nantes)
entre 1999 et 2012, mon objectif a donc été d’explorer I'impact fonctionnel de la

mutation MICA A5.1 (1) sur I'expression des formes membranaire et soluble de MICA par
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la cellule endothéliale du donneur, (2) d’en établir une corrélation avec une éventuelle
modification de sa fonction de ligand de NKG2D et (3) d’identifier I'impact du phénotype
endothélial MICA A5.1 sur linduction d’allo-anticorps post-transplantation rénale.

L’ensemble des résultats obtenus est présenté et détaillé dans le Chapitre II.

Ce travail a permis la rédaction de deux articles :

1- Tonnerre, P, N Gérard, M Chatelais, and B Charreau. "MICA Gene
Polymorphism in Kidney Allografts and Possible Impact of Functionally
Relevant Variants” Transplantation Proceedings 42, no. 10 (December
2010): 4318-4321.

2- Tonnerre, P, N Gérard, M Chatelais, C Poli, S Allard, S Curry, C
Bressollette, A Cesbron-Gautier, and B Charreau. "AS5.1 Mutation
Influences Endothelial MICA Expression and allosensitization in Kidney
Transplantation” (J Am Soc Néphrol., In press)

Objectif n'1b

La prolongation de la durée de vie du greffon a la suite d'une allo-transplantation
constitue la principale mission des transplanteurs une fois I'acte chirurgical accompli. Le
maintien de la survie d'une allo-greffe nécessite la prise d'un traitement
immunosuppresseur lourd. Celui-ci n’est pas sans danger pour le patient transplanté,
puisque le rendant vulnérable aux infections et au développement de tumeurs.

La réactivation du BK virus, est une complication infectieuse émergeante qui peut
gravement mettre en péril le devenir d‘une greffe. Les mécanismes immunologiques et
virologiques impliqués dans cette réactivation demeurent peu documentés. Néanmoins,
l'inter-individualité face a la réactivation du BK virus post-greffe, et ce pour un méme
traitement immunosuppresseur, pourrait suggérer une prédisposition génétique de
I’hote a I'établissement d’'un processus de réactivation.

Dans ce contexte, mon objectif a été (1) de mesurer la fréquence de la mutation
MICA A5.1 au sein d’une cohorte de 88 couples donneurs/receveurs transplantés
rénaux, et (2) de caractériser, in vitro, 'impact de la forme tronquée de MICA, MICA A5.1,
et de son interaction avec son récepteur NKG2D, sur le contrdle de l'infection au BK
virus. La description des résultats obtenus est présentée dans le Chapitre III de cette

these (Article en préparation).
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Objectif n'ic

Au-dela du polymorphisme allélique qui caractérise le gene MICA, le troisieme
objectif de mon travail de these a consisté, a travers I'utilisation de la bio-collection de
cellules endothéliales qui était mise a ma disposition dans notre laboratoire, a
rechercher et caractériser des variants génétiques de MICA susceptibles de modifier son
expression par les CE du greffon et/ou altérer sa fonction de ligand de NKG2D. Notre
collection de CE est en effet un outil unique permettant d’explorer des modifications
phénotypiques et fonctionnelles associées a un variant génétique donné, dans la cellule
endothéliale artérielle humaine. Au cours de ce travail, j’ai pu associer une délétion en 5’
de l'intron 4 du gene MICA avec un phénomeéne d’épissage alternatif, conduisant a
I'expression de transcripts originaux. L’ensemble des résultats obtenus est présenté
dans le Chapitre IV. Ce travail réalisé en étroite collaboration avec Nathalie Gérard (Al ;
INSERM) et Pierre-Jean Gavlovsky (Master 2 BBRT, Université de Nantes) a permis la

rédaction dun brevet (En cours de dépdt) et fera prochainement l'objet d’une

publication.

Objectif n°2

L’'inflammation et le stress oxydant jouent un role primordial dans la dysfonction
endothéliale et dans la survenue de maladies cardiovasculaires. Au cours de ces trois
années de these, j’ai pu activement prendre part aux travaux du réseau « proVasc » qui
avait pour mission l'identification de nouvelles molécules et de nouveaux extraits
d’origine végétale pour leur propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et/ou anti-
AGE (Advanced glycation end). Mon objectif dans ce réseau a donc été I’élaboration de
tests, utilisant des cultures primaires de cellules endothéliales humaines, puis le
screening de 74 molécules purifiées et de 86 extraits végétaux pour leur capacité a
inhiber I'expression membranaire de VCAM-1 ou a protéger les CE de 'apoptose induite
par les AGE. Les résultats obtenus sont présentés dans le Chapitre V et font I'objet d’'un

article soumis pour publication (Annexe I).

G Rakotomalala, C Agard, P _Tonnerre, S Derbré, S Michalet, J
Hamzaoui, M Rio, B Charreau, G Loirand, and P Pacaud. « Extract from
Mimosa Pigra attenuates chronic experimental pulmonary
hypertension » (Article soumis)
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Par ailleurs, au cours de ces trois années de these, jai pu apporter ma
contribution aux travaux développés par I'équipe et ses collaborations. Les articles

scientifiques décrivant ces travaux sont présentés en annexe II et III.

Guitton C., Cottereau A., Gérard N., Quillard T., Chauveau A.,
Devalliere J., Tonnerre P. and Charreau B. « Protective crosstalk
between Activated Protein C and TNF signaling in vascular endothelial
cells: Implication of EPCR, non canonical NFkB and ERK1/2
MAPKinases », Am. J. Physiol.: Cell Physiology, 2011

Mathilde A., Tonnerre P., Nedellec S., Oger., Morice A., Guilloux Y
Chalmeau E, Charreau B and Gervois N. « Cross-recognition of
allogeneic endothelial cells by HCMV-committed HLA-E-restricted
CD8+ T cells », (Article en révision, PLoS One)

80



CHAPITRE II :
Impact de la mutation MICA AS. T sur
I'expression endothéliale de MICA :
Conséquences sur I'induction d'allo-anticorps

post-fransplantatfion rénale
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2-1 Présentation de I'Etude

La molécule MICA est une glycoprotéine membranaire qui, comme les protéines
du HLA, présente un haut niveau de polymorphisme. En plus de ce polymorphisme, son
expression par les cellules endothéliales (CE) et sa régulation par les stress cellulaires et
les cytokines pro-inflammatoires font de MICA une cible potentielle pour le
développement d’'une réponse allo-immune, post-transplantation (Zwirner et coll., Hum
Immunol. 1999). Ainsi, ces 10 dernieres années, I'intérét des transplanteurs pour MICA
n‘a eu de cesse d’augmenter, de méme que les preuves scientifiques associant la
présence d’anticorps anti-MICA dans les séra des transplantés a une diminution de la
survie des greffons (Terasaki et coll, Am ] Transpl. 2007) (Zou et coll,, N Engl ] Med.
2007).

Cependant, les bases moléculaires conduisant, post-transplantation, a une
immunisation a 'encontre des protéines MICA demeurent mal connues. En outre, le
génotypage de MICA n’est pas réalisé en routine, laissant peu d’informations aux
cliniciens pour déceler les éventuels effets d’'une discorrespondance des alleles de MICA
sur le devenir de la greffe. Ainsi, la question de la nécessité du typage MICA, pré-
transplantation, des couples de donneurs et de receveurs reste en suspend.

La détection des anticorps anti-MICA dans les séra des patients transplantés est
réalisée par cytométrie en flux, selon la technique du LUMINEX. Celle-ci utilise des billes
sur lesquelles ont été fixées différentes protéines recombinantes correspondant a
différents alleles de MICA. Aussi, la conformation tridimensionnelle des protéines
utilisées dans cette technique est-elle optimale pour la détection des anticorps anti-
MICA ? Ces anticorps anti-MICA sont-ils capables de se fixer a la CE présentant a sa
surface une qualité et une quantité plus « physiologique » d’antigene MICA ? Du fait de
son polymorphisme, certains alleles de MICA sont-ils plus immunogéenes que d’autres ?
En d’autres termes, les polymorphismes de MICA peuvent-ils influer sur le niveau
d’expression des antigenes MICA a la surface des CE ?

Contrairement aux anticorps anti-MICA, la détection de la forme soluble de MICA,
post-transplantation a été associée a une protection vis a vis du rejet (Suarez-Alvarez et

coll, Transplantation. 2006) (Suarez-Alvarez et coll,, Transpl Immunol. 2006). Ainsi, les
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polymorphismes de MICA peuvent-ils influer sur I'expression qualitative et quantitative

de la forme soluble de MICA ?

Pour répondre a ces questions, nous avons utilisé une bio-collection de cultures
primaires de CE, isolées a partir d'un fragment de l'artere rénale des donneurs prélevé
au moment de la greffe. Cette collection, initiée en 1999, en partenariat avec le service
clinique de transplantation du CHU de Nantes, comprend aujourd’hui plus de 100
cultures primaires de CE. Pour chacune de ces cultures, la réalisation du typage
génétique complet de MICA nous a permis de sélectionner les CE des donneurs qui
exprimaient la mutation MICA A5.1, associée a l'allele MICA*008, pour une étude visant a
caractériser I'impact fonctionnel de cette mutation, exprimée de facons hétérozygote ou
homozygote, sur I'expression des formes membranaires et solubles de MICA par les CE
des donneurs. Utilisant ces CE comme cibles, nous avons comparé les résultats obtenus
par la technique du LUMINEX avec ceux obtenus par une technique de cross-match
endothélial, développée précédemment (Canet et coll, Transplantation. 2012). Dans
cette démarche, les différences de reconnaissance par les anticorps anti-MICA présents
dans les séra de transplantés rénaux entre les CE exprimant un alléele de MICA muté ou
non, ont fait 'objet d’'une attention particuliere. Enfin nous avons recherché les effets
d’'un mismatch pour la mutation MICA A5.1 entre donneurs et receveurs sur I'induction
d’anticorps anti-MICA post-transplantation.

Les résultats que nous avons obtenus sont présentés et détaillés dans les Articles

1 et 2.
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2-2 Résultats

2-2.1 Résumeés

Dans l'article 1, nous avons caractérisé la fréquence des différents alleéles de
MICA au sein d’'une cohorte de donneurs d’organes pour lesquels nous disposons de
cultures primaires de CE, isolées a partir d’'un fragment de l'artere rénale, prélevé au
moment de la greffe. Parmi les 28 alleles de MICA identifiés, les alleles MICA*002, *004,
*008, *009*% *010, *011 sont les alleles les plus fréquents et représentent a eux seuls 70%
des donneurs. Outre le fait d’étre 'allele le plus fréquent MICA*008 (31,1%), ce dernier
est associé a la mutation MICA A5.1 correspondant a l'insertion d'une guanine au niveau
de l'exon 5, codant pour le domaine transmembranaire, et aboutissant a une forme
tronquée de la protéine MICA, sans domaine intracellulaire. La caractérisation de la
fréquence de la mutation MICA A5.1 a été étendue aux différents microsatellites de
I'exon 5 et au polymorphisme A/G en position 131 (codant pour les variants

fonctionnels 129Val/Met).

Dans l'article 2, utilisant les CE issues des donneurs d’organes de notre centre et
préalablement typées pour le géene MICA (article 1), nos résultats montrent que la
mutation MICA A5.1 est présente chez 13,3% des donneurs de fagon homozygote et
46,4% de fagon hétérozygote. Par Western-Blot, nous avons confirmé que les protéines
MICA A5.1 ont un poids moléculaire plus faible d'environ 10 kDa par comparaison aux
protéines MICA « sauvages ». Par cytométrie en flux, nous avons observé que les CE
homozygotes pour la mutation MICA A5.1 expriment 7-10 fois plus de protéines MICA a
leur surface par comparaison aux CE contréles. Nous montrons que la surexpression de
la protéine MICA A5.1 n‘est pas due a une plus grande stabilité de la protéine mutée
mais résulte d’'une augmentation similaire du taux de transcrits. Nous associons
I'expression de la mutation MICA A5.1 par les CE a une absence de forme soluble
(MICAs) mais au relargage d’une forme circulante via des exosomes. Nous avons mis au
point un test de cross-match endothélial par cytométrie de flux pour la détection et
I’étude des anticorps anti-MICA dans les séra des patients transplantés. Nos résultats
montrent une fixation allele spécifique des anti-MICA sur les CE et une fréquence et une

intensité de fixation plus importantes des anticorps sur les cibles endothéliales
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homozygotes MICA*008/A5.1. Le génotypage MICA, de facon rétrospective, d’'une
cohorte de 81 couples de donneurs et receveurs apporte la premiere évidence d’'un
impact significatif du mismatch MICA A5.1 dans I'induction d’anticorps anti-MICA post-
transplantation suggérant un réle immunodominant de cette mutation dans la réponse
humorale et faisant de MICA A5.1 un facteur de risque pour le développement d’'une

réponse allo-immune.
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Article 1

MICA Gene Polymorphism in Kidney Allografts and Possible Impact of
Functionally Relevant Variants

P. Tonnerre, N. Gérard, M. Chatelais, and B. Charreau

ABSTRACT

It is likely that the polymorphic MICA (MHC class I related chain A) molecules on
graft endothelial cells (ECs) may be a target for specific antibodies and T cells directed
against solid organ grafts. Although there is evidence for a role of MICA in vascular
and transplant biology, genotyping is not performed routinely, and thus there are few
correlations between polymorphism and endothelial phenotype. The present study
examined the frequency of the various alleles for the nonclassical MHCI MICA gene
among a cohort of kidney transplant donors, particularly MICA genetic variants
(MICA A5.1 and MICA-129) that may affect MICA expression and function on graft
EC. Genotyping was performed on genomic DNA derived from primary cultures of EC
established from transplant donors at the time of transplantation. Herein we have
reported that among 106 alleles analyzed, 28/69 MICA alleles were distributed among
7 major variants (*00804, *00801, *004, *00201, *00901*, *011, *010), representing
70% of the donors. MICA*008 the most abundant allele (31.1%) was associated with
the MICA AS5.1 mutation. The majority of donors (52.8%) had at least one MICA A5.1
allele, with 13.2% homozygous for this mutation. The MICA-129 val/val genotype,
which encodes a low-affinity ligand, was predominant (49%), while the MICA-129
met/met, corresponding to a high-affinity ligand, was observed in 11.3% of the
transplants. Our findings highlighted the MICA gene polymorphism that produces
functional diversity in transplant recipients with variable interactions between MICA

and its receptor NKG2D.

LTHOUGH genetic matching for the classical HLA
antigens is clearly a major determinant of successful
transplant outcomes, clinical data and previous studies
have demonstrate the roles of other polymorphic genetic
factors. The MHC class I chain-related gene MICA is a
prime candidate for such a genetic factor. The human
MHC class I chain-related genes (MICA and MICB) are
located within the HLA class I region of chromosome 6.
Likewise, classical HLA class I genes, (unlike other
nonclassical HLA class I genes; HLAE, -F and -G), the
MICA gene is highly polymorphic,"? with atleast 69
alleles  (http://www.anthonvnolan.org.uk/HIG). Func-
tionally, MICA neither builds B2-microglobulin (82-m)
nor has a role in peptide binding for antigen presenta-
tion. MICA is a ligand that activating the immunorecep-
tor NKG2D, a C-type lectin-like membrane glycoprotein
which is expressed on essentially all natural killer (NK)
cells, as well as on y8 and af CD8(+) T cells. MICA
proteins are physiologically expressed on the surface of a

0041-1345/10/$-see front matter
doi:10.1016/j.transproceed.2010.09.118
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limited set of cells including intestinal epithelial cells,
endothelial cells (ECs), monocytes, and fibroblasts.?
Consistent with the high polymorphism of MICA mole-
cules, specific antibodies against MICA have been re-
ported in the sera of patients who have rejected kidney
allografts, suggesting their potential role in transplant
immunopathology.*> However, MICA genotyping is not
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performed routinely; the correlation between MICA
polymorphism and its expression and function on graft
ECs is still unknown. The present study examined the
frequency of MICA gene alleles among a cohort of kidney
transplant donors with particular focus on variants MIC
A AS5.1 and MICA-129 that may affect MICA expression
and function on graft ECs.

MATERIALS AND METHODS
Subjects and Samples

From 1999 to 2009, primary cultures of vascular ECs were estab-
lished routinely from deceased kidney allograft donors. All kidney
or kidney/pancreas transplant recipients were followed at our
institution. The study was performed according to the guidelines of
the local ethics committee.

Cell Culture and DNA Isolation

For EC isolation, vessels were incubated with collagenase A
(Roche, France) for 30 minutes at 37°C. The EG selected using
CD31-Dynabeads (Dynal, France), were characterized before
storage, and grown as previously described.® Genomic DNA,
extracted from cultured ECs (3 X 10° cells) and using the
proteinase K/phenol-chloroform method, was employed for

genotyping.

MICA Typing: PCR and Genotyping

MICA exons were amplified with the following primers: MICAI-
F5'-ACGCGTTGTCTGTCCTGGAA-3',MICA1-R5'-GAGGT-
GCAAAAGGGAAGATG-3" for exon 1, MICA2-F5'-ATT-
TCCTGCCCCAGGAAGGTTGG-3" and MICA2-R 5'-AGA-
CAGGTCCCTGCTCTCTG-3" for exon 2, MICA3-F 5'-
TTCGGGAATGGAGAAGTCACTGC-3’, MICA3-R 5'-AAA-
TGCCTTCATCCATAGCACAG-3' for exon 3; MICA4-F 5'-
GACTTGCAGGTCAGGGGTCCC-3', MICA4-R 5'-TGTC-
CCTACCCTGGCCTGACC-3" for exon 4, MICAS-F 5'-
CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3’, MICAS-R 5'-CCTT-
ACCATCTCCAGAAACTGC-3" for exon 5, and MICAG6-F;
5'-GATGTTGATGGAGTGATGGGA-3', MICA6-R; 5'-CAA-
AGTGTTGGGATTACAGGCGTGAGC-3' for exon 6. PCR
for MICA exons 1, 5, and 6 were performed using 100 mg of
DNA, 12.5 mmol/L dNTPs, 1x Taq buffer, 2 mmol/L MgCI,, 0.1
U Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, Calif), and 10
pmol/L of each oligonucleotide. For MICA exons 2, 3, and 4, we
first performed a PCR using 100 mg DNA, 15 pmol/L of each
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primer,” 12.5 mmol/L dNTPs, 1 U of Herculase Taq (Stratagene,
La Jolla, Calif). Then nested PCRs, were performed with 1 uL
of PCR product under conditions reported above for exons, 1, 5,
and 6 using a PTC200 thermocycler (BIO-RAD Laboratories,
Hercules, Calif). Conditions for long PCR for exons 2, 3, and 4
were: 95°C for 2 minutes, 30 cycles of 95°C for 20 seconds 63°C
for 20 seconds, and 72°C for 1 minutes 10 seconds. For nested
PCR and PCR for exons 1, 5, and 6, the conditions were 95°C for
5 minutes, 30 cycles of 95°C for 20 seconds at specific melting
temperature for 20 seconds, and 72°C for 1 minutes. A final cycle
at 72°C for 5 minutes, was applied for all PCR reactions.
Products were electrophoresed on 1% agarose gels. The DNA
sequencing (Sequencing Core Facility INSERM/IFR26, Nantes,
France) employing a 48-capillary AB 3730 automatic system
(Applied Biosystems, Foster City, Calif) was analyzed with
ChromasPro 1.5 software (Digital River GmbH, Shannon, Ire-
land).

RESULTS
MICA Allelic Polymorphism

Fifty-three donor EC cultures of corresponded to renal
transplantations performed between 1999 and 2009. Among
the MICA 106 alleles analyzed, 28 were observed among
our cohort (Fig 1). The MICA*008 was the most frequent
one (31.1%), including MICA*00804 (17.5%) and
MICA*00801 (13.6%), followed by MICA*004 (9.7%).
There was a similar frequency for MICA*00201 (7.8%),
MICA*00901 (7.8%), MICA*011 (6.8%), and MICA*010
(5.8%), while the other alleles (n = 21) accounted for less
than 3%. Among 41 genotypes, MICA *00801/*00804 was
the most often present one (14.6%).

MICA Exon 5 Microsatellite Polymorphism

MICA has a triplet repeat microsatellite polymorphism
(GCT), in the transmembrane region, which consists of
five allele—A4, A5, A5.1, A6, and A9.8 According to the
open reading frame of the MICA cDNA, the microsat-
ellite encodes polyalanine. Therefore the number of
alanine residues differs by the number of triplet repeats,
eg., A4 is defined to contain 4 GCT repeats. The AS5.1
MICA allele contains 5 triplet repeats plus one addi-
tional nucleotide insertion (GGCT) that causes a frame-
shift mutation leading to a premature intradomain stop

. .
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MICA allele polymorphism in transplant donors.
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codon. Previous studies have suggested that MICA AS.1
encodes a truncated protein with possible aberrant ex-
pression and cellular localization.” We observed a 52.8%
(n = 28) frequency of the MICA AS5.1 allele in our cohort
(Table 1). Importantly, 13.2% (n = 7) of transplant
donors were homozygous for MICA AS.1, whereas 39.6%
(n = 21) were heterozygous. The MICA AS5.1 mutation
was associated with four alleles: *23, *028, *053, and
*008, the last being the most represented allele among
our cohort of transplant donors.

MICA-Amino Acid 129 Polymorphism

A polymorphic methionine (met) to valine (val) variation at
amino acid position 129 of the o2 heavy chain domain is in
linkage disequilibrium with other allelic changes. It catego-
rizes MICA alleles into high (MICA-129 met) and low
(MICA-129 val) affinity ligands for the NKG2D receptor.
Consequently, MICA-129 polymorphism may influence ef-
fector cell function. Consequently, A — G polymorphism in
exon 3 at position 454, which decides the amino acid at
position 129, was examined among 53 transplant donors
(Table 2). The observed genotype frequencies were: MICA-
129 met/val heterozygous, 21/53 (39.6%); MICA-129 met/
met homozygous, 6/53 (11.3%); and MICA-129 val/val
homozygous, 26/53 (49%).

DISCUSSION

This study examined the genetic polymorphism of MICA
among a population of transplant donors. The aim of this
study was to investigate whether functionally relevant
MICA variants affect recognition by allogeneic
NKG2D+ effector cells graft endothelium. The domain
organization of MICA includes: one leader peptide en-
coded by exon 1, three extracellular globular domains
encoded by exons 2-4, one transmembrane (TM) domain
encoded by exon 5, and a cytoplasmic tail encoded by
exon 6. Herein, we have reported that, among 106 alleles
analyzed, 28/69 showed 7 major alleles: *00804, *00801,
*004, *00201, *00901, *011, *010. They represented 70%
of the donors. MICA*008, the most abundant allele
(31.1%), was associated with the MICA AS.1 mutation.
Furthermore, MICA polymorphisms may influence not
only the production of donor-specific alloantibodies but
also the cell-surface expression of MICA and its binding
to NKG2D on recipient effector cells. The majority of
donors (52.8%) showed at least one MICA A5.1 with
13.2% homozygous for this mutation. The protein en-

Table 1. MICA Exon 5 Polymorphism in Transplant Donors

Microsatellite Homozygous Heterozygous
in Exon 5 n n n
A4 12 (22.6%) no 12 (22.6%)
A5 9 (17%) no 9 (17%)
A5.1 28 (52.8%) 7 (13.2%) 21 (39.6%)
A6 26 (49%) 5(9.4%) 21 (39.6%)
A9 17 (32.1%) 1(1.9%) 16 (30.2%)

TONNERRE, GERARD, CHATELAIS ET AL

Table 2. Polymorphism of MICA Amino Acid 129 in
Transplant Donors

Homozygous Heterozygous
Polymorphism of
Amino Acid 129 Val/Val129 Met/Met129 Met/Val129
n 26 (49%) 6 (11.3%) 21 (39.6%)

coded by MIC A5.1 is shorter than its normal counterpart
and contains fewer hydrophobic amino acids, features
which may impair its cell-surface expression. Moreover,
individuals homozygous for the MICA AS5.1 allele may
display an altered immune response to stressed or virally
infected cells, as recently reported.'” When we analyzed
transplant donors for MICA exon 3 polymorphism at
position 129, the MICA-129 val/val genotype was pre-
dominant (49% of transplants), while the MICA-129
met/met variant corresponding to the high-affinity ligand
was observed in 11.3% transplants. In the context of
vascularized organ transplantation, the weak engagement
of NKG2D receptors by the low-affinity ligand MICA-129
val/val genotype may impair NK/cytotoxic T lymphocyte
cell activation. In contrast, robust engagement of
NKG2D receptors by the high-affinity ligand MICA-129
met/met genotype may promote cytotoxicity and EC lysis:
In sum, this study suggested that MICA gene polymor-
phism ditermining functional diversity may account for
variable MICA/NKG2D interactions in transplant recip-
ients. The clinical impact of this variability remains to be
determined. Variations in content and function, ie,
NKG2D binding reflecting MICA gene polymorphism,
will be further investigated at molecular and cellular level
of primary EC cultures isolated from the transplant
donors. Finally, this study should provide better knowl-
edge of the MICA implications for transplantation im-
munology, thus helping to design future detection and
monitoring assays.
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ABSTRACT

This study investigated the immunological impact of the 45.7 mutation, related to the
common MICA*008 allele, in renal transplantation from cellular to clinical levels. Using
MICA wild type (WT) or MICA A5.1 homozygous endothelial cells (ECs) we show that 45.1
mutation (59.5% of our transplant donors) elicits an endothelial phenotype characterized by
elevated MICA mRNA steady state and proteins at cell surface (7-10-fold increase versus
WT), and the exclusive release in exosomes instead of enzymatic cleavage. Mechanistically,
we found no quantitative change in regulatory miRNAs but we identified several novels SNPs
in MICA A5.1 3’UTR and 5’UTR regions. Functionally, 45./ ECs enhance NKG2D
interaction and NK cell activation, promoting NKG2D-dependent lysis of ECs. In kidney
transplant recipients, polyreactive anti-MICA sera bind preferentially to MICA A5.1 donor’s
ECs supporting MICA*008(AS.1) molecules as major antigenic determinants on graft’s ECs.
By determining the incidence of MICA A5.1 mismatch we provide the first evidence for a
statistically significant association between MICA A5.1 on transplant donor and anti-MICA
sensitization of kidney recipients. Together, our findings identify the A45./ mutation as an

immunodominant factor and a potential risk factor for transplant survival.
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INTRODUCTION

MHC class I-related chain A (MICA) antigens are surface glycoproteins strongly
implicated in innate immunity"”?. MICA is a ligand for the activating immunoreceptor
NKG2D, a highly conserved C-type lectin-like membrane glycoprotein expressed on
essentially all natural killer (NK) cells, as well as on y3 and ap CD8(+) T cellg»*®is2 and
Flamme, 1995)

MICA proteins are physiologically expressed at the cell surface of a restricted number
of cell types including endothelial cells (ECs), epithelial cells, fibroblasts, dendritic cells and
activated TCD4+ and B lymphocytes’. MICA are stress-induced proteins regulated at cell
surface by infection (i.e. viruses and some intracellular bacteria), heat shock, DNA damage
response” and oncogenic transformation’. Dysregulation of MICA is associated with tumor

escape’ but also causes autoreactive T cell stimulation, thus promoting autoimmune diseases”.

MICA gene is highly polymorphic and more than 70 alleles have been reported so far
(http://hla.alleles.org)”'’. MICA also has a triplet repeat microsatellite polymorphism (GCT)
within Exon 5 encoding for the transmembrane region. Seven GCT (Alanine) repeats have
been described, corresponding either in a 4(A4), 5(AS), 6(A6), 7(A7), 8(AS8), 9(A9) or
10(A10) Alanine repetitions within the transmembrane region. Additionally, a mutation has
been associated with certain A5 repeat alleles. This mutation consists in a guanine insertion
after the second, among five, trinucleotide repeat (AS5.1) that causes a frameshift mutation
leading to a premature intradomain stop codon'"'%. Previous studies suggest that MICA A5.1
encodes a truncated protein with possible aberrant protein expression and cellular

localization®®.

Although genetic matching of the classical HLA antigens is clearly a major

determinant of successful organ transplant outcome, clinical studies demonstrate that MICA is
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another polymorphic genetic factor involved. Initial studies reported on specific antibodies
against MICA in the serum of patients who had rejected kidney allografts, suggesting a role

for these molecules in transplant immunopathology'*"

. Expression of MICA in transplanted
organs has been then demonstrated and anti-MICA antibodies have been associated with both
acute and chronic rejection in renal'®'’, pancreatic'® and heart transplants'. In renal
transplantation, anti-MICA antibodies post-transplantation have been reported in 5-9% of
recipients and cause a 10%-decrease in graft survival at 1 year’’. Together these findings
suggest a role for donor MICA antigens expressed on transplant ECs in the alloimmune
response. However, MICA genotyping is not routinely achieved and a possible correlation
between MICA polymorphism, MICA expression and function on graft’s ECs is still

unknown. Moreover, the molecular bases for MICA allospecific immunization are not well

understood.

The aim of this study was to evaluate the functional impact of MICA A5.1 mutation on
MICA expression by ECs and its clinical relevance in organ transplantation. Here, we
examined the frequency of MICA A5.1 mutation among a cohort of kidney transplant donors.
We demonstrate that MICA A5.1 mutation leads to abnormal expression of both surface
MICA expression and release soluble and exosomal MICA antigens by ECs. We show here
that endothelial MICA AS5.1 expression enhances NKG2D engagement on NK cells and is a
major antigenic determinant of the allele-specific anti-MICA humoral response in kidney

transplant recipients.
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RESULTS

Predominant MICA A5.1 mutation in kidney transplants associates with MICA
protein alteration in donor’s endothelial cells. Cultures of donor ECs corresponding to
renal transplantations performed in our institute (ITUN, Nantes, France) between 1999 and
June 2012 and prospectively isolated and stored have been used to determine the impact of
MICA A5.1 mutation on endothelial phenotype and immune functions. Consistent with our
previous study”', MICA genotyping of transplant donors (n=84) indicated that 45./ mutation
was found associated with four alleles: *023, *028, *053 and *008, the latest being the most
represented allele in our cohort (34.5 %, including MICA*0801 (18.4%) and MICA*0804,
(16.1%); Figure 1A). Overall, the frequency of the MICA A5.1 mutation was 59.5% in our
cohort including 13.1% (n=11) of A5./ homozygous and 46.4% (n=39) of heterozygous
carriers (Figure 1B). MICA A5.1 variant contains 5 GCT repeats plus a nucleotide insertion
(GGCT) (Figure 1C) that causes a frameshift mutation leading to a premature intradomain
stop codon within the transmembrane region, which delete the MICA cytoplasmic tail. As a
consequence of this mutation, expression of shortened MICA proteins in EC cultures from
A5.1 homozygous donors as compared to wild type (WT) donors (33 kDa versus 42 kDa,

respectively; Figure 1D) was observed by Western blotting after protein deglycosylation.

Elevated MICA expression on graft’s ECs features MICA AS5.1 donors and
enhances NKG2D activation. To determine whether MICA A5.1 mutation may cause change
in EC phenotype, MICA expression was compared on primary EC cultures issued from MICA
A5.1 homozygous (45.1/45.1, n=4), heterozygous (WT/A5.1, n=4) and controls (WT/WT, n=4)

transplant donors. First, FACS analysis (Figure 2A) shows that MICA surface expression was
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significantly higher on ECs from 45.1/45.1 donors compared to controls (MFI: 1085.7+190.5
for A5.1/45.1 vs 155.7+40.3 for WT/WT, **p=0.0073). In contrast, all group express equal
levels of HLA-A,-B,-C and other NKG2D ligands (NKG2DL): MICB, ULBP-2 and -3
(Figures 2B, 2C, 2D, 2E). ECs where MICA expression was intermediate were heterozygous

for the 45. 1 mutation.

The NKG2D receptor stimulates activating signals for cytotoxicity by binding
NKG2DL (MICA/B or ULBP1/2/3) on target cells**. Here, two models were used to study the
functional impact of MICA A5.1 EC phenotype. First, coculture of NKL cells with EC
monolayers were performed and showed (Figure 2F) that elevated MICA cell surface
expression on A5.1/45.1 ECs significantly decreases NKG2D expression on NK cells
compared to WIT/WT ECs (32.40+6.67% versus 50.80+4.93%, *p=0.0286) confirming
increased ligand/receptor interaction. Second, NK activation and cytotoxic activity toward
allogeneic ECs was measured. Enhanced MICA expression at EC target provokes a
significant increase in lysis (Figure 2G, 51.20+£11.11% versus 32.96+2.85% of lysis at 100:1
E:T ratio, for A5.1/45.1 and WT/WT, respectively, *p=0.0357). Together, these findings
provide evidence that transplant donors carrying the A5./ mutation have an elevated
expression of MICA protein on graft’s EC that triggers an enhanced NKG2D-dependent ECs

lysis by effector cells.

MICA A5.1 mutation causes change in the release of soluble and exosomal MICA
by ECs. A feature of MICA proteins is their ability to be released as soluble form by
proteolytic cleavage’. To define whether a higher expression of cell bound MICA may also
results in increased level of soluble MICA (sMICA), EC culture supernatants were collected

and sMICA was quantified by ELISA. Unexpectedly, release of SsMICA was found strongly
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reduced for MICA A5.1 heterozygous cells (1.82-fold decrease (*p<0.05) compared to the WT
group) while almost no soluble form was produced by A45./ homozygous ECs (Figure 3A).
Consistent with an impaired shedding of MICA from A5./ cells, inhibition of
metalloproteinases was significantly less efficient to maintain MICA surface expression on
A5.1 carriers than on WT ECs (32.543.2% versus 119.5+33.8% of basal MICA increase;
*p=0.0286; Figure 3B). Previous study reported the shedding of MICA AS5.1 proteins into
exosomes™, as a mechanism of immune escape used by some tumor cell lines. Here, the
release of exosomes was found similar in quantity from both W7 and A435.1 homozygous ECs
(3-4pg/10° ECs/48h, Figure 3C). However and consistent with high cell surface expression,
immunoblotting indicated that exosomes released from A5./ ECs expressed higher levels of
MICA mutated proteins with a dose-response observed for heterozygous and homozygous
cells whereas exosomes from WT ECs didn’t associated with MICA molecules (Figure 3D).
Thus, the genetic variant MICA A5.1 strongly impacts on MICA expression by altering cell

surface MICA and the release of soluble and exosomal forms of MICA from ECs.

Transcriptional and posttranscriptional control of MICA A5.1 expression. Next,
we investigated the regulatory mechanisms that may trigger elevated MICA expression on
MICA A5.1 ECs. Firstly, similar time courses of membrane-bound MICA decay was observed
for WT and A5.1 ECs in the presence of cycloheximide indicating that protein stability was
not involved (Figure 4A). In contrast, qPCR analyses indicated that A45./ phenotype
correlates with significantly higher mRNA steady state (1.96+0.83 and 4.00+0.96-fold-
increase for A45.1 heterozygous, and homozygous, respectively, versus WT MICA,

**p=0.0085) (Figure 4B).
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Among transcriptional mechanisms, regulatory miRNAs have been recently shown to
control basal MICA expression in cells**. We found no quantitative change in the miRNAs

previously reported to control MICA expression (miR-20a; -106b; -373; -520b) nor in

miRNAs that we found predicted to target MICA 3’UTR (http://www.targetscan.org) (miR-
105; -520f; -636) (data not shown). We further speculated that change in MICA A5.1
transcription rate could alternatively results from either an associated polymorphism in the
promoter region or/and in the 3’UTR region that is a target for miRNA regulatory activity™.
To test this hypothesis, sequencing of genomic DNA, in proximal 5* and 3’UTRs, from a set
of MICA WT (n=24) and A5.1 (n=10) transplant donors was achieved. As a result, 3 novel
SNPs were identified in the proximal 5’UTR (at -364; -338; -308 from start codon) but none
were specifically associated with MICA A5.1 (Figure 4C). Similarly, 7 novel SNPs were
founded in the MICA 3’UTR region (at positions: +19; +24; +28; +50; +80; +122; +157 from
the stop codon). Although none were specifically associated with MICA*008(A5.1), we

cannot exclude their contribution to regulatory mechanisms.

Graft’s ECs from MICA A5.1 donors are predominant targets of anti-MICA
responses in Kidney allograft recipients. The prevalence of anti-MICA antibodies post-
transplantation is around 5-9% and decreases graft survival by 10% at 1 year post-
transplantation®’. To investigate the clinical impact of having a high MICA expression on
graft ECs (i.e. transplant from a MICA A5.1 donor) we analyzed the specificity of anti-MICA
responses in a cohort of kidney allograft recipients. Sera from 28 recipients with anti-MICA
antibodies in the absence of anti-HLA antibodies were selected for the study. First, antibody
specificity for the various MICA alleles of the sera was determined by Luminex® assays.
Then, we developed an endothelial cell cross-match assay (ECXM) to test the MICA-based

reactivity of the sera on a cellular relevant target. To this end, sera were incubated with four
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EC cultures issued from donors homozygous for the 4 major MICA alleles represented in our
donor’s cohort: MICA*002(WT), MICA*004(WT), MICA*009(WT), MICA*008(AS5.1). A
representative example of ECXM+ is shown in the supplemental figure S1. Anti-MICA
antibody binding to the various ECs was detected by FACS as we previously described™.
Luminex analysis showed that when present in the sera, intensities of anti-MICA*008/*027
Abs in the sera were not higher than other specificity as determined by fluorescence intensity
(MFI). When tested on EC cultures expressing physiological level of membrane-bound
MICA, sera only bind to ECs from MICA*008(A5.1) donors (Figure 5A). Surprisingly,
similar or even higher antibody levels defined on beads coated with MICA*002; *004 or *009
proteins did not react with EC cultures from MICA*002(WT); *004(WT) or *009(WT)
donors. These findings are illustrated in the Figure 5B and supplemental figure S2
comparing the reactivity of a set of recipient’s sera on beads and ECs. Together, these data
show for the first time to our knowledge that anti-MICA antibodies bind to target graft’s ECs
in an allele-specific manner and also suggest that the level of MICA protein on 435./ mutated
EC is a key and a limiting parameter. To test this hypothesis, ECXM were repeated on
MICA*008(A5.1) ECs previously MICA-silenced using specific siRNA (Figure 5B)
(Efficacy of MICA silencing is shown in supplemental figure S3). Here, we demonstrate that
reducing MICA level on MICA*008(A5.1) ECs abrogates recipient’s sera binding to donor

ECs.

MICA A5.1 mutation mismatch is a major determinant of transplant recipient
immunization. As a consequence of our above findings attributing to MICA A5.1 changes in
graft’s EC phenotype and function, in circulating forms of MICA released by ECs and the
immunodominance of anti-MICA Abs, we hypothesized that a mismatch in MICA A5.1

between donor (D) and recipient (R), in particular the combination D(45.1)/R(WT) could
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promote MICA sensitization. To test this hypothesis, the clinical impact of a MICA A5.1
mismatch was investigated in a cohort of D/R pairs (n=81) with or without post-transplant
MICA sensitization, as we previously determined by Luminex single antigen assays.
Demographic data for both groups are presented in the Table 1. Genotyping for A5./
mutation was performed for both donors and recipients. D/R pairs were classified according
to their MICA genotypes and four MICA D/R combinations were defined. The distribution of
the D/R combinations was then statistically analyzed in the two groups of patients according
to MICA sensitization (Figure 6). Our results show that, the combination “Donor
A5.1/Recipient WT” was overrepresented in the group of MICA-sensitized patients (n=12;
41.3%) in comparison to group of non-immunized recipients. Interestingly, the D/R full
matching for A5.1 was found predominant (49.01%) in the non-immunized patients and low
within the MICA sensitized group (13.3%) Statistical analysis of MICA A5.1 and WT
distribution among donors and recipients in both groups demonstrates a significant
association between D/R MICA A5.1 mismatch and anti-MICA alloimmunization particularly

when donors carry the 4A5./ mutation (*p=0.0104).
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DISCUSSION

MICA*008 is the predominant allele in several populations®’>*

and is consequently
highly represented in transplant donor and recipient populations as demonstrated here.
MICA*008 is characterized by a mutation (45.7) leading to a premature stop codon resulting
in a truncated transmembrane and absent cytoplasmic tail''. Previous study from Bahram and
colleagues reported on cellular changes associated with MICA A5.1 mutation in epithelial

13 - ..29,30
cells”. However, except from recent studies™

, the functional impact of MICA genetic
variant as well as the endothelial expression and regulation of MICA have yet not been

explored.

By comparing MICA transcripts and proteins on cultured ECs from either wild type or
MICA AS5.1 heterozygous and homozygous donors we showed that 45./ mutation causes
elevated MICA protein at the cell membrane (7-10 fold increase versus W1 MICA). MICA
AS5.1 expression was not due to an increase in protein stability but rather reflects specific
regulatory control at transcription or post-transcription level. Multiple checkpoints operate to
control MICA expression including posttranscriptional mechanisms that allows a faster
regulation than could be achieved via transcriptional regulation. Several miRNAs have been
shown to play key regulatory role on MICA posttranscriptional control**. In our study, no
significant quantitative change was found for miR-20a, -105, -106b, -373, -520b, -520f and -
636. Nevertheless, we cannot exclude the possibility that cell-specific (i.e. endothelial-
specific) miRNAs contribute to MICA regulation in ECs. However, these miRNAs still
remain to be identified. We thought to investigate whether a specific polymorphism in the 5’
and 3’UTR regions of the MICA A5.I-associated-alleles could, independently of miRNA
level, impair miRNA binding and regulatory action. Genotyping the 5’ and 3’UTRs from

various MICA alleles reveals several SNPs in these regions. However, among the SNPs that
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we found none was specifically associated with the 45./ mutation. Ubiquitination and
proteasome degradation processes have been reported as important events regulating
NKG2DL expression in mouse and in humans®'. A viral E3 ligase, K5, ubiquitylates lysine
residues in the cytoplasmic tail of MICA and decreases cell surface expression of all MICA
alleles with a wild-type cytoplasmic tail but had no effect on cell lines homozygous for
MICA*008 allele®®. Future studies will be required to determine whether accumulated MICA

in A5.1 ECs results, at least partially, from impaired ubiquitination process.

Functionally, and consistent with high level of MICA expression, 45./ ECs increase
NKG2D interaction and activity in NK cells as compared to ECs expressing full length
MICA. As a consequence, activation of NK cells leads to an elevated NKG2D-dependent
lysis of allogeneic 45.71 EC targets. In the transplantation setting, our data suggest that donor
bearing the A5./ allele could have a higher susceptibility to cell lysis mediated by

NKG2DP*¥¢ effector cells (NK and T CD8+).

Shedding of MICA is one of the mechanisms by which human tumors evade NKG2D-
mediated immune destruction”>. Soluble MICA induces host immune suppression by down
regulation of surface NKG2D expression on NK cells and CTLs influencing immune response
and patient outcome in cancer’ and in cardiac transplantation®®. Exosomes derived from
cancer cells also express ligands for NKG2D*. Consistent with previous data in a tumor cell
line”, MICA*008(A5.1) accumulates in the EC supernatant as exosomes and mutated A45./
ECs fail to release soluble cleaved MICA. We also show, for the first time, that primary ECs
secrete large quantities of exosomes (even more than immature dendritic cells®).
Palmitoylation of two cystein residues in the intracellular domain of MICA is necessary for
proteolytic shedding of MICA®’. The absence of these two cysteins in A5.]1 mutated proteins
could explain the lack of MICA AS.1 protein shedding from ECs. Together these data suggest

that the common MICA*008(A5.1) allele provides specific immunoregulatory properties to
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ECs with exacerbated NKG2D interactions mediated via cellular contact but also via
exosomes released by ECs. The respective functional impact of soluble versus exosomal

MICA remains to be defined®.

Since initial report showing that MICA molecule, expressed at the cell surface of ECs,
is recognized by specific antibodies in sera of transplanted patients'*, numerous clinical
studies have sustained the detrimental impact of anti-MICA humoral response in kidney, heart

15173990 Nevertheless, the molecular basis for MICA

and lung transplantation
alloimmunization remains to be established*'. In the present study, we show that expression
of MICA AS.1 is a primary target of post-transplant antibodies in kidney allograft recipients
due to high MICA expression. Our results indicate that anti-MICA are alloreactive antibodies
that bind to graft ECs in an allele-specific manner. These findings further support a key for
MICA*008(A5.1) molecules all as both major antigenic determinant and target on recipient
sensitization sustained this hypothesis. Clinically, our retrospective cohort study aimed to
determine the incidence of a A45./ mismatch provides the first evidence of a statistically

significant association between MICA A5.1 mutation on transplant donors and anti-MICA

sensitization of kidney recipients.

To conclude, the A45.1 mutation related to the common MICA*008 allele elicits an
endothelial phenotype characterized by an exacerbated expression of MICA at cell surface,
the exclusive production of exosomes, expressing high level of MICA, as circulating MICA
molecules. We propose that MICA mismatch with MICA A5.1 phenotype on graft’s ECs in
MICA WT recipient is a major determinant for effector cellular and alloimmune humoral
responses suggesting that particular MICA mismatching between donor and recipient may be

a risk factor to consider in transplant long-term outcome.
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CONCISE METHODS

Subjects and Samples

Primary EC cultures are prospectively isolated since 1999 from transplant donors at
the time of kidney transplantation at ITUN (Nantes, France) and stored for research
purposes™ in the DIVAT Sample Biocollection (French Health Minister Project number

02G55).

To investigate the impact of MICA A5.1 mutation on recipient alloimmunization, a
total of 81 patients who underwent kidney transplantation between 1999 and 2010 at ITUN
(CHU de Nantes, France) were included in the study. This cohort includes 30 donor/recipient
pairs with post-transplant anti-MICA antibodies. A control group (n=51) includes transplant
donor/recipient couples with no antibodies against HLA class I, class II and MICA antigens
post-transplantation. To allow matching analyses, only donor/recipient pairs with genomic
DNA available for MICA typing were selected. Serology for anti-HLA class I, -class II and
anti-MICA antibodies before and after transplantation was performed by Luminex® assays
(Labscreen, One Lambda, Canoga Park, CA) at the Laboratoire HLA, EFS Pays de la Loire,
Nantes, France. The study was performed according to the guidelines of the local ethics
committee (CCPRB, CHU de Nantes, France). Consent was obtained before inclusion in this
study to the collection and storage of cells and DNA, (BioCollection INSERM, French Health

Minister Project N°02GS55).

Endothelial cell isolation and cell culture

Isolation and establishment of primary cultures of vascular ECs (HAEC) are isolated

and characterized as we previously described*”. ECs were cultured in Endothelial Cell Basal
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Medium (ECBM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 0.004 mL/mL
ECGS/Heparin, 0.1 ng/mL hEGF, 1 ng/mL hbFGF, 1 pg/mL hydrocortisone, 50 pg/mL
gentamicin and 50 ng/mL amphotericin B (C-22010, PromoCell, Heidelberg, Germany). ECs
were used between passage 2 and 5. The human NK cell line, NKL, was grown in RPMI 1640
media supplemented with 10% FCS, 4 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate, and 200 U/mL
of rIL-2 (R&D Systems). NKL cell line was kindly provided by Dr. Eric Vivier (Marseille,
France). For NKG2D analysis, NKL were incubated with confluent EC monolayers and

NKG2D expression by NKL was then measured by FACS.

Reagents and antibodies

The following mAbs were used: anti-pan HLA class I (anti-HLA-A,-B,-C; clone
W6/32) (American Type Cell Culture), anti-MICA (AMO1) and MICA/B (BAMO1, BAMO3)
were for BamOmab (Tubingen, Germany), anti-ULBP1, -2, -3 (R&D Systems, Lille, France),
anti-a5 integrin and anti-GAPDH (both from Chemicon, Val de Fontenay, France). Anti-
NKG2D mAbs as well as FITC and PE-conjugated anti-mouse F(ab’)2 and anti-human IgG
were from Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PE). For protein stability
analysis, confluent EC monolayers were incubated with cycloheximide (CHX, 50uM, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) for the indicated period of time. For inhibition of soluble MICA
release, ECs were treated with galardin (GM6001, 50pg/ml, Sigma-Aldrich) for the indicated

period of time.

MICA genotyping, 5’ and 3’UTR analysis

MICA typing of transplant donors and recipients was performed as we previously

described”'. MICA proximal promoter, exons and 3’UTR region were amplified with the
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following primers: MICApromo-F5’-ACGCGTTGTCTGTCCTGGAA-3’, MICApromo-R5’-

GAGGTGCAAAAGGGAAGATG-3> for the proximal promoter, MICA2-F 5’-

ATTTCCTGCCCCAGGAAGGTTGG-3’ and MICA2-R 5’-
AGACAGGTCCCTGCTCTCTG-3’ for exon2, MICA3-F 5’-
TTCGGGAATGGAGAAGTCACTGC-3, MICA3-R 5’-
AAATGCCTTCATCCATAGCACAG-3’ for exon3; MICA4-F 5’-

GACTTGCAGGTCAGGGGTCCC-3°, MICA4-R 5’-TGTCCCTACCCTGGCCTGACC-3’
for exon 4, MICAS-F 5-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3’, MICAS-R 5’-
CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3’ for exon5, and MICAG6-F; 5’-
GATGTTGATGGAGTGATGGGA-3’, MICA6-R; 5-

"ATGTTGATCAGGATGGTCTCGATC-3"for exon 6 and 5’UTR region.

PCR for MICA promoter, exons 5, 6 and 5’UTR were performed using 100ng of DNA,
12.5mM dNTPs, 1x Tag buffer, 2mM MgCl2, 0.1U Tag DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA) and 10pM of each oligonucleotide. For MICA exons 2, 3 and 4, we first
performed a PCR using 100ng DNA, 15pM of each primer®, 12.5mM dNTPs, 1 U of
Herculase® Tag (Stratagene, La Jolla, CA). Then, nested PCR were performed using 1uL of
PCR product and conditions reported above for exons 1, 5 and 6. PCR amplifications were
carried out on PTC200 (BIO-RAD laboratories, Hercules, CA) thermocycler. PCR products
were run on 1% agarose gels for control. DNA sequencing was performed (Sequencing Core
Facility INSERM/IFR26, Nantes, France) using a 48-capillary AB®3730 automatic system
(Applied Biosystems, Foster City, CA) and analyzed using ChromasPro 1.5% software

(Digital River GmbH, Shannon, Ireland).
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RNA and quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated using the Trizol reagent (Invitrogen). After phenol-
chloroform extraction and ethanol precipitation, total RNA (2ug) was treated with RNase-free
Turbo-DNase” (Ambion) before reverse transcription (RT). Treated RNA was then reverse
transcripted with mMLYV reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. Real-time quantitative PCR was performed in an ABI PRISM 7900 sequence
detection application program using labeled TagMan® probes (Applied Biosystems). The
following commercial ready-to-use primers/probe mixes were used (Applied Biosystems):
MICA (Hs00792 ml), hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT,
Hs99999909 ml) was used as an endogenous control to normalize RNA amount. Relative
expression between a given sample and a reference sample was calculated according to the 2~

. . . 44
«““method, where the reference represents one-fold expression, as previously described**.

siRNAs and silencing

Short interfering RNA (siRNAs) were designed, synthesized and purchased from
Ambion (Applied Biosystems). Cells were transiently transfected with 25 nM of non targeting
(siCONTROL) or MICA-specific siRNAs (siRNA#s8771, Ambion, Applied Biosystems)
using Lipofect AMINE™ RNAiIMAX reagent according to the manufacturer's instructions
(Invitrogen). The efficiency of silencing, determined by flow cytometry analyses in each

experiment, ranged from 70% to 90%.
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Immunoblotting

Cells or exosomes were lysed on ice in 20 mmol/L Tris-HCI (pH 7.4), 137 mmol/L
NacCl, 0.05% Triton X-100, 1 mmol/L supplemented with protease inhibitors (PIC, Sigma-—
Aldrich). Deglycosylation with Endoglycosidase H and Peptide:N-glycosidase F (Sigma-
Aldrich) was performed as we described previously®. Lysates (20 pg) were resolved by SDS-
PAGE (12%) and subjected to Western immunoblot analysis using specific antibodies for
MICA/MICB (BAMOL1), a5 integrin or GAPDH, and secondary horseradish peroxidase-
labeled anti-mouse antibodies (Cell Signaling Technology, St Quentin-en-Yveline, France).
Antibody-bound proteins were detected using an ECL kit (Amersham) and luminescent image
analyzer LAS-4000 (Fuyjifilm, Tokyo, Japan). Image analysis was performed with Multi

Gauge software (Fujifilm).

Flow cytometry, Luminex and endothelial cell cross-match (ECXM)

For phenotype analysis, cells (1-2x10° cells/sample) were harvested, washed twice
with PBS containing 1% BSA and 0.1% NaN3, and then incubated on ice for 30 min with a
saturating concentration of primary antibodies. After three washes, cells were incubated with
PE-labeled goat anti-mouse F(ab')2 IgG (Jackson Lab.) at 4°C for 30 min. Cells were fixed in
1% paraformaldehyde. Negative controls were performed using an istotype-matched IgG
control.

For experimental endothelial cell cross-match, target ECs (1-2x10° cells/sample)
isolated from MICA*002(WT), *004(WT), *008(AS5.1), *009(WT) or *010(null)
homozygous donors were suspended with Trypsin-EDTA (Gibco BRL), washed twice with
PBS containing 1% BSA and 0.1% NaN3, and then incubated on ice for 30 min with 25uL of
patient’s sera (dilution 74 in PBS/BSA/NaN3). After three washes, cells were incubated with a

FITC-labeled goat anti-human F(ab')2 IgG (Jackson Lab.) at 4 °C for 30 min. Cells were fixed
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in 1% paraformaldehyde. A positive ECXM was obtained when MFI was at least twice the
MFT obtained with EC control expressing MICA*010 (null), a MICA allele associated with
no membrane-bound MICA due to instable proteins*®. Negative controls were performed
using a pool of normal human AB sera (NHS) from 250 healthy male donors (EFS, Nantes,
France) or isotype-matched IgG control (Jackson Lab.). Experiments were repeated at least
three times. Sera from kidney recipient (n=28) tested in ECXM were provided by Laboratoire
HLA, (EFS Pays de la Loire, Nantes, France). These sera contain defined anti-MICA as
determined by Luminex Single Antigen (LABScreen, One Lambda) but no anti-HLA class I
or II antibodies. MICA single antigen kit allows detection of antibodies against MICA*001,
*002, *004, *007, 009, *012, *017, *018, *019, and *027. MICA*027 and MICA*008 share
the same extracellular region and have been considered equivalent in this study. Fluorescence
was measured on 10,000 cells/sample using a fluorescence activated cell sorter
(FACScantoII®: Becton Dickinson, Mountain View, CA) and analyzed using FlowJo®
software (Tree Star, Inc. Ashland, OR) and Cytobank®’. Data are depicted in histograms
plotting median ou geomean fluorescence intensity (MFI) on a four-decade logarithmic scale

(x-axis) versus cell number (y-axis).

Cell-mediated cytotoxicity assays

ECs labeled with 51Cr were incubated with NKL cells for 4 h at various E:T ratios.
The supernatants were obtained after the incubation and subjected to gamma counting. The
maximum or spontaneous release was defined as counts from samples incubated with 5%
Triton X-100 or medium alone, respectively. Cytolytic activity was calculated with the
following formula: % lysis = (experimental release - spontaneous release) x 100/(maximum
release - spontaneous release). The spontaneous release in all assays was less than 20% of the

maximum release.
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Soluble MICA and exosome analysis

Detection of sMICA was done using a sandwich-ELISA from BamoMab (Tubingen,
Germany). For exosome purification, confluent EC monolayers were cultured in ECBM
without serum or growth factor supplementation for 48h. Cell culture media were centrifuged
twice for 10min at 300g and then centrifuged for 30min at 10,000g. Supernatants were
centrifuged for 70min at 100,000g. Pellets containing exosomes were washed in PBS and

centrifuged for 70min at 100,000g. Exosomes were stored at -80°C before analysis.

Data analysis

The data are expressed as means + SEM and compared using nonparametric Mann
Whitney test or Kruskal-Wallis test (with Dunns multiple comparison post-test) if more than
two conditions. Statistical analysis of the association between donors/recipients MICA WT or
AS5.1 genotype mismatch and MICA alloimmunization was performed using Person-X* test.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego,

CA, USA). A value of p <0.05 was considered statistically significant.

109



ACKNOWLEDGEMENTS

The authors would like to thank Marie-Luce Chesneau (EFS, Nantes) for excellent
technical assistance and Dr. Katia Gagne (EFS, Nantes) for helpful discussions. This work
was supported by grants from L’Agence de Biomédecine (Recherche et Greffes 2009) and La
Société de Néphrologie. This work was also in part supported by an EU-funded Integrated
Project in Life Sciences, Genomics and Biotechnology for Health LSHB-CT-2006-037377.
P.T. was supported by grants from La région Pays de la Loire (PROVASC project) and the

« Société Francophone de Transplantation » (SFT).

DISCLOSURES

None.

110



10.

11.

12.

13.

REFERENCES

Bahram S, Mizuki N, Inoko H, Spies T: Nucleotide sequence of the human MHC class |
MICA gene. Immunogenetics 44: 80—81, 1996

Groh V, Rhinehart R, Secrist H, Bauer S, Grabstein KH, Spies T: Broad tumor-associated
expression and recognition by tumor-derived gamma delta T cells of MICA and MICB.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 6879-6884, 1999

Bauer S, Groh V, Wu J, Steinle A, Phillips JH, Lanier LL, Spies T: Activation of NK cells
and T cells by NKG2D, a receptor for stress-inducible MICA. Science 285: 727-729,
1999

Ehrlich LIR, Ogasawara K, Hamerman JA, Takaki R, Zingoni A, Allison JP, Lanier LL:
Engagement of NKG2D by cognate ligand or antibody alone is insufficient to mediate
costimulation of human and mouse CD8+ T cells. J. Immunol. 174: 1922-1931, 2005

Zwirner NW, Fernandez-Vifia MA, Stastny P: MICA, a new polymorphic HLA-related
antigen, is expressed mainly by keratinocytes, endothelial cells, and monocytes.
Immunogenetics 47: 139-148, 1998

Gasser S, Orsulic S, Brown EJ, Raulet DH: The DNA damage pathway regulates innate
immune system ligands of the NKG2D receptor. Nature 436: 1186—1190, 2005

Groh V, Wu J, Yee C, Spies T: Tumour-derived soluble MIC ligands impair expression of
NKG2D and T-cell activation. Nature 419: 734-738, 2002

Groh V, Bruhl A, El-Gabalawy H, Nelson JL, Spies T: Stimulation of T cell
autoreactivity by anomalous expression of NKG2D and its MIC ligands in rheumatoid
arthritis. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100: 9452-9457, 2003

Fodil N, Laloux L, Wanner V, Pellet P, Hauptmann G, Mizuki N, Inoko H, Spies T,
Theodorou I, Bahram S: Allelic repertoire of the human MHC class I MICA gene.
Immunogenetics 44: 351-357, 1996

Stephens HA: MICA and MICB genes: can the enigma of their polymorphism be
resolved? Trends Immunol. 22: 378-385, 2001

Mizuki N, Ota M, Kimura M, Ohno S, Ando H, Katsuyama Y, Yamazaki M, Watanabe
K, Goto K, Nakamura S, Bahram S, Inoko H: Triplet repeat polymorphism in the
transmembrane region of the MICA gene: a strong association of six GCT repetitions with
Behget disease. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 1298—-1303, 1997

Goto K, Ota M, Ohno S, Mizuki N, Ando H, Katsuyama Y, Maksymowych WP, Kimura
M, Bahram S, Inoko H: MICA gene and ankylosing spondylitis: linkage analysis via a
transmembrane-encoded triplet repeat polymorphism. Tissue Antigens 49: 503-507, 1997

Suemizu H, Radosavljevic M, Kimura M, Sadahiro S, Yoshimura S, Bahram S, Inoko H:

A basolateral sorting motif in the MICA cytoplasmic tail. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
99: 2971-2976, 2002

111



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Zwirner NW, Marcos CY, Mirbaha F, Zou Y, Stastny P: Identification of MICA as a new
polymorphic alloantigen recognized by antibodies in sera of organ transplant recipients.
Hum. Immunol. 61: 917-924, 2000

Sumitran-Holgersson S, Wilczek HE, Holgersson J, Soderstréom K: Identification of the
nonclassical HLA molecules, mica, as targets for humoral immunity associated with
irreversible rejection of kidney allografts. Transplantation 74: 268-277, 2002

Mizutani K, Terasaki P, Bignon JD, Hourmant M, Cesbron-Gautier A, Shih RNJ, Pei R,
Lee J, Ozawa M: Association of kidney transplant failure and antibodies against MICA.
Hum. Immunol. 67: 683-691, 2006

Zou Y, Stastny P, Siisal C, Dohler B, Opelz G: Antibodies against MICA antigens and
kidney-transplant rejection. N. Engl. J. Med. 357: 1293—1300, 2007

Hankey KG, Drachenberg CB, Papadimitriou JC, Klassen DK, Philosophe B, Bartlett ST,
Groh V, Spies T, Mann DL: MIC expression in renal and pancreatic allografts.
Transplantation 73: 304-306, 2002

Sudrez-Alvarez B, Lopez-Vazquez A, Gonzalez MZ, Fdez-Morera JL, Diaz-Molina B,
Blanco-Gelaz MA, Pascual D, Martinez-Borra J, Muro M, Alvarez-Lopez MR, Lépez-
Larrea C: The relationship of anti-MICA antibodies and MICA expression with heart
allograft rejection. Am. J. Transplant. 7: 1842—1848, 2007

Terasaki PI, Ozawa M, Castro R: Four-year follow-up of a prospective trial of HLA and
MICA antibodies on kidney graft survival. Am. J. Transplant. 7: 408-415, 2007

Tonnerre P, Gérard N, Chatelais M, Charreau B: MICA gene polymorphism in kidney
allografts and possible impact of functionally relevant variants. Tramnsplant. Proc. 42:
43184321, 2010

Bahram S, Inoko H, Shiina T, Radosavljevic M: MIC and other NKG2D ligands: from
none to too many. Curr. Opin. Immunol. 17: 505-509, 2005

Ashiru O, Boutet P, Fernandez-Messina L, Agiiera-Gonzalez S, Skepper JN, Valés-
Gomez M, Reyburn HT: Natural killer cell cytotoxicity is suppressed by exposure to the
human NKG2D ligand MICA*008 that is shed by tumor cells in exosomes. Cancer Res.
70: 481-489, 2010

Stern-Ginossar N, Mandelboim O: An integrated view of the regulation of NKG2D
ligands. Immunology 128: 1-6, 2009

Chatterjee S, Pal JK: Role of 5’- and 3’-untranslated regions of mRNAs in human
diseases. Biol. Cell 101: 251-262, 2009

Canet E, Devalliére J, Gérard N, Karam G, Giral M, Charreau B, Coupel S: Profiling
posttransplant circulating antibodies in kidney transplantation using donor endothelial
cells. Transplantation 93: 257-264, 2012

Petersdorf EW, Shuler KB, Longton GM, Spies T, Hansen JA: Population study of allelic
diversity in the human MHC class I-related MIC-A gene. Immunogenetics 49: 605-612,
1999

112



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Zhang Y, Lazaro AM, Lavingia B, Stastny P: Typing for all known MICA alleles by
group-specific PCR and SSOP. Hum. Immunol. 62: 620-631, 2001

Shafi S, Vantourout P, Wallace G, Antoun A, Vaughan R, Stanford M, Hayday A: An
NKG2D-mediated human lymphoid stress surveillance response with high interindividual
variation. Sci Transl Med 3: 113ral24, 2011

Lin D, Lavender H, Soilleux EJ, O’Callaghan CA: NF-«B regulates MICA gene
transcription in endothelial cell through a genetically inhibitable control site. J. Biol.
Chem. 287: 42994310, 2012

Coscoy L, Sanchez DJ, Ganem D: A novel class of herpesvirus-encoded membrane-
bound E3 ubiquitin ligases regulates endocytosis of proteins involved in immune
recognition. J. Cell Biol. 155: 1265-1273, 2001

Thomas M, Boname JM, Field S, Nejentsev S, Salio M, Cerundolo V, Wills M, Lehner
PJ: Down-regulation of NKG2D and NKp80 ligands by Kaposi’s sarcoma-associated

herpesvirus K5 protects against NK cell cytotoxicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.4. 105:
1656-1661, 2008

Salih HR, Rammensee H-G, Steinle A: Cutting edge: down-regulation of MICA on
human tumors by proteolytic shedding. J. Immunol. 169: 4098-4102, 2002

Sudrez-Alvarez B, Lopez-Vazquez A, Diaz-Molina B, Bernardo-Rodriguez MJ, Alvarez-
Lopez R, Pascual D, Astudillo A, Martinez-Borra J, Lambert JL, Gonzéalez S, Lopez-
Larrea C: The predictive value of soluble major histocompatibility complex class I chain-
related molecule A (MICA) levels on heart allograft rejection. Transplantation 82: 354—
361, 2006

Clayton A, Tabi Z: Exosomes and the MICA-NKG2D system in cancer. Blood Cells Mol.
Dis. 34: 206213, 2005

Alvarez-Erviti L, Seow Y, Yin H, Betts C, Lakhal S, Wood MJA: Delivery of siRNA to
the mouse brain by systemic injection of targeted exosomes. Nat. Biotechnol. 29: 341—
345,2011

Agiiera-Gonzalez S, Gross CC, Fernandez-Messina L, Ashiru O, Esteso G, Hang HC,
Reyburn HT, Long EO, Valés-Gomez M: Palmitoylation of MICA, a ligand for NKG2D,

mediates its recruitment to membrane microdomains and promotes its shedding. Eur. J.
Immunol. 41: 3667-3676, 2011

Théry C, Ostrowski M, Segura E: Membrane vesicles as conveyors of immune responses.
Nat. Rev. Immunol. 9: 581-593, 2009

Mizutani K, Terasaki P, Rosen A, Esquenazi V, Miller J, Shih RNJ, Pei R, Ozawa M, Lee
J: Serial ten-year follow-up of HLA and MICA antibody production prior to kidney graft
failure. Am. J. Transplant. 5: 2265-2272, 2005

Zhang Q, Cecka JM, Gjertson DW, Ge P, Rose ML, Patel JK, Ardehali A, Kobashigawa
JA, Fishbein MC, Reed EF: HLA and MICA: targets of antibody-mediated rejection in
heart transplantation. Transplantation 91: 11531158, 2011

113



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Zou Y, Qin Z, Silveus A, Fan Y, Stastny P: Polymorphisms of MICA recognized by
human alloantibodies. Immunogenetics 61: 91-100, 2009

Coupel S, Leboeuf F, Boulday G, Soulillou J-P, Charreau B: RhoA activation mediates
phosphatidylinositol 3-kinase-dependent proliferation of human vascular endothelial cells:

an alloimmune mechanism of chronic allograft nephropathy. J. Am. Soc. Nephrol. 15:
2429-2439, 2004

Katsuyama Y, Ota M, Ando H, Saito S, Mizuki N, Kera J, Bahram S, Nose Y, Inoko H:
Sequencing based typing for genetic polymorphisms in exons, 2, 3 and 4 of the MICA
gene. Tissue Antigens 54: 178—184, 1999

Livak KJ, Schmittgen TD: Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25: 402—408, 2001

Coupel S, Moreau A, Hamidou M, Horejsi V, Soulillou J-P, Charreau B: Expression and
release of soluble HLA-E is an immunoregulatory feature of endothelial cell activation.
Blood 109: 28062814, 2007

Li Z, Groh V, Strong RK, Spies T: A single amino acid substitution causes loss of
expression of a MICA allele. Immunogenetics 51: 246-248, 2000

Kotecha N, Krutzik PO, Irish JM: Web-based analysis and publication of flow cytometry
experiments. Curr Protoc Cytom Chapter 10: Unit10.17, 2010

114



FIGURE LEGENDS

Figure 1. Allelic distribution and protein characterization of MICA A5.1 mutation. (A)

MICA allele distribution in a cohort (n=84) of kidney donors. MICA genotyping was
performed as reported in the Material and methods section. MICA alleles associated with
MICA A5.1 mutation are shown in red. (B) Distribution of exon5 microsatellite polymorphism
in our cohort of transplant donors (left panel) and distribution of MICA WT and 45.1 genotype
(right panel). Data are expressed as percentages of the total population. (C) Representative
electrophoregrams of MICA exon5 microsatellite sequences, homozygous WT/WT and
A5.1/45.1 donors. (D) A representative western blot showing MICA proteins expressed in
vascular ECs isolated from transplant donors. EC lysates were obtained from cultures issued
from WT (MICA A9) or MICA A5.1 homozygous individuals. Cell lysates (20 pg) were
pretreated overnight with or without endoglycanase F (PNGase F) or endoglycosidase H
(Endo H) for deglycosation before electrophoresis. Immunoblotting was performed after
protein transfer using an anti-MICA monoclonal antibody (AMOI1). Experiment is

representative of 3 separate experiments.

Figure 2. Elevated MICA expression on ECs from MICA A5.1 donors increases

NKG2D modulation and activity in NK cells. (A-E) Endothelial expression of MICA (A),
MICB (B), ULBP2 (C), ULPB3 (D) and MHC class I (E) at cell surface was established by
facs analysis performed on ECs from homozygous WT/WT (n=4), MICA A5.1/45.1 (n=4) and
heterozygous WT/A5.1 (n=4) donors. Upper panel shows representative histograms of
fluorescence intensity and a quantitative analysis from 4 individual EC cultures is shown in

the lower panel, **p=0.0073. (F) Exacerbated expression of MICA AS5.1 proteins on ECs
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increases NKG2D internalization on NK cells. NKG2D expression on NKL was analyzed by
Facs 24h after co-culture with EC monolayers from either MICA WT/WT (n=4) or A5.1/45.1
(n=4) individuals. Representative histograms of fluorescence intensity (left) and a quantitative
analysis (right) from 4 MICA WT/WT and 4 A5.1/45.1 individual EC cultures are shown,
*p=0.0286. (G) Exacerbated expression of MICA AS5.1 proteins on ECs increases NKG2D-
dependent NK cytotoxic activity. NKL were used as effector cells and ECs with MICA
WT/WT (n=3) or MICA A5.1/A5.1 (n=5) genotype were used as targets at various effector-to-
target (E:T) ratios. Cytotoxicity was measured using a 4h- 51Cr release assay. Results are
expressed as mean £ SEM of specific lysis, *p=0.0357. Experiments are representative of

three independent experiments.

Figure 3. MICA A5.1 mutation impairs MICA shedding from ECs but promotes

release in endothelial exosomes. (A) Quantification of soluble MICA in EC supernatants.
Conditioned media from WT/WT (n=9), WT/A5.1 (n=9), and A45.1/45.1 (n=7) MICA EC
cultures were collected at 120h and analyzed by Elisa, *p<0.05, ***p<0.0001. (B) Time
course analysis of membrane-bound MICA after treatment of ECs with or without (NT) an
inhibitor of metalloproteinases (GM6001) measured by flow cytometry. Representative
histograms (left) and a relative quantification obtained from 4 EC WT/WT or A5.1/A5.1 are
shown (right). Data are expressed as relative percentages of MICA expression, *p=0.0286).
(C) Quantification of exosomes from 48h-conditioned media from MICA WT/WT (n=3) and
A5.1/45.1 (n=3) EC cultures. (D) Exosomes were purified by successive ultracentrifucations.
Total EC lysats and lysats from purified EC-derived exosomes (20ug) were pretreated

overnight with PNGase F before western blot analysis. Immunoblotting were performed using
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anti-MICA/B antibodies (BAMOI1). Blots were rehybridized using anti-integrin a5 antibodies.

Results shown are representative of 3 independent experiments.

Figure 4. MICA A5.1 mutation causes no change in protein stability but correlates with

increased MICA mRNA steady state. (A) ECs with WI/WT (n=3) or A5.1/45.1 (n=6)
MICA genotypes were treated by cycloheximide (CHX) and MICA expression was analyzed
by flow cytometry at different time points. Representative histograms from individual donors
(left) and a quantitative analysis (right) are shown. Parallel kinetics of membrane bound
MICA decreased was observed by FACS. (B) MICA transcripts in ECs were quantified by
QPCR and results from WIT/WT (n=6), WT/AS5.1 (n=4) and MICA A5.1/A5.1 (n=4) are
expressed as relative expression calculated by the 27+ method, **p=0.0085. (C) Location
and allele-specificity of the SNPs identified by sequencing the 5’UTR and 3’UTR regions
from 34 EC cultures including alleles MICA*008(A5.1), *004, *002, *009, *010, *011, *017

and *030.

Figure 5. Allele specificity of anti-MICA alloantibodies in kidney transplant recipients.

(A) Quantitative analysis of anti-MICA antibodies in 28 sera from transplant recipients by
Luminex MICA single antigens and endothelial cell crossmatch (ECXM). The four major
specificities are shown (MICA*002, *004, *009, *027/*008). Data from Luminex analysis
(upper panel) are expressed as MFI. (A). ECXM (lower panel) were performed by incubating
ECs homozygous for MICA*002(WT), *004(WT), *009(WT) and *008(45.1) with the sera
previously characterized by Luminex assay (upper panel). ECs issued from a MICA*010(null)

donor and expressing no MICA at cell surface was used as a control. Results are expressed as
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a ratio between MFI obtained on indicated EC and MFI obtained on EC MICA*010(null)
target. (B) For demonstration, data obtained with one serum (CHA) are presented (in red in
Figure 5A). Serum reactivity determined by Luminex (left panel) and found by ECXM
performed on four homozygous MICA ECs (medium panel) are shown. Positive ECXM was
abolished after MICA silencing using MICA-specific siRNAs (right panel). Isotype-matched
IgG controls are presented (dark-grey shading). ECXM on MICA*010(null) (light-grey
shading) and MICA*008/45.1 EC targets (black lines) are shown. Positive (red) and negative

(black) ECXM scores are indicated.

Figure 6. Clinical impact of for MICA AS5.1 mutation mismatching on transplant

recipient anti-MICA immunization. A total of 81 first kidney transplant Recipients were
separated into two groups according to Luminex analysis data. The first group contains
recipients with noimmunization against MICA, HLA class-I or -II antigens after
transplantation (n=51). The second group contains recipients who have developed antibodies
against MICA antigens (n=30). Genomic DNAs from both donors and recipients were
sequenced for MICA AS5.1 mutation and donor/recipient pairs were classified in four groups
as follows: Donor WT/Recipient 45./ (white panel); Donor W7/Recipient WT (light grey
panel); Donor A5.1/Recipient A5.1 (dark grey panel); Donor 45. //Recipient WT (black panel).
The respective percentages of donor/recipient pairs are depicted. Statistical analysis of
association between D/R pairs MICA A5.1 mutation mismatch and anti-MICA

alloimmunization was assessed using Person X test (*p=0.0104).
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Table 1. Demographic data

Non- MICA-
Patients immunized immunized
n=51 n=30
DONORS
Age (years; mean£SD) 53+13 52+16

Gender Male/Female (% of male)

29/22 (56.8%)

10/20 (33.3%)

RECIPIENTS
Age (years; mean£SD)
Gender Male/Female (% of male)
Graft Kidney/pancreas-Kidney (% of kidney)
Number of total HLA-A-B-DR mismatches
Immunization anti-MICA (%)
Immunization anti-class I (%)
Immunization anti-class II (%)
Original disease (n)
Polycystic kidney disease
Diabetes mellitus
Hypertensive nephritis
Chronic renal insufficiency
Chronic interstitial nephritis
IgA nephritis
Glomerular disease
Other

52411
34/17 (66.6%)
47/4 (92.1%)
3.6+1.2

0 (00.0%)

0 (00.0%)

0 (00.0%)

16

O NNDS~MOON

48+16

17/13 (56.6%)
20/10 (66.6%)
4.0+1.0

30 (100%)

5 (16.6%)

4 (13.3%)

4
12

AN NDNDNO
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Endothelial Cell Cross-Match (ECXM) assay. (A) ECXM was performed on
EC homozygous for MICA*002 (WT), *004 (WT), *009 (WT) or *008 (A5.1) using sera from kidney
recipients containing defined anti-MICA but no anti-HLA class | or Il antibodies, as determined by
Luminex (black line). For all experiments, a parallel ECXM was performed on ECs expressing
MICA*010(null), an allele associated with no MICA expression (light grey shading) to assess MICA
specificity. Incubation with isotype-matched IgG (dark-grey shading) are used as a negative control.
Results are expressed as a ratio between MFI obtained on indicated EC and MFI obtained on EC
MICA*010(null) target. A positive ECXM was considered when MFI was at least twice the MFI
obtained with EC MICA*010(null) (MFI ratio > 2).(B) ECXM negative controls were performed using
a pool of normal human AB sera (NHS) from 250 healthy males donors or isotype-matched IgG
control (Jackson Lab.). Experiments were repeated at least three times.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. Comparative analysis of MICA reactivity in six transplant recipient
(Gar, LEG, CHA, PER, CAM, DUP) sera by Luminex and ECXM. (A) Quantitative analysis of anti-
MICA antibodies in 28 sera from transplant recipients by Luminex MICA single antigens (A) and
endothelial cell crossmatch (ECXM) (B). The four major specificities are shown (MICA*002, *004,
*009, *027/008). Data are expressed as MFI (A). ECXM were performed by incubating ECs
homozygous for MICA*002 (WT), *004 (WT), *009 (WT) and *008 (A5.1) with the sera
previously characterized by Luminex assay. ECs issued from a MICA*010 (null) donor and
expressing no MICA at cell surface was used as a control. Results are expressed as a ratio
between MFI obtained on indicated EC and MFI obtained on EC MICA*010(null) target. (C)
Positive ECXM was abolished after MICA silencing using MICA-specific siRNAs. Isotype-matched
IgG controls are presented (dark-grey shading). ECXM on MICA*010(null) (light-grey shading) and
MICA*008(A5.1) EC targets (black lines) are shown. Positive (red) and negative (black) ECXM
scores are indicated.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Efficacy of MICA silencing in ECs using specific siRNAs. Representative
analysis by flow cytometry of MICA expression on MICA*008(A5.1) homozygous EC before (black
line) and after (red line) MICA silencing using specific siRNA. Light-grey shading represents isotype
control staining.

128



2-3 Discussion & Perspectives

Jusqu'a ce jour, peu d’études ont recherché a évaluer I'impact du polymorphisme
génétique sur I'expression de la protéine MICA.

Comme cela est le cas dans de nombreuses populations (Katsuyama et coll,
Tissue Antigens. 1999) (Petersdorf et coll, Immunogenetics. 1999) (Gao et coll., Hum
Immunol. 2006), nous identifions I'allele MICA*008 comme l'allele le plus fréquent au
sein de notre cohorte de donneurs d'organes. Cet allele a la particularité d’étre associé a
la mutation MICA A5.1. Celle-ci consiste en l'insertion d’'une guanine au niveau du
microsatellite A5 de I'exon 5 et introduit, par modification de I'ORF, la survenue précoce
d’'un codon stop (Mizuki et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 1997). Nous confirmons
'expression, par les CE des donneurs qui portent la mutation MICA A5.1, d’'une protéine
MICA plus courte d’environ 10 kDa par comparaison aux protéines « sauvages ». Par
ailleurs, nous montrons que I'expression de cette mutation induit la surexpression de la

protéine a la membrane cellulaire des CE hétérozygotes et homozygotes MICA A5.1.

Nous montrons que la surexpression des protéines MICA par les CE MICA A5.1
n'est pas due a une plus forte stabilité des protéines tronquées mais résulte d’'une
surexpression similaire du taux de transcrits, suggérant I'implication d’'un mécanisme de
régulation transcriptionnel. Nous n’avons pu apporter que des réfutations quant aux
meécanismes ici testés pour expliquer la surexpression des transcrits par les CE A5.1. En
effet, aucun polymorphisme spécifiquement associé a la mutation MICA A5.1 n’a été
observé, ni au niveau du promoteur proximal de MICA, comprenant les séquences de
fixation des principaux facteurs de transcription régulant l'expression de MICA
(Venkataraman et coll., ] Immunol. 2007), ni au niveau de la région 3’UTR, siege de la
régulation par les micro-ARN (Stern-Ginossar et coll., Nat Immunol. 2008) (Yadav et
coll, ] Immunol. 2009).

D’autres mécanismes moléculaires pourraient étre envisagés pour expliquer la
surexpression des transcrits MICA par les CE MICA A5.1 :

La stabilité des ARN messagers issus des CE exprimant ou non la mutation
MICA A5.1 pourra étre comparée. En effet, bien que la stabilité des ARNm ait été tres

clairement associée aux polymorphismes des régions 5’ et 3’ UTR des ARNm (Wu et

129



Brewer, Gene. 2012) (Weill et coll,, Nat Struct Mol Biol. 2012) et qu’ici nous n’en avons
observé aucun de spécifique a la mutation A5.1 dans ces zones, nous ne pouvons tout de
fois exclure 'impact d’'un ensemble de polymorphismes sur la stabilité des transcrits.

L’'implication de mécanismes épigénétiques pourrait également étre mis en
jeu dans la surexpression des transcrits MICA observée dans les CE MICA A5.1. En effet,
I'acétylation des histones et la méthylation de ’'ADN ont été identifiées comme étant
tout deux des mécanismes de régulation de la transcription de MICA (Kato et coll,
Leukemia. 2007) (Andresen et coll, ] Immunol. 2007) (Yamanegi et coll, Int | Oncol.
2012). Il n’est donc pas impossible qu'un ou plusieurs polymorphismes, situé(s) en
amont du promoteur proximal, puisse modifier 'affinité de 'ADN avec les histones
acétylés ou inhiber/favoriser la méthylation d’'un site de fixation d’'un facteur de
transcription.

Enfin, si aucun polymorphisme de I’ADN, ni la modification de la stabilité des
ARNm, ne sont a l'origine de la surexpression des transcrits MICA par les CE MICA A5.1,
la seule différence majeure entre une cellule exprimant la mutation A5.1 et une cellule
ne I'exprimant pas, reste la protéine MICA elle-méme. En effet, la protéine MICA A5.1
est dépourvue de domaine intracellulaire et il existe de nombreuses évidences quant
a un role important de celui-ci dans la régulation de MICA. Ainsi, le domaine
intracellulaire de MICA a été impliqué dans les mécanismes d’adressage a la membrane
dans des cellules épithéliales polarisées (Suemizu et coll., Proc Natl Acad Sci. 2002),
ainsi que dans les mécanismes de régulation/dégradation par le protéasome utilisant
I'ubiquitinylation du domaine intracytoplasmique de MICA (Nagai et coll., Immunology.
2012). Celui-ci est par ailleurs utilisé comme cible par certaines protéines virales dans le
but d’empécher I'expression de la protéine MICA a la surface cellulaire (Zou et coll., ]
Immunol. 2005) (Thomas et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2008). Tous ces éléments font
des protéines MICA A5.1 mutées, dépourvues de domaine intracytoplasmique, des
protéines avec une régulation et un adressage a la membrane modifiés par comparaison
au protéines sauvages, mais semblent conférer une certaine protection vis a vis des
mécanismes d’échappement viraux. Cependant, aucune information dans la littérature
n’est disponible quant a une éventuelle signalisation prenant forme dans le domaine
intracellulaire de MICA, malgré la présence dans cette région de 5 sites de
phosphorylation potentiels (Figure 10). Ainsi, la protéine MICA est-elle capable de

générer un signal via son domaine intracellulaire, qui est donc absent chez les protéines
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MICA A5.1? Ce signal, pourrait-il étre impliqué dans la régulation de la transcription de
MICA? De plus amples investigations devront étre envisagées pour répondre a ces

questions.

NetPhos 2.8: predicted phosphorylation sites in MICA Intrac

1 1 1 1 1 1 1 1 1

Serine

Phosphorylation potential

8 T i T |I T T T T
a 18 t=4v] 38 48 58 608 ‘8 1] 98
Sequence position

Figure 10 : Sites de phosphorylation potentiels dans le domaine intracellulaire
de MICA. D’aprés les prédictions du serveur en ligne «NetPhos 2.0»
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

Il serait par ailleurs intéressant de comparer la polarisation des protéines mutées
et sauvages a la surface des cellules endothéliales, comme l'ont fait Suemizu et
collaborateurs pour la cellule épithéliale (Suemizu et coll., Proc Natl Acd Sci. 2002). Une
modification de I'adressage a la surface des CE selon I'allele de MICA pourrait avoir
d'importantes conséquences, notamment sur la visibilité des antigenes MICA par les
anticorps dans un contexte de transplantation ou d’infection. Nos premiers essais se
sont heurtés a la difficulté de mettre en ceuvre la polarisation des CE, in vitro, nécessaire

a cette étude.

Dans cette étude, nous associons l'expression de la mutation MICA A5.1 a une
diminution du clivage protéolytique de MICA, se traduisant par une quantité
significativement moindre de sa forme soluble dans les surnageants de cultures des CE
A5.1. Les séquences nucléotidiques impliquées dans le clivage protéolytique étant
présentes sur ces deux isoformes de MICA (A5.1 et WT), la reconnaissance des protéines
MICA A5.1 par les métalloprotéinases et par les protéines adaptatrice ERp5 ne semble

pas mise en cause (Kaiser et coll., Nature. 2007) (Waldhauer et coll,, Cancer Res. 2008).
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Plusieurs études ont cependant montré le role de la palmitoylation des deux résidus
cystéines du domaine intracytoplasmique de MICA comme favorisant la migration des
protéines MICA dans les DRMs puis le clivage protéolytique de MICA. L’absence de
domaine intracellulaire pourrait donc étre la cause de ce « défaut» de clivage des
protéines A5.1, observé dans notre étude.

Par ailleurs, nous montrons pour la premiére fois dans cette étude le relargage
d’'une grande quantité d’exosomes par les cultures primaires de CE. En particulier, et en
accord avec les travaux de Ashiru et collegues, nous montrons une expression sélective
des protéines MICA A5.1 par les exosomes dérivant des CE. La encore, la palmitoylation
de MICA, ou plutdt I'absence de palmitoylation des protéines MICA A5.1, pourrait étre
un mécanisme envisageable pour expliquer cette dichotomie dans le relargage des

formes solubles et exosomales, associée aux protéines MICA mutées et non mutées.

D’un point de vue fonctionnel, nous associons la surexpression des protéines
MICA A5.1 a la surface des CE a une plus forte activation des cellules NK en co-culture,
se traduisant par une plus forte lyse des CE a court terme et une plus importante
internalisation du récepteur NKG2D a long terme. Outre l'aspect quantitatif de
I'expression de MICA A5.1 a la surface des CE, nos résultats montrent que le mutant
MICA A5.1 est, en qualité, tout a fait capable d’interagir avec NKG2D et d’induire
'activation des cellules effectrices NKG2D(+), en désaccord avec les observations de

Eleme et collaborateurs (Eleme et coll., ] Exp Med. 2004).

De nombreuses études cliniques ont rapporté la présence d’anticorps anti-MICA
dans le sérum des patients transplantés et ont associé leur présence a une diminution de
la survie du greffon ((Zou et coll,, N Engl ] Med. 2007) (Terasaki et coll., Am ] Transplant.
2007). La surexpression des protéines MICA a la surface des CE A5.1 que nous avons
observé dans cette étude suggérait alors une plus grande visibilité des antigenes MICA
par les anticorps anti-MICA présents dans les séra des transplantés. Ainsi, nous avons
mis au point un test de cross-match endothélial utilisant notre bio-collection de cultures
primaires de CE typée MICA pour la détection des anticorps anti-MICA circulants dans
les séra des transplantés rénaux. Par la confrontation de nos résultats avec les
informations concernant ces sérums (Spécificité et MFI) collectées par Luminex, nous

montrons que la fixation des anticorps anti-MICA sur la CE se fait de maniere allele
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spécifique et qu’elle est intimement liée a la quantité d’antigenes MICA présentés a la
surface des CE. En effet, dans ce test qui utilise les CE exprimant a leur surface un niveau
physiologique d’antigénes MICA comme cibles antigéniques, nous montrons que les CE

MICA A5.1 sont des cibles préférentielles des anticorps anti-MICA.

Tenant compte de ces résultats et partant du postulat qu'un patient ne peut
s'immuniser contre son propre allele de MICA, nous avons émis ’hypothese d’un effet
important du mismatch MICA A5.1 entre donneurs et receveurs sur l'allo-immunisation
anti-MICA post-transplantation. Par l'analyse rétrospective des ADNs (pour le
génotypage de MICA) et des sérums (pour la détection des anticorps anti-MICA) de 81
couples donneur/receveur, nous avons mis en évidence, par une analyse statistique de
la distribution des receveurs immunisés en fonction du mismatch MICA A5.1, un effet
délétere de la combinaison Donneur MICA A5.1 / Receveur MICA WT pour 'induction
d’anticorps anti-MICA post-transplantation rénale. A l'inverse, un effet protecteur de la
combinaison ou donneurs et receveurs sont « matchés » pour la mutation MICA A5.1 a ici

été observé.

Ainsi, dans cette étude, nous mettons en évidence les effets de la mutation MICA
A5.1 sur la modification de I'expression des formes membranaires et circulantes de
MICA par la CE. Nous associons ce phénotype endothélial a une plus forte incidence de
'allo-immunisation anti-MICA post-greffe et proposons d’envisager le mismatch MICA
A5.1 comme un facteur de risque pour l'allo-immunisation et la survie du greffon en

transplantation d’organes vascularisés.
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CHAPITRE Il :
Impact de la Mutation MICA AS.1 sur la

Réactivation du BK Virus Post-Transplantation

Rénale
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3-1 Présentation de I'Etude

Le virus BK est un virus a ADN double brin appartenant a la famille des
Poliomaviridae. Celui-ci a été découvert pour la premiere fois en 1971 chez un patient
transplanté rénal ayant développé une sténose urétérale. Ce patient dont les initiales
étaient « BK » donna son nom au dit virus (Gardner et coll., Lancet. 1971).

Il est aujourd’hui établi que 80 a 90% de la population adulte est infectée par le
virus BK (VBK), la primo-infection ayant lieu au cours de la petite enfance et de fagon
asymptomatique. Apres la primo-infection, le VBK trouve latence dans le tractus réno-
urinaire avec un tropisme important pour les cellules urothéliales et épithéliales
tubulaires rénales (Funk et coll,, Am | Transplant. 2008) (Jiang et coll., ] Virol. 2009).

La réactivation du VBK post-transplantation rénale est une complication devenue
fréquente puisque touchant 20 a 60% des sujets (Hirsch et coll, N Engl ] Med. 2002)
(Bressollette-Bodin et coll, Am ] Transplant. 2005). Elle se traduit initialement par une
augmentation de la charge virale dans les urines des patients et la présence de cellules
urothéliales infectées (decoy cells), révélatrices d'une réplication virale en amont. La
détection du VBK dans les urines n’est pas, a ce stade, nécessairement associée a une
altération de la fonction du greffon. L’évolution vers un statut infectieux a risque pour la
greffe se caractérise par la propagation et la détection du virus dans le sang, signe d’une
réplication intense du VBK. Ce statut a été décrit pour précéder la survenue de la
néphropathie a virus BK (NVBK), observée chez 6 a 8 % des patients (Nickeleit et coll.,
N Engl ] Med. 2000) (Limaye et coll,, ] Infect Dis. 2001) (Hirsch et coll,, N Engl ] Med.
2002). Des patients souffrant de NVBK, chez qui une néphrectomie a été réalisée, ont vu
leur virémie décroitre jusqu'a devenir indétectable, identifiant le rein comme le siege de
la réactivation (Funk et coll,, ] Infect Dis. 2006).

Plusieurs facteurs de risques pour la réactivation du VBK et, en particulier pour la
survenue de la NVBK, ont été mis en évidence: Le type et lintensité de
I'immunosupression (en particulier l'utilisation des anti-calcineurines aux effets
néphrotoxiques suspectés) (Barri et coll., Clin Transplant. 2001) (Prosser et Hariharan,
Exp Rev Clin Immunol. 2006), I'absence d’'une immunité humorale anti-VBK pré-
existante (ex: Primo infection du receveur par le donneur) (Smith et coll, Am ]

Transplant. 2009), les micro-lésions ischémiques et/ou les épisodes de rejet
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(Mylonakis et coll., Transplantation. 2001), 'incompatibilité HLA entre donneur et
receveur (Awadalla et coll.,, Am ] Transplant. 2004) et les modifications du génome du
virus au cours de sa réplication (Gosert et coll., ] Exp med. 2008).

En l'absence de traitements anti-viraux efficaces sur le VBK, la diminution de
I'immunosuppression reste la thérapeutique de choix pour le controle de l'infection. La
baisse de I'immunosuppression s’associe alors a une réduction de la charge virale dans
le sang et dans les urines (Funk et coll, ] Infect Dis. 2006) et a I'apparition de cellules
TCD4(+) et TCD8(+) dirigées contre les antigénes « VP1» et «Large-T» du VBK
(Binggeli et coll., Am ] Transplant. 2007).

Cependant, peu d’informations sont disponibles quant au role des cellules de
I'immunité innée dans le contrdle de l'infection au VBK. Pourtant, la plupart des virus
latents ou persistants disposent d’'un arsenal moléculaire ou protéique leur permettant
d’échapper aux mécanismes d'immuno-surveillances naturels. Une des cibles principales
de ces virus est l'interaction entre le récepteur activateur NKG2D, porté par les cellules
NK, NKT, Tyd et TCD8(+), et ses ligands induits par les stress cellulaires: MICA/B et
ULBPs (Eagle et Trowsdale, Nat Rev Immunol. 2007) (Champsaur et Lanier. Immunol
Rev. 2010). Ainsi, par la synthese de la protéine virale UL142, le virus du CMV est en
mesure d’induire la rétention intracellulaire de MICA (Chalupny et coll, Biochem
Biophys Res Commun. 2006) (Ashiru et coll,, ] Virol. 2009). De méme, le virus KSV
« Kaposi’s sarcoma associated herpesvirus » est capable de contréler 'expression de
MICA via la protéine virale K5 (Thomas et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 2008).
L’inhibition de l'’expression de MICA se traduisant par une diminution de la
reconnaissance et de la lyse des cellules infectées par les cellules effectrices NKG2D(+).
De facon intéressante, les groupes de Peter Stastny puis de Paul Lehner ont montré,
respectivement, I'incapacité des virus CMV et KSV a bloquer l'expression de la protéine
mutée MICA A5.1, dépourvue de domaine intracellulaire (Zou et coll., ] Immunol. 2005)

(Thomas et coll., Proc Natl Acad Sci USA. 2008).
Dans ce contexte, le but de cette étude a été de déterminer l'impact de la

mutation MICA A5.1 sur la réactivation du VBK, post-transplantation rénale. Dans cette

étude collaborative*, nous avons réalisé le typage MICA pour la recherche de la mutation
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MICA A5.1, sur une cohorte de 88 couples de donneur et receveur (D/R), pour lesquels
un suivi virologique (virurie et virémie) et les échantillons d’ADN étaient disponibles.
Nous avons ensuite réalisé une analyse statistique évaluant une possible
corrélation entre le statut infectieux (VBK) et 'expression de la mutation MICA A5.1.
Les premiers résultats de cette étude suggerent un effet protecteur fort de la
mutation MICA A5.1 pour le controle de la réactivation du VBK, en particulier lorsque la

mutation MICA A5.1 est exprimée par le donneur d’organe.

* Pierre Tonnerre ; Nathalie Gérard; Déborah Beillevaire et Béatrice
Charreau. ITUN ; INSERM UMR1064
Céline Bressollette-Bodin, Laboratoire de virologie EA4271

Marie-Luce Cheneau et Anne Cesbron-Gautier, Laboratoire HLA, EFS
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3-2 Matériel et Méthodes

Patients et fluides biologiques

Quatre-vingt huit transplantés rénaux ont été inclus dans cette étude. Ces
patients ont été greffés au CHU de Nantes entre le mois de février 2008 et le mois de
novembre 2010. Pour chaque receveur un suivi virologique spécifique du VBK a été
réalisé sur les urines et le sang périphérique par la technique de PCR en temps réel. Tous
les patients ont été suivis pendant au moins un an avec, au cours de la premiere année
post-greffe, six tests pour la détection du VBK a mois +1, +2, +3, +6, +9 et +12. Les
données démographiques des patients sont en cours de collecte.

Les patients pour lesquels aucune réactivation du VBK n’a été détectée dans les
urines ni dans le sang, tout au long du suivi, ont été désigné par le symbole « - » et/ou
par les termes « virurie neg. » (n=31).

Les patients positifs, au moins une fois au cours du suivi, pour la détection de
I’ADN viral du VBK dans les urines, sans détection aucune du VBK dans le sang, ont été
désignés par le symbole « + » et/ou les termes « virurie pos. » (n=25).

Les patients chez lesquels ’ADN du VBK a été détecté, au moins une fois au cours
du suivi, dans les urines et dans le sang ont été désignés par le symbole « ++ » et/ou les

termes « virurie / virémie pos. » (n=32).

PCR en temps réel
La détection spécifique de I’ADN viral du VBK dans les urines et dans le sang a été
réalisée dans l'unité EA4271 par le Dr. Céline Bressollette-Bodin comme décrite

précédemment (Bressollette-Bodin et coll., Am ] Transplant. 2005)

Génotypage

Le génotypage des donneurs et des receveurs pour la mutation MICA A5.1 a été
réalisé sur les ADN génomiques provenant du laboratoire HLA de I'EFS Pays de la Loire,
en accord avec les textes en vigueur (Ministeére de la santé et de la recherche, numéro
02G55).

Les PCR et les séquencages ont été réalisés comme précédemment décrits

(Tonnerre et coll,, Transplant Proc. 2010).
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Analyse statistique
Les analyses statistiques ont été réalisées selon le test de Pearson Khi?, via
I'utilisation du logiciel informatique GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA, USA).

Une valeur est considérée comme significative pour p<0,005.
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3-3 Résultats

Les patients transplantés rénaux ont été suivis sur une période d’au moins un an
post-greffe par PCR quantitative pour la détection de I’ADN du VBK dans les urines et
dans le sang. La détection de I’ADN du VBK dans les urines signe la réactivation du virus.
La détection de 'ADN du VBK a la fois dans les urines et dans le sang est le signe d’'une
forte réplication du virus et précede généralement la survenue de la NVBK.

Les patients ont été divisés en trois groupes distincts en fonction de leur statut
virologique pour le VBK: (1) Les patients pour lesquels aucune réactivation du VBK n’a
été détectée, ni dans les urines ni dans le sang, tout au long du suivi, sont désignés par le
symbole « - » et/ou par les termes « virurie neg. » (n=31). (2) Les patients positifs, au
moins une fois au cours du suivi, pour la détection de I'’ADN viral du VBK dans les urines,
sans détection aucune du VBK dans le sang, sont désignés par le symbole « + » et/ou les
termes «virurie pos.» (n=25). (3) Les patients chez lesquels 'ADN du VBK a été
détecté, au moins une fois au cours du suivi, dans les urines et dans le sang sont désignés

par le symbole « ++ » et/ou les termes « virurie / virémie pos. » (n=32).

L’expression de la mutation MICA A5.1 par les donneurs est associée au
statut virologique des receveurs, post-greffe.

Les résultats des typages MICA pour I'expression de la mutation MICA A5.1 par les
receveurs ont été confrontés aux suivis virologiques de ces derniers (Figure 11A). Ici,
nous n’avons observé aucune incidence statistiquement avérée de la mutation MICA A5.1
sur la réactivation du virus post-greffe. Des tendances opposées, pour la diminution de
la fréquence des patients homozygotes MICA non mutée (WT/WT) et pour
I'augmentation de la fréquence des patients hétérozygotes pour la mutation MICA A5.1
(WT/A5.1) en fonction du statut virologique du receveur (virurie neg. > virurie pos. >
virurie/virémie pos.) ont cependant été observées bien que non significatives.

La fréquence des patients homozygotes pour la mutation MICA A5.1 est observée
stable. Nous pouvons noter également que les fréquences des différents génotypes de
MICA (WT/WT; WT/A5.1; A5.1/15.1) observées ici sont similaires a celles que nous
avions précédemment décrites dans une cohorte de donneurs d’organes établie de facon

aléatoire (Tonnerre et coll,, Transplant Proc. 2010).
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Le VBK ayant un tropisme pour les cellules urothéliales et épithéliales tubulaires
rénales, le siege de la réactivation du VBK demeure le rein (Funk et coll,, ] Infect Dis.
2006) (Funk et coll, Am J Transplant. 2008). Nous avons donc émis I'hypothése d‘un
impact possible de la mutation MICA A5.1 exprimée par le donneur sur la réactivation du
VBK, chez le receveur. Nous avons donc réitéré I'analyse en confrontant cette fois-ci les
statuts virologiques des receveurs aux génotypes MICA de leur donneur respectif
(Figure 11B). De facon surprenante nous avons observé, au sein du groupe VBK
«neg.», une répartition des fréquences des génotypes MICA tres différente de celle
observée chez les receveurs précédemment analysés ainsi que celle de notre précédente
étude sur des donneurs (Tonnerre et coll., Transplant Proc. 2010). En effet, la fréquence
des receveurs ayant recu le rein d'un donneur homozygote A5.1/A5.1 est
particulierement élevée (38,70%) et proche de celle des hétérozygotes (45,16%) dans le
groupe sans réactivation virale. A l'inverse, les donneurs WT/WT ne représentent que
16,12% des donneurs de ce groupe. De fagon intéressante, les fréquences des patients
ayant recu un organe provenant d'un donneur homozygote ou hétérozygote MICA A5.1
sont trés nettement réduites au sein du groupe VBK «++», jusqu’'a atteindre,
respectivement, 15,62 et 25,00%. La fréquence de ces génotypes parmi le groupe VBK
« + » atteignant des valeurs intermédiaires. Réciproquement, la fréquence des patients
ayant recgu un greffon MICA WT/WT est tres nettement augmentée (x3,7) dans le groupe
des receveurs VBK « ++ » (59,37%), avec une augmentation intermédiaire (x2,2) pour

le groupe VBK « + » (36,00%).

Ces résultats suggerent donc un impact fort du génotype MICA du donneur sur la
réactivation du VBK post-transplantation. En particulier, la mutation MICA A5.1,
exprimée de facon homozygote ou hétérozygote par le greffon semble avoir un effet
protecteur pour le controle de la réactivation. A I'inverse le génotype MICA non muté
WT/WT semble avoir un effet délétere.

L’analyse statistique des résultats correle de facon significative I'expression de la
mutation MICA A5.1 par les donneurs d’organes au statut virologique pour le VBK des

receveurs, post-transplantation rénale (groupe « - » vs groupe « ++ », **p=0,0012).
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Figure 11 : Comparaison des fréquences des génotypes pour le gene MICA
des receveurs (A) et des donneurs (B) avec les statuts virologiques des
receveurs pour le VBK. WT/WT=Patients homozygotes pour le gene MICA non muté ;
A5.1/15.1=Patients homozygotes pour la mutation MICA A5.1; WT/A5.1=Patients
hétérozygotes pour la mutation MICA A5.1. Les analyses statistiques ont été réalisées
selon le test de Pearson X2.
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Identification des combinaisons de génotypes MICA entre D/R associées a la
résistance ou a la sensibilité envers la réactivation du VBK post-transplantation
rénale.

Afin d’étudier 'impact éventuel du « mismatch » pour la mutation MICA A5.1
entre D/R sur la réactivation du VBK, nous avons reconstitué les couples D/R en
fonction de leur génotype MICA (Figure 12). Ainsi, les couples D/R ont été répartis en 4
combinaisons possibles : DWT/RA5.1 (blanc) ; DWT/RWT (gris clair) ; DA5.1/RAS5.1 (gris
foncé) et DA5.1/RWT (noir). Dans cette classification, « A5.1 » regroupe les génotypes
homozygotes et hétérozygotes pour la mutation. Les fréquences de ces différentes
combinaisons au sein des 3 groupes « VBK nég»; « VBK +» et « VBK ++ » ont ensuite

été comparées.

L’analyse des fréquences révele que les couples pour lesquels il n'y a pas eu de
réactivation post-greffe du VBK portent en tres grande majorité (83,86%) les
combinaisons DA5.1/RA5.1 et DA5.1/RWT avec des fréquences respectives de 38,70 et
45,16%. Ces deux combinaisons ont en commun d’associer des donneurs exprimant la
mutation MICA A5.1, ce qui confirme le role protecteur de la mutation précédemment
observé. A l'opposé, les combinaisons les plus représentées au sein du groupe de
patients a forte réactivation post-greffe « ++ » sont: DWT/RA5.1 (34,37%) et DWT/RWT
(25,00%), représentant a elles deux 59,37% des patients de ce groupe. Ces
combinaisons ont en commun d’associer des donneurs homozygotes MICA WT. Le
groupe de patients positifs pour la détection du virus uniquement dans les urines
présente des fréquences intermédiaires pour les différentes combinaisons étudiées.
L’analyse statistique révele une différence significative entre les génotypes MICA des
couples D/R composant le groupe maitrisant l'infection et ceux du groupe subissant une

forte réactivation du VBK (**p=0,0023).
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Figure 12 : Comparaison des fréquences des combinaisons D/R pour la
mutation MICA A5.1 en fonction des statuts virologiques des receveurs pour le
VBK. WT=Patients homozygotes pour le gene MICA non muté; A5.1=Patients
homozygotes ou hétérozygotes pour la mutation MICA A5.1. Les analyses statistiques ont
éte réalisées selon le test de Pearson X2.

Nous observons donc un effet antagoniste, selon l'expression ou non de la
mutation MICA A5.1 par le donneur, sur le controle de I'infection a VBK chez le receveur.
Ainsi, les effets protecteurs, par I'expression de la mutation MICA A5.1, et déléteres, par
I'expression du gene MICA non muté, semblent étre uniquement restreints au donneur
et donc indépendant de l'allele MICA exprimé par le receveur. Alors comment expliquer
le peu de variation entre les fréquences de la combinaison DA5.1/RA5.1 (Gris foncé)

dans les différents groupes VBK « - », « + » et « ++ » (Figure 12) ?
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Pour répondre a cette question, nous montrons ci-dessous les différentes

combinaisons de génotypes possibles entre les donneurs et les receveurs (Figure 13).

Réactivation du VBK

Donneur Receveur - + ++
A5.1/A5.1 WT/WT 7 (22,58) 2 (8,00) 2 (6,25)
WT/A5.1 WT/WT 7 (22,58) 3 (12,00) 1(3,12)
A5.1/A5.1 WT/A5.1 4 (12,90) 4 (16,00) 2 (6,25)
WT/WT WT/WT 3(9,67) 5 (20,00) 9 (28,12)
WT/WT WT/A5.1 1(3,22) 3 (12,00) 8 (25,00)
WT/WT A5.1/A5.1 1(3,22) 1 (4,00) 2 (6,25)
A5.1/A5.1 A5.1/A5.1 1(3,22) 1 (4,00) 1(3,12)
WT/A5.1 A5.1/15.1 1(3,22) 3 (12,00) 1(3,12)
WT/A5.1 WT/A5.1 6 (19,35) 3 (12,00) 6 (18,75)

n=31 n=25 n=32

Donneur Receveur

A5.1/A51 WT /WT

RESISTANT

WT /A5.1 WT /WT

A5.1/A51 WT /A51 %2%%%%%%

WT /WT WT/A5.1 | SENSIBLE
wrwr asa/asa| T
astiasa asamsA OO |
WT /A5 A5.1/A5.1 ALEATOIRE
WT/A54  WT/A5.1 v
0 20 40 60
Fréquence des couples D /R (%)
[] - virurie neg. + virurie pos.  [ll] ++ virurie & virémie pos.

Figure 13 : Les différentes combinaisons D/R pour le géne MICA et leurs
impacts sur la réactivation du VBK post-transplantation. WT/WT=Patients
homozygotes pour le gene MICA non muté; A5.1/15.1=Patients homozygotes pour la
mutation MICA A5.1 ; WT/A5.1=Patients hétérozygotes pour la mutation MICA A5.1.
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L’analyse des différentes combinaisons D/R pour le gene MICA et de leurs
fréquences dans les différents groupes de patients, en fonction de leurs statuts
virologiques, a permis le classement des combinaisons D/R en fonction de leur impact
sur la réactivation du VBK (Figure 13).

Ainsi, les combinaisons « DA5.1/A5.1 // RWT/WT »; « DWT/A5.1 /| RWT/WT »
et « DA5.1/A5.1 // RWT/A5.1 » sont clairement associées a une résistance quant a la
réactivation du VBK post-greffe, en particulier les deux premieres. Les combinaisons
«DWT/WT // RWT/WT »; « DWT/WT // RWT/A5.1» et « DWT/WT // RA5.1/A5.1 »
sont, a I'inverse, clairement associées a une plus forte susceptibilité a la réactivation du
VBK post-greffe, particulierement les deux premiéres combinaisons. Les combinaisons
«DA5.1/A5.1 // RA51/A51»; «DWT/A51 [/ RA5.1/A51» et «DWT/A51 [/
RWT/A5.1 » semblent, quant a elles, associées a un effet aléatoire sur la réactivation du
VBK post-greffe.

Outre le fait de mettre a nouveau en évidence I'effet protecteur de I'expression de
la mutation MICA A5.1 par le greffon, cette analyse apporte un éclairage quant a I'impact
du génotype MICA porté par le receveur sur le contrdle de I'infection au VBK. En effet,
cette analyse suggere que I'association d’'un donneur exprimant la mutation A5.1 avec un
receveur n’exprimant pas l'allele muté est protectrice. A l'inverse, 1'association d’un
donneur exprimant un allele de MICA non muté avec un receveur également exprimant
un alléle non muté semble au contraire délétere. La présence de la mutation a la fois
chez le donneur et le receveur est ici associée a un effet aléatoire pour la réactivation du
VBK. Il y aurait donc une dichotomie dans I'impact de I'expression de MICA WT par le
receveur, qui serait protectrice lorsque associée a un greffon MICA A5.1 et délétere

lorsque associée a un greffon MICA WT.
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3-4 Discussion & Perspectives

Dans cette étude, nous associons de facon significative le génotype MICA du
donneur au statut virologique du receveur pour le VBK. L’expression de la mutation
MICA A5.1 par le donneur étant associée a une absence de réactivation alors que
I'expression d’un allele non muté, a une plus forte réactivation du VBK.

L’analyse des combinaisons de génotypes MICA associées au couples D/R
confirme le role protecteur de la mutation MICA A5.1 lorsque celle-ci est exprimée par le
greffon, en particulier lorsque le receveur exprime un allele de MICA non muté. A
I'inverse, 'expression de MICA WT par le greffon est associée a une plus forte sensibilité
a 'encontre de 'infection au VBK, particulierement lorsque le receveur exprime lui aussi
un allele non muté. Ici, la co-expression de la mutation MICA A5.1 semble plutot
impacter de fagon aléatoire sur la réactivation du VBK post-transplantation.

Ces résultats devront étre vérifiés sur une cohorte de patients plus importante.

L’augmentation de cette derniére est en cours.

L’effet protecteur de la mutation MICA A5.1 est en accord avec les travaux de Zou
et collaborateurs sur le virus du CMV (Zou et coll,, ] Immunol. 2005) et de Thomas et
collegues sur le virus du KSV (Thomas et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 2008) qui
décrivaient l'incapacité de ces virus a contrdler l'expression de la protéine mutée.
L’infection de lignées épithéliales exprimant respectivement les trois génotypes MICA
(WT/WT; WT/A5.1 et A5.1/A5.1) par le VBK sera réalisée dans les prochains mois afin

de vérifier si un mécanisme similaire est ici mis en jeu.

Les travaux de Hiie et collegues ont mis en avant l'implication possible de
I'intéraction MICA/NKG2D dans la maturation des T CD8(+) (Hte et coll.,, ] Immunol.
2003). Dans la méme ligne, Shafi et collaborateurs mettent en avant une surveillance par
les cellules NK et TyS selon une intensité « individuelle », dépendante de l'allele de MICA
(Shafi et coll., Sci Transl Med. 2011). Dans une précédente étude (Article 2 du Chapitre
II) nous avons montré que la mutation MICA A5.1 était associée a une surexpression de
la protéine mutée a la surface des cellules endothéliales et provoquait une plus forte

activation des cellules NK dans un systeme de co-culture.
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Aussi, une forte expression « naturelle » de MICA, dans les tissus, pourrait-elle
« éduquer » les cellules effectrices NKG2D(+) a ne déclencher une activité cytotoxique
qu’en présence d’'une cellule cible exprimant un niveau encore plus élevé de MICA? A
I'inverse, une faible surexpression de MICA, pourrait-elle induire une forte lyse par les
cellules effectrices NKG2D(+) « éduquées » avec une faible expression naturelle de
MICA? La transplantation chez de tels individus d’un organe exprimant une forte
quantité naturelle de la protéine MICA (ex MICA A5.1) pourrait-elle induire une réponse
allo-immune du receveur a I'encontre des antigenes MICA du greffon ? Mais favoriser
’élimination des cellules infectées du greffon ? Ceci pourrait donc expliquer pourquoi,
dans cette étude, les receveurs MICA WT sont associés a une protection lorsque greffés
avec un organe A5.1 et a une susceptibilité vis a vis de l'infection au VBK lorsqu’ils

recoivent un greffon MICA WT.

Par ailleurs, les travaux de Jinushi et collegues ont montré un effet bénéfique de
la présence d’anticorps anti-MICA chez des patients atteints de cancer (Jinushi et coll,,
Proc Natl Acad Sci USA. 2006 et 2008). Nos précédents travaux indiquent que les
combinaisons D/R, dans cette étude les plus favorables au contrdle de la réactivation du
VBK («DA5.1/A5.1 // RWT/WT»et «DWT/A51 // RWT/WT ») constituent les
combinaisons idéales pour la mis en place d’'une allo-immunisation anti-MICA (Article 2
du chapitre II). Les anticorps anti-MICA pourraient-ils avoir un double impact sur la
greffe, en signalant les cellules infectées (ex Réactivation du VBK) et provoquer leur
élimination a court terme et, induisant des lésions amenant au rejet chronique, a plus
long terme ? La recherche des anticorps anti-MICA dans cette cohorte de patients sera

également effectuée dans les prochains mois.
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CHAPITRE IV :
|dentification et Caractérisation d'un Epissage
Alternatif du Gene MICA
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4-1 Présentation de I'étude

En plus du systeme HLA, d’autres systémes antigéniques présentent un
polymorphisme susceptible de jouer un rdle dans un contexte allogénique. C’est en
particulier le cas des protéines MICA avec 94 alleles décrits a ce jour, répartis en 71

groupes (http://hla.alleles.org). La majorité de ces polymorphismes étant située dans

les exons 2, 3 et 4 du gene MICA, codant pour les domaines extracellulaires (al, a2 et
a3). L'exon 1 codant pour le peptide «Leader» l'’exon 4 pour la région
transmembranaire et l'exon 6 pour la région intra-cytoplasmique. Initialement
restreinte aux fibroblastes et aux cellules épithéliales, I'expression membranaire de
MICA a par la suite été étendue a d’autres types cellulaires, incluant en particulier les
cellules endothéliales (CE) (Zwirner et coll., Inmunogenetics. 1998).

MICA est une protéine régulée par les stress cellulaires et dont la fonction est de
lier le récepteur activateur NKG2D, principalement exprimé par les lymphocytes
TCD8(+), Ty9, les cellules NK et NKT (Groh et coll., Science. 1998) (Bauer et coll., Science
1999) (Wu et coll., Science. 1999). Le signal résultant de l'interaction de MICA avec son
récepteur induit, en 1'absence de signaux inhibiteur, I'activation de la cellule effectrice
NKG2D(+) et la lyse de la cellule cible (pour revue: Vivier et coll., Cur Op Immunol.
2002).

La protéine MICA existe également sous une forme soluble (MICAs) (Groh et coll.
Nature. 2002) (Salih et coll,, ] Immunol. 2002). Cette forme soluble, qui correspond en
structure aux domaines al, 2 et 3 de MICA, résulte du clivage protéolytique de la
protéine membranaire. Ce processus permet donc la régulation de la forme
membranaire de MICA par le relargage d’'une forme soluble. Bien que la fonction de
MICAs soit encore mal connue, celle-ci semble avoir un effet antagoniste de celui de la
forme membranaire. En effet, MICAs a été décrite pour induire l'internalisation de
NKG2D a la surface des cellules effectrices et, par conséquent, diminuer leur activité

cytolytique engagée par le récepteur NKG2D (Groh et coll., Nature. 2002).
L’épissage alternatif est un mécanisme moléculaire pouvant également permettre

la régulation de la protéine « sauvage », par la synthese d’isoformes aux propriétés

parfois différentes de celles de la protéine d’origine (Blencowe, Cell. 2006). Un épissage
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alternatif du ligand de NKG2D, RAET1G (ou ULBP5), a précédemment été dentifié
(Bacon et coll, ] Immunol. 2004). Dans cette étude, les auteurs décrivent un épissage
partiel de I'exon 4 du gene RAET1G, modifiant le cadre de lecture et introduisant de
facon précoce un codon stop. Le transcrit alterne obtenu code alors pour une protéine
« RAET1G2 » dépourvue des domaines transmembranaires et intracytoplasmiques. La
caractérisation de l'expression et de la fonction de la protéine RAET1G2 décrit une
protéine relarguée sous forme soluble, avec une fonction semblable a celle décrite pour
MICAs (Bacon et coll, ] Immunol. 2004) (Eagle et coll., PLoS ONE. 2009). Un épissage
alternatif de MICA a également été décrit par le passé (Zou et Stastny, Immunogenetics.
2002). Celui-ci consistait en une délétion totale de I'exon 3 de MICA, codant pour le
domaine a2. Dans cette étude, la fonction de cette nouvelle isoforme de MICA n’a pas fait

'objet d’'une description détaillée.

Dans cette étude, nous décrivons les événements nous ayant amené a
'identification d’'un nouvel épissage alternatif de MICA. Nous apportons ici une
description détaillée des différents transcrits alternatifs, des nouvelles isoformes ainsi
encodées et identifions la cause probable du phénomeéne a l'origine de la présence de ces
transcrits.

Cette partie de mon travail de these fait actuellement I'objet d'un dép6t de brevet.

Aussi, pour respecter la confidentialité, certaines informations ne sont pas montrées.
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4-2 Matériel et Méthodes

Culture primaire de Cellules Endothéliales

Une collection de Cellules Endothéliales Artérielles Humaines (HAEC) issues de
donneurs d’organes (n=84) a été établie dans notre équipe. Les conditions
d’amplification post-isolement et le stockage de ces cellules dans 'azote liquide ont été
optimisés afin de générer un stock suffisant et permettre un nombre d’études
significatives.

Les CE sont cultivées dans un milieu de croissance composé de 10 mL d’ECBM
(Endothelial Cell Basal Medium) supplémenté par 10 % de SVF décomplémenté a 56°C
pendant 30 min; 4puL « Endothelial Cell Growth supplement» (ECGS)/heparin; 0,1
ng/mL human Epidermal Growth Factor (hEGF), 1ng/mL human basic Growth Factor
(hbGF); 1pg/mL d’hydrocortisone; 50 ng/ml d’amphotéricine B et 50 pg/ml de
gentamycine B (C-22010; PromoCell, Heidelberg, Germany), 2mM L-glutamine,
100U/mL pénicilline, 0,1mg/mL streptomycine (Sigma-Aldrich).

Extraction d’ARN et RT-PCR

Les ARN ont été extraits par l'utilisation de Trizol (Invitrogen) et selon les
instructions préconisées par le fournisseur. La qualité des ARN a été évaluée par
migration électrophorétique sur gel d’agarose dénaturant puis traités a la DNase
(Ambion, Applied Biosystems, Foster city, CA). La rétrotranscription a été réalisée via
'utilisation de l'enzyme M-MLV RTase (Invitrogen) selon les instructions du
fournisseur. Les séquences des amorces utilisées pour la réaction de PCR ont été
obtenues par l'utilisation du logiciel « Oligo4S » et leur synthese a été réalisée par la
société « MWG » (eurofins) (Tableau 2). Les produits de PCR ont ensuite été controlés

par migration éléctrophorétique sur gel d’agarose.

Geéne Amorce sens Amorce antisens Taille (pb)

MICA 5' GTCGGGGCCATGGGGCT &' 5' TCATAGGTCAGGAAACTGAGG 3' 1350

Tableau 2: Séquences des amorces utilisées pour les réactions de PCR et
taille attendue des produits amplifiés
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PCR en temps réel

Plusieurs paires d’amorces, spécifiques des transcrits alternatifs, ont été
synthétisées pour la quantification par SYBR™ Green. La quantification relative de
I'expression de MICA est obtenue par normalisation avec le gene de ménage
hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) et un échantillon de
référence selon la méthode des « 2-AACt » (Livak and Schmittgen 2001) et l'utilisation
du thermocycleur ABI PRISM 7700 sequence detection system (PE Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA). Chaque réaction a été réalisée en triplicat.

Sous-clonage

La séparation des différents produits de RT-PCR, est performée par migration
électrophorétique sur gel d’agarose Low-Melting (Invitrogen) 2% a 50 V pendant 15
heures. Les bandes contenant les amplicons d’intéréts sont excisées et 'ADNc extrait
selon la méthode du Phénol/Chloroforme. Les acides nucléiques précipités par de
’éthanol absolu sont culotés par centrifugation puis lavés en éthanol 70%. Le sous-
clonage est réalisé a l'aide du kit StrataClone™ PCR Cloning (Stratagene). Cinq a
cinquante pg de produit de RT-PCR purifié sont insérés dans le plasmide pSC-A
(StrataClone™ Vector). Les plasmides sont ensuite incorporés dans une souche
bactérienne compétente (Strataclone™ SoloPack Competent Cells, Garden Grove, CA) par
choc thermique. La sélection a été réalisée sous le couvert de I'expression des génes de
I'ampicilline et du X-Gal. Par la suite, I'extraction et la purification des plasmides ont été

réalisées selon le kit (Nucleospin Plasmid Quick Pure, Macherey-Nagel, Hoerdt, France).

Séquancage et analyse de 'ADN

Le séquencage a été réalisé par la plate-forme de séquencage de I'lFR 26 selon la
méthode de Sanger. L’ensemble des réactions constitutives du séquencage a été réalisé
avec le kit « Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit» (Applied Biosystems).
L’analyse des séquences d’ADN a été réalisée via le logiciel « ChromasPro». Ces
séquences ont été alignées a la totalité des geénes référencés dans la banque de donnée

en ligne « GenBank ».

Clonage et Transfection de cellules COS
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Les ADNc correspondants ont été insérés dans vecteur d’expression pCMV-3Flag
(Agilent Technology, CA, USA), en 5’ d’'un FLAG M2. Celui-ci consiste en une répétition du
motif « DYKDDDDK ». La transfection des cellules COS a été réalisée avec I'utilisation de
la Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA, USA) selon les recommandations préconisées par

le fournisseur. Un vecteur vide a été utilisé en controle.

Cytométrie en flux

Quarante-huit heures post-transfection, les cellules COS ont été décollées par de
la trypsine et lavées a trois reprises dans une solution de PBS contenant 1% de BSA et
0,1% d’azide de sodium (NaN3) puis incubées avec 25 pl d'une solution d’anticorps anti-
Flag utilisée a 10 pg/mL. La présence des isoformes est révélée par 'ajout d'un anticorps
secondaire couplé a un fluorochrome (FITC). Nous avons utilisé le cytometre de flux
« FACSCanto II » (Becton Dickinson) et le logiciel d’analyse FlowJo® (Tree Star,Inc.)

pour 'analyse de I'expression des différentes isoformes par les cellules COS transfectées.

Immunofluorescence

Quarante-huit heures post-transfection les cellules COS cultivées sur lame de
verre sont fixées par une solution de PBS / BSA 1% puis marquées avec une solution
d’anticorps anti-Flag a 10 pg/mL, pendant 15h, a 4°C. La présence des isoformes est
révélée par l'ajout d’'un anticorps secondaire couplé a un fluorochrome (FITC). Le
microspcope a fluorescence Nikon Diaphot microscope (Nikon, To- kyo, Japan) a été
utilisé pour la capture d’image. Les images ont ensuite été analysées avec le logiciel de

traitement d’'image Image]J (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
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4-3 Résultats

Identification et caractérisation de transcrits alternatifs de MICA.

Par l'analyse de I'impact du polymorphisme génétique sur la transcription du
gene MICA, réalisée sur des cultures de CE isolées a partir de donneurs d’organes par
RT-PCR, nous avons mis en évidence la présence de transcrits supplémentaires, 4
bandes de poids moléculaires inférieurs au transcrit sauvage (1300pb), chez 2 individus
parmi les 84 testés (Figure 1A).

Dans le but de caractériser les différents transcrits de MICA, les produits de RT-
PCR obtenus a partir des CE ont été séparés et purifiés a partir de I'excision des bandes
alternes sur gel d’agarose. Ces derniers ont été amplifiés par sous-clonage puis
séquencés (Figure 1B). L’analyse des séquences a permis de caractériser les délétions
présentes dans les transcrits additionnels de MICA (A, B, C et D) schématisées dans la
Figure 1C.

L’analyse des séquences nucléotidiques révele, pour les quatre transcrits
alternatifs, une délétion totale ou partielle d’'un ou plusieurs exons. En effet, 'TADNc
correspondant au transcrit alternatif de MICA noté « A » se caractérise par la délétion de
280 nucléotides en 5’ de I'’exon 3 et d’'une Guanine en 3’ de 'exon 4 (A5’Ex3; G3’Ex4). La
séquence d’ADNc correspondant au transcrit alternatif noté « B » se caractérise par la
délétion de 138 nucléotides en 5’ de I'exon 3 et de 164 en 3’ de I'Exon 4 (A5’Ex3 ; 3’'Ex4),
soit 302 nucléotides. L’ADNc associé au transcrit alternatif noté « C » est caractérisé par
la délétion de 138 nucléotides en 5’ de I'exon 3 et par la délétion totale de I'Exon 4
(A5’Ex3 - Ex4), soit une délétion totale de 417 nucléotides. La séquence nucléotidique de
I’ADNc correspondant au plus petit transcrit alternatif de MICA noté «D» est
caractérisée par une délétion totale des exons 3 et 4 (AEx3- Ex4), soit de 566
nucléotides. De plus, ces délétions ont pour conséquence le décalage du cadre de lecture
(ORF) pour les transcrits « A, B, C » (*), ce qui n’est pas le cas pour le transcrit alternatif

noté « D ».
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Figure 14 : Mise en évidence et caractérisation des transcrits alternatifs de
MICA.(A)Apres extraction des ARN au Trizol, traitement a la DNase et Transcription
inverse, les ADNc ainsi obtenus sont amplifiés par PCR au moyen d’amorces spécifiques
de MICA. Les produits de PCR provenant d'une cellule controle et d'une cellule
présentant le polymorphisme génétique MICA *010/*017 sont ensuite contrdélés par
migration électrophorétique sur gel d’agarose 1%. (B) Excision et sous-clonage de
chaque transcrit alternatif de MICA. Les produits de RT-PCR excisés ont été amplifiés par
sous-clonage. (C) Séquencage et analyse des séquences de chaque transcrit alternatif.
Représentation schématique des transcrits alternatifs de MICA. Cinq transcrits
différents ont été identifiés: Un transcrit noté « WT » correspondant au transcrit
sauvage de MICA et quatre transcrits additionnels notés A, B, C et D.
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Identification d’'une mutation au niveau de I'intron 4 pouvant étre la cause
de l'altération de I’épissage de MICA

Nous avons mis en évidence la présence de ces transcrits alternatifs chez 2
patients sur 84 analysés (2,38%). L’analyse du génotype MICA de ces 2 individus révele
que ces deux individus sont porteurs, de fagon hétérozygote, de I'allele rare MICA*017
(génotype MICA*010/*017 pour le premier (EC #1) et MICA*018/*017 pour le second
(EC #2)). L’analyse des polymorphismes des transcrits alternatifs et des transcrits WT
présents dans ces deux cellules révele que les transcrits alternes proviennent tous de
I'épissage de l'allele MICA*017, les transcrits WT provenant de la transcription des
autres alleles ; MICA*010 pour le premier individu et MICA*002 pour le second (Figure
15A).

(A) EC #1 EC #2
(*010/*017) (*18/*17)
v EOEDEEE—} o0 018

» IECDEBEE— |
s DEDERE—

e OB —

> PBE—

> *017 *017
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Tr I Y

(B) e Domaies Extacotuaies__ Tinsmen: sy
MICA ADNg s_g B Ex Exd Ex5 B

3

MICA AGIl4 CCTCTG TGAGCCTAGGGTGACCCTGGAGAGGG//

G

Figure 15: Association entre la présence des transcrits alternatifs et I'allele
MICA*017 (A), identification de la délétion d’'une guanine en 5’ de l'intron 4

(B)
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La premiere description de l'allele MICA*017 fut réalisée par Obuchi et
collaborateurs. Ils décrivaient alors cet allele comme porteur de la délétion d'une
guanine en 3’ de I'exon 4, entrainant une modification de I'ORF et I'introduction précoce
d’'un codon stop. Par analogie, la séquence protéique prédite devait comporter une
répétition de 12 leucines dans le domaine transmembranaire (Obuchi et coll., Tissue
Antigens. 2001). Cependant, par 'analyse de '’ADN génomique correspondant a l'allele
MICA*017, nous observons également la délétion d’'une guanine mais ne pouvons définir
s'il s’agit du G situé en 5’ de I'’exon 4 ou celui situé en 3’ de I'intron 4 (Figure 15B). Cette
derniere possibilité pourrait aisément expliquer l'altération de ’épissage associé a
'allele MICA*017, les régions 5’ et 3’ des introns étant des zones critiques pour le
processus d’épissage (Blencowe, Cell. 2006). Nous proposons donc la dénomination de
« AGI4 » (Délétion d’'une guanine en 5’ de 'intron 4) pour qualifier les cellules exprimant
ces transcrits alternatifs de MICA. En effet, d’apres le dernier recensement des différents
alleles de MICA. Cette mutation pourrait étre associée, non seulement a l'allele

MICA*017, mais également aux alleles MICA*015 et *068 (http://hla.alleles.org)

Quantification des transcrits alternatifs par RT-PCR quantitative.

Par la synthese de paires d’amorces spécifiques de chacun des transcrits (mis a
part pour le transcrit MICA-A qui ne peut étre différencié des transcrits B et C), nous
avons quantifié le taux d’expression des différents transcrits par RT-PCR quantitative
dans les deux CE associées aux transcrits alternatifs et I'avons comparé a un groupe de
CE controles (Figure 16).

Nos résultats révelent des taux de transcrits alternatifs A, B, C et D
significativement plus important dans les CE hétérozygotes pour I'allele MICA*017, par
comparaison a un groupe de CE controles. Pour tous les transcrits alternatifs, leur
détection est inexistante dans le groupe controle sauf pour le transcrit MICA-D qui

semble étre détecté dans les CE contrdles, bien qu’en quantité nettement inférieure.
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Figure 16 : Quantification des transcrits alternatifs de MICA par RT-qPCR. La
quantification des transcrits a été réalisée sur des produits de RT-PCR a I'aide d’amorces
spécifiques au moyen de la technologie SYBR™ Green. Le groupe de CE controles (CTL)
comprend n=6 CE. Le groupe MICAAGI4 comprend les deux CE MICA*017. L’analyse
statistique a été réalisée selon le T test de Student.

Description des séquences prédites en acides aminés.

Les séquences en acides aminés déduites de ces nouvelles séquences
nucléotidiques pour les différents transcrits alternatifs sont schématisées en Figure 17.
Pour les isoformes MICA-A, -B, et -C, la modification du cadre de lecture intervient apres
I'exon 2 et conduit a une protéine ou seul le domaine alpha 1 de MICA est conservé. Dans
le cas de MICA-B les domaines extracellulaires alpha 2 et 3 sont perdus mais cette
isoforme conserve son domaine alpha 1, son domaine transmembranaire et
intracellulaire. L’isoforme MICA-D correspond, quant a elle, a une forme de MICA

tronquée avec un domaine extracellulaire unique (alphal).
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Figure 17 : Alignement & Représentation

MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGARAEPHSLEYNLTVL SWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRC DRQKCRAKPQG
MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGAAAEPHSLE YNLTVL SWDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRYDRQKCRAKPQG
MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGAAAEPHS LRYNLTVLSGDGSVQSGFLAEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQG
MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGAAAEPHSLRYNLTVL SWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQG
MGLGPVFLLLAGIFPFAPPGAAAEPHS LRYNLTVL SWDGSVQSGFLTEVHLDGQPFLRCDRQKCRAKPQG
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Clonage et expression de chacune des isoformes de MICA.

Les différentes isoformes de MICA, résultant de I'épissage alternatif de I'allele
MICA*017, ont été clonées dans un vecteur d’expression. Des cellules COS ont ensuite été
transfectées et les différentes protéines de fusion ont été détectées par FACS et Immuno-
fluorescence, via le marquage intracellulaire des isoformes avec un anticorps anti-FLAG

spécifique (Figure 18).

MICA (WT)
w|  MF1:26333 || . :
- S
"o W& s

P LR ARG SR 4 LS
EA 4}
FLAG M2
Isoform MICA- A Isoform MICA- B
MFI: 1813 . el MRI14251 | A

Isoform MICA- C Isoform MICA-D
250K t »\ﬁﬁ N L
! MFI: 11455 0 o]

Figure 18 : Détection des différentes isoformes de MICA par FACS (Image de
gauche) et par immunofluorescence (Image de droite) aprés la transfection
de cellules COS. Les protéines de fusion correspondant aux différentes isoformes ont
été détectées par un anticorps anti-FLAG spécifique. Le marquage par
immunofluorescence résulte du marquage secondaire des anticorps anti-FLAG avec un
anticorps anti-IgG de souris couplé a un fluorochrome (FITC). Les cellules positives
apparaissent en noir. Travail réalisé par Pierre-Jean Gavlovsky, étudiant en premiere
année de these.
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La détection spécifique des différentes isoformes par immuno-fluorescence
révele un marquage positif pour les protéines WT (MICA*018) et les isoformes MICA-B ;
-C et -D, avec une intensité de fluorescence plus importante pour les protéines WT et
MICA-D. La détection des protéines par FACS confirme une absence de synthese de
I'isoforme MICA-A par comparaison aux autres isoformes et a la protéine sauvage. Les
valeurs de MFI obtenues confirment une plus forte expression des protéines WT et

MICA-D et suggerent une stabilité plus importante de ces dernieres (Figure 18).
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4-4 Discussion et Perspectives

Dans cette étude, nous apportons la premiere description des ces transcrits
alternatifs de MICA. Apres analyse des séquences nous observons que ces transcrits
alternatifs résultent de I'épissage de 'allele MICA*017, retrouvé chez 2,38% des patients
composant notre cohorte de donneurs. Cet allele avait initialement été décrit pour
porter une mutation, la délétion d’'une guanine, en 3’ de I'exon 4 (Obuchi et coll., Tissue
Antigens. 2001). Le séquencage de I'ADN génomique des patients de notre cohorte,
portant cet alléle confirme la présence de la mutation, mais suggere un décalage de la
position de celle-ci par rapport a la premiére description réalisée par Obuchi et
collegues. Ainsi, nous proposons que la guanine délétée serait située en 5’ de l'intron 4 et
non en 3’ de 'exon 4. Le positionnement de cette mutation, dans une zone intronique
critique pour les mécanismes d’épissage, pourrait alors expliquer la présence des
transcrits alternatifs et I'absence du transcrit sauvage associé a l'allele MICA*017.

La recherche de cette délétion est en cours dans une cohorte plus importante de
patients. L’association de la mutation avec l'allele MICA*017 et la présence des transcrits
alternatifs devra étre confirmée. La délétion initialement décrite par Obuchi et collegues
avait été associée également a I'allele *015 puis étendue a 'allele *068. La présence de
transcrits alternatifs de MICA devra étre recherchée chez les individus porteurs de ces
alleles.

Nous décrivons la présence des transcrits alternatifs de MICA dans des cultures
primaires de CE. La contribution du type cellulaire sur la synthése de ces transcrits
devra étre vérifiée. Nous recherchons actuellement a collecter d’autres échantillons
biologiques provenant des donneurs déja identifiés afin de vérifier la présence des

transcrits alternatifs dans d’autres types cellulaires (PBMC, monocytes, macrophages...).

La caractérisation de la fréquence des alleles MICA*015, *017 et *068 dans une
population de donneurs sains pourra étre étendue a certaines population pathologiques.
En effet, il existe un déséquilibre de liaison associant les genes MICA et HLA-B (Grimaldi
et coll, Hum Immunol. 1996) (Fodil et coll, Immunogenetics. 1999). De facon
intéressante, les alleles MICA*015 et *017 ont été décrits pour étre associés a 'allele

HLA-B57, un alléle particulierement étudié pour son implication dans les mécanismes
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d'immunité anti-virale. En effet, cet alléle rare a été trés clairement associé a la
population, non moins rare, d’« elite controllers » ou les patients controlant de fagon

innée la réplication du virus du VIH (Zaunders et coll., Curr Opin HIV AIDS. 2011).

Les ADNc codant pour les différents transcrits alternatifs de MICA ont été clonés
dans un vecteur d’expression. La caractérisation biochimique des différentes isoformes
résultant de la transfection de cellules COS est en cours. La localisation cellulaire des
différentes isoformes sera réalisée et la possibilité de leur relargage sous une forme

soluble vérifiée.

L’interaction entre les protéines MICA et le récepteur NKG2D agit comme un
signal majeur déclenchant l'activation ou la co-activation des cellules effectrices
NKG2D(+). MICA et NKG2D sont donc des cibles particulierement importantes pour des
approches d'immunothérapie dans les domaines de la cancérologie et de la virologie en
particulier. L'impact de l'expression de ces isoformes sur le récepteur NKG2D devra
donc étre déterminé. Des co-cultures entre les cellules transfectées, exprimant les
différentes isoformes, et des cellules NK sont actuellement en cours afin d’évaluer le role
de chacune de ces isoformes sur l'activation NK (Travail réalisé par Pierre-Jean

Gavlovsky, étudiant en premiere année de these).

Enfin, la synthese d’anticorps spécifiques de chacunes de ces isoformes est
envisagée a moyen terme. Ces anticorps seront alors des outils uniques et nécessaires
pour la caractérisation plus poussée des isoformes et de leur(s) impact(s) sur les

mécanismes de 'immunité.
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CHAPITRE V :

Le projet proVasc : Identification de molécules

et extraits d'origine végétale pour leurs
propriétés antioxydantes, anti- inflammatoires

et anti-AGE
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5-1 Présentation de I'étude

L’'inflammation, le stress oxidant et les AGE (Advanced Glycation End-products)
jouent un role primordial dans les mécanismes de la dysfonction endothéliale et sont
impliqués dans de nombreuses pathologies cardio-vasculaires.

Le but du projet proVasc (acronyme de « protection vasculaire ») est d’identifier
de nouvelles molécules et extraits d’origine végétale pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, anti-oxydantes et/ou anti-AGEs. Le potentiel thérapeutique des
meilleures molécules et extraits identifiés sera par la suite testé pour des maladies telles
que le diabete, I'hypertension artérielle, le cancer ou le rejet de greffe. Ce réseau
coordonné par le professeur Pierre Pacaud de 'INSERM UMR915, de I'Université de
Nantes, s’organise autour de différents acteurs académiques et industriels, d’horizons et
de compétences différents.

A travers le réseau proVasc notre objectif a été de mettre au point des tests, sur
les CE, permettant de cribler un tres grand nombre de molécules et extraits d’origines

végétales pour leurs propriétés anti-inflammatoires et/ou anti-AGEs.

Pour la détection des propriétés anti-inflammatoires, nous avons utilisé la
technique d'ELISA cellulaire pour mesurer et comparer l'expression membranaire
induite de la molécule d’adhésion VCAM-1 en présence ou en absence de molécules
chimiques ou d’extraits végétaux.

En effet, la molécule VCAM-1 n'est pas exprimée par la cellule endothéliale (CE) a
|'état basal mais est induite par un traitement au TNFa pendant 6 heures aboutissant,
via la voie de signalisation NFkB, a l'activation de la CE. La voie d'activation utilisant le
facteur de transcription NFkB étant la voie intervenant majoritairement dans les
mécanismes d’inflammation et de stress oxydatif (Pober et Sessa, Nat Rev Immunol.
2007). Nous testons donc la capacité des molécules chimiques/extraits végétaux a
inhiber, de fagon dose dépendante, la voie de signalisation NFKappaB. Notre inhibiteur
de référence étant 'Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC).

Nous réalisons en paralléle un test de viabilité cellulaire par MTT (bromure de 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium), permettant de mesurer, de facon

dose dépendante, la toxicité des molécules chimiques/extraits végétaux testés.
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Pour la détection des propriétés anti-AGE, nous avons mis au point un test de
viabilité cellulaire par MTT afin de mesurer et comparer la mortalité cellulaire induite
par la formation d'AGE sur des cultures de CE prétraitées ou non avec une dose réponse
de molécules/extraits végétaux. Nous utilisons ici 1'alpha-oxoaldéhyde GLYOXAL comme
inducteur d'AGE. Son introduction dans le milieu de culture des CE aboutissant a une

mortalité cellulaire de 80% apres 15h de traitement.
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5-2 Mise au point d'un test pour la détection des
propriétés anti-inflammatoires et anti-

oxydantes

Ce test s’articule autour de la capacité qu’ont les CE a synthétiser des molécules
d’adhésion en réponse a certains stimuli, tels que les cytokines proinflammatoires ou les
médiateurs du stress oxidatif. Le déterminant commun de tous ces stimuli est
'activation du facteur de transcription NFkB (Nuclear Factor-kappa B) (Pober et Sessa,
Nat Rev Immunol. 2007) (Csiszar et coll,, ] Appl Physiol. 2008). L’activation de la voie
NFkB dans la CE déclenche alors la synthése de protéines impliquées dans diverses
fonctions de I'endothélium, notamment les protéines impliquées dans l'adhésion des
leucocytes (VCAM1, E-selectines...). Notre objectif était donc de mettre au point un test
pour la détection de nouvelles molécules ou extraits d’origine végétale capables de
bloquer/inhiber l'activation endothéliale induite par un activateur de la voie NFkB. Ce
test se voulait rapide et simple dans la mise en ceuvre, puisqu’'un grand nombre de

molécules et extraits doivent étre testés.

Comparaison du TNFa et du LPS pour leur capacité a induire I’expression de
VCAM1 a la surface des CE

Nous avons, dans un premier temps, comparé deux types de stimuli
différents (TNFa et LPS) pour leur capacité a induire l'expression de VCAM1 par
cytométrie en flux (Figure 19). Les résultats obtenus mettent en évidence un effet dose
réponse du TNFa sur I'induction membranaire de la molécule d’adhésion VCAM1 par les
CE. Cependant aucun effet du LPS n’a été observé sur VCAM1, apres 6h de traitement. A
ce stade, nous avons retenu le TNFa comme notre molécule de référence pour stimuler

I'expression de VCAM1 par les CE.
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Figure 19 : Détection de I'expression de VCAM-1 a la surface des CE par
cytométrie de flux, aprés traitement pas TNFx ou LPS. Les CE ont été traitées
durant 6h par des doses croissantes de TNFa (25 et 400U/ml) ou de LPS (100 et
500ng/ml).

Détection de I'expression induite de VCAM1 a la surface des CE par ELISA
cellulaire.

Nous avons cherché a réproduire les résultats obtenus avec le TNFa, mais cette
fois-ci en utilisant la technique d’ELISA cellulaire moins sensible mais dont la facilité de
mise en oeuvre suggere une capacité de criblage plus importante que la cytometrie de
flux (Bishop et coll., Biotechniques. 1992) (Charreau et coll.,, Transplantation. 2000).

Par cette technique, nous avons testé les effets d'une dose réponse de TNFa et

deux temps d’activation, 6 et 15 h sur I'induction de VCAM1 membranaire (Figure 20).
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Ces résultats montrent un effet dose-réponse du TNFa sur l'induction de
I'expression de VCAM1 par les CE. La mise en évidence, par la suite, d'un effet, méme
faible, des molécules ou extraits végétaux sur I'inhibition de VCAM1 induit par le TNFaq,
nécessite le choix d'une condition expérimentale permettant la meilleure induction de
VCAM1 pour une concentration «raisonnable » de TNFa. Dans cette optique, nous
avons choisi de retenir un temps d’activation de 6h et une concentration en TNFa de

200 U/ml (Histogramme blanc).

Recherche d’'une molécule de référence pour I'inhibition de I'’expression de
VCAM1 induite par le TNFa.

Trois molécules ont été testées et comparées pour leur capacité a inhiber
I'expression de VCAM1 induite par le TNFa. Le TEMPOL (4-Hydroxy-TEMPO) est un
nitroxyde ayant des propriétés anti-oxydantes (Wilcox, Pharmacol Ther. 2010). Le
dérivé synthétique de la cystéine NAC (N-acétylcystéine) a également été décrit pour ses
propriétés anti-oxydantes (Coombes et Fassett, Kidney Int. 2012) tout comme le PDTC
(pyrrolidine dithiocarbamate) qui est un inhibiteur de la voie NFkB reconnu (Schreck
etc coll,, ] Exp Med. 1992). Les CE ont été pré-traitées durant une heure avec diverses
concentrations de ces trois molécules puis traitées pendant 6h avec 400U/ml de TNFa.
L’expression de VCAM1 a ensuite été mesurée par ELISA cellulaire (Figure 21A). Un test
de viabilité cellulaire par MTT a été réalisé en parallele afin d’écarter tout effet apparent
sur l'expression du VCAM1 en réalité dii a une toxicité de la molécule testée (Figure

21B).
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Figure 21 : Effets des anti-oxydants TEMPOL, NAC et PDTC sur l'inhibition de
I'expression de VCAM induite par le TNF. (A) Les CE ont été pré-traitées pendant
une heure avec les différents anti-oxydants. Du TNFa a ensuite été ajouté au millieu de
culture pour une concentration finale de 200U/ml. Apres 6h d’incubation, les CE ont été
fixées et I'expression de VCAM1 mesurée par ELISA cellulaire. (B) Un test de viabilité
cellulaire par MTT a été réalisé en parallele afin de mesurer la toxicité relative a chacun
des inhibiteurs hypothétiques testés.

Les effets sur 'inhibition de I'expression de VCAM observés ici avec le TEMPOL
et NAC ne résultent que de la toxicité de ces deux molécules, a partir de 1mM pour le
TEMPOL et de 25mg/ml pour NAC. Cependant, nous observons une tres forte inhibition
de 'expression induite de VCAM1 par le PDTC, pour une toxicité tres faible. Le PDTC est

donc retenu comme inhibiteur de référence et sera utilisé a une concentration de

100pM.
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Criblage d’'une collection d’extraits végétaux et de molécules purifiées

d’origine végétale.

Toutes les molécules et extraits testés ici sont des molécules et extraits originaux

d’origine végétale, sélectionnés sur des criteres pharmaco-ethnologiques et/ou par une

utilisation ancestrale de la plante d’origine a des fin thérapeutiques.

A ce jour, nous avons testé 90 extraits et 72 molécules purifiées. Un exemple

représentatif des résultats de notre test pour la détection des propriétés anti-

inflammatoires/oxydantes est présenté en Figure 22.
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Figure 22: Exemple représentatif des résultats obtenus par le test pour la
détection des propriétés antioxydantes/inflammatoires. (A) Test de viabilité
cellulaire au MTT. Les extraits présentant une toxicité sont encadrés en rouge. (B) Test
d’inhibition de I'expression induite de VCAM1 a la surface des CE. Les CE ont été pré-
traitées pendant une heure avec les différents extraits végétaux. Du TNFa a ensuite été
ajouté au milieu de culture pour une concentration finale de 200U/ml. Apres 6h
d’incubation, les CE ont été fixées et I'expression de VCAM1 mesurée par ELISA
cellulaire. Les fleches désignent les extraits, non toxiques, présentant un potentiel
d’inhibition de I'expression de VCAM1 induite par le TNFa (E35 et E40).

La Figure 22 représente une série de résultats, représentatifs, des résultats
obtenus avec ces tests. Le test de viabilité cellulaire par MTT révele une toxicité relative
des extraits E37 a E39 et E41 a E44, lorsque utilisés a une concentration de 100ug/ml
(Encadrés en rouge) (Figure 22A). Les résultats du test d’inhibition de I'expression de
VCAM1, corrélés au test de viabilité cellulaire, mettent en évidence les propriétés des
extraits E35 et E40 a bloquer I'effet du TNF sur I'induction de VCAM1 par la CE (Figure
22B).
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5-3 Mise au point d’'un test pour la détection des

propriétés anti-AGE

Les AGEs (Advanced glycation end-products) sont les produits finaux de la
réaction non-enzymatique de glycation des protéines ou lipo-protéines plasmatiques ou
intracellulaires. Cette réaction est impliquée dans les mécanismes de vieillissement et
associée a de nombreuses pathologies comme le diabete ou l'insuffisance rénale (pour
revue : Goldin et coll., Circulation. 2006).

Les CE qui expriment a leur surface des récepteurs aux AGEs (RAGE) sont une
cible reconnue des AGEs. De 'intéraction des AGEs avec leur récepteur a la surface des
CE, en résulte une activation endothéliale via le facteur de transcription NFkB (Schmidt
et coll, Proc Natl Acad Sci USA. 1994). Les molécules et extraits d’origine végétale
précédemment identifiés pour leurs effets sur I'inhibition de 1‘expression de VCAM1 a la
surface des CE par le TNF ont donc tous un effet anti-AGE potentiel.

Dans ce contexte, notre but était de mettre au point un test, complémentaire du
premier, permettant la détection des molécules ou extraits capables de directement

bloquer la synthese des AGEs, au niveau intracellulaire.
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Figure 23: Structure chimique des molécules de la famille des «-
oxoaldéhydes.

A partir des travaux de Sliman et collegues nous avons choisi d’utiliser I'a-
oxoaldéhyde « Glyoxal », un composé chimique impliqué dans la réaction de glycation
des protéines, comme inducteur d’AGE dans la cellule endothéliale (Sliman et coll., Mol

Cell Biochem. 2010) (Figure 23).
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En accord avec les travaux de Sliman et collaborateurs nous observons un effet
dose réponse du glyoxal sur la diminution de la viabilité des CE, révélé par MTT (Figure
24A). Chacun des extraits et molécules ont par la suite été testés pour leur capacité a
protéger la CE de la mortalité induite par le Glyoxal. Pour ce faire, les CE ont été pré-
traitées avec différentes concentrations des molécules et extraits d’intérets, pendant 6h.
Le milieu de culture des CE a ensuite été remplacé par un milieu contenant le glyoxal.
Apres 15h d’incubation, la mortalité des CE est mesurée par MTT. Un exemple de

résultat positif est représenté en Figure 24B.
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Figure 24 : Mesure de la viabilité cellulaire par MTT aprés traitement des CE
avec l'inducteur d’AGE « Glyoxal » et exemple représentatif des effets d’'une
molécule capable d'inhiber I'effet du Glyoxal. (A) Les CE ont été traitées avec des
concentrations croissantes de Glyoxal, pendant 15h. La viabilité cellulaire a ensuite été
mesurée par MTT. (B) Les CE ont été pré-traitées avec différentes concentrations de la
molécule d’origine végétale QUER, pendant 6h. Le milieu de culture des CE a ensuite été
remplacé par un milieu contenant 2mM de glyoxal (Histogramme grisé). Apres 15h
d’incubation, la mortalité des CE est mesurée par MTT.
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5-4 Résultats du screening

Parmi les 90 extraits testés, 38 (42,2%) se sont avérés toxiques, 24 (26,7%) n’ont
affichés aucun effet sur la CE (ni toxique, ni sur l'inhibition de VCAM1) et 28 (31,1%)
sont ressortis du crible pour leurs effets sur I'inhibition de VCAM1. Sur les 72 molécules
purifiées ici testées, 56 (77,8%) étaient toxiques pour la CE, 7 (9,7%) étaient sans effet
et 9 (12,5%) se sont révélées capables d’inhiber I'expression induite de VCAM1.

Le test complémentaire visant a déceler des propriétés anti-AGE a permis
'identification de 3 molécules purifiées pour leur capacité a inhiber la mortalité

cellulaire induite par le Glyoxal, en plus de leur effet sur I'inhibition de VCAM1.

Les molécules et extraits ainsi sélectionnés ont fait/font l'objet de tests
supplémentaires (Mesure des effets vaso-relaxants, inhibition de la syntheése des ROS
(reactive oxygen species)) au sein des différents laboratoires du réseau proVasc afin de
compléter leurs effets protecteurs et identifier les modes d’action mis en oeuvre. Une
partie des résultats obtenus fait, a ce jour, 'objet d’'une publication soumise (Annexe

1):

G Rakotomalala, C Agard, P _Tonnerre, S Derbré, S Michalet, J
Hamzaoui, M Rio, B Charreau, G Loirand, and P Pacaud. « Extract from
Mimosa Pigra attenuates chronic experimental pulmonary
hypertension »
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De part sa fonction de ligand de NKG2D, son expression hyper-régulée, et le haut
degré de polymorphisme qui lui est associé, I'intérét des chercheurs pour la molécule
MICA n’a eu de cesse de croitre des la premiere description des loci MIC, en 1994
(Bahram et coll., Proc Nat Acad Sci USA. 1994) (Figure 9).

Dans un premier temps, son polymorphisme et sa proximité génétique avec les
genes du HLA, ont fait de MICA un gene particulierement étudié pour son role dans les
pathologies auto-immunes (Mizuki et coll, Proc Natl Acad Sci USA.1997). Tres vite, les
transplanteurs s’intéressent également a cette protéine polymorphe exprimée par les
cellules endothéliales et les premieres descriptions de la présence d’anticorps anti-MICA
dans les sérums des patients transplantés de tardent pas (Zwirner et coll, Hum
Immunol. 2000). Plus tard de nombreuses études cliniques associeront la présence des
anticorps anti-MICA a une diminution de la survie des greffes (Zou et coll.,, N Engl ] Med.
2007) (Terasaki et coll., Am ] Transplant. 2007).

La régulation de MICA par les stress cellulaires, les premiéres descriptions de la
fonction de MICA comme ligand activateur du récepteur NKG2D, porté par les cellules
NK et les lymphocytes TCD8(+) (Groh et coll., Science. 1998) (Bauer et coll., Science
1999) ont sonné le début d’'une décennie de travaux décrivant I'importance de MICA
pour la détection et la destruction des cellules infectées ou en cours de transformation
tumorale par les cellules de l'immunité innée. En parallele, la description des
mécanismes utilisés par les virus et les tumeurs pour échapper a cette détection a
permis d’étendre les champs de recherche de ces deux thématiques, 'immunité anti-
infectieuse et 'immunité anti-virale, a 'impact que pouvaient avoir les polymorphismes
de MICA sur ces mécanismes (Zou et coll., ] Immunol. 2005) (Thomas et coll., Proc Natl
Acad Sci. 2008) (Ashiru et coll,, Cancer Res. 2010).

La premiere description d’'une forme soluble de MICA, apres le clivage
protéolytique de la forme membranaire, a également suscité une vague de travaux sur
I'impact et la régulation de cette forme soluble sur les mécanismes d’échappement des
tumeurs, compte tenu de sa fonction immunosuppressive (Groh et coll.,, Nature. 2002)
(Salih et coll, J] Immunol. 2002). Cependant, les études recherchant la présence et
I'implication de ces protéines solubles dans des pathologies autres que cancéreuses
demeurent anecdotiques parmi I'ensemble. De méme, la recherche des anticorps anti-
MICA et la caractérisation de leurs effets restent cantonnées au domaine de la

transplantation. Pourtant, certaines études émergent et suggerent un role important des
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anticorps anti-MICA dans les pathologies cancéreuses (Jinushi et coll., Proc Natl Acad Sci

USA. 2006 et 2008) et pourquoi pas dans les pathologies infectieuses et auto-immunes.

Le travail présenté ici s’inscrit dans la thématique de notre équipe (équipe 5,
INSERM U1064) qui s’intéresse au role de l‘endothélium du greffon dans les mécanismes
du rejet du transplantation. Les travaux de notre équipe s‘articulent autour de deux
axes; (1) l'identification des nouvelles molécules et voies de signalisation impliquées
dans les mécanismes de la dysfonction endothéliale et (2) I'’étude de l'alloréactivité des
cellules endothéliales, cibles des allo-anticorps en transplantation par 'expression de

molécules HLA et non-HLA du donneur.

La protéine MICA fait partie de ces antigenes, non-HLA, exprimés par les cellules
endothéliales et reconnus par les anticorps induits post-transplantation. L’hypothese de
départ de ce travail se construit autour d'une idée, celle que le polymorphisme
génétique de MICA pourrait influencer I'expression de la protéine MICA par les CE du
donneur et moduler la réponse allo-immune en transplantation.

Pour tester cette hypothése, nous nous sommes appuyés sur un outil unique, une
bio-collection de cultures primaires de CE, isolées a partir de l'artéere rénale des
donneurs d’organes. Le typage systématique de MICA, pour chacune des cultures de CE,
nous a permis de réaliser des études phénotypiques sur un grand nombre de CE de
génotype MICA défini et de corréler les résultats obtenus avec le génotype MICA des CE.
C'est ainsi que nous avons observé une forte modification de I'expression de MICA par
les CE portant la mutation MICA A5.1.

Ainsi, nous démontrons que la mutation MICA A5.1 induit la surexpression d'une
protéine mutée a la surface des CE du donneur. Cette surexpression est associée a une
absence de clivage protéolytique de la protéine MICA A5.1 mais a la présence d'une
forme soluble liée aux exosomes issus des CE. L'impact de ces formes solubles sur les
fonctions du greffon reste a déterminer. Nous montrons, que les CE des donneurs
porteurs de la mutation sont la cible privilégiée des anticorps anti-MICA présents dans
les sérums des receveurs et apportons la premiere analyse statistique proposant une
corrélation entre un mismatch MICA A5.1 entre donneurs et receveurs et I'induction

d’anticorps anti-MICA post-transplantation rénale.
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La protéine MICA, en tant que ligand du récepteur activateur NKG2D, est
impliquée dans les mécanismes de 'immunité innée anti-virale. La réactivation du virus
BK constitue aujourd’hui une des principales causes de perte du greffon au-dela de la

premiere année post-greffe.

Nous avons donc recherché I'impact de la mutation MICA A5.1 sur la réactivation
du virus BK post-transplantation rénale. Par la confrontation des génotypes MICA des
couples de donneur/receveur avec les statuts virologiques des receveurs, nous avons
mis en évidence une corrélation statistique entre 'expression de la mutation MICA A5.1
par le donneur d’organe et une moindre fréquence de la réactivation du virus BK post-
greffe. En outre, nous identifions les combinaisons de génotypes MICA, entre donneurs

et receveurs, les plus a risque pour la réactivation du virus BK.

L’ensemble de ces travaux suggere un impact fort de la mutation MICA A5.1 sur la
survenue de complications immunologiques et/ou virologiques post-greffe. Nous
proposons le génotypage des donneurs et des receveurs pour le gene MICA, pré-greffe,

afin d’identifier les receveurs a risque et adapter leur suivi post-greffe.

Ce travail apporte également la description d’'un nouvel épissage alternatif de
MICA, dans les CE. Celui-ci se caractérise par la présence de 4 transcrits alternes, définis
par une délétion totale ou partielle des exons 3 et 4 codant pour les domaines
extracellulaires de MICA. La caractérisation des isoformes issues de la traduction de ces
transcrits promet des structures originales, parfois tres différentes de la protéine
sauvage. Les fonctions et I'implication de ces différentes isoformes dans un contexte

pathologique devront étre définies.

Ces travaux soulignent toute I'importance du polymorphisme génétique dans la
mise en ceuvre des mécanismes immunologiques et soutiennent la théorie de l'inter-
individualté de la réponse immune, pour laquelle la thérapie personnalisée semble étre

la réponse la plus adaptée dans un contexte pathologique.
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Abstract

ETHNOPHARMACOLOGICAL RELEVANCE: Different parts of Mimosa Pigra are
used in traditional medicine in Madagascar, tropical Africa, South America and Indonesia for
various troubles including cardiovascular disorders.

AIM OF THE STUDY: To investigate the mechanisms underlying the vascular effects of
MPG by assessing in vitro its antioxidant and anti-inflammatory properties, and its vascular
relaxing effects, and in vivo, its action on hypoxic pulmonary hypertension (PAH) in rats.
MATERIAL AND METHODS: The antioxidant activity of MPG extracts was determined
by using both the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging and the oxygen
radical absorbance capacity (ORAC) in vitro assays. Anti-inflammatory properties were
assayed on TNFa-induced VCAM-1 expression in endothelial cells. The vasorelaxant effect
of MPG methanolic extracts was studied on rat aorta and pulmonary artery rings pre-
contracted with phenylephrine (PE, 1 uM) in the presence or absence of the endothelium.

In vivo MPG extract effects were analyzed in chronic hypoxic PAH, obtained by housing
male Wistar rats (250 g), orally treated or not with a daily dose of 400 mg/kg of MPG extract,
in a hypobaric chamber for 21 days.

RESULTS: MPG extract has antioxidant and anti-inflammatory properties. It induces
endothelium-dependent, NO-mediated relaxation of rat aorta and pulmonary artery. /n vivo,
chronic MPG treatment reduces hemodynamic and histologic manifestations of hypoxic PAH
in rat. This effect is associated with a restoration of endothelium function and an increase in
endothelial NO synthase phosphorylation. MPG leaf extract contains flavonoids, including
quercetin and tryptophan. Each compound also efficiently limits hypoxia-induced PAH.
CONCLUSIONS: Our results show endothelial protective action of MPG extracts which is
likely to be due to its antioxidant action. MPG successfully attenuated the development of

PAH, thus demonstrating the protective effect of MPG on cardiovascular disease.
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Introduction

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a complex and multifactorial disease
characterized by a progressive increase of pulmonary vascular resistance and pulmonary
arterial pressure (PAP), leading to right ventricle hypertrophy and death (Humbert and
Hoeper, 2008; Rubin, 2006). Idiopathic, familial and connective tissue disease-associated
forms of PAH share similar features (Rabinovitch, 1997). Pathologic changes of pulmonary
arteries, which involve endothelial dysfunction, endothelial and smooth muscle cell
proliferation, and increased vasoconstriction, decrease the lumen area of the pulmonary
microvasculature, causing fixed elevation of pulmonary resistance. Although major advances
in the understanding of disease development and treatment have been achieved over the last
15 years, the pathogenesis of PAH remains not clearly understood and the mechanisms
responsible for this abnormal pulmonary vascular remodelling are unknown. However,
impairment of endothelial dysfunction, essentially characterized by an impairment of nitric
oxide (NO) production and/or bioavailability is likely to play a central role in the initiation
and progression of PAH (Budhiraja et al., 2004). Multiple studies in experimental models and
in human implicate oxidative stress in the development endothelial dysfunction, increased
vasoconstriction and PAH (Jernigan et al., 2008; Lai et al., 1998; Tabima et al., 2012). This
oxidative stress, corresponding to increased generation of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species promotes decrease of both synthesis and bioactivity of endothelial
NO (Fresquet et al., 2006; Tabima et al., 2012). Accordingly, current therapies are based on
the use of drugs that improve endothelial function and pharmacological agents targeting the
endothelium/smooth muscle cell axis, acting on endothelin-1 receptors, NO or prostacyclin
signaling, have shown benefits for patients with PAH (Tabima et al., 2012). However, these
treatments failed to improve the long-term survival and their use is hampered by either side

effects or inconvenient drug administration routes (Humbert et al., 2004). Alternatively, in
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light of the role of ROS in PAH, antioxidant-based strategies aiming at decreasing ROS levels
have been proposed as potential interesting therapeutic treatments for PAH.

Nature has been a source of medicinal agents for thousands of years and continues to be
an abundant source of novel chemotypes and pharmacophores. About 50% of the currently
marketed drugs discovered between the period of 1981 to 2010 owe their origin to natural
products or natural product derivatives (Newman and Cragg, 2012). In fact, the most
important worldwide used drugs were discovered as a result of chemical studies directed at
the isolation of the active substances from plants used in traditional medicine. In particular,
during the few past years, medicinal plants have been extensively used as a source of new
antioxidants for the development of drugs and other valuable bioactive agents. According to
this strategy, from a screening of plant used in traditional medicine in Madagascar, we
identified antioxidant properties of Mimosa Pigra (MPQG) leaf extracts. Different parts of
MPG is used in traditional medicine in Madagascar, tropical Africa, south America and
Indonesia for various troubles including head colds, toothaches, eye medicine, diarrhoea,
weak heart or weak pulse, and also for its antimicrobial activity (Grosvenor et al., 1995;
Rosado-Vallado et al., 2000). The aim of this study was to analyze the properties of MPG
extract responsible for its cardiovascular effect. We fount that antioxidant properties of MPG
extract are associated in vitro with anti-inflammatory effects and endothelium-dependent

vascular relaxing effects, and in vivo, with a beneficial effect on hypoxic HTAP in rats.

Methods

Plant material
MPG extracts were purchased from Sotramex (Antananarivo, Madagascar). MPG dry leaves
were grounded and extracted with methanol (50% aqueous methanol) at room temperature for

24 h. The crude hydroalcholic extract was filtrated and then evaporated. The dried extracts
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were then re-dissolved at a concentration of 100 mg/ml in aqueous solution with 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO). The maximal DMSO concentration used in our tests was thus

0.1% and has no effect.

UHPLC-DAD-ESI-QTOF analysis

Dried extract was concentrated at 10 mg/ml and then analysed by ultra-high performance
liquid chromatography (UHPLC, Agilent 1290) coupled to diode array detector (DAD) and
electrospray quadrupole time of flight (QTOF) MS detector (Agilent 6530) using poroshell
120 EC-C18 column (3.0%100 mm, 2.7 um, Agilent) with a mixture of 0.4% formic acid in
water (A) and acetonitrile (B) following this gradient: 2% of B from 0 to 2 min., 40% of B at
20 min. and 100% of B at 22 min. The flow rate was 0.8 ml/min and the injection volume was
Sul. UV spectra were recorded between 190 and 600 nm. The ESI source was optimized as
follows: positive ionization mode, scan spectra from m/z 100 to 3000, capillary voltage 3.5
kV, fragmentor 110V, fixed collision energy at 20V. Nitrogen was used as the nebulizing gas

with a flow rate of 12 1/min and a temperature of 320°C at 40 psi.

Antioxidant activity of MPG extract

The antioxidant activity of MPG extracts were determined by using both the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging and the oxygen radical absorbance capacity
(ORAC) in vitro assays.

DPPH scavenging activity was assayed as described previously (Duge de Bernonville et al.,
2010). Assays were performed in microplates (Nunc-Immuno Modules, Nunc, Roskilde,
Denmark). Thirty microliter of methanol extract or 10x solutions of each compound was
added to 240 pl of methanol in microplate wells. The reaction was started with the addition of

30 pl of a 3.2 mM methanol solution of DPPH and the OD was monitored at 515 nm every
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minute for 120 min with a UV—visible microplate spectrophotometer. A Trolox standard
dilution curve was included as an internal control in each run. Antioxidant activity was
evaluated by calculating the concentration of the tested molecule or raw extract corresponding
to 50% reduction of the DPPH radical at steady state (ECsg). Trolox equivalent antiradical
capacity was calculated as the ratio between the Trolox ECsy and that of the extract tested.
The experiment was repeated three times (n=3) with internal duplicate-measurements.

ORAC based on 2,2-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)-initiated chain-
oxidation of fluorescein as previously described (Duge de Bernonville et al., 2010). Extract
dilutions were prepared in potassium phosphate buffer (10 mM, pH 7.4). The reaction was
performed in a 96-well black opaque plate (Costar, Cambridge, MA) as follows: 150 ul of
10 nM of fluorescein were added in each well and 25 pl of Trolox or extract or pure
compound were pipetted in triplicate. Trolox dilutions ranged from 62.5 to 1000 uM with a 2-
fold dilution factor, pure compounds from 12.5 to 100 uM and extracts were diluted 800 and
400 times. The background signal was determined after a 30 min incubation at 37 °C and the
reaction was started with the automatic injection of 100 ul of 240 mM AAPH. Fluorescence
was measured every 90 s for 10 cycles. Fluorescence data were plotted and the area under the
curve (AUC) was calculated. A Trolox equivalent (TE) was calculated with a linear Trolox
regression curve (¥ = 168.18X—20.269, R*=0.9977 with X= AUC sample — AUC blank)
and results are expressed in pmol TE/g extract. Each experiments was performed three times

(n=3) with internal duplicate-measurements.

Endothelial Cell culture and activation
Human primary vascular endothelial cells (Lonza Verviers SPRL, Verviers, Belgium) were
cultured in Endothelial Cell Basal Medium (ECBM) supplemented with 10% fetal calf serum

(FCS), 0.004 ml/ml ECGS/Heparin, 0.1 ng/ml hEGF, 1 ng/ml hbFGF, 1 pg/ml
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hydrocortisone, 50 pg/ml gentamicin and 50 ng/ml amphotericin B (C-22010, PromoCell,
Heidelberg, Germany) and used between passage 2 and 5. For activation, confluent
endothelial cell monolayers were starved overnight and incubated with recombinant human
TNFa (200 U/ml, R&D Systems, Lille, France) for 6 h in ECBM supplemented with 2%
FCS, in the absence or presence of MPG or pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, 200 uM;
Sigma), used as reference antioxidant. Experiments were performed in triplicates in 96-well

plates pre-coated with 1% gelatine (Nunc, Roskilde, Denmark).

Cellular Elisa assays for membrane-bound vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1).
After treatment, cells were fixed in glutaraldehyde. VCAM-1 detection was achieved using
anti-VCAM-1 mouse IgG (R&D Systems). Assays were processed using anti-mouse [gG2a-
horseradish peroxidase (Cell Sciences ™, Inc., Canton, MA, USA) (1:4,000) and developed
using the ABTS Peroxidase Substrate Reagent (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA).

Optical density (OD) was measured at 570 nm.

Cellular Viability/proliferation assay

Cell viability/proliferation was quantified by MTT colorimetric assays in endothelial and rat
aortic smooth muscle cell cultures. Primary aortic smooth muscle cells were obtained and
cultured as previously described (Agard et al., 2009). After plating and incubation in the
presence of various concentration of MPG, without or with 10% FCS, endothelial or smooth
muscle cell viability was assessed by incubation with 1 mg/ml MTT (3-[4,5 Dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazodium) for 4h at 37 °C and recording the OD at 550 nm. For each
experiment, measurements were performed in triplicates. The relationship between OD and
cell number was determined to be linear by the regression curve and the equation of the curve

allowed us to determine the cell number for each treatment.
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Animals

Male Wistar rats (250 g) were used. The normoxic rats were housed in room air at normal
atmospheric pressure. Chronic hypoxic PAH was obtained by housing animals in a hypobaric
chamber at 380 mmHg (Vacucell 111L, Medcenter, Munich, Germany) for 21 days. MPG
(400 mg/kg/d) extract and quercetin (100 mg/kg/d; Sigma) were added in the drinking water
and L-tryptophan was daily administrated by IP injection (50 mg/kg/d; Sigma) for all the 21
days-hypoxia. All experiments were conducted in accordance with international guidelines for

the care and use of laboratory animals.

Haemodynamic measures

Haemodynamic measures were made as previously described (Guilluy et al., 2005). Rats were
anaesthesized by IP injection of ketamine and xylazine. Haemodynamic parameters were
measured using a venous catheter inserted in the right jugular vein. The catheter was
introduced in the right atrium, the right ventricle and then in the pulmonary artery. Systolic
right ventricle pressure, systolic, diastolic and mean pulmonary arterial pressure (PAP) were

then measured (Hewlett-Packard, M1106B).

Measure of right ventricular hypertrophy.
After sacrifice, heart was removed and washed from blood. Right ventricular (RV)
hypertrophy was measured using the ratio of RV weight to left ventricle (LV) plus

interventricular septum weight [RV/(LV+S)].
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Histologic analysis

Histological examination of pulmonary vascular remodelling was performed as previously
described (Guilluy et al., 2005). The left lung was removed. Left bronchus was slowly
injected with 4% paraformaldehyde in PBS to distend air-cells and the entire piece was put in
the same fixation solution to be processed for paraffin-embedded sections (10 pm). Three
transversal sections per lung were stained with haematoxylin-eosin-saffron and Weigert’s
staining. A total of 15-30 arterial vessels (20 to 60 um in diameter) were examined in each
section. The wall thickness was quantified by measuring the area using Metaview software
(Universal Imaging Co., West Chester, PA, U.S.A.). The ratio area of the lumen (LA) to the
area of the entire vessel (arterial wall plus lumen; VA) x 100 was calculated. The medial area
(MA, in %) was calculated using the formula MA=100 — LA/VAx100. All these analyses

were performed by one observer blinded to the group from which the sections were taken.

Western blot analysis

Pulmonary arteries (extralobar, main and first branches) were harvested and lysed as
previously described (Agard et al., 2009). After electrophoresis and transfer to nitrocellulose
membrane, samples were analysed by Western blot with antibodies against eNOS and
phospho-eNOS (Cell Signaling), p38 and phospho-p38 (Cell Signaling). Immunoreactive
bands were visualized using horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody and
subsequent ECL kit detection (Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France). Quantification

was made by densitometric analysis with QuantyOne (Biorad, Hercules, CA, U.S.A.).

Contraction experiments

Rat aortas and pulmonary arteries were collected in physiological saline solution (in mM; 130

NaCl, 5.6 KCI, 1 MgCl2, 2 CaClI2, 11 glucose, 10 Tris, pH 7.4 with HCIl) and cut in rings.
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Arterial rings were than were suspended under isometric conditions, connected to a force
transducer (Pioden controls Ltd, Canterbury, UK) in Krebs-Henseleit solution at 37°C
bubbled with 95% 02-5% CO2. After equilibration, the response to KCl 60mM was
determined. The presence and the functionality of the endothelium were checked by adding
carbachol (CCh, 10 pM) to rings pre-contracted by phenylephrine (PhE, 1 uM). Similarly, the
relaxing effect of MPG was tested by adding increasing concentrations of MPG to rings pre-
contracted by PhE (1 uM). In some experiments performed in de-endothelialized, the

endothelium was removed by gentle mechanical rubbing of the intimal surface.

Statistical analysis
Values are expressed as mean = SEM of n independent experiments or samples. Statistical
analysis was performed by two tailed, unpaired Student's ¢ test. A P value of P<0.05 was

considered significant.

Results

Antioxidant and anti-inflammatory properties of MPG extracts

Antioxidant potential of MGP was assessed by both DPPH scavenging and ORAC assays on
MPG extracts. These assays revealed antioxidant properties of MPG extract, in the same ranks
of concentration: 1268 pmol TE/g with DPPH and 2287 umol TE/g with ORAC.

Antioxidant activity of plant extract is often associated with anti-inflammatory properties. We
thus analyzed the anti-inflammatory action of MPG by measuring its ability to decrease
TNFa-induced VCAM-1 expression in endothelial cells (Fig 1A). MPG extracts (0.01-1
mg/ml) inhibited the induction of VCAM-1 in response to TNFo with a maximal inhibitory
effect close to 90%, similar to that obtained with PDTC. This anti-inflammatory activity was

not due to cytotoxic effect of the extract as endothelial cell viability, assessed by MTT is not
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affected by the presence of MPG (Fig 1B). These results provide evidence for antioxidant and

anti-inflammatory properties of MPG extract.

Vasorelaxing effect of MPG

MGP (0.0001-0.1 mg/ml) produces a concentration-dependent relaxation of rat aorta and
pulmonary artery precontracted with 1 uM PhE, with a half-maximal effect obtained at 7.89
pg/ml and 3.24 pg/ml, respectively (Fig 1C, D). Removal of the endothelium completely
abolishes the relaxing effect of MPG (Fig 1C). In endothelialized rat aortic rings, inhibition of
NO synthesis by L-NAME (3 uM), attested by the inhibition of CCh-induced relaxation, also
totally prevents MGP-induced relaxation of PhE contraction (Fig 1E). In contrast,
indomethacin, an inhibitor of cyclooxygenase (10 pM) and gibenclamide, an inhibitor of
ATP-sensitive potassium channels (10 pM) have no effect, suggesting that neither
prostacyclin nor hyperpolarizing relaxing factors were involved in the relaxing effect of MPG
(Fig 1E). These results thus indicate that MGP induces endothelium-dependent vascular

relaxation through stimulation of NO production.

MGP has no effect on vascular smooth muscle cell viability and proliferation

To further characterize the action of MGP of vascular cells, we have analyzed MPG effects on
smooth muscle proliferation and viability (Fig 2). At concentrations ranging from 0.01 to 1
mg/ml, MPG extract did not significantly affect smooth muscle cell proliferation induced by

10% serum (Fig 2A) and cell viability (Fig 2B).

Beneficial effect of MPG extract on PAH

Results from our in vitro experiments suggest that MPG extracts display endothelial

protective effect. We therefore next address its in vivo effect on the development of hypoxic
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PAH, known to involve endothelial dysfunction. Rats maintained in hypobaric chamber for 21
days displayed an increased hematocrit (67.00+01.15% vs 39.17+1.01 in normoxic rats, n=6,
P<0.0001) attesting the hypoxic condition. The rats exposed to chronic hypoxia developed
PAH characterized by an increase in mean PAP (26.29+ 1.01 mmHg vs 9.00+0.81 mm Hg in
normoxic rats, n=6, P<0.001)(Figure 3A). Right ventricular remodelling in hypoxic rats was
also attested by the strong increase in the ratio of RV weight to LV plus septum [RV/(LV+S)]
(0.434+0.038 vs 0.174+0.004, n=6, P<0.001) (Figure 3B). MPG treatment (400 mg kg" d™)
applied daily for the entire duration of hypoxia exposure significantly reduces PAH, as shown

by the significant decrease in the mean PAP and the RV/(LV+S) (Figure 3A and B).

Antiremodelling effect of MPG in pulmonary vasculature

Histologic examination of pulmonary vasculature showed that medial wall thickness of small
pulmonary arteries (20-60 pm in diameter) was markedly increased in hypoxic rat at day 21
(Figure 3C). Treatment with MPG nearly resulted in a normalization of pulmonary arterial
wall thickness (Figure 3C). Recent evidence suggests that p38 MAPK is activated in the
pulmonary artery in response to both acute and chronic hypoxia, driving cell proliferation and

vascular remodelling (Welsh et al., 2005; Welsh et al., 2001). As expected, hypoxia induced
increase in pulmonary p38 activity (Figure 3D). Hypoxia-induced activation of p38 was

significantly reduced in MPG-treated rats (Figure 3D).

MPG restores endothelial function of hypoxic rats

To further define the effect of MPG in the progression of PAH in hypoxic rats, we next
assessed the effect of MPG on the endothelial function of pulmonary artery ring from
untreated and MPG-treated hypoxic rats (Figure 4A). Endothelial NO releasing capacity of
the endothelium was assessed by measuring CCh-induced relaxation of pulmonary artery

rings contracted by PhE (1 pM). As shown in Figure 4A, CCh-induced relaxation was
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increased in MPG-treated hypoxic rat, indicating that MPG limited hypoxia-induced
endothelial dysfunction. This observation is in agreement with the increase phosphorylation
of eNOs observed in pulmonary arteries form MPG-treated hypoxic rats (Figure 4B). Taken
together, these results provide evidence that MPG-induced improvement of endothelial

function could participate to its beneficial effect on PAH.

Compounds identification

We next wanted to identify compounds contained in MPG extract that could potentially
underlie the biological effects of MPG. The phytochemical analysis of MPG leaves extract
revealed the presence of phenolic compounds (Figure 5A), of which 6 were identified as
flavonols derivatives according to their characteristic UV spectra. All were 3-O substituted
since band I Am.x were observed inferior to 360 nm, which is typical of a 3-O substitution for
this class of compounds (Mabry et al., 1970). Given this information, HRMS and HRMS/MS
spectra were analysed and allowed the identification of 6 flavonols mono-glycosides and also
tryptophan in the extract (Figure 5B). The exact nature of the sugar could not be determined
with these experiments apart for quercitrin (3-O-rhamnosyl quercetin) and myricitrin (3-O-

rhamnosyl myricetin) which were compared with authentic standards (Extrasynthese).

Effects of tryptophan and quercetin

Among the compounds identified, tryptophan and quercetin have been shown to have
hypotensive action in systemic circulation (Hofmann, 2010; Wang et al., 2010) and
endothelium-dependent relaxing effect (Perez-Vizcaino and Duarte, 2010), respectively. We
thus examined whether these individual compounds can underlie the biological effect of
MPG, and mimick its effect on PAH. We first examined the relaxing effect of both

compounds on endothelialized pulmonary artery rings. Quercetin produced a concentration-
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dependent relaxation of precontracted rings but l-tryptophan had no effects (Figure 6A). The
relaxing effect of quercetin was completely abolished in the presence of L-NAME (not
shown), indicating that it was mediated by endothelial NO. In vivo, in the hypoxic PAH
model, L-tryptophan (50 mgkg™ d™") or quercetin (100 mgkg" d™) treatment applied daily for
the entire duration of hypoxia exposure significantly reduces PAH, as shown by the
significant decrease in the mean PAP, RV/(LV+S) ratio and pulmonary artery remodelling

(Figure 6B-C).

Discussion

Our results provide evidence for antioxidant and anti-inflammatory properties, and
endothelium- and NO-dependent vasodilatory effect of MPG leaf extract. An important
finding of this study is that in vivo, chronic treatment with MPG extract limits hypoxia-

induced PAH in rats. MPG significantly ameliorates haemodynamic parameters and right

ventricle hypertrophy. We further show that MPG has efficient antiremodelling effect on

pulmonary vasculature and improves endothelial function.

We suggest that the effects of the prolonged MPG extract treatment in attenuating
hypoxia-induced PAH occur via its anti-oxidant properties. Increased ROS is crucial for
vascular endothelial dysfunction (Fresquet et al., 2006; Tabima et al., 2012). Accumulating
evidence indicates a role of reactive oxygen species (ROS), essentially produced by
NAD(P)H oxidase activity, in the pathogenesis of PAH in several different animal models of
PAH including fetal lambs (Brennan et al., 2003; Grobe et al., 2006), newborn piglets
(Dennis et al., 2009), and mice (Nisbet et al., 2009).In human, increased oxidative status has
been detected in patients with idiopathic PAH. Lipid, protein and DNA oxidation is higher in
patients with PAH that in control subjects (Wong et al., 2012). These results suggest that
components of ROS signaling are possible therapeutic targets for the treatment of PAH.

Accordingly various compounds with antioxidant properties have been shown to reduce or
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suppress the progression of PAH. In rats, compounds with antioxidant activities have been
found to inhibit pulmonary hypertension and/or right ventricular dysfunction. Such
compounds include probucol, N-acetylcysteine, tempol, erdosteine, allicin, pyrrolidine
dithiocarbamate, superoxide dismutase, allopurinol, sulfur dioxide and resveratrol (Wong et
al., 2012). In neonatal lambs with persistent pulmonary hypertension, superoxide dismutase
was found to improve oxygenation, reduce oxidation, restore endothelial nitric oxide synthase
expression and function (Wong et al., 2012). Our observation that MPG treatment restored
endothelial function and increased eNOS phosphorylation supports the hypothesis that
modulation of PAH by MPG is due to its antioxidant effect. This is also in agreement with the
inhibitory action of MPG on VCAM-1 expression in endothelial cells since PDTC mimicks
its effect. Furthermore, it has been previously shown that antioxydants such as flavonoids
inhibited endothelial VCAM-1 through blunting ROS-triggered signaling pathway (Yi et al.,
2012).

Another indirect observation also supporting a major role of the antioxidant properties
of MPG in its beneficial action on PAH is that the flavonols quercetin, one of the most
prominent dietary antioxidants, has been identified in MPG extracts and found to display
protective action against PAH similar to that of MPG. It is not possible to conclude that the
effect of MPG extract was due to quercetin, but the presence of several flavonoids including
myricitin, quercitrin and kaempferol in MPG leaf extract strongly suggests that the effect of
MPG resulted from the simultaneous and combined action of a mixture antioxidants (Perez-
Vizcaino and Duarte, 2010). L-tryptophan, which is not an antioxidant, was also found to
ameliorate PAH, however independently of an endothelium-dependent relaxing action. It
could thus participate in the beneficial action of MPG extract on PAH, of but not on its action

on the endothelium function.
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The beneficial effect of MPG on PAH is likely to be due to its endothelium-protective
effect, attested both by the increase in eNOS phosphorylation and the correction of hypoxia-
induced impairment of endothelial-dependent pulmonary artery relaxation in MPG-treated
hypoxic rats. This hypothesis is in agreement with the NO-dependent relaxing effect of MPG
observed in arterial rings. Normal functioning of the endothelium is crucial to maintaining
pulmonary vascular function and structural integrity. In addition to the impairment of the
pulmonary arterial tone regulation, endothelial dysfunction is manifested by vascular cell
proliferation. Although several mechanisms are involved cell proliferation associated with
endothelial dysfunction, p38 MAPK has been recently described as a common link for PAH-
associated vasomotor dysfunction and vascular remodelling (Weerackody et al., 2009). P38
MAPK is activated by ROS and in turn, p38 MAPK activation is involved in vascular cell
proliferation and participates to pulmonary artery endothelial depression, in particular through
the stimulation of NADPH oxidase-dependent ROS production (Son et al., 2011; Weerackody
et al.,, 2009). This thus creates a positive feedback loop, exaggerating pulmonary vascular
remodelling and endothelial dysfunction. The observation that MPG treatment decreases p38
MAPK activation in hypoxic rats is in agreement with its action on vascular remodelling and
suggests that MPG has disrupted this positive feedback.

In conclusion, the present study demonstrates the endothelial protective action of MPG
extracts. This effect is likely to be due to its antioxidant action. MPG successfully attenuated
the development of PAH, thus demonstrating the protective effect of MPG on cardiovascular

disease.
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Figure legends

Figure 1 MPG effects on endothelial cells. A Effect of MPG (0.01-1 mg/ml) on TNFa-
induced VCAM-1 expression in endothelial cells. PDTC was used as positive control
(*P<0.05, ***P<0.0001 vs TNFo alone; n=3). B. Effect of MPG (0.01-1 mg/ml) on
endothelial cell viability. C Cumulative concentration-response curves for MPG-induced
relaxation of PhE (1 uM)-contracted aorta rings with (+E) and without (—E) endothelium. D
Cumulative concentration-response curves for MPG-induced relaxation of PhE (1 puM)-
contracted pulmonary artery rings. E Relaxing effect of MPG on PhE (1 puM)-contracted
pulmonary artery rings in the absence and presence of L-NAME (3 uM), indomethacin (10
uM) or gibenclamide (10 pM). Relaxation induced by CCh in the presence and absence of L-

NAME was used as control (***P<0.0001 vs untreated, n=5).

Figure 2 MPG effects on vascular smooth muscle cells. MPG (0.01-1 mg/ml) has no

significant effect on vascular smooth muscle cell proliferation (A) and viability (B) (n=4).

Figure 3 MPG reduces chronic hypoxia-induced PAH. (A) Mean PAP and [RV/(LV+S)] ratio
determined in control rats (normoxia), rats exposed to hypoxia for 21 days, and MPG-treated
rats (400 mg kg™ day™) exposed to hypoxia.. (*P<0.001 vs normoxia, *P<0.05 vs untreated
hypoxic rats, n = 5-8). C. Representative sections of lung tissue (top) and quantification of the
relative thickness of small pulmonary artery (20-60 pum) wall (bottom) in samples from
control, hypoxic (21 days) and MPG-treated hypoxic rats (*/P<0.001 vs control, *P<0.05 vs
untreated hypoxic rats). D Phosphorylation and expression of p38 MAPK have been analyzed
by western blot in lungs from control rats and rats exposed to hypoxia for 21 days, untreated

and treated with MPG (3 different samples representative of each condition). Graph shows
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densitometric analysis of P-p38 in blots, relative to p38 expression and normalized to

controls. ("P<0.01 vs control, *P<0.05 vs untreated hypoxic rats, n=6).

Figure 4 MPG improves endothelial function in hypoxic rats. A Cumulative concentration-
response curves for CCh-induced relaxation of PhE (1 uM)-contracted pulmonary artery rings
from hypoxic (21 days, ®) and MPG-treated hypoxic rats (O). Tension is expressed as
percentage of the amplitude of the PhE-induced contraction (n=5). B Phosphorylation and
expression of eNOS have been analyzed by western blot in lungs from control rats and rats
exposed to hypoxia for 21 days, untreated and treated with MPG (3 different samples
representative of each condition). Graph shows densitometric analysis of P-eNOS in blots,
relative to eNOS expression and normalized to controls. (*P<0.05 vs untreated hypoxic rats,

n=0).

Figure 5 Identification of MPG extract compounds. A UV chromatogram of MPG extract
recorded at 280 nm. Numbered peaks were identified according to their UV and HRMS
spectra. B List of compounds identified in MPG extracts corresponding to peak numbers

indicated in A.

Figure 6 Effect of L-tryptophan and quercetin. A Cumulative concentration-response curves
for L-tryptophan- and quercetin-induced relaxation of PhE (1 puM)-contracted pulmonary
artery rings with endothelium. (B) Mean PAP, (C) [RV/(LV+S)] ratio and (D) relative
thickness of small pulmonary artery (20-60 pm) wall (bottom) determined in control rats
(normoxia), rats exposed to hypoxia for 21 days, L-tryptophan-treated (50 mg kg day™, IP)
and quercetin-treated (100 mg kg™ day™ in drinking water) rats exposed to hypoxia.. ("P<0.01

and "P<0.001 vs normoxia, *P<0.05 and ***P<0.0001 vs untreated hypoxic rats, n = 5-8)

203



A B
120 120 1 ]
< 100 100 |
& * <
ﬁ 80 * < 801
o} 2
o =
~ > ]
<§'( 40 3 40
o 20 x| T 20 1
> o %
0° 0
TNFo - + + + + + MPG (mg/ml) - 0.01 0.1 1
MPG (mg/ml) - - 0.01 01 1 -
PDTC - - - - - 4
C D
120 120
;\3100 ;\?100
< 80 = 80
o 60 3 60
S c
@ 40 ——.F S 40
20 - _E 20
0 T T T T 1 0 T T T T 1
4 -3 -2 -1 4 3 2 -1
log [MPG] (mg/ml) log [MPG] (mg/ml)
E
1007
90
80 7
£ 70 L |
S 60
= 507
© 40-
g 30-
20
107 *kk *xk
O - =
CCh + + - _ -
MPG - - + + + +
L-NAME - + + - _
Indomethacin - - - + -

Glibenclamide -

Figure 1

204



o
AN

~—

<

o O O O o o
O O ©O© < A«

~—

(1o13u00 %,) uonelajold

- 0.01 0.1

MPG (mg/ml)

H
—

© o o o o o o

N O o O < N
(1013u00 %) Ayjiqeln

o

- 0.01 0.1

MPG (mg/ml)

Figure 2

205



PAPm (mmHg)

C

Medai area (%)

60 7
50 1
407
307
201
10

MPG

Normoxia

Hit

Hypoxia

H %

Normoxia

Hypoxia

M %

D

N i H i
~ Normoxia " ypoxia
? 04 *
3 T
;* 0.3 ]
X 0.2
i) ]
E 0-1 J
0.0
MPG - - +
Normoxia Hypoxia
P-p38 - J\ -‘ﬁb— -
p38 — g ————
MPG - - +
Normoxia Hypoxia
© ] #
2 5ol
> 20 «
™
@ 1.5 L
o
2 1.07
= 05/
nd
0.0-
MP - - +
Figure 3

206



125 A
® CTRL
100
<
~ 75
[
)
(2]
c 50
2L
25
0 T T T T 1
0 -9 -8 -7 -6 -5
Log [Carbachol] (M)
B Normoxia Hypoxia
P-eNOS .. - - .
eNOS BT L YT |
MPG - - +
3 Normoxia Hypoxia s
2 |
Z 2-
2
%)
o
pd
o 1
o
0 -
MPG - - +

Figure 4

207



A

(X10°2)
3.5 - 2 .
3.0
2.5 -
2.0 -
1.5
1.0 - _
| 7
w2 | 3.5 ‘
0.5 1 1 | | ‘l 4 [ 1
| | | N N Bk a L L ‘
0.0 —T | I e E — T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Response Units vs Acquisition Time (min)
Tr M+H]* | [M+Nal* | [M+K]*
Compound (min) Formula (m/2) (m/2) (m/2) Name
1 4667 | C,H,N,0, | 205.0968 Tryptophan
2 10.125 | C,H,0,, | 465.1042 | 487.0862 | 503.0596 Myricitrin
3 10297 | C,H,0,, | 465.1048 | 487.0872 | 503.0582 | Quercetin 3-O-
hexose
4 10494 | C,H,0,, | 465.1041 | 487.0849 | 503.0581 | Quercetin 3-O-
hexose
5 11.040 | C,H,O, | 435.0939 | 457.0761 | 473.0503 | ~Quercetin 3-O-
pentose
6 11532 | C,H,0, | 449.1096 | 471.0914 | 487.0000 Quercitrin
7 12705 | C,H,O, | 4331142 | 455.0057 | 471.0014 | Ka@mpferol 3-O-
desoxyhexose
Figure 5

208



A 120 B Normoxia Hypoxia
30 ]
100 — #it
—~ £ 25
X 80 IS *
c £201
o
= 60 1
2 &E. 15 1 hoak
2 40 o 10 1
—e— L-tryptophan
201 _+ Quercetin 5]
0 ‘ ‘ ! 0’
0 -5 -4 -3 L-tryptophan - - + -
Log [compound] (M) Quercetin - - - +
C Normoxia Hypoxia D Normoxia Hypoxia
. #
0.5 ] 44 50 .
] =~ * 1
@ 0.4 7 * * S 40 1
©
2 03 S 30
> 3
e ®
s 02| g 20
T 1 =
X 011 10
0.0 - 0
L-tryptophan - - + - L-tryptophan - - + -
Quercetin - - - + Quercetin - - - +
Figure 6

209



Annexe ll

Am J Physiol Cell Physiol 300: C833-C842, 2011.
First published January 12, 2011; doi:10.1152/ajpcell.00003.2010.

Protective cross talk between activated protein C and TNF signaling

in vascular endothelial cells: implication of EPCR, noncanonical NF-kB,

and ERK1/2 MAP kinases

Christophe Guitton,"? Alice Cottereau,! Nathalie Gérard,'! Thibaut Quillard,! Annabelle Chauveau,’
Julie Devalliére,! Pierre Tonnerre,' and Béatrice Charreau'

!nstitut national de la santé et de la recherche médicale (INSERM), U643, Institut de Transplantation et de Recherche en
Transplantation (ITERT), Nantes, France; and 2Service de réanimation médicale, Center hospitalier universitaire (CHU)
Nantes, and Faculté de Médecine, Université de Nantes, Nantes, France

Submitted 6 January 2010; accepted in final form 21 December 2010

Guitton C, Cottereau A, Gérard N, Quillard T, Chauveau A,
Devalliere J, Tonnerre P, Charreau B. Protective cross talk between
activated protein C and TNF signaling in vascular endothelial cells:
implication of EPCR, noncanonical NF-kB, and ERK1/2 MAP ki-
nases. Am J Physiol Cell Physiol 300: C833-C842, 2011. First
published January 12, 2011; doi:10.1152/ajpcell.00003.2010.—Acti-
vated protein C (APC) is a natural anticoagulant protease that displays
cytoprotective and antiinflammatory activities and has been demon-
strated to reduce mortality of patients with severe sepsis. However,
APC signaling is not fully understood. This study further investigated
the antiinflammatory effects of APC in vascular endothelial cells (EC)
and examined the cross talk between APC and TNF signaling.
Analysis of the regulatory mechanisms mediated by APC on vascular
human EC shows that APC impairs TNF signaling by triggering a
preemptive activation of intracellular pathways. We found that APC
signaling causes a moderate but significant induction of cell adhesion
molecules (CAMs) including VCAM-1 at mRNA and protein levels.
Activation of the noncanonical NF-kB and ERK1/2 are both pivotal to
APC signaling leading to VCAM-1 expression. APC upregulates TNF
receptor-associated factor 2 (TRAF2) and phosphorylates NF-kB p65
at Ser276 and Ser536 independently of IkB degradation. The ultimate
protective antiinflammatory effect of APC in response to TNF is
associated with a sustained activation of ERK1/2 and Akt while
phosphorylation of NF-kB p65 is precluded. Inhibitors of ERK
(PD98059 and U0126) abolish the antiinflammatory signal mediated
by APC. Blocking antibodies and silencing assays also suggest that, in
EC, protease-activated receptor 1 and endothelial protein C receptor
(EPCR) both conduct ERK activation and VCAM-1 induction in
response to APC. To conclude, APC protects EC by attenuating CAM
expression during inflammation. APC engages a regulatory cross talk
involving EPCR, ERK, and NF-kB that impairs TNF signaling.

coagulation; endothelium; tumor necrosis factor signaling; protective
signaling pathways; inflammation; endothelial protein C receptor

THE ENDOTHELIUM IS A FUNCTIONAL barrier between the vessel
wall and bloodstream, which exhibits a variety of important
functions, including control of coagulation, fibrinolysis, vas-
cular tone, growth, and immune response (14). It is now clear
that dysfunction of the endothelium disturbs a physiological
protective regulatory balance, which is a critical factor in the
progression of inflammatory and autoimmune diseases, in
atherosclerosis, and in transplant rejection (9, 10, 20, 26, 27).
The endothelium can be considered as a first link between
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inflammation and coagulation since activated endothelium dur-
ing inflammation represents a surface where proteins involved
in both coagulation and the development of inflammation are
expressed (1, 12).

Activated protein C (APC) is an anticoagulant protease that
elicits cytoprotective and antiinflammatory activities and has
been shown clinically to reduce mortality of patients with
severe sepsis (3). APC binds to specific receptors mainly
expressed on endothelial cells (EC) known as endothelial
protein C receptors (EPCR) (19). In vivo, the antiinflammatory
effects of APC that are independent of its anticoagulant effects
include inhibition of neutrophil adhesion, decreased TNF-o
synthesis, and decreased drops in blood pressure (see Ref. 15
for review). APC has multiple effects in tissue culture systems,
including regulation of gene expression, limitation in proin-
flammatory activity, attenuation of inflammatory cytokine and
chemokine generation, and upregulation of antiapoptotic genes
of the Bcl-2 family of homologs (7, 13, 16, 30).

Mechanistically, APC has multiple signaling effects that
may involve multiple receptors and cell signaling pathways.
Earlier studies using gene expression analysis suggested that
recombinant APC inhibited TNF induction of cell surface
adhesion molecules (e.g., VCAM, ICAM, E-selectin) through a
regulatory effect on the NF-kB pathway (16). Some evidence
also suggests that recombinant APC also upregulated genes
associated with cell survival and protection against apoptosis
including Bcl-2 homolog (A1), endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS), and the inhibitor of apoptosis (IAP), and sup-
pression of the apoptosis-associated genes calreticulin and
TRMP-2 (16). APC has also been demonstrated to activate the
mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway in EC in
vitro. Riewald et al. (28) reported that APC, by interacting with
EPCR on EC, induces phosphorylation of MAPK via protease-
activated receptor 1 (PARI1) activation. Activation of ERKI1
and 2 is a prerequisite for endothelial cell proliferation induced
by APC (31). Furthermore, because MAPK are also implicated
in the TNF signaling pathway, APC could also modulate
inflammation and apoptosis via activation of the MAPK (24,
29). However, the mechanism by which APC exerts antiin-
flammatory and cytoprotective signaling in endothelial cells is
not fully understood.

In the present study, we examined signaling pathways trig-
gering the cross talk between inflammation and coagulation
mediated by APC using primary cultures of human arterial
endothelial cells (HAEC). How the signaling specificity of
APC may change TNF-mediated signaling and the respective
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involvement of EPCR and PAR receptors have been investi-
gated further in EC.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and reagents. Primary cultures of HAEC and human
umbilical vein EC (HUVEC) were generated and cultured as we
previously reported (9). EC were grown in endothelial basal growth
medium (ECBM, Promocell, Heidelberg, Germany) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS), 0.4% EC growth supplement-
heparin, 0.1 ng/ml human epidermal growth factor, 1 ng/ml human
basic fibroblast growth factor, 1 pg/ml hydrocortisone, 50 pwg/ml
gentamicin, and 50 ng/ml amphotericin B. For activation, confluent
EC monolayers were cultured with human TNF-a (provided by
Professor P. Neuman, BASF, Ludwigshafen, Germany). Human re-
combinant IL-1B (R&D Systems, Abingdon, UK) was used at 5
ng/ml. Activation experiments were performed in six-well plates
using confluent EC monolayers. Cells were deprived for 18 h in
ECBM supplemented with only 2% FCS before incubation with 100
U/ml recombinant human TNF or APC (from 5 min to 8 h). When
applicable, cells were preincubated with inhibitors for 1 h or APC for
8-24 h before incubation with TNF. Synthetic PAR agonist and
control peptides (purchased from Peptides International, Louisville,
KY) were as follows: PARI agonist peptide (ap) 1: SFLLRN-NH,>
(20 and 100 wM); PARI ap2: TFLLR-NH. (5 and 10 uM); PAR2
agonist: 3-mercaptopropionyl-F-Cha-Cha-RKPNDK-amide (10
and 50 wM); and PAR4 agonist peptide: AYGKF-NH, (10 uM and
50 uM).

Recombinant human APC [Drotrecogin alfa (activated); Xigris]
was kindly provided by Lilly-France. When applicable, experiments
involving APC contained 100 nM hirudin (Refludan) to exclude
thrombin signaling. Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC, 10 pM),
U0126 (5 uM), PD98059 (10 pM), and MG132 (1 pM) inhibitors
were purchased from Calbiochem (St Quentin Fallavier, France).

Cell lysis and Western blot analysis. Cell lysis was performed on
ice in 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, and 1% Nonidet-40 in the
presence of the following protease inhibitors: [4-(2-aminoethyl)ben-
zenesulfonyl fluoride] (AEBSF), E-64, bestatin, leupeptin, aprotinin,
and sodium EDTA (Protease Inhibitor Cocktail; Sigma, St. Quentin
Fallavier, France). Protein concentration was determined using bicin-
choninic acid protein assay reagent (Pierce, Rockford, IL). Cell
lysates (20 ng) were resolved by SDS-PAGE (12%), and proteins
were transferred to nitrocellulose membranes (ECL Hybond; Amer-
sham, UK) using a Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell (Bio-Rad). Then, membranes were subjected to Western immu-
noblot analysis using primary antibodies described above and appro-
priate peroxidase-conjugated secondary antibodies. After incubations
and washes, antibody-bound proteins were detected using an en-
hanced chemiluminescence ECL Western blotting analysis system
(Amersham), and the membranes were exposed to Kodak X-Omat LS
X-ray film. Blot quantification was performed with a Kodak Digital
Science Image Station 440 CF, and densitometry was performed using
Multi Gauge software (version 3.0).

Mouse monoclonal antibody directed against human VCAM-1 was
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) (clone
E-10) (1:1,000 dilution). Rabbit and mouse monoclonal antibodies
directed against total and/or phosphorylated form of Akt (Ser473),
IkBa (Ser32), NF-kB p65 (Ser536, Ser276, Ser468, Lys310), eNOS
(Ser1177), p38 (Thr180/Tyr182), ERK1/2 (Thr202/Tyr204), JNK/
SAPK (Thr183/Tyr185), phosphoinositide-dependent kinase 1
(PDK1), TNF receptor (TNFR)-associated factor 2 (TRAF2), NF-kB-
inducing kinase (NIK), IKK, and RelB were purchased from Cell
Signaling Technology (Ozyme, St Quentin Yveline, France) (1:1,000
dilution). Mouse anti-GAPDH antibody was from Chemicon (Val de
Fontenay, France) and used (1:5,000 dilution) to quantify total pro-
tein. Anti-mouse (1:2,000 dilution) and anti-rabbit (1:1,000 dilution)
(both from CST) and anti-goat (1:2,000 dilution: from Serotec) IgG,
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horseradish peroxidase were used as a secondary antibodies. When
applicable, EC were incubated with blocking anti-EPCR (RCR-252,
25 pg/ml), anti-PAR1 (ARAP2, 25 pg/ml), or irrelevant control
antibodies (Abs; Zymed, Invitrogen, France) for 20 min at room
temperature before incubation with recombinant APC.

ERK activation was measured using a cell-based ERK1/2 ELISA
kit that allows the concomitant quantification of phosphorylated
(Thr202/Tyr204) and total ERK1/2 [RayBio Cell-based ERK1/2
(activated) ELISA sample kit]. Experiments were performed in
triplicate according to the manufacturer’s recommendations (Ray-
Biotech, Norcross, GA).

Fluorescence-activated cell sorting analysis and immunofluorescence.
After treatment, EC were harvested using trypsin-EDTA and washed
in PBS, 1% FCS, and 0.1% NaN3 at 4°C. The cells were incubated
with primary polyclonal or monoclonal antibodies (10 pg/ml in PBS,
1% FCS, 0.1% NaNs) for 30 min at 4°C. Mouse monoclonal anti-
bodies directed against human VCAM-1, E-selectin (CD62E),
ICAM-1 were purchased from R&D Systems (Lille, France), poly-
clonal goat Abs against EPCR were from R&D Systems, and mono-
clonal anti-PAR1 (ATAP12) was from Zymed (Invitrogen, France).
After washing in PBS-1% FCS-0.1% NaNs, cells were stained (30
min, 4°C) with a FITC- or phycoerythrin (PE)-labeled secondary
donkey anti-goat or goat anti-mouse IgG F(ab’), antibody (Jackson
Laboratories, West Grove PA). Control staining was with irrelevant
isotype-matched antibodies. Fluorescent labeling was measured on
10,000 cells/sample using a FACscalibur and analyzed with CellQuest
software (Becton Dickinson, Mountain View, CA). For immunofluo-
rescence, EC were grown to confluence on glass coverslips. After
treatment, cultures were washed with PBS, fixed for 20 min in PBS
containing 4% paraformaldehyde, and permeabilized with 0.1% Tri-
ton X-100 for 15 min. Cells were washed again with PBS, incubated
overnight at 4°C with blocking buffer (5% BSA in PBS), and then
incubated with tetramethylrhodamine isothiocyanate-phalloidin
(Sigma) or monoclonal anti-p65, anti-phospho-Akt, anti-INK/SAPK
antibodies (from CST, 10 pg/ml) for 4 h. Slides were rewashed and
incubated with PE- or FITC-conjugated goat anti-mouse antibodies (5
pg/ml, Jackson) and DAPI for 1 h. Slides were washed in PBS, dried,
and mounted with ProLong antifade reagent (Molecular Probes).
Specimens were examined by immunofluorescence microscopy using
a Nikon Diaphot microscope (Nikon, Japan).

Transfections and reporter gene assays. Transfections were per-
formed using lipofectAmine+ reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France), and VCAM-1 and NF-kB promoter-luciferase reporter con-
structs were kindly provided by Dr. M. Soares (Institut Gulbenkian de
Ciéncia, Oeiras, Portugal). Transfected cells (HUVEC) were incu-
bated with and without APC, hirudin, and TNF (100 U/ml) for the
various periods of time. Untreated and TNF-treated EC were used as
negative and positive controls, respectively. Cell extracts were ob-
tained using the Promega (Madison, WI) cell culture lysis reagent
extraction kit, and luciferase activity was assayed (luciferase assay
system, Promega) according to the manufacturer’s instructions. Re-
sults shown are means * SD from four separate experiments per-
formed in duplicate wells, normalized, and are expressed in arbitrary
luciferase units.

RNA isolation and RT-PCR. RNA from treated EC was collected
by TRIzol extraction (Invitrogen). Genomic DNA was removed by
DNase treatment (Roche, Indianapolis, IN), and mRNAs were reverse
transcribed into first-strand cDNAs using polydT oligonucleotide and
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen). The
following oligonucleotides were used in this study as primers in PCR and
to design probes: human VCAM-1 forward: 5'-CTCACCTTAATTGC-
TATG-3'" and reverse: 5'-GTTTTTACCTTCTAAGAC-3’; human (-ac-
tin forward: 5'-AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3" and reverse:
5'-CGACGTAGCACGCTTCTCCTTA-3" (Genosys, Sigma, St Quentin
Fallavier, France). Target transcripts were amplified in 25 pl of PCR mix
containing 10X buffer, 50 mM MgCL, 2.5 mM, of dATP, dCTP, dGTP,
and dTTP, 100 pmol/pl of each primer and Tag DNA polymerase
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(Invitrogen). The cycling conditions were as follows: 5 min at 95°C to
activate the Taq DNA polymerase, cycles of 1 min at 95°C and 45 s at
both 60°C and 72°C—between 18 and 23 cycles were used depending on
the primers—and the reaction was finished with 3 min at 72°C and
storage at 4°C. PCR products were separated on 1% agarose-gel in the
presence of ethidium bromide.

Quantitative real-time PCR. Real-time quantitative PCR (qPCR)
was performed in an Applied Biosystems GenAmp 7700 Sequence
Detection System using labeled TagMan probes (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). The following commercial ready-to-use
primers/probe mixes were used (Applied Biosystems): VCAM-1
(Hs00365486_m1), hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-
ferase (HPRT) was used as an endogenous control to normalize
RNA amount. Relative expression between a given sample and a
reference sample was calculated according to the 224t method
(where Ct is cycle threshold), where the reference represents
onefold expression, as previously described (21).

Short interfering RNAs and silencing. Short interfering RNAs
(siRNAs) were designed, synthesized, and purchased from Ambion

C835

(Applied Biosystems). Cells were transiently transfected with 10 nM
of nontargeting (ns) or target-specific sSiRNAs using Lipofect AMINE
RNAIMAX reagent according to the manufacturer’s instructions (In-
vitrogen). The following target-specific siRNAs were used for trans-
fection: EPCR-siRNA-1 targeting the mRNA sequence 5'-GTGGAT-
GCCTTTCGGGTCA-3" and the ns-siRNA 5'-CTACGTCCAG-
GAGCGCACC-3', the PARI siRNA targeting the mRNA sequence
5'-GCAATGAGCTGTTTGAAGA-3. The efficiency of silencing de-
termined by Western blots and flow cytometry analyses in each
experiment ranged from 70% to >90%.

Statistical analysis. Results are expressed as means = SD. Data
were analyzed using Prism software (version 4.0; GraphPad), and
statistical significance was determined using InStat software (version
3.0; GraphPad). Group comparisons were made using two-tailed
Student’s t-tests, and analysis of variance was used when more than
two treatment regimens were compared. When applicable, quantita-
tive variables were compared using nonparametric Kruskal-Wallis
test. This analysis was completed with a post hoc Dunns test. A value
of P < 0.05 was considered statistically significant.
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Fig. 1. Regulatory effect of recombinant activated protein C (APC) on cell adhesion molecule (CAM) expression in unstimulated and TNF-activated endothelial
cells (EC). A: representative FACS analysis showing the expression of VCAM-1, E-selectin, and ICAM-1 on cultured EC 8 h after incubation with medium alone,
TNF-a, APC, or TNF-« following a pretreatment with APC (180 nM) for 16 h. B: quantitative analysis from 4 independent FACS experiments. Results shown
are mean values = SD; *P < 0.05 vs. basal; **P < 0.05 vs. TNF-a. C: quantitative analysis of VCAM-1 expression on EC treated with APC alone (24 h) or
APC (16 h) and/or TNF-a (8 h) performed by FACS. Results shown are mean values = SD from 4 independent experiments; *P < 0.05.
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RESULTS

Activated protein C modulates cell adhesion molecule ex-
pression in vascular endothelial cells. Earlier studies reported
that APC upregulates a broad set of genes encoding protective
and anti-inflammatory molecules (7, 13, 16). However, the
protective signaling driven by APC is still not fully elucidated.
In the present study, a possible crosstalk between TNF and
APC signaling was investigated in primary cultures of human
vascular EC. Firstly, to test whether APC signaling may
interfere with TNF signaling, EC were preincubated with APC
and subsequently challenged with TNF-a.. Expression of cell
adhesion molecules (CAM) was analyzed by flow cytometry.
As shown Fig. 1, pretreatment with APC significantly reduces
the TNF-a-mediated expression of the CAMs, VCAM-1, E-
selectin (CD62E), and ICAM-1 (Fig. 14). APC reduces by
25-40% the ability of TNF-a to upregulate CAM expression
in EC with 37.6 £ 6.2% of inhibition for VCAM-1, 32.4 *
7.9% for E-selectin, and 24.5 = 6.8% for ICAM-1 (Fig. 1B, P <
0.05 vs. TNF-treated EC). However, we found that EC treated
for 8 h with APC alone exhibit a significant increase in
VCAM-1 (3.5-fold increase as compared with basal level) and
E-selectin (5.5-fold increase as compared with basal level)
expression as compared with untreated controls (Fig. 1B, P <
0.05 vs. untreated EC). No significant increase was found for
ICAM-1. In addition, no increase in VCAM-1 was observed
when EC were treated with APC alone for 24 h (Fig. 10),
indicating that APC triggers a transient and selective upregu-
lation of CAMs.

The regulatory effect of APC on VCAM-1 expression was
further investigated using TNF-a as a positive control for EC

Fig. 2. VCAM-1 protein regulation by recombinant APC.
A: concentration-response analysis of VCAM-1 surface ex-
pression on EC after 8-h treatment with recombinant APC.
B: time course analysis of VCAM-1 surface expression on EC
after treatment with recombinant APC (180 nM). Results
shown in A and B are mean fluorescent intensity (MFI) values = C
SD from 6 (A) and 3 (B) independent experiments; *P < 0.05
vs. controls. C: representative FACS analysis showing

ACTIVATED PROTEIN C PROTECTIVE SIGNALING IN ENDOTHELIUM

activation and signaling. As shown in the Fig. 2, the regulatory
effect of APC on VCAM-1 expression was concentration de-
pendent (Fig. 2A), significant at 0.5 pg/ml of APC and maximal
8 h after treatment (Fig. 2B). VCAM-1 expression was still
observed in the presence of hirudin, indicating that thrombin
contamination could not account for the induction of VCAM-1
expression (Fig. 2C). Induction of VCAM-1 protein expression
in response to APC was confirmed by Western blot analysis
(Fig. 2D). Western blot quantification (Fig. 2E) from three
independent experiments confirmed an increased VCAM-1
level in response to APC up to 3.6 = 0.8-fold increase of basal
level as compared with a 10.2 = 1.9-fold increase in response
to TNF (P < 0.05 vs. untreated EC and TNF-activated EC).
Next, RT-PCR assays were performed on EC treated with APC
(180 nM) or TNF-a (100 U/ml) for various periods of time
(from 2 h to 24 h). TNF-« induced a transient accumulation of
high levels of VCAM-1 mRNA in EC (maximum 420-fold
increase as compared with basal level) while the transient
upregulation in VCAM-1 mRNA mediated by APC was sig-
nificant but moderate (maximum 50-fold increase as compared
to basal level). Thus, RT-PCR assays indicate that an increase
in mRNA level correlates with cell surface protein level for
VCAM-1 in cells treated with APC (Fig. 3). Using a VCAM-1
gene promoter driven luciferase reporter assay allowed us to
establish that APC induces VCAM-1 promoter activity in EC
(Fig. 3C). Again, although moderate as compared with activity
induced by TNF-a, VCAM-I promoter activity induced by
APC was significant compared with controls (P < 0.05).
Together, these results strongly suggest that recombinant APC
mediates VCAM-1 expression in EC through activation of

VCAM-1 expression (filled histograms) after treatment with
APC (10 pg/ml) in the presence of hirudin (2 g/ml). Oh

VCAM-1 expression in response to a 24-h stimulation with
TNF (100 U/ml) is shown as a positive control. Negative
controls were performed using an isotype-matched control IgG
(empty histograms). Specific MFI values are indicated. Results
are representative of 3 experiments. D: representative immu-
noblot out of three showing VCAM-1 protein expression in
cell lysates from EC treated with APC (180 nM) or TNF-a
(100 U/ml) for 8 h. Blot was reprobed with anti-tubulin
antibodies to ensure equal protein loading in samples. D
E: quantitative analysis from 3 independent Western blot
experiments. Results shown are mean [expressed as arbi-
trary units (AU)] values = SD; *P < 0.05 vs. basal; **P <
0.05 vs. TNF-a.
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Fig. 3. Effect of APC on VCAM-1 gene transcription. A and B: time course
analysis of steady-state VCAM-1 mRNA in cultured EC treated with APC
(180 nM) or TNF-a (100 U/ml) performed by semiquantitative RT-PCR (A)
and quantified by real-time quantitative PCR (B). Ct, cycle threshold.
C: VCAM-1 gene reporter assays. Human umbilical vein EC (HUVEC) were
transfected with a VCAM-1 promoter-luciferase reporter construct or an empty
vector as a control. Transfected cells were incubated with and without APC
(180 nM) and TNF-a (100 U/ml) for the various periods of time. Untreated and
TNF-a-treated control EC were used as negative and positive controls, respec-
tively. All treatments were performed in the presence of hirudin (100 nM).
After cell lysis, luciferase activity was assayed and normalized according to the
manufacturer’s instructions. Results shown are means = SD from 4 separate
experiments performed in duplicate wells, normalized, and are expressed in
arbitrary luciferase units; *P < 0.05 vs. control.

VCAM-1 gene transcription. Gene expression profiling, using
TagMan Low Density Arrays targeting immune pathway, in-
dicates that APC also drives a moderate but significant increase
in transcript levels for some mediators of inflammation includ-
ing ICAM-1, E-selectin, and IL-8. These regulations were
subsequently confirmed by qPCR (data not shown).

The noncanonical NF-kB pathway is pivotal in the regula-
tion of VCAM-1 by APC in endothelial cells. Induction of
VCAM-1 transcription by TNF-« is, as for the other CAMs
E-selectin and ICAM-1, dependent on activation of the tran-
scription factor NF-kB in EC (8, 32). Therefore, we speculated
that NF-kB may also be involved in CAM regulation by APC.
To test this possibility, EC were preincubated with synthetic
inhibitors before treatment with APC (Fig. 4). We found that
inhibition of NF-kB using PDTC or MG132 efficiently pre-
vents VCAM-1 expression as measured by Western blot (Fig.
4A) and by flow cytometry (Fig. 4B). Both effects were
concentration dependent. Blocking the p38 MAPK with
SB203580 has no significant effect (data not shown). To
explore further the implication of NF-«B in the APC signaling,
phosphorylation and degradation of RelA/p65 and IkBa were
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analyzed by Western blotting (Fig. 4C). We found that TNF-a,
a potent inducer of NF-«kB, promotes a rapid phosphorylation
of p65 at Ser536 that correlates with the phosphorylation and
degradation of total IkBa.. In comparison, neither phosphory-
lation at Ser32 nor degradation of IkBa was observed in
response to APC. Nevertheless, a transient decrease in phos-
pho-p65 basal level was found at 10 and 15 min preceding a
late induction of the p65 phosphorylation at 30 min. EC were
transiently transfected with a synthetic NF-kB-luciferase re-
porter derived from E-selectin promoter (5) and then chal-
lenged with either TNF or APC (Fig. 4D). Gene reporter assays
showed that APC has only a modest effect on NF-kB promoter
activity (maximum twofold increase, P < 0.05), whereas TNF
drives up to fivefold increase (P < 0.05) in promoter activity.
Time course of NF-kB p65 phosphorylation was examined in
EC treated with both APC and TNF (Fig. 4E). We found that
APC significantly inhibits p65 phosphorylation mediated by
TNF at all time points.

Next, we sought to determine the mechanisms and signaling
pathways activated by APC alone to examine how APC sig-
naling may interfere with TNF signaling to downregulate
inflammatory gene expression. In Fig. 5, immunoblots further
show that APC drives a rapid and transient induction of
TRAF?2, NIK, and IKKa/B (at 15 min) followed by a late (at 1
h and 3 h) phosphorylation of p65 at Ser276, 463, and 536 and
Lys310. Therefore, APC signaling is associated with an acti-
vation of the transcription factor NF-kB via a mechanism that
is not associated with the canonical IkBa phosphorylation/
degradation or NF-kB (i.e., RelA) nuclear translocation, al-
though it affects NF-kB binding to DNA kB consensus se-
quences in the VCAM-1 and E-selectin promoters.

ERKI1/2 MAPK is activated by APC and serves as an
antiinflammatory signal in endothelial cells. To explore further
APC signaling in vascular endothelium, we next examined the
effect of APC on phosphorylation of MEK1/2 and ERK1/2
(p42/44) in both resting and TNF-activated EC. As shown
Fig. 6A, and consistent with earlier studies (31), intracellular
levels of phosphorylated ERK1/2 began to increase 5 min after
treatment with APC, peaking at 15 min after treatment, and
thereafter gradually decreased to pretreatment levels. We
found a parallel increase in phosphorylation of JNK2/3 MAPK
with a similar time course, whereas phosphorylation of JNK1
was only significant at 30 min. In contrast, no phosphorylated
p38 MAPK was detected in EC treated with APC alone, while
in our conditions, p38 was efficiently phosphorylated in re-
sponse to TNF-a. Moreover, when considering the phosphati-
dylinositol 3-kinase pathway, we found that phosphorylation of
Akt occurred in response to APC but was delayed as compared
with those observed in response to TNF and only found at 30
min. Downstream of Akt, phosphorylated eNOS was found
preserved in response to APC, while upstream of PDKI,
phosphorylation was not affected. APC-mediated cell signaling
was confirmed by immunofluorescence (supplemental Fig. S1;
Supplemental Material for this article is available online at the
Journal website). Figure 6B also indicates that pretreatment
with APC deeply inhibited major signaling events triggered by
TNF. These changes include an enhanced phosphorylation of
ERK1/2 and a sustained phosphorylation of Akt. A quantitative
analysis is shown in Fig. 6C. The ability of APC to activate
ERK1/2 in resting cells and to enhance ERK activation in
TNF-treated cells was also confirmed by measuring activated
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Fig. 4. Implication of NF-«B in the regulatory action of
APC. A: Western blot analysis of APC-mediated
VCAM-1 expression after inhibition of the NF-kB
pathway using pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). A
concentration-response analysis of inhibitor is shown.
Blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to
ensure equal protein loading. B: representative (left) and
quantitative (right, from 3 experiments) FACS analysis
showing the inhibitory effect of PDTC and MG132 on
APC-induced expression of VCAM-1 on vascular EC
(gray histograms). For FACS analysis, experimental neg-
ative controls were performed using an isotype-matched
control IgG (empty histograms). Specific MFI values are
indicated. Results are representative of 3 experiments.
Quantification was obtained from 3 separate experiments.
Controls for statistical analyses are cells treated without
the inhibitors (*P < 0.05 vs. APC alone). C: comparative
analysis by Western blots of NF-«B signaling pathway in
EC treated with TNF-« (100 U/ml) or recombinant APC
(180 nM). Time course analyses are shown; blots were
reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal
protein loading. D: NF-«kB gene reporter assays. HUVEC
were transfected with a NF-kB-luciferase reporter con-
struct or an empty vector as a control. Transfected cells
were incubated with and without APC (180 nM), hirudin
(100 nM), and TNF-a (100 U/ml) for the various periods
of time. Untreated and TNF-treated control EC were used
as negative and positive controls, respectively. After cell
lysis, luciferase activity was assayed and normalized
according to the manufacturer’s instructions. Results
shown are means = SD from 4 separate experiments
performed in duplicate wells, normalized, and are ex-
pressed in arbitrary luciferase units. £ and F: representa-
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ERK using a cell-based assay (Fig. 6D, P < 0.05 vs. medium;
P < 0.05 vs. TNF-). In contrast, phosphorylation of NF-kB
p65 was prevented, confirming that inhibition of NF-«kB activ-
ity occurred.

The contribution of ERK to the regulatory functions of APC
on VCAM-1 was investigated by employing MEK inhibitors,
PD98059 (10 uM) and U0126 (5 uM). Treatment of EC with
APC enhanced VCAM-1 expression. In the presence of
PD98059, the effect of APC was markedly increased at 8 h
(Fig. 7). Pretreatment with the other MEK inhibitor, U0126,
also augmented VCAM-1 in response to APC (P < 0.05 vs.
diluents). U0126 and PD98059 alone had no significant effect
on VCAM-1 induced by TNF. The inhibitory action of both
PD98059 and U0126 on ERK activation was confirmed by
Western blots (data not shown). To further confirm the role of
ERK in the modulation of VCAM-1 in inflammatory condi-
tions, EC were pretreated with APC in the presence or absence

AJP-Cell Physiol « VOL 300

(min)

of inhibitors before stimulation with TNF. As shown in Fig. 7,
the APC-mediated downregulation of VCAM-1 in response to
TNF was significantly abrogated by PD98059 and U0126 (P <
0.05 vs. diluent). The data collectively suggest that ERK is
activated by APC and serves as an antiinflammatory signal that
suppresses expression of NF-kB-dependent inflammatory
genes probably by inhibiting IKK activity in EC.

PARI and EPCR equally mediate APC signaling that trig-
gers VCAM-1 expression. PAR1 has been shown to be a
major receptor mediating the protective effect of APC (28).
The contribution of EPCR to APC signaling is still poorly
defined. Thus, in this study we sought to define the upstream
signaling events that account for ERK activation and
VCAM-1 regulation in response to APC. First, contribution
of the PAR receptors was assessed by analyzing VCAM-1
induction in response to agonists of PARI, -2, and -4. PAR3
is not significantly expressed by EC (17). Agonist peptides
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Fig. 5. APC signaling causes phosphorylation of NF-kB p65. Representative
Western blots showing the effect of APC on the NF-kB pathway. A time
course analysis of APC (180 nM) is shown. Immunblotting was performed
using antibodies against total and/or phosphorylated forms of NF-kB p65
(Ser536, Ser276, Ser468, Lys310), TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2),
NF-kB-inducing kinase (NIK), IKKaf, and RelB. Blots were reprobed with
anti-GAPDH antibodies to ensure equal protein loading.

for PAR1 (PARI1-apl and -ap2) efficiently reproduced the
induction of VCAM-1 obtained by recombinant APC in EC. In
contrast and consistent with previous reports (29), no effect was
found by using agonists of PAR2 and PAR4 (Fig. 8A). In
experiments using blocking antibodies, VCAM-1 induction
was totally suppressed using either anti-PARI1 or anti-EPCR
antibodies, suggesting that both receptors equally contribute to
APC signaling (Fig. 8B). To confirm this hypothesis, silencing
of PARI and EPCR was achieved in vascular EC by the use of
siRNA. Efficiency of siRNAs to silence EPCR and PAR1 is
presented in Supplemental Fig. S2. Figure 8, C and D, further
confirms by flow cytometry and by Western blotting, respec-
tively, that silencing PAR1 or EPCR similarly abrogates
VCAM-1 expression in response to APC. No additive effect
was found by silencing both targets. A quantitative analysis
comparing the blocking effect of antibodies and siRNAs is
shown in Fig. 8. Statistical analyses confirmed that antibodies
and siRNAs targeting EPCR or PARI similarly inhibit the
induction of VCAM-1 in response to APC (P < 0.05 vs. APC
alone). Next, the respective impact of PARI and EPCR recep-
tors was investigated in cells that express selectively EPCR or
PARI. As shown in Supplemental Fig. S3, in contrast to EC
that express both PARI and EPCR, epithelial cells from the
HeLa cell line only express EPCR but no PARI, whereas the
Jurkat T cells express PAR1 but not EPCR as determined by
flow cytometry (Supplemental Fig. S3A). These cells were
used as an experimental model to assess the respective role of
PARI and EPCR in ERK1/2 activation. Western blots show
that APC induces phosphorylated ERK only in cells expressing
EPCR (EC and to a lesser extend Hela) but not in T cells
expressing PAR1 but no EPCR (Supplemental Fig. S3B).
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Selective silencing of EPCR or PAR1 in EC similarly prevents
ERK activation in EC (Supplemental Fig. S3C). Together,
these findings sustain the fact that both receptors are required
in EC to trigger APC signaling. These data also suggest that
APC signaling and regulatory function may also differ accord-
ing to cell type.

DISCUSSION

The recombinant form of human activated protein C, a
natural anticoagulant serine protease, improves the outcome
of patients with severe sepsis (3). The protective effect of
APC supplementation in patients likely reflects the ability of
APC to modulate multiple events implicated in the patho-
physiology of sepsis. Indeed, in addition to the control of
coagulation, APC also elicits cytoprotective and antiinflam-
matory activities established in several in vitro studies and
animal models (18, 29, 30). Here we show that recombinant
APC plays a regulatory role in EC by attenuating CAM
expression during inflammation. We demonstrate that APC
regulates both the noncanonical NF-kB and ERK1/2 signal-
ing pathways to modulate VCAM-1 expression in resting
and activated EC.

Our results indicate that antiinflammatory function of
recombinant APC in the presence of TNF-a requires an
active phase of cellular signaling and activation of gene
transcription in primary vascular EC. Analysis of VCAM-1
gene transcription and protein expression was used to assess
the regulatory function of recombinant APC in inflamed
endothelium. Although moderate as compared with TNF
signaling, we found that APC signaling consistently induces
VCAM-1 mRNA and protein. Gene reporter assays indicate
that the increase in VCAM-1 mRNA after treatment with
APC is due to an increase in the rate of gene transcription.

The transcription factor NF-kB plays a central role in the
regulation of inflammatory and immune responses, control
of cell division, and apoptosis. The NF-kB family of tran-
scription factors is composed of five members sharing a
consensus Rel homology domain, i.e., pS0, p52, cRel, RelB,
and RelA (p65), which is probably the predominant active
form in EC (23). NF-kB proteins form homodimers and
heterodimers that can bind kB DNA motifs in the promoter
regions of “NF-kB-dependent genes.”

Activation of the NF-kB pathway was further demonstrated
by the induction of NF-kB binding site-dependent transcrip-
tional activation in APC-treated cells. These observations sug-
gested that the induction of VCAM-1 genes by APC was at
least in part related to activation of the NF-kB pathway. This
was supported by observations showing that the NF-«kB inhib-
itor PDTC greatly reduced the induction of the VCAM-1
expression by APC. The canonical pathway of NF-«kB activa-
tion, through the activation of various receptors, including
those for TNF-a or IL-1(3, involves phosphorylation and ubiq-
uitination of IkBa and its subsequent degradation by the
proteosome machinery (6). The activation of NF-kB by several
stress-inducing agents has been reported to involve a reduction
in the level of IkB protein; however, it does not involve
phosphorylation and degradation of IkBa but appears to be
related to a reduction in the translation of IkB mRNA. Not only
degradation of IkB and nuclear translocation of NF-«kB but also
posttranslational modifications of NF-«kB, including site-spe-
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Fig. 6. APC signaling in EC and potential interference between APC and TNF signaling pathways. A: Western blots comparing the activity of the MAPKs
(ERK1/2, p38, and JNK/SAPK) and the phosphatidylinositol 3-kinase [Akt, phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1), and endothelial nitric oxide synthase
(eNOS)] in EC treated with APC (180 nM) or TNF (100 U/ml). B: antagonistic effect of APC on TNF signaling in cultured vascular EC. Cells were treated with
TNF (100 nM) with or without a preincubation with APC (180 nM) for 8 h. Cell lysates were subjected to Western blotting. Time course analyses are shown;
blots were reprobed with anti-GAPDH antibodies to ensure equal protein loading. C: quantitative time course analysis of ERK1/2 and Akt phosphorylation in
response to APC and/or TNF from 3 independent Western blot experiments. Results were normalized by GAPDH values and are expressed as arbitrary units.
D: activation of ERK1/2 in response to APC and/or TNF measured by a cell-based ELISA assay; *P < 0.05 vs. medium, **P < 0.05 vs. TNF-treated cells. OD,

optical density.

cific phosphorylation, particularly p65 phosphorylation, are
important for optimal frans activation activity of NF-kB. We
found that APC causes neither IkB phosphorylation nor deg-
radation. Nevertheless, we demonstrated that recombinant
APC regulates phosphorylation of p65/RelA at Ser276 in the
Rel homology domain and Ser536, which is located on the
trans activation domain. Thus, phosphorylation of NF-kB p65
may be implicated in the regulation of VCAM-1, E-selectin,
ICAM-1, and IL-8 reported here. Moreover, the phosphoryla-
tion status of p65 controls not only its transcriptional activity
but also specificity for different subsets of target genes (2) and
may at least in part be responsible for the selective induction of
gene expression observed in APC-treated cells. Interestingly,
induction of the adaptor TRAF2 was found as an early re-
sponse to APC. TRAF2 recruits antiapoptotic cIAP1 and
cIAP2 to the TNFRI signaling complex through its COOH-

terminal TRAF-N domain and thereby inhibits the activation of
effector caspases by TNF-a (25). The stable expression of
wild-type TRAF2 completely inhibited TNF-induced cell
death, suggesting that TRAF2 phosphorylation is not required
for its protective action (4). Whether TRAF2 may account for
the antiapoptotic action of APC in EC remains to be examined.

Mechanisms whereby APC may block the activation of
NF-kB by proinflammatory stimuli (i.e., TNF) were then
analyzed. We found a major and early effect of APC on
ERK1/2 and JNK MAP kinases, whereas no effect was found
on p38, suggesting that activation of MAPK is upstream of
NF-kB activation that take place lately. As suggested by our
results, activation of ERK is required for the induction of
VCAM-1 transcription. Indeed, together ERK and JNK trigger
AP1 that in coordination with NF-kB activity is required for
VCAM-1 transcription. Thus we speculate that the early acti-
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vation of ERK/JNK accounts for the protective effect of APC
in EC. However, mechanisms that control temporal and spatial
aspects of NF-kB and ERK signaling and the interplay between
kinases and phosphatases that modulate pathway signaling are
still unclear (22).

Mechanistically, coagulation and inflammation are inti-
mately linked and cellular signaling by coagulation proteases
through protease-activated receptors (PAR) may affect pro-
and antiinflammatory responses (11). Some evidence suggests
that APC-EPCR complex can translocate from the plasma
membrane to the nucleus, where it could modulate gene ex-
pression (16). APC bound to EPCR has also been shown to
cleave PAR1 and PAR2 (28). Signaling through PAR promotes
EC proliferation and mediates at least some of the antiinflam-
matory effects observed with APC. Silencing EPCR and PAR1
receptors indicates an equal contribution of both receptors in
VCAM-1 induction. Depending on cell type, APC induces
signaling via the MAPK pathway with phosphorylation of
ERK-1/2 that is reported to be PAR1 dependent and EPCR
dependent or PAR1 dependent but EPCR independent (24,
28, 31). However, our findings support the concept that
EPCR is necessary for ERK1/2 activation for APC signaling
in vascular EC.
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In summary, our data provide evidence for the existence of
aregulatory pathway mediated by APC that impair for the TNF
signaling. In the future, it will be important to further deter-
mine the mechanisms by which APC desensitizes EC to TNF
signaling.
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B: immunoblots showing VCAM-1, EPCR, and GAPDH expression in cells
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Abstract

Although association between CMV infection and allograft rejection is well admitted, the precise mechanisms involved
remain uncertain. Here, we report the characterization of an alloreactive HLA-E-restricted CD8 T cell population that was
detected in the PBL of a kidney transplant patient after its CMV conversion. This monoclonal CD8 T cell population
represents a sizable fraction in the blood (3% of PBL) and is characterized by an effector-memory phenotype and the
expression of multiple NK receptors. Interestingly, these unconventional T cells display HLA-E-dependent reactivity against
peptides derived from the leader sequences of both various HCMV-UL40 and allogeneic classical HLA-I molecules.
Consequently, while HLA-E-restricted CD8 T cells have potential to contribute to the control of CMV infection in vivo, they
may also directly mediate graft rejection through recognition of peptides derived from allogeneic HLA-I molecules on graft
cells. Therefore, as HLA-E expression in nonlymphoid organs is mainly restricted to endothelial cells, we investigated the
reactivity of this HLA-E-restricted T cell population towards allogeneic endothelial cells. We clearly demonstrated that CMV-
associated HLA-E-restricted T cells efficiently recognized and killed allogeneic endothelial cells in vitro. Moreover, our data
indicate that this alloreactivity is tightly regulated by NK receptors, especially by inhibitory KIR2DL2 that strongly prevents
TCR-induced activation through recognition of HLA-C molecules. Hence, a better evaluation of the role of CMV-associated
HLA-E-restricted T cells in transplantation and of the impact of HLA-genotype, especially HLA-C, on their alloreactivity may
determine whether they indeed represent a risk factor following organ transplantation.
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Introduction type I IFN. Then, activated graft’s EC may attract and activate
recipient’s cytotoxic T cells, which can trigger rejection [8]. CMV
infection could also be implicated in the development of allograft
rejection because of cross-reactivity of CMV-specific T cells
toward allogeneic HLA molecules as we and others have
previously documented [9,10,11,12]. An alternate mechanism

has been suggested by studies reporting the existence in CMV

Cytomegalovirus (CMV) is a common opportunistic pathogen
that persists for life in the human host after primary infection.
While CMV infection of immunocompetent individuals generally
results in subclinical diseases, it may cause serious life threatening

complications in immunocompromised ones. Consequently,

transplant patients with immunosuppressive regimens are partic-
ularly prone to CMV disease and it is estimated that up to 75% of
all patients undergoing solid organ transplantation experience new
infection or reactivation of latent CMV infection [1,2].

CMYV infection has been implicated in the development of both
acute and chronic allograft rejection and has been associated with
decreased allograft and patient survival [3,4]. Although association
between CMV infection and allograft rejection is well admitted,
the precise mechanisms involved remain uncertain.

CMV could account for graft rejection by triggering the
activation of endothelial cells, which are preferential targets of
CMYV infection [5,6,7]. This might directly increase the expression
of MHC, costimulatory and adhesion molecules on the allograft
endothelium through the induction of mediators release such as

PLOS ONE | www.plosone.org

seropositive individuals of CD8 T cells that recognize, in a HLA-E
restricted-fashion, peptides derived from the leader sequences of
both HCMV-UL40 and allogeneic classical HLA-I molecules
[13,14,15,16]. Consequently, while this HLA-E-restricted T cells
potentially mediate protection against CMV infection, they may
also promote graft rejection through recognition of peptides
derived from allogeneic HLA-I molecules presented by HLA-E on
graft cells.

One of the most striking features of the non-classical HLA-I
molecule HLA-E is its highly conserved nature. Only two allelic
forms exist in the Caucasian population, HLA-E*0101 (HLA-
E'®) and HLA-E*0103 (HLA-E'“’%) that differ at one amino
acid position [17]. As a consequence, HLA-E-bound peptides are
highly restricted, comprising mostly signal peptides derived from
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others HLA-I proteins [18]. Class Ib molecules are often
considered to have a prominent role in innate immunity. Among
this line, surface expression of HLA-E bound to autologous HLA
class I derived peptides, indicating the integrity of the MHC I
antigen processing machinery and acting as a ligand for CD94-
NKG2 receptors, modulate the activation of NK and T cells
[19,20]. However, in times of cellular stress or infections, HLA-E
is associated with a much more diverse repertoire of peptides,
which can be sensed directly by o TCR [21,22]. Indeed, several
studies in human and mice have highlighted a dual role for
unclassical HLA-Ib molecules, in that, like classical HLA-Ia
molecules (ie HLA-A/-B/-C), they can mediate adaptative
immune responses to bacteria [23,24], viruses [13,25,26], tumors
[27] and self-antigens [28,29].

Although HLA-E is virtually expressed in all tissues, its surface
expression profile is more restricted than that of classical HLA-I
molecules. We previously reported that, HLA-E surface expression
in normal nonlymphoid organs is mainly restricted to endothelial
cells [30]. Upon solid organ transplantation, because graft
endothelial cells display MHC-peptide complexes at their surface
and come in regular contact with recipient circulating T cells, the
endothelium of allografts plays a central role in eliciting immune-
mediated rejection [8,31]. However, while HLA-E has been
shown to behave as a strong transplantation antigen in rodent
models [32], whether HLA-E expressed on human graft’s tissues
could trigger an allogeneic cellular response remains to be
documented.

Hence, the purpose of our study was to investigate the potential
alloreactivity of CMV-associated HLA-E-restricted CD8 T cells
isolated from a CMV seropositive recipient. We clearly demon-
strated the reactivity of CMV-associated HLA-E-restricted CD8 T
cells against allogencic endothelial cells from transplant donors
and its tight regulation by NK receptors and therefore address
their potential involvement in human adaptative response against
allograft organs.

Materials and Methods
HLA-E-restricted CD8 T Cells Isolation and Culture

Blood sample was collected from a CMV-seropositive kidney-
transplant patient (HLA-A*0201, -B*4402, -B*5101, -Cw*0501
and -Cw*1402) (referred as KR2 in a previous study) [33] with
formal consent. PBMC were isolated by a Ficoll density gradient
(PAA, Les Mureaux, France) and cutured with RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) containing 8%
human serum (local production) and 150 U/mL rIL-2 (Eurocetus,
Rueil-Malmaison, France). HLA-E-reactive population was en-
riched using a TNF-oo Secretion Assay Cell Enrichment and
Detection Kit (Miltenyi, Paris, France) after stimulation with
HLA-E-transfected COS-7 cells. Sorted cells were cloned by
limiting dilution and expanded by stimulation with phytohemag-
glutinin (PHA)-L (Sigma-Aldrich) in the presence of irradiated
feeder cells (allogeneic lymphocytes and Epstein Barr Virus-
transformed B lymphocytes) [34].

HAEC lIsolation, Culture and IFN-y Activation

Human arterial endothelial cells (HAEC) were isolated from
unused artery pieces collected at the time of kidney transplan-
tation, harvested according to good medical practice and stored
in the DIVAT Biocollection (French Health Minister Project
number 02G55) [35]. All patients who participated in this study
signed an informed consent and the study was performed
according to the guidelines of the local ethics committee
(CCPRB, CHU Nantes, France). Briefly, fragment of arteries
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were incubated with collagenase A (Roche, Basel, Switzerland)
for 30 min at 37°C and EC were selected using CD31-
Dynabeads (Dynal, Villebon sur Yvette, France). HAEC were
grown in Endothelial Cell Basal Medium (ECBM) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS, PAA, France), 0.004 m-L/mL
ECGS/Heparin, 0.1 ng/mL hEGF, 1 ng/mL hbFGF, 1 pg/mL
hydrocortisone, 50 pg/mlL gentamicin and 50 ng/mL ampho-
tericin B (C-22010, PromoCiell, Heidelberg, Germany). For
activation, confluent HAEC monolayers were starved overnight
in ECBM supplemented with 2%FCS without growth factors
and incubated with recombinant human IFN-y (50 U/mlL,
Imukin, Bochringer Ingelheim, Germany) for 48 h. HLA class I
genotyping was performed by the Etablissement Frangais du
Sang (Nantes, France).

B-EBV 721.221 and COS-7 Cells Culture

The HLA-E-transfected (721.221-E) and untransfected
(721.221) B-EBV cell lines were kindly provided by V. Braud
(UMR CNRS 6097/Université Nice-Sophia Antipolis, Valbonne,
France) [36]. COS-7 cells were obtained from T. Boon (Ludwig
institute for Cancer Research, Brussels, Belgium) [37]. These cells
were maintained in RPMI 1640 10%FSC.

Antibodies

The following antibodies were used in a conjugated form
(phenotyping) or not (blocking or redirected lysis experiments) with
fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) or allophy-
cocyanin (APC): TCRoaf-PE, CD8o-PE, IFN-y-PE (Miltenyi),
CD3-PE, CD27-PE, CD28-PE, CD45-RA-PE, CD45-RO-PE,
CD56-PE, CD57-FITC, CD62-L-PE, CCR7-PE, CD107a-PE,
Perforine-FITC, Granzyme-A-FITC, TNF-o-PE, GM-CSF-PE,
TGF-B-PE, IL-2-PE, IL-4-PE, IL-5-PE, IL-13-PE, IL-21-PE,
HLA-A/B/C (clone G46-2.6) (Becton Dickinson, Le Pont de
Claix, France), CD8B-PE, CD94-PE (clone HP-3B1), NKG2A-PE
(clone Z7199), KIR2DS1/2DLI1-APC (clone EB6), KIR2DS2/
2DL2/2DL3-APC (clone GLI183), KIR2DS4 (clone FES172),
KIR3DS1/3DLI1-PE (clone ZIN273), ILT-2-PE (clone HPFI)
(Beckman Coulters, Villepinte, France), NKG2C-PE (clone
134522), NKG2D-PE (clone 149810), IL-17F-PE (R&D, Lille,
France), 1L-22-PE, HLA-E (clone 3D12) (BioLegend, San Diego,
CA) and HLA-I (clone W6.32, American Type Culture Collec-
tion).

Peptides and Recombinant Peptide/HLA-E Monomers

Peptides VMAPRTLLL, VMAPRTLVL, VMAPRTVLL and
VMAPRTLIL (HLA-A*01-, HLA-A*02-, HLA-B*07- and HLA-
Cw*01-derived signal peptides respectively) with purity >85%
were purchased from Eurogentec (Angers, France). HLA-E*0101/
peptide monomers were generated by the recombinant protein
facility of SFR26 (Nantes, France).

Phenotypic Characterization by Flow Cytometry

For membrane staining, 2x10° cells were incubated at 4°C
with 10 ug/ml of Ab (specific or isotype control) or tetramers
for 30 min or 1 h respectively. When non-conjugated mAb were
used, a second incubation with PE-conjugated goat F(ab’)2
fragment anti-Mouse IgG (Beckman Coulters) was performed.
5x10* cells were acquired in the viable cells gate on a
FACScalibur flow cytometer using CellQuest software (Becton
Dickinson). Relative fluorescence intensity (RFI) was calculated
as sample mean fluorescence divided by isotype control mean
fluorescence.
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Transient Transfection of COS-7 Cells and TNF Assay

Briefly, 20x10> COS-7 cells were transfected with 100 ng of

HLA-E*0101 or HLA-E*0103 encoding plasmid by the DEAE-
dextran-chloroquine method. 48 h after transfection, 5x10° T
cells were added to transfected COS-7 cells. Culture supernatants
were harvested 6 h later and tested for TNF content through
assessment of the sensitive WEHI164 clonel3 viability in a MTT
colorimetric assay.

Intracellular Staining

For cytokine/perforine/granzyme intracellular staining, 1 x10°
T cells were stimulated in the presence of Brefeldin A (Sigma-
Aldrich, 10 pg/ml) with 2x10° target cells (B-EBV cells or HAEC)
for 6 h at 37°C, in the presence or not of blocking Abs. For
peptide loading, target cells were incubated with peptides for 1 h
at 37°C before incubation with T cells. Cells were then fixed with
4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich), labeled with specific mAbs
and analyzed by flow cytometry.

CD107a Degranulation

1x10° T cells were stimulated with 2x10° target cells in the
presence of anti-CD107a mAb. After 4 h at 37°C, cells were
analyzed by flow cytometry.

TCR-a3/CD3/CD8 Downregulation

1x10° T cells were stimulated with 2x10° target cells at 37°C.
After the indicated time, TCR-af3/CD3/CD8 fluorescence
intensity was measured in unstimulated and activated lympho-
cytes. Data were expressed as percentages of RFI that were
calculated according to the following formula: (RFI of activated
lymphocytes/RFI of unstimulated lymphocytes) x100.

Single-cell Ca®* Video Imaging

Fura-2/AM loaded T cells (1 uM, Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) for 1 h at room temperature in HBSS (Invitrogen) were
resuspended in HBSS 1%FCS and seeded on Lab-Tek glass
chamber slides (Nunc, Naperville, IL) coated with poly-L-lysin
(Sigma-Aldrich). Target cells were left to adhere on glass slides
before addition of T cells. Measurements of intracellular Ca*"
responses were performed at 37°C with a DMI 6000 B
microscope (Leica Microsystems, Nanterre, France). Cells were
illuminated every 15 s with a 300 W xenon lamp by using 340/
10 nm and 380/10 nm excitation filters. Emission at 510 nm
was used for analysis of Ca®* responses and captured with a
Cool Snap HQ2 camera (Roper, Tucson, AZ) and analyzed
with Metafluor 7.1 imaging software (Universal Imaging,
Downington, PA).

>1Cr Release Assay

Target cells were labeled with 100 pCi Na’'CrO, (Oris
Industrie, Gif-sur-Yvette, France) for 1 h at 37°C, and incubated
4 h at 37°C, with effectors T cells at various E/T ratios. Then,
25 ul of supernatants were mixed with 100 pl of scintillation liquid
(Optiphase Supermix, Wallak, United Kingdom) for measurement
of radioactive content on a béta plate counter (EG&G Wallac,
Evry, France). Percentage of target cell lysis was calculated
according to the following formula: [(experimental release —
spontaneous release)/(maximum release — spontaneous re-
lease)] x100. Maximum and spontaneous releases were deter-
mined by, respectively, adding 0.1% Triton X-100 or medium to
>!Cr-labeled target cells in the absence of T cells.
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Redirected Cytolytic Activity

1x10% *'Cr-labeled murine mastocytoma FeyR P815 cells were
incubated with T cells at various E/T ratio, in the presence of
different concentrations of anti-CD3 Ab (clone OKT3). CD3
redirected lysis of P815 cells was modulated by the presence of
indicated anti-NKR Abs (10 pg/ml). After 4 h, measurement of
radioactive content and determination of percentage of specific
lysis were performed.

Results

Frequency and Phenotypic Characteristics of HLA-E-
reactive CD8 T Cells Isolated from Peripheral Blood of a
Cytomegalovirus-seropositive Kidney-transplant Patient

Investigations of a cohort of renal transplant recipients [12]
allowed us to identify an HLA-E-reactive CD8" T cell population
in PBL of a kidney transplant recipient with an active CMV
infection. This HLA-E-restricted response was not observed on
blood samples harvested before CMV infection (at one month
post-transplantation) but appeared correlated with CMV infection
2 years post-transplantation, in associaton with a T' cell response to
PP65495.503/A*0201 HCMV epitope. As shown in Figure 1A,
recipient fresh PBL activity, assessed by TNF-a0 production, was
observed against COS-7 cells transfected with either HLA-E*0101
or HLA-E*0103 alleles whereas no response was observed with
other HLA-I alleles tested. The HLA-E-reactive population was
enriched and cloned. All the CD8 T cell clones derived (n=9)
were HLA-E-reactive and characterized by the homogeneous
expression of the TCRVP22 (data not shown). Notably,
TCRVP22" cells represent a sizable fraction (3,4%) of freshly
isolated recipient PBL, comprising 7% of CD3" T cells and 14%
of CD8"CD3* T cells (Figure 1B). This monoclonal population,
thereafter ~ named  MART.22, is  characterized by
CDS&ﬁ*CDﬁQL'CCRTCDW_CD28+/_CD45R_A1°CD45RO—
MCD57 phenotype  (Figure S1), suggesting that
MART.22 belongs to the effector-memory cell compartment
[38]. Moreover, MART.22 expresses CD56 consistent with the
phenotype of HLA-E-restricted NK-CTL previously reported by
the group of L. Moretta [13].

surface

Requirement of Co-engagement of TCR and CD8 for
HLA-E-reactive CD8 T Cells

To further characterize MART.22, we used the 721.221 B-EBV
cell line (.221), lacking classical HLA class I molecules and HLA-G
expression, and the 721.221-E cell line (.221-E), which has been
stably transfected with the cDNA encoding HLA-E*0101 together
with the leader sequence peptide from HLA-B*08, that is required
for HLA-E cell surface expression and stabilization [18]. The
transfected.221-E cell line, that consistently expresses high levels of
HLA-E (Figure S2), induced strong activation of MART.22, as
assessed by TNF production (59% of TNF-a producing T cells)
(Figure 1C, white bar), whereas.221 cells were not recognized.

To assess the contribution of T cell receptor and HLA-E
interaction to target cell recognition, we performed antibody
blocking experiments and TCR down-regulation analysis. A dose-
dependent reduction of TNF-a producing T cells was observed in
the presence of anti-CD3 (until 5% vs 59%), anti-HLAI molecules
(W6/32, until 20% vs 59%) or anti-HLA-E molecules (3D 12, until
2% vs 59%) blocking antibodies (Figure 1C). By contrast blocking
antibody specific for HLA-A/B/C molecules (G46-2.6) had no
inhibitory effect on this process. TCR implication was also
confirmed by the significant down-regulation of surface CD3/
TCR complex after MART.22 stimulation with 221-E cells
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Figure 1. Characterization of HLA-E-restricted T cells in PBL of a kidney transplant patient undergoing CMV infection. A/Reactivity of
freshly isloated PBL against COS-7 cells transfected, or not, with HLA-I encoding cDNA was assessed by a TNF release assay. Means and standard
deviations of sixplicates are shown. B/Frequency of TCRVB22" HLA-E-restricted T cells in PBL. Fresh PBL were analyzed by three-color flow cytometry
using antibodies specific for CD3, CD8a and VP22 TCR. Percentage of VP22 TCR expressing cells was examined on gated CD3"CD8" T cells. C/TNF
production in response to HLA-E transfected.221-E cells in the presence of blocking antibodies. MART.22 was stimulated with target cells in the
presence or not of blocking antibodies directed against total HLA-I, HLA-A/-B/-C, HLA-E, CD3 and CD8 molecules at the indicated concentrations.
After 6 h, T cells were fixed, permeabilized and stained for intracellular TNF-o.. Results are expressed as percentage of TNF-producing T cells. D/Time
course of TCRaf3, CD3 and CD8 surface expression on HLA-E-restricted CD8 T cells stimulated with.221-E cells. A representative FACS analysis of
TCRaf at early time course is shown (left panel). Results are expressed as percentages of RFI (as defined in Material and Methods).

doi:10.1371/journal.pone.0050951.g001

(Figure 1D). Furthermore, using the same approaches, we showed
the high degree of CD8 dependency of MART.22 (Figures 1C-D).
Together, these data confirm HLA-E restriction of MART.22 and
unveil its strong CD8 dependency.

Peptide Specificity of HLA-E-restricted CD8 T Cells

Next, to investigate MART.22 peptide specificity, we test its
ability to recognize.221 cells exogenously loaded with six HLA-E-
restricted synthetic peptides (Table 1). This peptide set included
the three previously described peptides derived from the UL40
protein of different human CMYV strains [39,40] and the peptides
derived from the majority of HLA-I leader sequences, including
autologous HLA-I from the transplant recipient. We found that
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MART.22 recognized.221 cells pulsed with 3 out of 6 peptides
tested (Figure 2A). The VMAPRTLLL peptide was recognized
with the highest avidity (EC50 at 1x10~ % uM). This peptide is
derived from both the UL40 of the clinically isolate CMV 3C
strain [39] and the leader sequence of various allogeneic HLA-A
and HLA-C molecules. MART.22 also recognized with high
avidity the VMAPRTVLL peptide (EC50 at 2x10~? uM), which
is derived from the leader sequence of various allogeneic HLA-B,
including the HLA-B*08, molecules, thus providing explanation
for the recognition of.221-E cells expressing HLA-B*08 leader
sequence. MART.22 also recognized, albeit to a lesser extent
(EC50 at 4x10~% uM), the VMAPRTLIL peptide that derived
from the UL40 of the laboratory CMV AD169 strain [39,40]. This
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latter result was unexpected as this peptide also derives from the
leader sequence of various HLA-C molecules, including the two
autologous HLA-C: alleles of the patient (ie HLA-Cw*1402 and -
Cw*0501). The three other tested peptides (VIAPRTLLL,
VTAPRTVLL and VMAPRTLVL) were not recognized at all,
pinpointing to the importance of a methionine and of a leucine or
an isoleucine at position 2 and 8 respectively to allow peptide
recognition. To further substantiate our data on MART.22
peptide specificity, we used HLA-E*0101 tetramers refolded
cither with VMAPRTLLL, VMAPRTVLL, VMAPRTLIL or
VMAPRTLVL peptides. As expected, Figure 2B shows the ability
of MART.22 to bind HLA-E/VMAPRTLLL tetramers and to a
lesser extent HLA-E/VMAPRTVLL and HLA-E/VMAPRTLIL
tetramers whereas no significant binding was observed with
tetramers refolded with the unrecognized VMAPRTLVL peptide.

These results show the ability of MART.22 to recognize
peptides derived from both HCMV-UL40 and various allogeneic
HLA-Ia molecules, suggesting that these cells may participate in
the immune response against CMV-infected or allogeneic cells.
HLA class I alleles of the kidney donor (HLA-A2, -B18, -B44 and -
Cwb)) are identical with the ones of the recipient (with the
exception of HLA-B18 which give rise to an unrecognized peptide)
therefore excluding that this population has been activated by the
transplantation in favor to an induction as a consequence of CMV
infection.

Functional Characteristics of HLA-E-restricted CD8 T Cells
Functional characterization of MART.22 was assessed us-
ing.221-E stimulating cells. As shown in Figure 3A, incubation
with.221-E  cells triggered a strong and rapid elevation in
intracellular free calcium (Ca®*) concentration within MART.22
while no significant Ca** signal was detected when untrans-
fected.221 cells were used. With regard to its potential ability to
develop lytic response, incubation with.221-E cells induced
MART.22 degranulation as demonstrated by the high CD107a
surface mobilization (77% of CD107a positive T cells) and
perforin/granzyme production (Figure 3B and data not shown).
This leads to the lysis of.221-E cells as assessed with a standard
®1Cr release assay (Figure 3C). As shown in Figure $D, MART.22
was also found to produce high levels of TNF-a (78% of producing
cells), IFN-y (64%) and to a lower extent GM-CSF (31%), IL-2
(18%), IL-13 (17%) and IL-4 (13%). Conversely, no production of
IL-5, IL-17F, IL-21, 1L-22 or TGF-B was detected (data not
shown). These data emphasize the strong granzyme-dependent
cytolytic and TNF-o/TFN-y secretion capacities of MART.22.

Regulation of HLA-E-restricted CD8 T Cells Activity by
NKR

As previous studies on HLA-E-restricted NK-CTL reported
surface expression of HLA class I-specific inhibitory NK receptors
(NKR), we investigated NKR expression on MART.22
(Figure 4A). MART.22 was strongly stained by the GL183
antibody, which recognizes KIR2DS2, KIR2DL2 and KIR2DLS3.
The combined use of KIR-specific mAbs [41] allowed us to
identify the inhibitory KIR2DL2 as the KIR expressed by
MART.22 (data not shown). Surface expression of ILT-2,
NKG2-D and CD94 were also observed. Surprisingly, CD94
expression was not associated with NKG2-A or NKG2-C surface
expression. In order to address the functionality of these receptors,
we analyzed, in a redirected lysis assay, the ability of anti-NKR
mAbs to modulate MART.22 TCR dependent lysis. As shown in
Figure 4B, anti-CD3 mAb induced cytolytic activity was strongly
inhibited by the addition of anti-KIR2DL2 mAb. Lysis was also
inhibited, although to a lesser extent, by the addition of anti-ILT-2
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mAb while it was slightly increased in presence of anti-NKG2-D
mAb. However, addition of anti-CD94 mAb did not affect the lysis
efficiency, clearly indicating the non-functionality of the CD94
receptor expressed by MART.22. Taken together, our data clearly
indicate that the activity of HLA-E-restricted T cells can be
modulated by competing positive or negative signals transduced by
NKR, with especially efficient inhibition through KIR2DL2
ligation. Interestingly, autologous MART.22 HLA-C molecules
(HLA-Cw*0501 and *1402) are ligands for the KIR2DL2 receptor
[42]. Since these HLA-C' molecules also provide a recognized
HLA-E-bound peptide (Figure 2A and Table 1), this allowed us to
hypothesize that inhibitory KIR2DL2 expression by MART.22
dampens its detrimental auto-reactivity against healthy (not CMV
infected) autologous cells through ligation of autologous protective
HLA-C molecules. Accordingly, when incubated in the presence
of anti-KIR2DL2/DS2/DL3 or HLA-A/B/C blocking Abs,
MART.22 developed fratricide response (Figure S3).

HLA-E-restricted CD8 T Cells Reactivity Against
Allogeneic Endothelial Cells

Since we demonstrated that peptides derived from both CMV-
UL40 and allogeneic HLA-I molecules can be recognized by
MART.22 in an HLA-E-restricted fashion, we asked whether
MART .22 could also recognize and damage allogeneic endothelial
cells and therefore represent a risk factor for allograft outcome. To
this end, primary human arterial endothelial cell (HAEC) cultures,
isolated from kidney transplant donors were tested in vitro for their
capacity to activate MART.22. HLA-I typing of the seven
endothelial cell cultures tested as well as their capacity to provide
recognized peptides or to interact with KIR2DL2 are documented
in Table 2. All EC cultures expressed HLA-I molecules carrying
peptides potentially recognized in the HLA-E context. The CMV
serologic status of EC donors is also indicated. While surface HLA-
E staining levels were similar on all EC cultures tested (Figure 5A
and data not shown), six out of seven EC cultures induced efficient
cytokine responses of MART.22, as illustrated by TNF-o
production (from 24% to 75% of T cells) (Figure 5B and
Table 2).
against recognized endothelial cells, as assessed by CD107a
surface expression (from 8% to 68% of T cells) (Figure 5C and
Table 2). In accordance with recognition of both allelic forms of
HLA-E by MART.22 (Figure 1A), endothelial cells are recognized
independently of their HLA-E haplotype and with no correlation
to CMV infection (mean value, 42% of TNF producing T cells for
CMV negative versus 41% for CMV positive patients), suggesting
the direct recognition of allogeneic HLA-I derived peptides in an
HLA-E-restricted fashion. Thus, HLA-E-restricted T cells could
represent a risk factor for allograft outcome through recognition of
allogeneic graft endothelial cells.

Moreover, MART.22 develops cytolytic responses

Tight Regulation of HLA-E-restricted CD8 T Cells
Alloreactivity by KIR2DL2

As mentioned above, in an unexpected way, one EC culture
(HAEC#402), with no apparent defect in surface HLA-E
expression levels, was not recognized by MART.22 (Figure 5A).
To ascertain this was not the consequence of the specific lack of
expression of HLA-I molecules encoding recognized peptides, we
investigated whether incubation with the two best-recognized
synthetic peptides could render these endothelial cells more
susceptible to recognition by MART.22. As shown on Figure 6A,
pulsing of the otherwise resistant HAEC#402  with
VMAPRTLLL and VMAPRTVLL induced TNF-o. production
by MART.22 but only with saturating amounts of peptides
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doi:10.1371/journal.pone.0050951.g002

(respectively 40% and 18% of TNF secreting T cells when
HAEC#402 were loaded with 10> uM of peptides). Similar results
were obtained with another poorly recognized EC culture
(HAEC#116), suggesting another mechanism conferring resis-
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tance to recognition. As we showed that MART.22 reactivity is
strongly regulated by the inhibitory KIR2DL2, we investigated
whether HAEC suboptimal recognition was indeed the conse-
quence of the expression of protective HLA-C molecules (ie
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Table 1. Leader sequence peptides derived from HCMV-UL40/HLA-I molecules and recognition by HLA-E-restricted T cell clone.

Leader sequence peptidez_;, HLA class | allotypes MART.22 reactivity®

VMAPRTLVLP< HLA-A*02,-A*23, -A*24, -A*25, -A*26, -A*3402, -A*43, -A*66 and -A*69 =

VMAPRTLLL? HLA-A*01,-A*03, -A*11, -A¥29, -A*30, -A*31, -A*32, -A*33, -A*36 -A*74, -Cw*2 and -Cw*15 ++

VMAPRTLIL®< HLA-Cw*01, -Cw*03, -Cw*0401, -Cw*05, -Cw*06, -Cw*0801-03, -Cw*12, -Cw*14, +
-Cw*16 and -Cw*1702

VMAPRTVLL HLA-B*07, -B*08, -B*14, -B*38, -B*39, -B*42, -B*67, -B*73 and -B*81 +

VTAPRTLLL HLA-B*13, -B*18, -B*27, -B*3542, -B*37, -B*40, -B*44, -B*47, -B*54, -B*56, -B*58, -B*59, =
-B*82 and -B*83

VTAPRTVLL HLA-B*15, -B*35, -B*40, -B*41, -B*4418, -B*45, -B*49, -B*50, -B*51, -B*52, -B*57 and -B*78 -

Autologous HLA class | alleles of the transplant recipient are indicated in bold.

“MART.22 HLA-E-restricted T cell clone activity in response t0.221 cells pulsed with different peptides (see Figure 2).
PThese peptides are identical to peptides contained in the UL40 ORF from various CMV strains.

“These pepides have previously been described for their ability to trigger HLA-E restricted CD8 T cell responses.

doi:10.1371/journal.pone.0050951.t001

KIR2DL2 ligands) [42,43,44]. Interestingly, HLA-C haplotype
crucially influence the MART.22 alloreactivity: endothelial cells
possessing two appropriate HLA-C alleles (HAEC#116, #337
and #402) are less recognized (mean value, 18% of TNF
producing T cells) than those bearing only one (HAEC#112,
#331 and #495, 54% of TNF producing T cells) or no
(HAEC#323, 75%) (Figure 6B). This was confirmed by assessing
the effect of blocking antibodies on endothelial cells recognition by
MART.22. As shown on Figure 6C, addition of KIR2DL2-
blocking Abs and, to a lesser extent, of anti-HLA-A/B/C Abs
efficiently restore the HAEC#402 recognition by MART .22 in a
dose dependent manner (up to 40% and 25% respectively),
whereas addition of blocking Ab to ILT-2 had no significant effect.
These results underline the tight regulation of HLA-E-restricted
allo-reactivity by KIR2DL2 receptors through their recognition of
HILA-C molecules expressed on target cells.

Effect of IFN-y Treatment on Endothelial Cells
Recognition by HLA-E-restricted CD8 T Cells

Chronic CMV infections result in recruitment of inflammatory
cells and mediators such as chemokines and cytokines including
IFN-y [4]. So, we analyzed the impact of IFN-y treatment of EC
cultures on their recognition by MART.22. As we previously
reported [30], IFN-v treatment enhances both HLA-E and total
HILA-T surface expression on endothelial cells (Figure 7A and
Figure S4A). However, IFN-y treatment of endothelial cells
resulted in decreased MART.22 mediated lysis and cytokine
production (Figures 7B—C: and Figures S4B—C). The percentage of
TNF-o producing T cells upon stimulation with the HAEC#495
fell from 61% to 33% after IFN-y treatment. Experiments
performed with a less recognized EC culture show that MART.22
reactivity against IFN-y treated HAEC#116 was completely
abolished. To investigate whether the inhibitory effect of IFN-y
treatment was the consequence of an increased expression of
inhibitory NKR ligands by endothelial cells, we performed
antibody blocking experiments. First, anti-KIR2DL2 and anti-
ILT-2 antibodies had little or no effect on recognition of the
untreated HAEC#495 culture. In contrast, these antibodies,
especially the anti-KIR2DL2 mAb, improved in a dose dependent
manner the recognition of IFN-y treated endothelial cells (71% vs
36% of TNF-a producing T cells for the maximal dose of anti-
KIR2DL2 Ab) (Figure 7D). In the same way, mAb directed
against classical HLA-I molecules, which are ligands of both
KIR2DL2 and ILT-2, greatly enhanced recognition of IFN-y

PLOS ONE | www.plosone.org

treated endothelial cells recognition (69% vs 36% of TNF-o
producing T cells for the maximal dose of Ab). Taken together,
these data underline the crucial role of inhibitory NKR ligands
which expression on EC is a determining factor for HLA-E-
restricted T' cells reactivity.

Discussion

In conclusion, this study demonstrates for the first time the
ability of CMV-associated HLA-E-restricted T cells from trans-
plant recipient to recognize and lyse allogeneic endothelial cells
thereby emphasizing their potential detrimental alloreactivity
upon solid organ transplantation.

A function for HLA-E as a restricting element for the TCR of
of T cells has been clearly established [21] and therefore can play
a role in the adaptive immune response in addition to its well-
known regulation of innate immunity [45,46]. The HLA-E-
restricted CD8 aff T cell population described in this study
appears in association with a T cell response to classical HLA I-
restricted HCMV epitope (pp65/A*02) in the blood of a kidney
transplant recipient with an active CMV infection. Thus, HLA-E-
restricted T' cells may be induced iz vivo in recipient patients as a
consequence of CMV infection or reactivation, suggesting their
possible role in the immune adaptative response to CMV. Various
CMYV proteins inhibit MHC class Ia surface expression impeding
the control mediated by conventional (i.e. MHC class Ia-restricted)
CD8 T cells [47,48]. Therefore, the capacity of CMV, through the
expression of UL40, to supply HLA-E-binding peptides allowing
increase of HLA-E surface expression in infected cells [40],
strengthen that HLA-E-restricted T cells may have a particular
relevance in the immune defense against CMV.

In accordance with previous studies showing that CMV-
associated HLA-E-restricted T cells represent a pauciclonal
population comprising a sizable fraction of CD8 off T cells in
CMV-seropositive patients [15,49], the population described in
this study expresses homogeneously a given TCR owing to its
monoclonal origin and constitutes a significant component of
peripheral blood mononuclear cells (14% of CD8*CD3" T cells).
Moreover, we showed that this population has phenotypic
characteristics of effector-memory lymphocytes and displays strong
granzyme-dependent cytolytic and TNF-a/IFN-y secretion ca-
pacities, suggesting that they could play a relevant role in the
control of CMV infection.

As three different HLA-E-binding HCMV-UL40-derived pep-
tides have been previously described, we investigated the
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Figure 3. Functional characterization of HLA-E-restricted CD8 T cells. A/Induction of strong and rapid Ca** responses within activated HLA-
E-restricted CD8 T cells. B-EBV 721.221 cells transfected (.221-E) or not (.221) with HLA-E and the leader sequence of HLA-B*08, were incubated with
MART.22 T cells loaded with Fura-2 (1:1 ratio). T cell intracellular Ca** levels were monitored by videomicroscopy for the indicated acquisition time.
Graphs represent the kinetics of intracellular Ca2* levels (340/380 nm ratio). Values correspond to the mean of emission measured among all T cells
present in the field (approximatively 20 cells per experiment). Results are representative of two independent experiments. B/Degranulation of HLA-E-
restricted CD8 T cells upon stimulation.221-E cells (thick line) or.221 cells (thin line) were incubated for 4 h with MART.22 T cells in the presence of
anti-CD107a antibody. Results are expressed as pourcentages of surface CD107a positives T cells upon stimulation with.221-E cells. C/Cytotoxic
activity of HLA-E restricted CD8 T cells. 10° *'Cr-labeled.221-E cells (squares) or.221 cells (circles) were co-cultured for 4 h with MART.22 T cells at
various E/T ratios. Cytotoxic activity was assessed through measure of Chromium release in the supernatants. Percentages of specific lysis are
indicated. Means and standard deviations of triplicate wells are shown for one out of three comparable experiments. D/Cytokine production analysis
of HLA-E restricted CD8 T cells. MART.22 T cells were fixed, permeabilized and stained for intracellular cytokines following 6 h of incubation with.221-
E cells (thick line) or.221 cells (thin line). Data are expressed as mean % of intracellular cytokine secreting cells upon stimulation with.221-E cells.
doi:10.1371/journal.pone.0050951.9003

specificity of our HLA-E-restricted T cells. Previous studies from rejection through direct recognition of allogeneic HLA-I derived-
the group of L. Moretta have characterized HLA-E-restricted T peptides presented by HLA-E on graft cells. In a previous study,
cells reacting against peptides (i.e. VMAPRTLIL and we showed that HLA-E protein expression in normal human
VMAPRTLVL) derived from the UL40 of 2 HCMYV laboratory organs is mainly restricted to endothelial cells and leucocytes [30].
strains (Toledo and AD169 strains) [15]. The HLA-E-restricted T Hence, owing to the crucial role of endothelial cells in allo-antigen
cell population described here reacts against the additional UL40 presentation to T cells [8] and to the HCMV tropism for
derived-peptide, VMAPRTLLL, that has been shown to derive endothelial cells [5,7], we investigated whether HLA-E-restricted

from the clinical isolate HCMV 3C strain. T cells could recognize primary endothelial cells cultures, isolated
Because recognized peptides also derived from the leader from kidney allografts. We clearly demonstrate that CMV-
sequences of numerous allogeneic HLAI alleles, CMV-associated associated HLA-E-restricted CD8 T cells can efficiently recog-

HLA-E-restricted T cells have potential to mediate allograft nized and killed allogeneic endothelial cells i vitro, independently
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representative experiments out of three performed.
doi:10.1371/journal.pone.0050951.9g004

of their HLA-E allotype. Therefore, because immunosuppressed
transplant patients are particularly prone to CMV infection, we
can speculate that in the context of both CMV reactivation or
primary infections, while these T cells have potential to contribute
to infection control, they may also directly recognize allogeneic
graft endothelial cells and thereby contribute to allograft rejection.

As suggested by previous studies, we clearly demonstrated that
CMV-associated HLA-E-restricted T cell allo-reactivity is tightly
regulated by NK  receptors [50]. We first showed surface
expression of KIR2DL2, ILT-2, NKG2D and CD94 receptors
by MART.22. Surprisingly, CD94 surface expression was not
associated with that of NKG2-A or NKG2-C molecules and did
not allow interaction with HLA-E tetramer refolded with HLA-A2

PLOS ONE | www.plosone.org

peptide, suggesting the expression of CD94 homodimers as
previously described [51]. Finally, we demonstrated the non-
functionality of this receptor. All the other expressed NK receptors
were found to be functional, with a predominant role in
preventing target cell recognition for the highly expressed
inhibitory KIR2DL2 through ligation of appropriated (protective)
HLA-C molecules [42]. The expression of KIR2DL2 appears to
constitute a safety mechanism avoiding harmful autoreactivity
through the ligation of protective autologous HLA-C molecules.
As a consequence, the ability of HLA-E-restricted T cells to
mediate alloreactivity against endothelial cells was crucially
impacted by the expression of protective HLA-C alleles. Thus,
allogeneic  endothelial cells that express protective HLA-C
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total HLA-I (dotted lines) molecules by two representative endothelial cultures (HAEC). RFI are indicated. B/Cytokine production by HLA-E-restricted
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doi:10.1371/journal.pone.0050951.g005

In conclusion, we demonstrated, for the fist time, that CMV
infection in transplant patient correlated with an allo-reactive
HLA-E-restricted T cell response that have potential to mediate
detrimental vascularized allograft rejection via endothelial cells
lysis. Therefore, CMV-associated HLA-E restricted T cells could
account for the well-established association between CMV-
infection and accelerated allograft rejection. As HLA-E is also
expressed in leucocytes, the involvement of HLA-E-restricted T
cells in the immunological response following allogeneic hemato-

molecules, or that were pre-treated with INF-y, were less
recognized by HLA-E-restricted T cells, unless specific blocking
antibodies (i.e. anti-KIR2DL2 or anti-HLA-A/B/C) were added
to the cultures. This underlines the crucial impact of HLA-C
haplotype of target cells on their ability to trigger, or not, an
allogeneic HLA-E-restricted T cell response. Therefore, HLA-C
haplotypes that are still underestimated in transplantation setting
should be reconsidered and taken into account [52,53].

PLOS ONE | www.plosone.org November 2012 | Volume 7 | Issue 11 | 50951

229



Alloreactivity of CMV/HLA-E-Restricted T Cells

Table 2. Characteristics of endothelial cells (HLA class | allotypes and HCMV serologic status of donors) and recognition by HLA-E-
restricted T cell clone.
HCMV sero- L a
HAEC HLA-la allotypes HLA-E allotypes positivity MART.22 reactivity’
HLA-A HLA-B HLA-Cw TNF-0. CD107a
#112 *0201 *2402 *1801 *5101 *0202 *0701° *0103 *0103 + 49% 32%
#116 *0201 *2902 *3501 *4402 *0401° *0501° *0101 *0101 + 24% 8%
#323 *0301 *2402 *4701 *5001 *0602 *0602 ND ND - 75% 68%
#331 *0301 *3201 *0702 *3701 *0602 *0702° *0101 *0103 = 58% 41%
#337 *2402 *3101 *3501 *4001 *0401°¢ *0304° *0103 *0103 - 26% 10%
#402 *2301 *2902 *4403 *5801 #0701° *1601° *0101 *0103 = 3% 4%
#495 *0101 *0201 *4101 *4402 *0501° *1701 ND ND + 54% 52%
HLA-la alleles susceptible to provide peptides recognized by HLA-E-restricted T cell clone are indicated in bold.
“HLA-E-restricted T cell clone activity in response to endothelial cells (see Figure 5).
PHLA-C allotypes carrying the C1 epitope that are susceptible to bind to KIR2DL2 receptor.
“HLA-Cw0401 allotype that has been shown to interact with KIR2DL2 receptor.
doi:10.1371/journal.pone.0050951.t002
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Figure 7. Impact of IFN-y treatment on allogeneic endothelial cells (HAEC#495) recognition by HLA-E-restricted CD8 T cells. A/
Impact of IFN-y treatment on surface expression of HLA-E (thick lines) and total HLA-I (dotted lines) molecules by endothelial cultures. RFI are
indicated. B/HLA-E-restricted CD8 T cells cytotoxicity toward endothelial cultures treated or not with IFN-y. 10% *'Cr-labeled HAECs pretreated (closed
circles) or not (open circle) with IFN-y were co-cultured for 4 h with T cells at various E:T ratio. Cytotoxic activity was assessed trought measure of
Chromium release in the supernatants. Percentages of specific lysis are indicated. Means and standard deviations of triplicate wells are shown for one
representative experiments out of three performed. C/HLA-E-restricted CD8 T cells cytokine production upon stimulation with endothelials cultures
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doi:10.1371/journal.pone.0050951.9007

poietic stem cell transplantation should also be addressed, as it has player in HLA-E-restricted T cells alloreactivity. Thus, graft organ
been suggested by studies using transgenic mice [32]. Moreover, HLA-C haplotypes may impact on CMV-associated HLA-E-
we provided strong evidence that HLA-C/NKR mismatch is a key restricted T' cells capacity to mediate allograft rejection. Hence, a
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deeper evaluation of the frequency and the role of CMV-
associated HLA-E-restricted T cells in transplantation and of the
impact of HLA-C haplotype on their alloreactivity, may determine
whether this indeed represents an additional risk factor following
solid organ transplantation.

Supporting Information

Figure S1 Phenotypic characterization of HLA-E-re-
stricted T cells. The surface expression of various markers
was assessed by flow cytometry and the RFI plotted graphically.
(TTF)

Figure S2 Surface expression of HLA-I molecules by B-
EBV cell lines transfected (.221-E) or not (.221) with
HLA-E. Surface expression of total HLA-I (A), HLA-Ia (B) and
HLA-E (C) molecules. RFT are indicated.

(TTF)

Figure S3 Autoreactivity of HLA-E-restricted T cells in
the presence of blocking antibodies. MART.22 T cells were
incubated in the presence (thick lines) or in the absence (thin lines)
of blocking antobodies (10 ug/ml) directed agains KIR2DL2 (A),
ILT-2 (B) and HLA-Ia (C). After 6 h, T cells were fixed,
permeabilized and stained for intracellular TNF-o. Results are
expressed as percentage of TNF-producing T cells when incubated
with blocking antibodies.

(TIF)

Figure S4 Impact of IFN-y treatment on allogeneic
endothelial cells (HAEC#116) recognition by HLA-E-
restricted CD8 T cells. A/Impact of IFN-y treatment on
surface expression of HLA-E (thick lines) and total HLA-I (dotted
lines) molecules by endothelial cultures. RFI are indicated. B/
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Résumé :

Impact du polymorphisme génétique sur I'’expression endothéliale de MICA : Réle
de la mutation MICA A5.1 dans le rejet de greffe & Caractérisation d'un nouvel
épissage alternatif de MICA

La molécule MICA est une protéine tres polymorphe exprimée, dans des conditions
physiologiques, par un nombre restreint de types cellulaires, incluant les cellules
endothéliales (CE). Bien que la fréquence de l'immunisation anti-MICA et son
implication dans le rejet de greffe aient été montrées par plusieurs études cliniques, les
conditions de cette allo-immunisation demeurent mal connues. Par ailleurs, le
génotypage de MICA n’est pas réalisé en routine et peu d'informations sont disponibles
pour détecter un éventuel mismatch entre donneur et receveur avant la greffe ni prédire
une allo-immunisation spécifique de MICA.

Par une approche intégrative associant des techniques de biologie moléculaire et
cellulaire et utilisant une collection de CE issues de donneurs d’organes, nous apportons
la preuve que la mutation MICA A5.1 modifie fortement I'expression endothéliale de
MICA et constitue un facteur de risque pour le développement d’anticorps anti-MICA,
post-greffe. MICA est un ligand du récepteur activateur NKG2D porté par les cellules NK
et les lymphocytes T CD8+ et T yd, cellules impliquées dans les mécanismes de
I'immunité innée. Nous associons I'expression de la mutation MICA A5.1 par le donneur
d’organe a une protection du receveur vis a vis de la réactivation du virus BK post-
transplantation. L’analyse de I'expression du gene MICA au sein de notre collection de CE
nous a permis de mettre en évidence un nouvel épissage alternatif de MICA. Nous
associons la présence de ces transcrits a une mutation en 5’ de I'intron 4 de MICA.

En conclusion, ce travail a permis la mise en évidence de I'impact du polymorphisme
génétique sur I'expression endothéliale de MICA et I'identification de nouveaux facteurs
de risque pour le controdle de I'allo-immunisation et des complications virales.

Abstract:

Impact of MICA gene polymorphisms on endothélial cell expression: Implication of
MICA A5.1 mutation in graft rejection & Identification of new alternative spliced
forms of MICA

MICA is a highly polymorphic surface protein that is basally expressed by a restricted set
of cells including graft’s endothelial cells (EC) and constitutes a ligand for the activating
NKG2D receptor expressed on NK and CD8+T cells. Although specific antibodies (Abs)
against MICA associated with kidney allograft rejection, MICA genotyping is not
routinely undertaken and the molecular basis for anti-MICA allosensitization is
unknown. Using an integrated approach including immunogenetic and cellular biology,
we show that MICA A5.1 genetic variant has a strong impact on MICA expression by
graft's EC and may be a risk factor to consider in transplant allo-imune humoral
responses. In contrast, we provide the first evidence for association between the
expression of MICA A5.1 mutation, carried by transplant donors, and a protection against
BK virus replication after kidney transplantation. By investigating MICA transcripts in
graft ECs, we identified new alternative spliced forms of MICA mRNA. We associate these
new transcripts to a mutation located in intron 4 of MICA. All together, these findings
contribute to bring new insights on the role of MICA gene polymorphism in transplant
immunology and to identify new risk factors.



