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Abréviations

TCR: T cell receptors
CMH: complexe majeur
d’histocompatibilité

HLA: human leukocyte antigens
APC: antigen presenting cells
DC: dendritic cells

mHAg: complexe mineur
d’histocompatibilité

DTH: delayed-type hypersensivity
BM: bone marrow

GVHD: graft-vs-host disease

Treg: T regulatory cells

AICD: active induced cell death

PCD: passive cell death

IL: interleukin

NHP: non-human primates

OWM: Old World Monkeys

NWM: New World Monkeys

LEW: Lewis

PCR: Polymerase chain reaction

IDO: indoleamine-2,3-dioxygenase

iINOS: inducible nitric oxide synthase

CTLA4 : cytotoxic  T-lymphocyte
antigen 4

BN: Brown Norway

TGF-B: transforming growth factor 3
DST: donor specific transfusion

IFN: Interferon

FoxP3: Forkhead box P3

HO-1: heme-oxygenase-1

IS: immunosuppression

GOT: glutamic-oxaloacetic
transaminase

SCR: subclinical rejection

CAN: allograft nephropathy

MMP7: Matrix Metalloproteinase 7
WNT: wingless

TNF: tumor necrosis factor

DSG: deoxyspergualine

GIC: graft infiltrating cells

CML: cellules musculaires lisses



Avant propos

Aujourd’hui, l'allotransplantation des cellules et des organes représente un
traitement de choix pour les pathologies humaines avec une dysfonction totale
de l'organe. La transplantation rénale est la meilleure option thérapeutique pour
les patients en phase terminale d’'une maladie rénale.

L’histoire de la transplantation a commencé, il y a plus de cent ans, quand E.
Ullmann a réalisé la premiére transplantation rénale expérimentale entre deux
chiens. En 1906, M. Jaboulay a tenté la greffe de vaisseaux rénaux provenant
soit d’'un mouton soit d’'un cochon avec les vaisseaux brachiaux de deux patients
mourant de dysfonction rénale (Morris, 2004). Les greffons ont été rejetés, et
ceux-ci constituent les premiers essais de greffes chez ’'homme (Morris, 2004).
Entre les deux guerres mondiales, des essais de transplantation ont été réalisés
occasionnellement sans aucun succeés. Dans l'histoire de la transplantation, un
nouveau chapitre commence le 23 décembre 1954 a Boston ou J. Murray et son
équipe a prélevé le rein du donneur sain et I'a transplanté chez son frére jumeau
(Merrill et al., 1956). L'organe a fonctionné immédiatement et a survécu pendant
neuf ans. L’amélioration en transplantation est venue avec la découverte du géne
codant pour le CMH humain - human leukocyte antigen (HLA) en 1958 (Albert et
al., 1978). Dix ans plus tard, la recherche de l'incompatibilité HLA est devenu
disponible en transplantation clinique (Mathe et al., 1963). Une nouvelle ere de la
transplantation débute avec I'utilisation de protocole immunosuppresseur en
clinique. Durant les années soixante et au début des années soixante-dix, la

proportion de transplantations réussites entre les donneurs compatibles a



augmenté grace a l'introduction d’azathioprine et de corticostéroides, (Murray et
al., 1963). Au début des années quatre-vingt, l'introduction de la cyclosporine, a
augmenté le taux de survie du greffon a un an de 70% a plus de 80% (Kahan,
1989). La découverte du tacrolimus et son utilisation en clinique au début des
années quatre-vingt dix est une nouvelle avancée dans l'immunosuppression
(Goto et al., 1991).

Le traitement avec des immunosuppresseurs entraine de nombreux effets
secondaires, comme des complications dues a des maladies infectieuses
(Soulillou and Giral, 2001), des tumeurs malignes (Dantal et al., 1998) ou des
désordres meétaboliques (Halloran, 2004). Les patients sous thérapie
immunosuppressive doivent prendre des médicaments a vie et ce traitement
induit le rejet chronique qui est aujourd’hui la premiere cause d’échec de greffe
rénale (Dantal and Soulillou, 2005). Aujourd’hui la transplantation pourrait
bénéficier du développement des stratégies immunosuppressions afin d’assurer
la tolérance opérationnelle (Waldmann and Cobbold, 2004). Pour étre plus
précis, I'induction de la tolérance immune spécifique d’'un organe transplanté
(sans effets délétéres sur 'immunocompétence) représenterait le «saint graal

de la transplantation» (Auchincloss, 2001).
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l. La réponse immunitaire

I.1. Les principales caractéristiques de la réponse immunitaire

Le terme immun vient du mot Latin — immunitas qui référe a la protection de la
vindicte légal proposer aux sénateurs Romains. Dans le contexte meédical, le
terme immun signifie la protection contre la maladie. Les cellules et molécules
responsables de 'immunité forment le systeme immunitaire et la réponse contre
le pathogéne s’appelle la réponse immune. En parlant d'immunité, on peut
distinguer  I'immunité innée (naturel) et l'immunité adaptative. L’immunité
adaptive se développe comme une réponse contre linfection qui a deux
caractéristiques principales — la spécificité et I'habilité de mémoriser qui
permettent une réaction rapide et vigoureuse contre une infection répétée. Aussi,
avec 'immunité adaptive on peut distinguer deux types de réponses immunitaires

— 'immunité humorale et I'immunité a médiation cellulaire.

1.2. Les récepteurs aux antigénes

1.2.1. Origine de la reconnaissance moléculaire par les cellules T

Le systéme immunitaire adaptif chez les vertébrés a évolué et a acquis la
capacité a produire une grande quantité de lymphocytes B et T. Les anticorps et
les récepteurs de cellules T pour I'antigene (TCR) peuvent reconnaitre une

grande quantité d’antigénes différents comme les protéines, les carbohydrates,



les petits composés organiques, et les acides nucléiques. L’analyse des
molécules de surface du lymphocyte a aidé a comprendre les mécanismes de
reconnaissance d’antigene par TCR et par les immunoglobulines membranaires
des cellules B. L'’identification de ses molécules a commencé avec la
caractérisation des différences allotypiques entre différentes souches de souris
et avec la découverte des anticorps monoclonaux (Williams et al., 1977). En
1974 Zinkernagel et Doherty ont montré que l'effet cytotoxique de cellules T
dépend de la présentation d’antigéne par le CMH (Zinkernagel and Doherty,
1974). Aujourd’hui, sur la surface des cellules T, on a identifié trois groupes de
molécules qui sont responsables de [linitiation ou de la modulation de la
«réponse T» les récepteurs de cellules T pour I'antigéne (TCR), les molécules
«co-récepteurs» CD4 et CD8 et les protéines responsables pour la co-stimulation

(CD28 et CTLA-4).

.2.2. Différentiation et sélection des cellules T

La différentiation et la sélection des cellules T prend place dans le thymus (Miller,
1961), (Bevan, 1977), (Zinkernagel et al., 1978). Le développement des cellules
T se déroule en plusieurs étapes: lI'entrée des cellules précurseurs dans le
thymus puis développement des cellules double positive (DP) CD4'CD8"
thymocytes dans le cortex thymique extérieur. Au niveau du cortex thymique, les
thymocytes subissent une sélection positive et négative. La sélection positive
terminera son développement par interaction avec les cellules épithéliales dans

la zone médullaire thymique. Cette étape du développement va assurer la



tolérance centrale. A la fin, les cellules T vont étre exporter du thymus (pour la
revue cf (Takahama, 2006)).

Les thymocytes CD4°'CD8" migrent de la zone cortico-meédullaire a la zone cortex
thymiques (la région sub-capsulaire) et pour ce déplacement plusieurs
récepteurs de cytokine sont important (CXCR4, CCR7, CCR9) (Plotkin et al.,
2003) (Misslitz et al., 2004).

Les thymocytes double négatifs CD4'CD8" subissent un re-arrangement des
chaines TCRp et pre-Ta polypeptides. La signalisation qui passe par le complexe
pre-TCR va résulter d’'une expression simultanée de CD4" et CD8" co-
récepteurs double positive (DP) - thymocytes CD4*CD8".

Les thymocytes CD4'CD8" contiennent les TCR non- sélectionnés et ils
subissent une sélection trés rigoureuse (sélection positive puis négative)
(Jameson et al., 1995). Les TCR sont testé avec le complexe CMH-peptide dans
le cortex et les interactions avec une avidité faible vont induire un signal de
survie et pour la différentiation en thymocytes simple positif - lymphocytes T
CD4+ ou lymphocytes T CD8+. Cette étape est une sélection positive ou les
cellules T, potentiellement réactifs contre les antigénes étrangers, sont
préservées. Le processus de la sélection négative va résulter en I'élimination
des cellules T qui reconnaissent les antigénes du Soi présentés par les
molécules du CMH a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (CPA).
Les cellules T dont les TCR ne reconnaissent aucun CMH dans le thymus vont

mourir par apoptose. Le résultat cette sélection trés forte est que 1 a 3% des
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thymocytes sont exportés hors du thymus (Scollay et al., 1980) (Goldrath and

Bevan, 1999).

1.3. Complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Le réle du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) est la présentation des
antigenes aux cellules T. Le CMH a été découvert comme un locus génétique
responsable pour la rejection rapide de la greffe de peau entre les différentes
souches des souris. En 1940, Snell et son équipe utilisaient des techniques
geénétiques pour analyser le rejet de greffe de peau. Les résultats montraient que
les greffes autologues étaient acceptées, ce qui n’était pas le cas pour les greffes
allogeniques (McDevitt, 2000). Les génes déterminant si le greffon est similaire

ou différent de son propre tissu sont appelés génes d’histocompatibilite.

1.3.1. Les génes du CMH de classe | et de classe Il

Il y a deux type de génes du CMH - classe | et classe Il. Les génes du CMH
sont les genes les plus polymorphiques dans le génome et il sont exprimé
simultanément dans chaque individu. La version humaine des molécules du
CMH est connue sous le nom de human leukocyte antigenes (HLA). HLA-A,
HLA-B, HLA-C regroupent les génes du CMH de classe | et HLA-DR, HLA-DP,
HLA-DQ ceux du CMH de classe II. A notre connaissance le systétme HLA est
impliquée dans les maladies infectieuses, les maladies auto-immunes, le cancer

et la transplantation (Klein and Sato, 2000).
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Class | Class |l

C',rtn'plasmic
tail tail

Cytoplasmic

Figure 1: La structure du HLA de Classe | et de Classes Il (Klein and Sato,

2000)

1.3.1.1 Le CMH de classe |

Les molécules du CMH de classe | sont exprimées virtuellement sur toutes les
cellules qui contiennent un noyau et le niveau d’expression du CMH de classe |
varie et dépend du type de tissu (Klein and Sato, 2000). La molécule du CMH de
classe | consiste en deux chaines polypeptidiques connectées de fagcon non
covalente. La chaine a a cinq domaines: deux sites de liaisons de peptides (a1 et
a2), un domaine immunoglobuline (a3), la région transmembranaire et la queue
cytoplasmique (Klein and Sato, 2000) (Bjorkman et al., 1987). Le domaine
immunoglobuline a3 et microglobuline B2 forment le site de liaison pour le CD8,
donc les lymphocytes T CD8" cytotoxique sont CMH de classe | restreint. Les
protéines antigénes sont proteolysées dans les CPA pour generer des peptides.

Ces peptides sont liés et présentés par le CMH. La nature de la liaison entre le

12



CMH et le peptide est non covalente. Chaque CMH de classe | présente des
peptides de 7 a 10 acides aminés et l'origine de ces peptides est endogéne
(Ackerman and Cresswell, 2004; Ackerman et al., 2005) (Hammer et al., 2006)

(Shastri et al., 2005).

1.3.1.2 Le CMH de classe Il

Les génes du CMH de classe Il sont exprimés normalement sur les cellules B,
les cellules T activées, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules
épithéliales du thymus. En présence de l'interféron y, d’autres types de cellules
peuvent exprimer le CMH de classe Il (Klein and Sato, 2000). Les chaines a et 3
du CMH de classe Il ont quatre domaines: les sites de liaison peptidiques (a1 ou
B1), les domaines immunoglobulines (a2 ou B2) la région transmembranaire et la
queue cytoplasmique.

Les segments a1 et B1 du CMH de classe Il forment le site de liaison du peptide.
Le segment B2 est reconnu par CD4 donc le CMH classe Il est restreint pour les
cellules T helper CD4". Il faut évoquer le peptide non-polymorphique connu sous
le nom de «chaine invariante». Cette chaine est associée avec le CMH de classe
II réecemment synthétisé. La chaine invariante joue un rdle importante dans
transfert du CMH de classe Il et empéche le chargement d’antigénes (Ackerman
and Cresswell, 2004). Les antigénes présentés par le CMH de classe Il sont
d’origine exogéne et la taille est de 13 a 26 amino acides (Maffei and Harris,

1998).
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I.4. Les voies de présentation d’antigénes

Les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) utilisent les mécanismes distincts
d’endocytose pour introduire des antigénes solubles dans les différents
compartiments intracellulaires. Ce processus est suivi par la présentation
d’antigénes aux lymphocytes T CD8" ou CD4". Dans le chapitre précédent, il a
été décrit que les molécules du CMH de classe Il sont constituées de deux
chaines a et B et d’'une chaine invariante. La chaine invariante a deux fonctions:
lier les ligands dans le réticulum endoplasmique et transférer le CMH de classe |l

dans la voie endosomale (Cresswell, 1994).

1.4.1. La voie du CMH de classe |

Les molécules du CMH de classe | présentent les peptides dérivés de protéines
dégradés dans le cytosol. Dans la plupart des cellules dendritiques I'origine de
ces protéines est endogéne ( les protéines sont synthétisées par la cellule elle

méme) (Villadangos and Schnorrer, 2007).

1.4.2. La voie du CMH de classe ll

Les molécules du CMH de classe Il acquiérent des peptides générés par la
dégradation protéolytique dans les compartiments endosomaux. Les précurseurs
de ces peptides viennent des matériaux exogénes (matériaux endocytosés). Les
complexes peptides-CMH sont présentés a la surface de cellules pour qu’ils

puissent interagir avec les CD4" (Li et al., 2005). En plus du role de présentation
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d’antigene, les molécules du CMH de classe Il peuvent étre des récepteurs qui

régulent leurs activités (Al-Daccak et al., 2004) (Truman et al., 1994).

AllDCs | CD8" DCs only
MHC class | pathway MHC elass Il pathway i Cross-presentation
I
Peptide—MHC class | Peptide—MHC class |l Exogenous i Peptide—MHC class |
{endogenous) [endogenous and exogenous) antigen i [exogenous)
] (s} v i
P i .

" Endogenous

@ égggen
=

Endogenous
antigen

i
Y - - 1

Endoplasmic reticulurm i
pias ! %\!) MHC class |

=

Figure 2: Les voies de présentation des antigénes dans les cellules

dendritiques (Villadangos and Schnorrer, 2007)

1.4.3. La «présentation croisée»

La présentation des antigénes exogenes n’est pas limitée a la voie du CMH de
classe Il. Certaine cellules ont la capacité de présenter les antigénes d’origine
exogenes par les molécules de CMH de classe |. Ce phénoméne est connu sous
le nom de « présentation croisée » et il a été proposé par Bevan (Bevan, 1976).

Dans ces expériences, avec des animaux immunisés avec des cellules
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allogeniques (la différence vient des CMH et des antigenes mineurs), certaines
cellules T cytotoxiques générées sont devenues spécifiques des antigénes
mineurs du greffon présentés par les CMH de classe | du receveur. Cette
découverte indique que pendant le traitement des antigénes, les antigénes
mineurs ont été transférés des cellules du greffon et présentés par les cellules
du receveur (Bevan, 1976).

Aujourd’hui les cellules dendritiques paraissent étre le principale type cellulaires
pouvant effectuer la présentation croisée d’antigene in vivo (Jung et al., 2002).
Pour étre plus précis, les cellules dendritiques (DC) CD8" sont les plus efficaces
en présentation croisée, probablement grace a leur capacité de phagocytose
(den Haan et al., 2000). Les mécanismes impliqués dans cette voie ne sont pas
complétement connus. Il y a des évidences qui montrent que chaque forme
d’endocytose ne délivre pas des antigénes a la présentation croisée. Par
exemple, un antigéne capté par le récepteur au mannose sera présenté par la
présentation croisée ce qui n'est pas le cas s’il est intériorisé par pinocytose
(Burgdorf et al., 2007). Certaines études ont montré que la voie d’endocytose et
la présentation des antigénes chez les DC CD8" sont «ramifiées» (contrairement
a la voie «linéaire» observée chez les autres types de CPA). Il subsiste toujours
une interrogation quant aux conditions et aux critéres requis pour la présentation
croisée. Il pourrait s’agir de 'activité de protéases spécifiques, de différences de
pH entre les compartiments cellulaires ou de la présence de mécanismes
particuliers de transfert direct des antigénes vers le cytosol (pour la revue cf

(Villadangos and Schnorrer, 2007)).
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Il. Immunologie de la transplantation allogénique

I1.1. Alloreconnaissance

La limite la plus importante pour le succes de la transplantation est la réponse
immunitaire du receveur contre le tissu du donneur. Le développement et la
sélection des cellules T chez un individu sain conduit a I'élimination de toutes les
cellules autoréactives et va ainsi fournir une discrimination efficace du Soi et du
non-Soi (Wraith, 2006). Dans une situation ou le greffon est syngénique (c’est-a-
dire génétiguement identique — par exemple une transplantation entre des
jumeaux identiques) ou autologue (par exemple une autotransfusion)
I'histocompatibilité est parfaite, la réponse immune n’est pas provoquée et le
greffon est toléré (Murray, 1992).

Les allogreffes constituent des cellules ou des organes transplantés entre deux
individus de la méme espéce, génétiquement différents. A cause de la non-
histocompatibilité, les molécules d’une allogreffe sont reconnues comme
étrangéres (alloantigénes) et une réponse immunitaire est induite (Starzl and
Zinkernagel, 2001). Les cellules T répondent aux molécules de CMH étrangéres
(CMH allogéniques) de la méme fagon qu’a n'importe quelle protéine étrangére:
elles vont sécréter des cytokines, se diviser et se différencier (Walsh et al.,
2004). Les alloantigénes peuvent étre séparés en deux groupes: les

alloantigénes du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et du complexe

17



mineur d’histocompatibilit¢ (mHAg). Les molécules allogéniques de CMH sont

présentées et reconnues (alloreconnaissance) de trois fagons.

Necrotic and apoptotic
cell matenal

T-cell help

C) Mecrotic and apoptotic
( cell matelitlp:l!

RN

) "©
\,*’v e/

Exosomes

Figure 3 : Les voies de l'alloreconnaissance directe, indirecte et semi

directe (Afzali et al., 2007)

[1.1.1. L’alloreconnaissance directe

Au cours de l'alloreconnaissance directe, les molécules de CMH du donneur

présentes a la surface des CPA du donneur sont reconnues directement par les
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cellules T du receveur. Ce mécanisme est si rapide qu’il semble étre impliqué
dans le rejet aigu (Warrens et al., 1994). Le caractére vigoureux d’une telle
réponse est le résultat de la reconnaissance directe des molécules de CMH
intactes par les cellules T, sans nécessité d’'un « processing» du CMH du
donneur ou d’une présentation des antigénes par le CMH du receveur, ce qui
montre la grande fréquence des cellules participant a Il'alloreconnaissance
directe (Baker et al., 2001). Cette hypothése semble confirmée par le fait que le
blocage du TCR par des peptides synthétique (Schneck et al., 1989) ou les
mutations «site spécifique» vont inhiber les alloréponses spécifiques
(Villadangos et al., 1994). Une explication présume l'inhibition du contact entre le

TCR et le CMH (Lombardi et al., 1991).

[1.1.2. L’ alloreconnaissance indirecte

Au cours de I'alloreconnaissance indirecte, les molécules de CMH du donneur
sont internalisées, partiellement digérées et présentées sous forme de peptides
portés par les molécules de CMH du receveur a ses cellules T (d’'une fagon
similaire a la celle de la présentation des antigénes classiques) (Lechler and
Batchelor, 1982). Puisque les CPA du donneur sont déplétées au cours du
temps, la voie indirecte semble prédominer de plus en plus au cours de la

progression de I'alloréponse (Chiffoleau et al., 2003).
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[1.1.3. L’ alloreconnaissance semi directe

Au cours de l'alloreconnaissance semi directe, les molécules intactes de la
surface des cellules (dont le CMH) peuvent étre échangées entre les différentes
cellules du systéme immunitaire. Les mécanismes d’échange peuvent impliquer
un contact direct entre cellules («cell-to-cell») (Game et al., 2005) ou
l'intervention de petites vésicules («exosomes) (Morelli et al., 2004). La voie
semi direct de I'alloreconnaissance peut connecter les voies directe et indirecte
dans une seule cellule CPA et faire une communication croisée entre les cellules

T CD4 et CD8 (Afzali et al., 2007).

1.2. L’alloréponse

Le rejet d’'un allogreffe est le résultat des mécanismes qui associent les réponses
d'immunité innée (naturel) et d'immunité adaptive. En parlant du type de rejet
d’'une allogreffe, on peut différencier quatre situations. Le rejet hyper aigu, le rejet

aigu, le rejet chronique et la réaction d’hyper sensibilité retardée.

1.2.1. Le rejet hyper aigu

Le rejet hyper aigu concerne une perte du greffon précoce, généralement
pendant les premiéres 48 heures. Les anticorps, spécifiques pour les antigenes
du donneur, préformés et présents dans le sérum du receveur, peuvent détruire
les cellules vasculaires du greffon. Au niveau histologique, le rejet hyper aigu est
caractérisé par I’'hnémorragie ou la thrombose (Busch et al., 1975). La fixation des

anticorps IgM et IgG sur ces cibles activent la coagulation, les voies de
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signalisation du complément et du kinine, et ainsi provoquer la thrombose intra
vasculaire, I'ischémie et la nécrose (Afzali et al., 2007).

En clinique, le rejet hyper aigu a été observé chez les patients pré-sensibilisés
par la transfusion du sang, la grossesse ou les greffons rejetés. Avec les derniers
protocoles cliniques le probleme du rejet hyper aigu est presque éliminé (Magee,
2006), mais chez 1% de tous les patients cette situation apparait pour des
raisons inconnus (Scornik et al., 1988).

Aujourd’hui, dans le but d’éliminer le rejet hyper aigu, I'évaluation immunologique
s’applique avant la transplantation. Cette évaluation comprend la détermination
du group sanguin, le typage HLA, dépistage pour les anticorps anti-HLA et
«cross-matching» (Gallon et al., 2002).

Le probléme du rejet hyper aigu présente aujourd’hui la plus grande barriére pour
la xeno transplantation. Dans la xeno transplantation la situation de rejet aigu
implique les aspects du rejet humoral (Schuurman et al., 2003) et du rejet

cellulaire (Davila et al., 2006), (Dorling et al., 1996) (Cardozo et al., 2004).

1.2.2. Le rejet aigu

Au cours du rejet aigu, les lésions vasculaires et parenchymales sont
provoquées par les cellules T et les anticorps. En clinique, cette forme de rejet se
produisent entre 5 jours et trois mois aprés la transplantation (Neuberger, 1999).
Néanmoins, le probleme du rejet aigu est résolu avec le traitement des
immunosuppresseurs (Meier-Kriesche et al., 2004). Au niveau histologique, les

signes du rejet aigu sont caractérisés par les infiltrats de cellules T CD4+ et
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CD8+. Parmi les CD8+, les majoritaires sont les cellules de phénotype

CD45RO0O+ (apoptose résistant) (Ibrahim et al., 1995).

1.2.2. Le rejet chronique

La perde tardive du greffon, provoqué par la réponse immunitaire du receveur
contre le greffon, est connu sous le nom de rejet chronique (Colvin, 2003). Les
protocoles cliniques appliqués aujourd’hui a court terme prolongent la survie des
greffes de coeur et de rein de 88 a 95% (la période a court terme est définie par
un traitement lors des 12 premiers mois). Probablement, le meilleur critere de
signes histologiques de rejet chronique est défini pour le greffe du rein - le
system de Banff. La conférence Banff '05 a inclus plusieurs caractéristiques de
rejet chronique comme les modifications au niveau des artéres et des capillaires,
les dépbts de C4d et la présence de anticorps anti-donneurs dans le sang (Solez
et al., 2007). Pour illustrer la survie de la greffe rénale aujourd’hui, on peut
prendre les résultats de ’Agence de la biomédecine pour 2006. Les patients
greffés entre le 1995 et 1999, en premiére année ont eu une survie du greffon a
90.1%. Cing ans plus tard, pour le méme groupe la survie a été 79.8% et aprés
dix ans de 62.3%. Tous ces résultas indiquent I'importance du rejet chronique en

transplantation.

1.2.1. La réaction d’hyper sensibilité retardée

La réaction d’hyper sensibilité retardée (delayed-type hypersensivity DTH) est
caractérisée par le gonflement de tissu, 'augmentation de la perméabilité

vasculaire et par la présence d'infiltrat inflammatoire (les cellules T, les
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macrophages et les neutrophiles). La réaction d’hyper sensibilité immédiate est
provoquée par les anticorps préformés ce qui n'est pas le cas avec la DTH.
Plusieurs jours sont nécessaires pour l'activation des cellules Th1 et pour la
production d’IFN-y et de TNF-a. Ensuite, les macrophages sont activés pour
produire les molécules toxiques comme I'oxyde-nitrique (NO), TNF-a et d’autres
molécules activées. Plusieurs indices confortent I'hypothése que la réaction
d’hyper sensibilité retardée est responsable du rejet du greffon (Grimm et al.,

1999) (Worrall et al., 1995).
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lll. La tolérance de I’allogreffe

Comme Zheng a évoqué, la tolérance immunologique est définie comme I'état ou
le systéeme immunitaire, en absence dimmunosuppresseur exogéne, ne
provoque pas de réponse pathologique contre les antigeénes du donneur (Zheng
et al., 2003).

En transplantation, accomplir un état de tolérance est un procés actif et
comprend de multiples étapes. Comme lors de la tolérance naturelle, en
transplantation on peut distinguer deux types de mécanismes qui contrélent la

réactivité des cellules T — la tolérance centrale et la tolérance périphérique.

lll.1. La tolérance de I'allogreffe centrale

La tolérance centrale ou délétion central thymique correspond a I'élimination de
cellules dirigées contre les antigenes du donneur alors que la sélection positive
permet le maintien de cellules qui ne réagissent pas contre le greffon (Cosimi
and Sachs, 2004). Le mécanisme de la tolérance centrale est basé sur
I'établissement d’un systeme immun chimérique. Dans le thymus, les cellules T
du receveur apprétent des antigenes du donneur conduisant a I'élimination de
toutes les cellules potentiellement réactives contre le greffon (Chiffoleau et al.,
2003). Dans les conditions expérimentales, le systtme immun chimérique peut
étre établi par injections intra-thymiques des allopeptides (peptides du donneur).
Medawar a montré que chez les souris nouveau-nés, en absence de tous les

moyens d’immunosuppression, la transfusion de cellules allogénique du donneur
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conduit a une tolérance de la greffe de la peau du méme donneur (Billingham et
al., 1953). L'induction d’'un état chimérique hématopoiétique a été étudié dans
plusieurs modéles chez le rongeur (lldstad and Sachs, 1984) (Wekerle et al.,
2000). En clinique, plusieurs études ont montré I'importance du chimérisme du
donneur dans la tolérance. La transplantation de la moelle osseuse chez des
patients souffrants de leucémie aigue peut induire le chimérisme du donneur.
Quelques années plus tard le méme groupe de patients, a cause de dysfonction
rénale, a été greffé avec les reins des donneurs qui avaient déja donné leur
moelle osseuse (Sayegh et al., 1991) (Spitzer et al., 1999) (Buhler et al., 2002).
Les greffes rénales ont été acceptées sans aucune thérapie immunosuppressive
grace a un chimérisme établi. De plus, chez des patients ayant recu une greffe
de foie (Fogt et al., 2002) (Gao et al., 2001), de cceur (Quaini et al., 2002) ou de
poumon (Kleeberger et al., 2003), plusieurs cas de chimérisme ont été rapportés.
Le phénomeéne du chimérisme peut étre expliqué par le mécanisme de la
tolérance centrale ou les cellules dirigées contre les antigénes du donneur sont
éliminées. Cependant le phénoméne du chimérisme doit étre traité avec
prudence car les cellules chimériques qui ne proviennent pas du donneur
peuvent étre présentes avant la transplantation (Koopmans et al., 2005).
Certaines études ont montrés que chez 30% des femmes aprés I'accouchement
d'un fils, les cellules males (d’origine fcetale) sont présentent dans le corps
pendant 30 ans (Evans et al., 1999). De plus chez la femme, aprés la

transfusion, les cellules males peuvent étre identifiees dans la circulation et
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créent une situation chimérique (Lee et al., 1999) qui n’est pas corrélée avec la

tolérance a I'allogreffe.

lll.2. La tolérance de I’allogreffe périphérique

La tolérance a lallogreffe périphérique comprend plusieurs mécanismes qui

maintiennent les cellules T alloréactives en périphérie.

ll.2.1. Les cellules T régulatrices

La suppression par les cellules T régulatrices (Tregs) est essentielle pour
I'induction et le maintien de la tolérance aux antigénes du Soi et il a été montré
que ces cellules ont une activité régulatrice apres la transplantation. Les
premiéres expeériences indiquent que les Tregs ont un rdle important dans la
tolérance chez la souris (absence de réponse immunitaire contre une greffe de
peau) (Kilshaw et al., 1975). Les études effectuées chez le rat (Hall et al., 1998)
(Kitade et al., 2005) ont montré que les CD4" ont une activité régulatrice
spécifique pour les antigénes du donneur. Les cellules Treg CD4" sont aussi
implique dans la tolérance d’allogreffe chez ’'homme et chez le souris. Pour étre
plus précis le phénotype CD4'CD25" a été étudié plus en détail, chez '’homme
(les exemples sont discutés plus tard) et chez la souris (Adeegbe et al., 2006;
Bushell and Wood, 2007; Xia et al., 2006) et les résultats pour cette phénotype
montrent une réle importante dans la tolérance du greffon. A part les T CD4", la
capacité régulatrices a été aussi confirmé pour les CD8" chez 'homme (Gilliet
and Liu, 2002) et chez le rat (Zhou et al.,, 2001). Les expériences de

transplantation faites chez le rat ont montrées que les deux, CD4" et CD8" ont
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une capacité régulatrice, méme si les CD4" jouent un réle dominant (Kataoka et
al., 2003). Chez la souris, les autres sous types cellulaires ayant un réle
suppressive dans la tolérance en transplantation sont: les CD8'CD28
(Ciubotariu et al., 1998), les cellules T CD4CD8" (double négative) (Zhang et
al., 2000), les Natural Killer (NK) (Seino et al., 2001).

Les cellules régulatrices les plus caractérisées sont les cellules T CD4°CD25".
Hall et al. furent les premiers a montrer la fonction des CD4'CD25" dans la
tolérance d’allogreffe cardiaque a long terme chez le rat. Chez la souris, des
expériences in vivo montrent que les cellules régulatrices CD4"'CD25" sont
importantes dans l'induction et le maintien de la tolérance (Hara et al., 2001)
(Kingsley et al., 2002). Les cellules CD4"CD25" ont aussi la capacité d’inhiber la
«graft-vs-host-disease» (GVHD) (Trenado et al., 2006).

A propos des Tregs, il est important d’évoquer le facteur de transcription
«forkhead box P3» (FoxP3). Aujourd’hui FoxP3 est reconnu comme le «géne
référence» des Treg. En effet son expression est spécifique des Treg chez la
souris et prédominantes chez 'homme (Long and Wood, 2007). Chez le rat les
Treg ayant une capacité de transfert de la tolérance affichent une accumulation
de FoxP3 (Guillonneau et al., 2007) (Degauque et al., 2007) (Degauque et al.,
2006).

Le mécanisme de suppression des Treg reste a élucider, mais les derniers
résultats indiquent que [linteraction cellule-a-cellule et/ou la production de
facteurs solubles (par exemple IL-10) sont nécessaires (Hara et al., 2001)

(Dieckmann et al., 2002) (Degauque et al., 2006) (Sanchez-Fueyo et al., 2002).

27



Une caractéristique trés importante des Treg est leur capacité a éduquer et
convertir les cellules T effectrices en cellules régulatrices (Jonuleit et al., 2002).
La tolérance d’allogreffe peut donc étre transférée et ce phénoméne est discuté
en détail dans I’Annexe 1 — «Transfer of tolerance to heart and kidney allograft in

the rat modéle » (Jovanovic et al. in press).

11.2.2. La délétion périphérique

La tolérance périphérique peut étre établie par le mécanisme d’apoptose. Chez
la souris des traitements qui ne tuent pas directement les T activés (agents
blocant des voies de co-stimulation), la mort cellulaire induite (activation induced
cell death — AICD) et la mort cellulaire passive (passive cell death — PCD) (Wells
et al., 1999) (Li et al., 1999) peuvent mener a la délétion. Dans certaines
situations, une apoptose massive peut provoquer une forte prolifération de
cellules T, ce qui prouve la nécessiter d’améliorer les stratégies existantes. Le
fait que les cellules T au repos exprimant des récepteurs de haute affinités pour
les facteurs de croissance et pour l'interleukine-2 (IL-2) déclenche 'AICD (la ou
'IL15 protége les cellules de la PCD) est utilisé dans le développement de
nouvelles stratégies pour la délétion périphérique (Zheng et al.,, 2003). La
découverte que la rapamycine bloque la prolifération mais n’empéche pas les
effets pro-apoptotiques de I'lL-2 présente une contribution supplémentaire dans

'amélioration des stratégies existantes (Li et al., 2001) (Ku et al., 2000).
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lll.2.3.L’Anergie

L’anergie est une situation ou les cellules alloreactives existent dans la périphérie
mais sont non-réactives contre les antigénes du donneur. Ce phénoméne est
une conséquence d’activation aberrante du TCR. Les mécanismes moléculaire
implicites de I'anergie incluent les voies de signalisation immunologiques et le
systéme ubiquitine-protéasome (pour la revue cf (Fathman and Lineberry,
2007)). La tolérance périphérique est aussi associée avec la suppression des
anticorps dirigés contre le Soi produits par les cellules B. L’anergie des cellules B
est un mécanisme physiologique clé pour «éteindre» les cellules B alloréactives
et donc prévenir 'auto-immunité et aider dans la tolérance de greffe (Ferry et al.,
2006). Néanmoins, I'hnétérogénéité des mécanismes et des différents modéles
complexifie notre compréhension du phénoméne d’anergie des cellules B et

laisse beaucoup de questions sans réponse (Cambier et al., 2007).
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IV. Les protocoles d’induction de tolérance expérimentaux

Medawar a défini la tolérance d’'une allogreffe comme : «l'acceptation d'un
organe transplanté sans immunosuppression permanente» (Billingham et al.,
1953). Aujourd’hui chez les rongeurs, il existe plusieurs protocoles d’induction de
la tolérance et parmi eux, certains nombres de protocoles correspondent a la
définition de Medawar. Le phénoméne de tolérance est classiquement
caractérisé par la spécificité aux antigénes du donneurs (Hall et al., 1998)
(Degauque et al., 2006), 'absence de signe de rejet chronique (Degauque et al.,
2006) (Chiffoleau et al., 2002) et la capacité a transférer la tolérance — la

tolérance infectieuse (Qin et al., 1993).

IV.1. Le modéle primate non-humain (NHP) versus le modéle rongeur

Les protocoles d’induction de la tolérance existent chez les grands animaux ainsi
que chez les primates non-humains (non-human primates NHP). Chez les
rongeurs, linduction de la tolérance est relativement simple et stable. Les
receveurs NHP montrent une acceptation des allogreffes au long terme, mais ce
type de tolérance peut simplement étre considéré comme la «métastabilité»
(Knechtle and Burlingham, 2004).

A ce niveau, on peut se demander pourquoi les stratégies d’'induction de la
tolérance ont réussi chez les rongeurs mais pourquoi on n’arrive pas a traduire et
a appliquer ces protocoles chez les NHP. Et de plus, on peut se demander

pourquoi on est loin d’appliquer ces protocoles en clinique. Le modéle NHP est
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important parce que il doit permettre de faire le pont entre les protocoles
efficaces chez les rongeurs et leur application en clinique.

La question suivante vise a savoir quelles caractéristiques de la réponse
immunitaire chez les NHP sont assez importantes pour jouer un réle dans le
transfert des protocoles entre les différentes espéces. Au niveau des séquences
d’ADN et des protéines, le systtme immunitaire des primates a beaucoup plus
d’homologies avec celui de 'lhomme que celui des rongeurs. Il existe entre le
singe du vieux monde (Old World Monkeys — OWM) et 'homme une forte
similarit¢ au niveau du CMH et d’autres genes importants pour la réponse
immunitaire (Geluk et al., 1993) (Slierendregt et al., 1992) (Jaeger et al., 1994).
Ces similarités au niveau du CMH sont particulierement importantes pour le
développement du répertoire du TCR et pour une réponse immunitaire contre les
infections virales similaire entre le singe et 'homme. |l existe aussi une grande
homologie entre ces deux espéces au niveau des meécanismes des maladies
auto-immunes (Watkins, 1995). Chez le singe, la fonction et le phénotype des
lymphocytes impliqués dans la réponse immunitaire contre l'allogreffe reflétent
de prés ce qui est observé chez 'homme (Linley et al., 1998) (Nocera et al.,
1989).

Au niveau des tissus, la distribution des molécules du CMH de classe | et de
classe Il, est également similaire entre 'homme et le singe (Salter-Cid and
Flajnik, 1995). La présence de groupes sanguins chez le singe est une autre
caractéristique importante, mais il faut étre prudent car les groupes sanguins

peuvent varier entre différentes espéces de NHP (Moor-Jankowski, 1993). Les
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singes du nouveau monde (New World Monkeys - NWM) sont intéressants au
niveau de l'aspect de leurs antigénes des groupes sanguins. En plus des
antigenes ABO les NWM expriment également I'antigéne GALa1,GAL (comme
les cochons) et de ce fait permettent d’approcher la xéno transplantation (Collins
et al., 1995). Enfin, les singes (comme les hommes) ne sont pas consanguins ce
qui permet une distinction par rapport aux transplantations effectuées entre des
souches de rongeurs. Il faut dire que le typage du CMH permet I'approche d’une
situation clinique de transplantation chez le singe (Penedo et al., 2005). Le travail
sur des NHP a de nombreux avantages, en particulier la similarité anatomique, la
biodisponibilité des médicaments, et la similarité de la réactivité croisée aux
médicaments utilisés en clinique. A ce jour, il existe trés peu de protocoles
d’'induction de la tolérance réussis chez les NHP — la déplétion des lymphocytes,
le blocage de la co-stimulation, le chimérisme (pour revue voir (Hale et al.,
2005)). Malheureusement, ces différents protocoles peuvent seulement
prolonger la survie de l'allogreffe et ne permettent pas d’obtenir un état de
tolérance.

Les protocoles d’induction de la tolérance chez le rongeur ont en commun
certaines caractéristiques qui concernent leur homogénéité — des ages
uniformes, un environnement identique et en particulier le fond génétique.
Contrairement aux NHP, les rongeurs posseédent différents patterns d’expression
du CMH et un systéme immunitaire beaucoup mois complexe.

Il existe plusieurs explications au plus grand succés des protocoles d’induction

de la tolérance chez les rongeurs. L'exposition environnementale aux différents
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types des pathogénes et le développement de la mémoire immunologique sont
présents chez 'homme et chez les NHP ce qui n'est pas de cas chez les
rongeurs. Les cellules mémoires constituent un risque pour la survie de
I'allogreffe car elles peuvent «cross-réagir» avec des alloantigénes (Adams et al.,
2003). Les protocoles d’'induction de la tolérance chez les NHP ciblent la réponse
immunitaire adaptative, alors que chez les rongeurs, il existe certaines études qui
prennent également en compte I'immunité innée (naturelle) et son impact dans le
rejet d’allogreffe (Maier et al., 2001) (Ogasawara et al., 2005).

Il est important de préciser que des souches «knock-out» pour certains génes ne
sont disponibles que chez les rongeurs, et pour étre plus précis chez la souris.
L’existence de souris KO (knock-out) permet de mieux comprendre les
mécanismes immunologiques et limportance de certains compartiments
immunologiques dans la tolérance d’allogreffe (Lakkis et al., 2000). L’avantage le
plus important lorsque l'on travaille chez le rat est la taille des organes qui
permet des procédures rapides et relativement simples par rapport aux mémes
techniques effectuées chez la souris. Le modéle de rat est également fiable et
reproductible et la bonne combinaison entre les différentes souches peut
conduire a une réponse forte contre les antigénes du donneur. Plusieurs
protocoles d’induction de la tolérance existent chez le rat dont certains sont
discutés en Annexe 1 «Transfer of tolerance to heart and kidney allografts in the
rat modéle » (Jovanovic et al., 2007). Cependant, dans ma thése je me

concentrerai plutot sur les protocoles utilisés dans notre laboratoire.
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IV.2. Les protocoles d’induction de tolérance chez le rat

Dans notre laboratoire les greffes du cceur et du rein sont réalisés entre les
CMH complétement différentes souches de rat - LEW.1A (RT1a) et LEW.1W
(RT1u). Les LEW.1A sont utilisés comme les donneurs des organes et LEW.1A
comme les receveurs. Le greffe du rein a été effectué a la manier suivant : Un
rein de LEW.1A est remplacé par le rein de LEW.1W en fagon orthopique et la
nephrectomie de deuxieme rein naif est effectué sept jours plus tard. La survie
de l'animal greffé dépend de la fonction normale d’allogreffe (Soulillou et al.,
1976). La fonction du greffé de rein est évaluée par la mesure du niveau d'urée
et de créatinine dans le sang. Le greffe de cceur est heterotopique, et il est
réalisé par le technique décrit par Ono et Lindsey (Ono and Lindsey, 1969). La
fonction du greffé de coeur est évaluée par la palpation et le rejet est défini en

jour de greffe arrét.

IV.2.1. Les protocoles de I'induction de la tolérance de la greffe de rein

IV.2.1.1. Le blocage du signal co-stimulateur en utilisant des

anticorps anti-CD28

Le blocage sélectif de CD28 par les anticorps (Ac) anti-CD28 a mis en évidence
I'activité biologique et inhibé I'activation et la prolifération de cellules T en MLR
(mixed lymphocyte reaction) (Vanhove et al., 2003). In vivo l'application de
4mg/kg/jour d’anti-CD28 Ac (de jour 0 a jour 7) empéche le rejet aigu et le rejet
chronique et induit la tolérance (Haspot et al., 2005). Cette étude a montré que le

blocage de CD28 produit des cellules B7+ non-Treg et la tolérance dépend de
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I'activité de l'indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) et d’ inducible nitric oxide
synthase (INOS). Une caractéristique importante de ce protocole est que les
receveurs tolérants restent immunocompétents. Une hypothése propose que les
anticorps inhibent la molécule CD28 et I'activation des cellules T mais la fonction

inhibitrice CTLA4-B7-1/2 reste intacte (Dong et al., 2002).

1V.2.1.2. Induction de la tolérance en utilisant le sérum contre le CMH

de classe Il du donneur (le protocole anti-classe Il)

Les anticorps dirigés contre le CMH de classe Il du donneur peuvent induire la
tolérance spécifique de greffe de rein (Soulillou et al., 1976) (Degauque et al.,
2006). Le protocole anti-classe Il a deux avantages: il est actif au moment de
I'injection et seuls les antigénes du donneurs sont touchés.

La préparation de sérum contre le CMH de class |l du donneur commence avec
I'hyper immunisation des rats LEW.1A avec la greffe de peau de LEW.1W. Trois
jours apreés la greffe de peau les cellules de LEW.1W (originaires de la rate, du
thymus, des ganglions) sont injectées en IV (intra-venus) et cette procédure est
refaite pendant deux mois tous les 14 jours. Apres I' hyper immunisation, les rats
sont sacrifiés et du sang est récupéré. A la fin, le sérum est décomplementé et
dépleté des antocorps de classe | sur les globules rouges de LEW.1W (Gagne et
al., 2001).

Les rats greffés avec un rien et traités suivant le protocole anti-classe Il sont
tolérants et la tolérance est donneur spécifique (les animaux tolérants acceptent
la greffe de peau de LEW.1W mais rejettent la peau de rat Brown Norway)

(Degauque et al., 2006). Les splenocytes originaires de rats tolérants transférent
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la tolérance sans trace de signe de rejet chronique sur plus de deux générations.
Les résultas montrent que la coopération des cellules dendritiques CD103" avec
les cellules T est nécessaire pour le transfert de la tolérance (Degauque et al.,
2006).

Quand on utilise le protocole anti-class Il avec la méme combinaison de souches
de rat mais avec une greffe de coeur, des résultats intéressants sont obtenus.
Dans cette situation les anticorps dirigés contre le CMH de classe |l du donneur
peuvent juste prolonger la survie du greffon mais ils n’induisent pas la tolérance
(Gagne et al., 2001). La déplétion des DC dans le greffon (avec
cyclophosphamide, 5 jours avant la transplantation) va écourter la survie de la
greffe de cceur par rapport aux receveurs traités avec le sérum anti-classe Il. Ce
résultat suggére que les anticorps dirigés contre le CMH de classe Il vont
interagir avec les DC du donneur et prolonger la survie de greffon (Roussey-
Kesler et al., 2005).

Les analyses ont montré une augmentation du niveau de 'ARNm du TGF-1
apres la transplantation chez deux groupes: les animaux non traités et les rats
traités avec le sérum dirigé contre le CMH de classe Il du donneur. Les résultats
in vivo montrent que I'application des anticorps anti-TGF- (injectés de jour 0 a
jour 4) écourtent de facon significative la survie de greffon chez les animaux
traités avec le sérum anti-classe Il. Ce résultat suggere que TGF- joue un rdle
de stimulateur des mécanismes d’induction de tolérance et n’est pas un

mécanisme en lui-méme (Gagne et al., 2001).
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Les effets bénéfiques du sérum anti-classe |l sur la survie de greffe de coeur ont
été montrés en utilisant des exosomes (Peche et al., 2003). Les exosomes,
originaires des DC de moelle osseuse, présentent une grande quantité de
molécules CMH de classe | et de classe Il et de molécules co-stimulatrices et ils
peuvent imiter les cellules du donneur et moduler la réponse immunitaire. Le
traitement avec 10 pg d’exosomes originaires des DC de moelle osseuse du
donneur (injectés 14 et 7 jours avant la transplantation) résulte en une
prolongation de la survie de la greffe cardiaque. Apres la transplantation, les
receveurs prétraités avec les exosomes, augmentent la quantité des anticorps
anti-CMH de classe |l et le rejet de greffe est retardé. En conclusion on peut dire
que les exosomes ont induit I'inhibition de rejet de greffe de cceur (Peche et al.,
2003).

Différents hypothéses tentent d’expliquer le mode d’action des anticorps dirigés
contre le CMH de classe Il du donneur. Dans le cceur naif, les seules cellules qui
expriment les molécules CMH de classe Il sont les DC (Spencer and Fabre,
1990) (Forbes et al., 1986) et les anticorps peuvent jouer de maniére passive et
inhiber la reconnaissance directe entre les DC de LEW.1W et les cellules T de
LEW.1A. Cette hypothése correspond au résultat d’'une étude ou il a été montré
que linteraction des cellules CD4+ du receveur avec les molécules CMH de
classe Il du donneur a été critique pour le rejet (Campos et al., 1995). Différentes
expériences discutées précédemment indiquent 'importance de la présence des
cellules DC en protocole anti-classe Il. Notre hypothése est que les anticorps

dirigés contre le CMH de classe Il du donneur vont jouer un réle actif et induire
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des signaux régulateurs apres l'interaction avec des DC du donneur. Aussi le
sérum anti-classe Il peut opsoniser les DC du donneur et les cibler pour le
processus de phagocytose. Finalement les DC tolérogéniques peuvent induire
'anergie des cellules T effectrices et/ou la transformation des cellules T

effectrices en Treg (Mahnke et al., 2002).

IV.3.2. Les protocoles de I'induction de la tolérance de la greffe de coeur

IV.3.1.1. L’induction de la tolérance par la transfusion spécifique du

donneur (donor specific transfusion - DST)

En utilisant la méme combinaison des souches, LEW.1W et LEW.1A, la survie du
greffon a long terme peut étre obtenue par DST a 14 et 7 jours avant la
transplantation (Soulillou et al., 1984). Les publications précédentes de notre
laboratoire élucident les mécanismes et les caractéristiques du protocole DST.
«Priming» avec le sang du donneur influence la fonction des cellules Th (T
helper) (Bugeon et al., 1992) (Josien et al., 1995) et nécessite la présence de DC
intactes du donneur au moment de la transplantation (Josien et al., 1998b). Une
production précoce de TGFB (Josien et al., 1998a) ainsi qu’une différentiation de
Treg CD8+ (Douillard et al., 1999) (Vignes et al., 2000) sont aussi impliquées.
Les greffons a long terme montrent les signes de rejet chronique (Lair et al.,
2007) et les cellules T CD25" originaires de la rate ont des capacités régulatrices.
Les cellules T CD25" des rats tolérants accumulent T/ARNm de I'lFN-y, I'lL10 et
de FoxP3. L’activité suppressive des CD25" dépend du contact avec les cellules

(cell — cell interaction) et de facteurs solubles comme IL10 ou IFN-y. Aussi, les
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CD25 ont la capacité de transférer la tolérance (Degauque et al., 2006). Ces
résultats montrent que le CD25 n’est pas forcement un marqueur des Treg en
périphérie (Stephens and Mason, 2000). Pour appuyer cette conclusion, d’autres
études montrent que les cellules CD4°CD25" aprés cing divisions n’expriment
plus le CD25 mais conservent une capacité suppressive importante (Gavin et al.,
2002). Chez lez animaux tolérants a long terme, notre derniére étude a
caractérisé différents compartiments immuns et leur capacité de transférer la
tolérance (Lair et al., 2007). Les splenocytes et les cellules T de la rate
transférent la tolérance a long terme a chaque fois tandis que le sang la transfére
dans la moitié des cas et les cellules T du sang ne la transferent pas. Ce résultat
suggeére donc que le sang n’est pas un réservoir de Treg (Lair et al., 2007).

Les mécanismes immunologiques de la tolérance, induite par la DST, posent
toujours beaucoup de questions. Les mécanismes peuvent inclure la délétion
clonale (Terasaki, 1984), 'anergie (Dallman et al., 1991), la génération de Treg
(Bushell et al., 2003), la régulation de la production des cytokines (Yang et al.,
1998) ou le microchimérisme (Wood, 2003). Une caractéristique importante de
ce protocole est la présence des signes de rejet chronique. En DST, le «switch»
des cytokines Th1 (importantes dans l'induction de tolérance) a Th2 (associées
avec le développement du rejet chronique) a été identifi€ comme étant important
(Pirenne et al., 2005). Une autre hypothése suggéere que dans ce modele de
tolérance le nombre de cellules CD4'CD25" est insuffisant pour protéger le

greffon du rejet chronique.
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IV.3.1.2. L’induction de tolérance par le LF15-0195

La tolérance de l'allogreffe de coeur peut étre induite par vingt jours de traitement
avec LF15-0195, analogue de la deoxyspergualine (DSG) (Chiffoleau et al.,
2002). Ce protocole est caractérisé par 'accumulation de cellules T CD4°CD25"
dans le greffon et dans le thymus (Chiffoleau et al., 2002) (Chiffoleau et al.,
2002) (Heslan et al., 2005). Dans le greffon, différents types d’analyses ont
confirmé I'accumulation des molécules ayant un rble cytoprotecteur comme
I'Indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO), Nitric Oxide Synthase (NOS) et Heme-
Oxygenase-1 (HO-1) (Heslan et al., 2006)). Une accumulation dans le greffon de
cellules CD4"CD25"FoxP3"* et CD4"CD25"FoxP3™ ainsi qu’une stimulation des
cellules endothélialles par des mécanismes IDO et IFN-y dépendant sont
observées dans le transfert de tolérance avec les cellules CD4". Ces résultats
suggeérent l'interaction entre les Treg, les cellules T effectrices et les APC dans le
greffon. Ces interactions vont conduire a une situation de tolérance (Thebault et

al., 2007).

1V.3.1.3. L’inhibition de la co-stimulation CD40-CD40L

Le transfert de géne pour CD40Ig induit une survie de greffe de coeur indéfinie
entre les souches LEW.1W et LEW.1A (Guillet et al., 2002). Une étude récente
de notre laboratoire montre que le blocage CD40-CD40L induit le développement
des Treg CD8'CD45RC"™ permettant la survie du greffon (Guillonneau et al.,
2007). Les expériences de transfert de CD8"CD45RC"" confirment la capacité

régulatrice de ce type cellulaires (Guillonneau et al., 2007).
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Dans ce modéle, IDO est fortement exprimée dans les cellules endothéliales du
greffon. Le role d’'IDO est déja confirmé dans la tolérance. IDO dégrade le
tryptophane et les produits de dégradation peuvent induire I'apoptose des
cellules T ou l'anergie (Mellor and Munn, 2004) (Munn et al., 2005). IDO peut
étre produite par différents types cellulaires dont les DC et les cellules
endothéliales. Cette production est stimulée principalement par I'lFN-y (Mellor
and Munn, 2004) (Beutelspacher et al., 2006). Dans le protocole du transfert de
gene de CD40Ig, la neutralisation de I'lFN-y ou d’'IDO conduit a I'absence de

tolérance (Guillonneau et al., 2007).
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V. La tolérance opérationnelle en clinique

Aujourd’hui, la transplantation est le traitement de choix pour les patients dont les
organes se trouvent dans une phase de dysfonction terminale. Il y a deux
facteurs principaux qui limitent la survie du greffon: le rejet chronique irréversible
et les effets secondaires des médicaments immunosuppressifs. Cependant,
dans certains cas trés rares, il est possible d’obtenir une fonction normale et
stable du greffon en absence totale d'immunosuppresseur. En clinique, un
patient greffé qui est tolérant, ne prenant aucun traitement immunosuppresseur,
montre une fonction normale du greffon (avec I'histologie normale) et il conserve
une réponse immunitaire intacte (Tisone et al., 2007). Malheureusement, on a
tres peu de connaissance pour expliquer quels sont les éventements, au niveau
du systéme immunitaire, importants pour établir un état de tolérance (VanBuskirk
et al., 2000). Il est trés difficile d’identifier un seul médiateur ou type cellulaire
nécessaire pour les phénoménes immunologiques comme le rejet ou la
tolérance. Les facteurs tels que le type d’organe transplanté, la sensibilisation du
receveur causée par des infections précédentes ou un traitement
d'immunosuppresseur peuvent influencer la survie du greffon (Martinez and
Rosen, 2005).

Il faut bien distinguer la tolérance opérationnelle en clinique de la tolérance tenue
par immunosuppression minimale - tolérance «prope». Le mot «prope» vient de
Latin et le terme «prope = presque» signifie les patients greffés, avec une
fonction et une histologie normale, sous immunosuppression minimale (Calne,

2004).
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La tolérance opérationnelle en clinique a été rapportée plus souvent chez les
patients ayant subi une greffe du foie que pour d’autres types d'organes. Les
études cliniques (Takatsuki et al., 2001) (Martinez-Llordella et al., 2007) (Koshiba
et al., 2007) (Tisone et al., 2007) et les expériences in vivo (Kamada and Calne,
1983) (Qian et al., 1994) (Kataoka et al., 2003) ont caractérisé le foie comme
étant un organe immuno-privilégié. En clinique, les derniers résultats montrent
que l'arrét progressif d'immunosuppression est possible chez 20% de patients
greffés hepatiques (Martinez-Llordella et al., 2007).

La tolérance opérationnelle chez les patients greffés rénaux est trés rare
(Roussey-Kesler et al., 2006). Dans ce groupe de patients, l'arrét progressif
d'immunosuppression est dU a des effets secondaires des médicaments ou a la
non complaisance des patients (Roussey-Kesler et al., 2006). Pendant les trente
dernieres années, plusieurs études ont été publiées sur la tolérance
opérationnelle d’allogreffe rénale (Zoller et al., 1980) (Owens et al., 1975)
(Uehling et al., 1976) (Christensen et al., 1998). Malheureusement, on ne peut
pas dire que le bon protocole immunosuppressif, induisant une tolérance
opérationnelle, existe.

Cependant, les derniers résultats obtenus avec le Belatacept sont plutot
encourageant. Le Belatacept est un médicament bloquant simultanément le
CD80 et le CD86 a la surface des APC. Les derniéres études montrent que
Belatacept peut préserver le taux de la filtration glomérulaire et réduire le taux de

CAN (chronic allograft nephropathy) (Vincenti et al., 2005).
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VI. Biomarqueur de la tolérance en transplantation

Le «Biomarquers Definitions Working Group» a défini le biomarqueur comme
une caractéristique mesurée et évaluée objectivement et utilisée comme un
indicateur d’un processus biologique normal, un processus pathologique ou pour
suivre la réponse pharmacologique aprés intervention (2001). Un bon
biomarqueur doit avoir la capacité de discriminer différents états de maladie par
rapport a un état de référence (dans la plupart des cas I'état de référence
représente I'état sain). Les biomarqueurs traditionnels sont le glucose pour le
diabéte (Miedema, 2003), le cholestérol pour les maladies cardiaques (Hawkins,
2004) ou la troponine spécifique des infarctus (Eisenman, 2006).

En transplantation, l'identification de biomarqueurs peut aider a mettre en
évidence I'échec ou la réussite d’'un traitement immunosuppresseur. Une bonne
sélection des biomarqueurs doit permettre l'optimisation de la stratégie
immunosuppressive (Ashton-Chess, in press). Aujourd’hui, les biopsies
représentent le meilleur standard «the gold standard» pour les biomarqueurs.
Les nouvelles recherches pour les biomarqueurs vont inclure des méthodes
moins invasives pour I'obtention de biomatériaux: les fluides en contact avec le
greffon ('urine par exemple) ou du sang dans le cas idéal. En effet, les biofluides
qui sont en contact étroit avec le site de la maladie, représentent les meilleurs

échantillons biologiques pour les biomarquers (Ashton-Chess, in press).
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VI.1. Les échantillons biologiques

VI.1.1. L’urine

L’'urine est un trés bon échantillon biologique que l'on peut utiliser pour la
surveillance de la fonction de greffe rénale. Granzyme B et FoxP3 sont utilisés
comme les biomarqueurs dans le monitorage du rejet de greffe rénale (Veale et
al., 2006) ou pour prévoir les résultats de rejet aigu de greffe rénale (Muthukumar

et al., 2005)

VI.1.2. Le sang périphérique

Le sang périphérique représente un autre biomarqueur facilement accessible. Le
profil d’expression des PBMC (peripheral blood mononuclear cells) a été utilisé
pour distinguer les patients avec une greffe cardiaque en état «d’inactivité» (le
rejet du greffon au niveau 0) des patients qui sont en état de rejet modéré a
sévere. Dans cette étude, 11 génes ont été sélectionnés pour prévoir le devenir
du greffon (Deng et al., 2006). L’équipe de Martinez-Liordella a analysé trois
groupes de patients transplantés hépatiques: 16 patients avec une tolérance
opérationnelle, 16 patients sous immunosuppresseur et 10 individus sains. En
utilisant la technique des puces a ADN, ces auteurs ont identifié certains génes
(génes codant les transcrits de cellules T yd et de cellules NK) qui distinguent les
patients tolérants des patients sous immunosuppresseurs - (Martinez-Llordella
et al., 2007).

La derniére étude réalisée au sein de notre laboratoire a identifié un panel de

biomarqueurs qui sont associés avec la tolérance opérationnelle chez des
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patients avec une allogreffe rénale. 75 patients ont été étudiés et le profil
d’expression des génes originaires des PBMC a été comparé aux situations
suivantes: la tolérance opérationnelle, le rejet chronique/aigu, les greffe stables
sous limmunosuppression et 16 individus sains. La comparaison des
échantillons du sang entre les patients tolérants,les patients présentant des
signes de rejet chronique et les patients avec fonction de greffon stable, trois
groupes de génes ont été identifiés. Le groupe 1 suggére une activation du
systéme immunitaire réduite chez les patients tolérants. Le groupe 2 comprend
deux catégories de génes sous-exprimeés: les génes codant pour les molécules
de fixation a 'ARN et les génes impliqués dans la traduction des signaux.
Finalement, Le groupe 3 contient les génes qui régulent le cycle cellulaire (les
genes qui sont exprimés pendant la mitose ou les génes impliqués dans les
processus energétiques). Plus précisemment, cette étude indique les génes
cibles du TGF-B. L’expression du TGF-B est équivalente entre les patients
tolérants et les patients présentant des signes de rejet chronique. Cependant, le
TGF-B a été découvert comme un régulateur de 27% des génes identifiés dans
le sang périphérique qui sont différemment exprimés entre les patients tolérants

et les patients présentant des signes de rejet chronique.

VI1.1.3. Les biopsies de greffon

Les biopsies présentent une autre possibilité de surveiller la fonction de la greffe
et la question qui se pose aujourd’hui est «faire les biopsies ou non» (Thaunat et
al., 2007). Cependant, lintervention semble relativement sdre, et avec cette

technique on peut détecter les changements précocement et protéger la fonction
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du greffon (Wilkinson, 2006). Les biomarqueurs, provenant d’'une biopsie, sont
définis par rapport a la classification de Banff et présent aujourd’hui le meilleur
standard diagnostic pour déterminer I'état de 'organe greffé (Solez et al., 2007).

Grace aux biopsies on peut identifier le rejet aigu et le rejet chronique au moment
ou est encore possible de sauver I'organe transplanté. Les biopsies donnent des
résultats intéressants, parce qu’avec cette méthode de surveillance les signes de
rejet sub-clinique ont été détectés chez 30% de greffés rénaux au cours des six
premiers mois post-transplantation (Jain et al., 2000) (Roberts et al., 2004). Le
diagnostic précoce de CAN peut étre confirmé grace aux biopsies (Dimeny et al.,
1995) (Seron et al., 2000) et cette méthode a été efficace chez les greffés rénaux
pédiatriques (Fujisawa et al., 1999). Chez les patients a risques (par exemple les
patients avec une fonction retardée de greffe rénale) la biopsie est une méthode
importante pour la protection du greffon. Les études montrent que la moitié des
épisodes de rejet aigu, chez les patients avec une fonction retardée de greffe
rénale, sont détectés juste par les biopsies (Jain et al., 2000). Chez les patients
ayant subi une greffe du foie le processus de fibrose est surveillée par les
biopsies. La corrélation positive entre la fibrose aigue et la septicémie est établie,
parce que la septicémie représente la cause principale de mort chez les patients

ayant une greffe de foie (Yilmaz et al., 2007).

VI1.2. L’identification de biomarqueurs

Aujourd’hui plusieurs techniques d’identification de biomarqueurs existent et ces
techniques peuvent étre utilisées pour prévoir le devenir d’'un greffon. L’analyse

de la dynamique d’ accumulation de cytokines intra greffe représente la limite

47



fine entre le rejet et l'acceptation de greffe de cceur chez les rongeurs
(Holzknecht and Platt, 2000). Le polymorphisme génétique pour les différentes
cytokines est corrélé avec la réussite de greffe de foie chez les enfants. Un
niveau bas de TNF-a et un niveau intermédiaire ou haut pour IL-10 a été montré
chez les patients tolérants ou chez les patients «prope» par rapport a des
malades sous immunosuppression standard (Mazariegos et al., 2002). Le ratio
entre les différents précurseurs des cellules dendritiques est un autre indicateur
du devenir de l'allogreffe. DC monocytoide (DC1) et DC plasmocytoide (DC2)
polarisent la réponse de cellules T vers le phénotype immunogénique (Th1) ou le
phénotype tolérogénique (Th2). Chez 'homme et chez le rat, le ratio DC1/DC2
peut étre utilisé pour prévoir le devenir du greffon (pour la revue cf (Coates and
Thomson, 2002)). ELISPOTassay est une autre technique pour déterminer la
fréquence de I'lFN-y et de I'lL-10 dans cellules réactives contre le donneur. Les
cellules viennent du sang du receveur et cette technique a été proposée comme
un marquer subrogé d’alloréponse, essentiellement en transplantation rénale
(Augustine et al., 2005) (Hricik et al., 2003). Pour la cytometrie de flux, on peut
dire que c’est une technique la plus souvent utilisée en terme de nombre de
patients (Ashton-Chess, in press). Plusieurs études ont identifié les
CD4*CD25"9"™ circulantes dans le maintien de la tolérance opérationnelle chez
les patients pédiatrique (Li et al., 2004) et adultes (Martinez-Llordella et al., 2007)
ayant subi une greffe du foie. Les résultats qui viennent des patients avec des
signes de rejet chronique de greffe de rein montrent  un nombre réduit de

CD4*CD25"9"™ par rapport aux patient tolérants, patients sous immunothérapie
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et individus sains (Louis et al., 2006). Aussi les marqueurs comme CD27+ et
CD28+ ont été étudiés pour la prédiction du devenir de la greffe rénale chez
I’'hnomme (Baeten et al., 2006).

Chez les rongeurs I'attention a été focalisée sur des cellules qui ont la capacité
de transferer la tolérance. Le succes a été confirmé pour CD4+CD25+ et
CD4+CD25- (Kitade et al., 2005), CD25- (Degauque et al., 2007),
CD8+CD45RClow (Guillonneau et al., 2007) et pour CD8+CD45RC- (Kitade et
al., 2005). L'importance de CD103+ DC en transfert de tolérance a également
été confirmé (Degauque et al., 2006). Les autres types cellulaires sont discutés
plus en détaille en '’Anexe1 dans l'article «Transfer of tolerance to heart and
kidney allografts in the rat modéle»(Jovanovic et al., in press).

Pendant la réalisation de ma thése, les puces a ADN et la PCR quantitative ont
beaucoup été utilisées pour identifier les génes qui sont importants pour
comprendre les mécanismes de tolérance dans le modéle de greffe de rein chez
le rat «modele l'anti-class Il». Pour cette raison, ces deux techniques sont

discutées plus en détail.

VI.21. La technique des puces a ADN - l'outil pour chercher des

biomarqueurs en transplantation

Cette technique représente un systéme de dépistage a grande échelle qui
mesure simultanément l'expression de milliers de génes dans un certain
échantillon (Ashton-Chess, in press). Cette méthode peut étre utilisée pour
identifier des «empreintes moléculaires» d’'un état biologique particulier. En

immunologie de transplantation, la puce a ADN est utilisée pour rechercher des

49



biomarqueurs du rejet chronique chez les patients ayant subi une greffe du rein
(Flechner et al., 2004), (Mas et al., 2007) (Sarwal et al., 2003) ou de poumon
(Gimino et al.,, 2003). Chez les patients tolérants avec une greffe du foie
(Martinez-Llordella et al., 2007) ou du rein (Brouard et al., 2007) la puce a ADN a
également été utilisée. Les analyses a grande échelle doivent permettre
d’identifier les génes candidats pour la prédiction du devenir du greffon. Cette
technique va permettre de personnaliser I'immunothérapie, d’indiquer les
possibilités d’arrét du traitement immunosuppressif ou de donner le temps de
réagir aux patients subissant un rejet.

Chez les rongeurs, les puces a ADN ont été utilisées pour identifier des génes et
des voies de signalisation impliqués dans la tolérance et le rejet du greffon. Les
études détaillées ont été faites sur un modele de greffe de cceur chez le rat
(Heslan et al., 2006) (Kitagawa-Sakakida et al., 2005) (Liu et al., 2005) (Garin et
al., 2007), un modéle de greffe de rein chez le rat (Kusaka et al., 2007) ou sur

un modele de greffe de coeur chez la souris (Saiura et al., 2001).

VI.2.2. L’application de la PCR quantitative en prédiction du devenir de

I'allogreffe

De la méme fagcon que les techniques de dépistage a grande échelle, on peut
aussi utiliser les techniques de dépistage a petite échelle pour rechercher des
biomarqueurs en transplantation — par PCR quantitative par exemple. La PCR
quantitative a été utilisée dans plusieurs études chez 'homme. Chez les patients
transplantés rénaux, la mesure de ’ARNm de FoxP3 dans l'urine peut aider dans

la prédiction du rejet aigu (Muthukumar et al., 2005). Dans les biopsies rénales,
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Fas ligand a été aussi utilisé comme biomarqueur d’'un rejet aigu résistant a la
thérapie (Nickel et al., 2001). Dans le méme type de biopsie, le niveau
d’expression des génes codant pour Fas ligand, perforine, granzyme B a été
utilisé comme biomarqueur (Strehlau et al., 1996). Chez les patients ayant eu
une greffe rénale, la comparaison du niveau d’ARN dans les biopsies et dans le
sang montre que [I'expression de Granzyme B et du HLA-DRA est un
biomarqueur du rejet de la greffe rénale (Sabek et al., 2002). Tous ces résultats
identifient précisément des biomarqueurs de rejet du greffon. L’identification de
biomarqueur, dans les matériaux obtenu par les techniques non invasives
(prélévement du sang ou d’urine par exemple), est trés encourageante et donne
I'espoir d’améliorer les méthodes existantes.

Quelques résultats intéressants sont aussi obtenus chez le rat. Dans le greffe du
coeur chez la souris et le greffe du reine chez le rat pour les génes TOAG-1
(tolerance associated gene 1) et a-1,2 une forte expression a été détectés
pendant l'induction et le maintien de I'acceptation de greffon. Pour ces deux
genes, une sous régulation a été identifié pendant la phase de rejet (Sawitzki et
al., 2007). Les études de notre laboratoire identifient une accumulation de
transcrits d'IDO et de FoxP3 dans les greffes tolérantes du cceur et du rein chez
le rat (Degauque et al., 2006) (Guillonneau et al., 2007) (Heslan et al., 2006).
Ces études montrent un état d’'accommodation de greffes tolérantes et suggérent
un réle important d'IDO et d’FoxP3 dans le maintien de la tolérance a long terme.
Les études du développement de CAN chez la souris montrent une

surexpression de CTGF (connective tissue growth factor). Ces résultats
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suggérent que CTGF est potentiellement un biomarqueur de CAN (Cheng et al.,
2006). Dans les greffes de la voie respiratoire chez la souris, une surexpression
d’ARNm d’IL-13 a été corrélée avec le développement de lésions obstructives
(Lama et al., 2006). Globalement, les études discutées précédemment doivent
nous aider a mieux comprendre quels processus sont derriere les états de
tolérance ou de rejet de greffon. Tous nos efforts doivent aboutir a la découverte
de biomarqueurs fiables de la tolérance, de biomarqueurs communs entre les

différentes espéces qui vont permettre de prévoir le rejet d’allogreffe.
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Résultats
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Article 1

L’implication de Matrix Matalloprotéinase 7 et la voie de signalisation non-
classique WNT dans le modéle de la tolérance de greffe du rein induite par

I'injection des anticorps contre le MHC de classe Il du donneur

J Immunol. 2008 Feb 1;180(3):1317-25.

Implication of matrix metalloproteinase 7 and the
noncanonical wingless-type signaling pathway in a model
of kidney allograft tolerance induced by the administration
of anti-donor class Il antibodies.

Jovanovic V, Dugast AS, Heslan JM, Ashton-Chess J, Giral M,
Degauque N, Moreau A, Pallier A, Chiffoleau E, Lair D, Usal C, Smit H,
Vanhove B, Soulillou JP, Brouard S.

INSERM U643, Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation,
Centre Hospitalier Universitaire du Nantes, 30 Boulevard Jean Monnet, Nantes,
France.

In rats, tolerance to MHC-incompatible renal allografts can be induced by the
administration of anti-donor class II Abs on the day of transplantation. In this
study we explored the mechanisms involved in the maintenance phase of this
tolerance by analyzing intragraft gene expression profiles by microarray in long-
term accepted kidneys. Comparison of the gene expression patterns of tolerated to
syngeneic kidneys revealed 5,954 differentially expressed genes (p < 0.05).
Further analysis of this gene set revealed a key role for the wingless-type (WNT)
signaling pathway, one of the pivotal pathways involved in cell regulation that has
not yet been implicated in transplantation. Several genes within this pathway were
significantly up-regulated in the tolerated grafts, particularly matrix
metalloproteinase 7 (MMP7; fold change > 40). Analysis of several other
pathway-related molecules indicated that MMP7 overexpression was the result of
the noncanonical WNT signaling pathway. MMP7 expression was restricted to
vascular smooth muscle cells and was specific to anti-class II Ab-induced
tolerance, as it was undetectable in other models of renal and heart transplant
tolerance and chronic rejection induced across the same strain combination. These
results suggest a novel role for noncanonical WNT signaling in maintaining
kidney transplant tolerance in this model, with MMP7 being a key target.
Determining the mechanisms whereby MMP7 contributes to transplant tolerance
may help in the development of new strategies to improve long-term graft
outcome.
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Abbreviations

MMP7T - matrix metalloproteinase 7

DEE3Z - dickkopt homolog 3

MFATe! - nuclear factor of activated T-cells cytoplasmic |

MIHC - major histocompatibility complex

WHNT - wingless-type

LEW - lewis

DT - donor-specific blood transfusion

FC -fold change

PCR - polvmerase chain reaction

HPRT - hvpoxanthine phosphoribosyltransferase
FITC - flugrescein sothiocyanate

THFu = tumaor necrosis factor alpha

TGEFp - transforming growth factor [§

5D — standard deviation

AXNIN - axig inhibitor

APC - adenomatous polyposis coli

CK1 - casein kinase 1

GEE3IF - plveopen svithase kinase 33

LEE - low-density lipoprotein recepior related protein
PLL - phosphaolipase C

PRC - protein Kinase C
ADAM - adisinlegrin and metalloprotease

SMC — smooth muscle cells
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Abstract

In rats. tolerance o MHC incompatible renal allografis can be induced by administration of
anti-donor ¢lass 11 antibodies on the day of transplantation. Here we explored the
mechanizms mvolved in the mamtenance phase of this tolerance by analyzing intra-grafi
gene expression profiles by microarray m long-term secepled Kidneyvs. Comparison of the
gene expression pafterns of tolermted o syngeneic Kidoews revealed 5934 differentiallv
expressed genes (p=.05), Further analysis of this gene set revealed a key role far the WNT
signaling pathwav, one of the pivotal pathways mvolved in cell regulation that has not yet
been mplicated in transplontation. Several genes within this pathway were significantly up-
regulated in the tolerated grafis, particularly Matrix Metalloproteinase 7 (Fold Change =40,
Analvsis of several other pathway-related molecules indicated that MMPT over-expression
was the result of the non-canomical WNT signaling pathway. MMPT expression was
restricted o vascular smooth muscle cells (SAC) and was specific to anti-class 11 antibody-
induced toleramce as it was undetectable in other models of renal and heart transplant
toderance and chronic rejection induced across the spme strain combination, These results
sugaest A novel role for non-canonical WNT signaling in maintaimng Kidney transplant
iolerance i this model, with MMP7 being a key target, Determining the mechanisms
wherehy MMPT contribites to trangplant tolerance may help in the development of new

strategies o mprove long-temm grafl outcome.
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Introduction

Despite improvements in renal allografl survival over the Tast three decades, the hall=life of

remal allografis has increased only marginallv, largely due to late geaft injury resulting from
drug-related nephrotoxicity and chronie repection (1-4). Such chromic wgury s poorly
influenced by currently vsed immunosuppressors. Moreover, hife-long immunosuppression
puts transplant patients at o higher risk of mfection and malignancy (33 Thus, inducing donor-
gpecific tolerance, Le. indefinite survival of a well-functioning grafl in an immunecompetent
adult host i the absence of immunosuppression, s o major goal i transplantation, A number
of tolerance trials are currently lakng place, but there are still many challenges (o Mce belore

tolerance can be achieved routinelv in clinic praciice (6L

In rodents, & varety of mancuvers can induce donor-specific allograft tolerance, including
pre-transplantation. priming with donor MHC antigens (blood or splenocytes) (23 (7) (8 (5
11}, transfected cells expressing donor MHC antizens (12, 13), MHC gene transfer (14, 15)

or DNA vaccination (16).

W have previously shown that donor-specific tolerance o MHC mismatched renal allografls
i adult rats can also e iduced by administration of antibodies directed against donor MHC
class I1 to recipients on the day of transplantation (173 (18, 199 These animals display
normal and stable kidney Tunction and their grafis display normal histology with no signs of
chronic rejection (19). Albough oumerows studies have shown the importance of MHC 11
signaling in the regulation of APC activity and fate (200, the mechanizms responsible for
maintainmg this anti-AMHC [T antihody-induced tolerant state remam to be fully elucdated.
Here we took sdvantage of genome-wide transcnplome analysis o further explore these
miechanisties, By analvzing intragraft pene expression and networks 100 days after
transplantation i tolerated kidneys compared to syngeneic controls, we were able to identify

a major involvement of several gene pathways, including that of WNT signaling. a pathway
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known to control & variety of processes such as cell migration, polarity or differentiation
(21} Deregulation of this pathway has been reported in numerous buman diseases (21 but to
date 1 has never been implicated in the field of immune tolerance. One of the tareets of this
pathway, Matnx Metalloproteinase 7 (MMP7. alse known as Matrilvsin, MAT. MPMM.
MPSLY and PUMP-1), was explored further in tolerated and repecting ral heant allografls. We
show that in rodents. MAMPT vpregulation i govemned by a non-canomical WNT pathway and
i spevific to renal transplant tolerance mduced by anti-doner class 1T treatment. where it s
located on vascular smooth muscle cells within the grafi. These results reveal a novel role for
MMPT in allografl responses. Determining the mechonisms whereby MMPT contributes to
trangplant tolerance may help i the development of new strategies fo improve long-tenm

graft outcome,
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Materials and Methods

Revdens transplant models

Surgical procedures, reanments and experimenial groups

Inbred male adult rats (200-230g) of the LEW. 1A (RT1a) and LEW.IW (RT1u) congenc
stramms were purchased from Janvier (Le Genest-Baint-Isle. France) amd mamtained in an
anmimal Facdlity under standard conditions according to the Eurepean and  Institutioanal
Cuidelines.

Eoidney tronsplantation: The model wsed was that of kidney allotranspluntation from
LEW.IW donors to MHC-mismuatched LEW. 1A recipients receiving 0.5 mL IV of anti-
LEWAW class [l alloimmune serum (prepared as deseribed (18] on the day of
transplantation (n=12)). At day 100 post transplantation, these animals tolerate a skin grafi
from the same donor and their Kidney grafls show no histological signs of chronie humaoral
rejection {197 Controls included a group of LEW.1A recipients of LEW.TA. kidneys
(symgencic transplants; n=53) and a group of untreated LEW. 1A recipients of LEW. W
kidnevs {allogengic. untreated: n=3). Kidney transplantations were performed aseptically and
a binephrectomy was performed 7 davs after transplantation as previously described (17),
Rejection, indicated by the death of the binephrectomized rat, was confirmed by histology,
Blood wrea and creatinine and urine protein: ereatinine ratios were measured thronghout the
post-iransplant peried. Blood wrea <8 mmol'L and blood creatimine <40 mmolL  were
comsidered as normal (19),

Heart trapsplantation: The model used was that of heart allotransplantation from
LEW. W donoers (o MHC-mismatched LEW_ LA recipients receiving either a doner-specific
blood transfusion (DST) 7 amd 14 dave prior o transplantation (2 or a 20-day course of the

decxyspergualin analogue LFOL5-095 (223 AL day 100 post transplantation, the grafis of
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D& T-treated animals show clear-cut histological signs of chronic humoral rejection {chronic
transplant vasculopathy) (10} whereas those of LFO13-095-treated wmmals do not and are
thus tolerated (22, 23 Analvses were performed on DST-treated (n-3) and LEF-treated
recipients (n=3) al day 100 post transplantation. Svageneic transplants (LEW. 1A donors (o
LEW. 1A recipients) were performed as conirols (n=3). Heterotopic cardiace allografis were

performed as previcusly described (240

Sample preparation

Chrgans wene harvested at day 100 (tolerantsyngeneic Kidney allografis) or 1 dav belore
rejection (acutely rejected Kidney allografts). Blood was collected by cardiac puncture into a
heparinized syringe and penpheral blood mononuclear cells were separated on a Ficoll®
gradient then stored in TREzol® reagent (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Sections of the
spleen and kidney grafl were either snap frocen in liguid nitrogen for foure BNA extraction.
or embedded in O.CT. compound (Tissue Tek: Miles Laboratories, Elkhart, [N} and snap-
frozen m liguid nitrogen for future immunohistoechemistry analvsis, Blood cell contamination

was avoided by perfusing the organ with PBES. All sumples were stored at —70°C until use.

RNA extraction and reverse ranscription

Rat samples: Total RNA from rat kadney grafis and PEMC was prepared using the TRIzol®
(Invitrogen, Cergy Ponteise, France) extraction method. ENA quantity and quality were
svatematicallv  determined using a nanodrop  spectrophotometer and an Agilent 2104
bivanalyzer. Ten ug of tofal RNA was set aside for microarray analyses {see below), The
remaimng ENA wos treated with DNase (Roche. Indianapoliz, USA) (o remove genomic
DA and reverse transcribed o first srand cDNA using polvdT oligonucleotide and

Moloney murine leukemia vines reverse transcripiase (Invitrogen),
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MiCPoOarray experiens

RNA prepavation, amplification and hybridization: 10 pe of total RNA were cleaned up
using RBneasy colummns (QLAGEN) BNA gquantity and quality were determined using a
nanedrop spectrophmometer and an Agilent 2100 bicanalvzer. A rRNA ZES/ 188 ratio of 1.0
0.1 was considered as neceptable for RN A amphification. The Applied Biosysiems { Applied
Biosystems, Foster City, CA. USA) rat Genome Survey Microarray (BN 4337467) used
vontained 26,857 60-mer oligonucleotide probes representing 27088 individual rat genes. An
additional 3400 control spots were present on the chip to cover vanous sieps o the
hyvhridization process. Digoxigenin-UTE labeled cRNA was generated and amplified from
0.5 pg of total BNA from each sample uzing an Applied Biosystems Chemiluminescent
ManoAmp RT-IVT Labeling Kit (PN4365T15) Array hyvbondization was performed for 16
hours at 35°C. Chemiluminescence detection, image acquisition and analysis were performed
using the Applicd Biosvstems Chemiluminescence Detection Kit (PN 43687500 Analveer
(PN 4338036) and v-1.1 analyzer software (PN 4336391 according 1o the manufacturer's

protocod,

Microarray analysis; Microarray raw data were analveed by R - language and environment
for statistical computing and graphics. Genes were idemtified using the Panther™ Protein
Classification System Probe 13 database. Raw data were analvred according to p value and
Fold Change (FC). FC corresponds 1o the ratio of the signal imtensity of the gene in tolerant
rats to the signal infensitv of the gene in svngenaic rate, FC was calculated for genes that
fulfilled the criterion of significance at p<0.05 (Figure 1A) and the gemes were then
processed using soflware available on www pantherdboorg. Genes were classified according

o their signaling pathway, molecular function or biological process, For each category, the

62



first twenty up-regutated and down-reguiated genes were chosen and matched whenever they

belonged 1o the same group (Table I AL B and C)

Fenpl-tirme quannirative PCR

Real-time quaniitative PCR was performed im0 an Applied  Biosvstems GenAmp 7700
Sequence Detection Svstem using 87 BR-Green PCR Core Beagents as previously described
(193 or TaghMan® Gene Expression Aszavs according to the manufacturer's instructions
(Applied Biosystems). Ral pnmer and probe sets were either designed: oTCF-T Up
CCAGAACTCATCCTICAGCATTT. rTCF-7 Lo GGAACCATOGTCCACCACAAAG: f

amrestme 1,2 Lp ACTATGCCACAGACGACGACAT, rf arresting 1.2 Lo

COCTOTICCTAGCAGAACTGHT.  rHFRT Up CCOTTGGTCAAGCAGTACAGOC,
rHERT Lo COUTGATGACACAAACATGA, NFATe! Lip

GOGAGATGGAAGCGAAAACTGA, NFATel Lo TAAGTCCCTGGCTCATTGGTC, or
purchased from Applied Biosystems: DEE3 BEn00593415 ml. AXINZ End0537744]1 ml.
CADHERINIG Ro00594145 m1, HPET BEn01527838 gl, MMP? End1563467 ml, HPRT
was msed as an endogenous control gene to normalize varying staning amounts of RNA,
Relative expression between a given sample and a control sample. used for all experiments,
was calculated with the 2" method (ABI PRISM 7900 user bulletinn PE Applied
Biosystems, Foster City 2:11-24, 1997). All samples were analvzed in duplicate, Expression

of genes of mterest was compared between lolerated ammals and svngensic contrals,

T peofrisroch emistry
Crvostal sections of § pm were cul, sir-dred and fixed in acetone for 10 min. Sections were
then either labeled by a two-step immuno-flucorescent technigue, using rabbit ant-rot MMPT

(Caltiochem, Darmastad, Germany) as the primary antibody and donkey anti-rablat FITC
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{lackson ImmmoResearch. Baltimore, USA) as the secondary antibody or by a three-step
indirect immuno-peroxidiaze technigue as desceribed in (23) wath the same primary and
secondary amtibodies. In order to confimm MMP7 expression by smooth muscle cells we
performed double staining using a two-step immuno-fleorescent technigque using mouse anti-
ral alpha smooth muscle Actn (Abcam, Cambridge, UK)Y and rabbat anti-rai MAMPT
(Calbiochem, Dormasted, Germany) as primary antibodies.  Anti-rabbit FITC (Jacksen
ImmunoResearch. Baltimore, USA) and goal anbi-mouse: Alexa Fluot® 368 {Invitrogen.

Omegon, USA) were used a= a secondary anbibodies,

Stavistical analysis
The non parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests were used 1o compare two or
three or more groups, respectively. Thifferences were defined as statistically significant when

p =005 (%), p <0.01 (£ md p <0.001 (#+%).
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Results

Differential pene expression parterns in toferared vs, syngencic Kiduey profis 100 dayvs afier
Framspl arrarion

We have previously shown that a single adoimstraiion of anti-donor MHC  class 11
allvimmune serum on the doy of trinsplantation results in mdefinite survival of MIHC-
muismatched kidney grafts, The kidnev gralis of tolerated animals displav noemal fanction and
have no histological evidence of chromic rejection (19) Here the gene expression patiers of 3
tolerated and 3 symgeneic Kidnev allografls were analyveed wsing pangenomic Genome Survey
Microarrays (PN 4337467 OF the approximately 27000 genes present on the microarray.
26857 penes were found 1o be expressed and were subsequently analyzed by R software, OF
these 26857 capressed genes, 5954 were found to be signiticantly differentially expressed
between the two biological situations (p=0.05: Figure 1), Analvsis of these 5934 penes using

the Prohe 1Y database from the Panther™ Protein Clazsification Svstem (www pantherdh.org)

enabled their organization according to signaling pathways (Table [A), molecular function
(Table IB) snd biological process (Table IC). Accordimg 1o this analvsis, the most
significantly up and down regulated genes in tolerance belonged to the ctegories of
inflammation chemokine and cyvtokine-mediated signaling pathway, integrin signaling, the
WNT signaling pathway, PDGF signaling, angiogencsis, as well as EGF receptor, interleukin
and apoptosts signaling (Table LAY Certam magor categores consisted of genes that were up-
regulated only e.g T cell activation, and Geprotein, TLR and B cell signaling ( Table 1A}, The
majority of the up- and down-regulated penes belonged to the molecular function calegones
of nuclewe acid binding, receptors, transeription factors and regulatory molecules, whereas
again, certain functional categories were up-regulated onlyv, g defenseimmunity protains.

signaling molecules and ribosomal proteins {Table 1B), The highest ranking biclogical
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processes were signal transduction, protein/mecleic acid metabolism and immunity/defense
(Table [C), suggesting that tolerance is comrelated with an active miragrafl immune response

(19},

Signaling pathways distinguish tolerated from syngeneic Kidneys: the WNT pathway
and its downstream molecolar target MAMP7

The two highest ranking pathwavs were (hat of inflammation and integrin signaling, whose
roles in transplamtation are atrcady well known, The third kighest ranking pathway, however,
has to our knowledge, never been described in transplantation. This WNT signaling pathway
implicated 4% up-resulated and 26 down-regulated penes. of which three molecules were
expressed ol least 10 fold more in tolerated vs, svngeneic kidneys: MMPT (matrix
metalloproteinase 7, FCo40), TCFT (transceription factor 7. T-cell specific; FC>15) and
DEER3 (dickkopl homolog 3: FC>12) DEK3 and TCTF? are molecules mvolved in WRNT
signal transduction whereas MMPT is a metalloproteingse whose expression is regulated by
thiz pathway (267, Although several other members of the MMP family (MMP2, MMP12,
MMP1G, MMP19. and MMP23) were also up-regulated in the tolerasted kidnevs, the biggest
fold change was observed for MMPT (FC=4) Figure 2A% Sigmficant upregulation (p=0.05)
of MMPT in tolerance was confirmed by quantitative PCE performed on a further 12
tolerated kidnevs (=100 davs post transplantation’, § svogeneic grafts (=100 dayvs post
transplantation), as well as 3 marve kKudneys that expressed no MMPT and 3 acutely rejected

kadneys an dav 11 £1 post transplantation that expressed MMPT onlv moderatelv {Figure 218,
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Trvalvament of tee non canonical WNT signafing paioway in the kidwey grafrs of toferated
recipients

We next set out o understand the mechamsms governimg MMPT expression i our model,
Previous studies have shown that MMPT expression can be comtrolled by the canonical WNT
signaling pathway {27, 28) (illustrated in Figure 34 and B). Briefly. i the absence of WNT,
or if the WNT pathway s inhebiied by DEK, B-catenin becomes phospohorylated by
destruction complex and degraded by the protessome. When WNT i present. il binds 1o
Frizzled recepior and the co-receptors, preventing fl-catenin degradation, f-catenin enters the
nucleus and binds TCFs (and additional nuclear proteins) and thereby activates targel gemes,
including MMP7. We thus analvzed the expression of several moelecules involved in the
canomical WHNT signaling cascade. We thereby identified upregulation of genes that block the
canonical WNT pathway (WHNT inhibitor-DE RS, the members of the destruction complex -
Axin2 amd Poarresting and genes whose expression = tvpical of activated canonical WNT
signaling ( TCF7 and the target gene MMPT). Interestingly, in addition to MMPT, all of these
molecules, which are members of the canonical WNT signaling pathway, were significant]y
increased in the tolerated kidnevs according to both microarray (Figure 3C) and gquantitative
PCR (Figure 30, Moreover, f-catenin, a key molecule in regulating MMPT expression, was
undetectahle, The fact that the level of WNT pathway inhibitors was increased as well as

MMPT mdicates the mvolvement of the non canonical WNT signalimg pathway,

Regulavion of MMPT by the pon-canomical WNT signaling partoay in rolevated kidneys

In addition o the canonical WN'T pathway, there s also a so-called non-canonical pathway
(illustrated in Figure 4A). This pathway is activated by ligand binding to the Frizzled
receptor. leading o release of mtracellular caloiwm, possibly via G-proteins. Activation of

this pathway in our model of tolerance is coherent with the fact that G-protein signaling
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pathwavs were one of the major pathways upregulated in tolerated kidnevs, accounting for 32
genes ( Table LAY This pathway involves activation of phosphoelipase C (PLC) and proten
kinase C (PEC). Elevated Ca' can activate the phosphatase calcineurin, which leads to
dephosphorviation of the transcription factor NFATe1 and its accumulation in the nucleus
(2%, 30). Most components of the non-canomceal WNT signaling pathway were defected by
the microarray, including WNT6 (FC-3), Frizzleds (FC=2). Frizzled2 (FC-2.5) and
NFATel (FC=3) (Figure 4B). Up-regulation of cne of the Key molecules m (e non-
canonical WKT signaling pathway, NFATc] {which enters the nuclews and activates c-mive
(313} was additionally conflimed by quantitative PCR (Figure 4C). Thus, altogether our data
suggest that the high MMPT expression (FC>400 in tolerated Kidney grafis s the resull of

non-canonical WH'T signaling,

fegulation of MMPT in the telervated kidneys and hearts in the same strain combination
Solloving diffevent provecels af teleramce induction

To determine whether MMPT up-regulation was tissuc-specific, we next compared MMPT
expression in kidney grafi= and spleens from tolerant amimalz and swngeneic controls. As
shown in Figure 3A, MMPT transcripts were only detected in tolerated Kidney grafis, being
very weak in the other compartments (spleen and blood) kKinetic studies also showed that
MMP7T expression in tolerant kidneys was time dependent with a high level of transcript as
soon as day 23 after transplantation (24,8487 fold tolerant v syngemc) {data mol show ),
We then asked whether MMPT up-regulation was specific 1o tolerated kidnevs or could also
be relevant to tolerated hearts. We therefore compared MMPT expression in tolerated
Kidneys to that observed in long-surviving heart grafls (day 100 post trmsplantation)
iransplanted in the same allopengic strain combination (LEW. IW to LEW,1A) To induce

heart allogralt tolerance, we wsed different protocols: donor-specific blood transfusion (DST)
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7 amd 14 days prior to transplantation (grafts showing clear histological signs of chronic

rejection) (1) or a 20-day course of the deoxyvspergualin analogue LFO15-09% (grafts

showing no signs of rejection e twlerated) (22), The results clearly show an absence of

MMPT expreszion in heart grafts from both DET-treated (chronic rejection) and LEF-treated
(tolerated) recipients al this time (Figure 5B), suggesting that MMP7 expression is specilic to
Kidney grafi tolerance induced by the anti-donor MEC clazs [ protocol.

MMPT expression by rolerared Eidney vascular smooth muscle cells

Localization of MMPT was next assessed by immunostaining of syngencic vs tolerated
kidneys using immunoperoxidase (Figure 6A 60) or mmunolluorescence (Figure 6C)
technigques. Within the tolerated Kidney allografis. MMPT protein was found to be expressed
primarily by the smooth muscle cells of blood vessels (Figure 6B and Figure 6C). This was
confirmed wsing douhle staming for MMP7 and alpha nctin a5 0 marker for the smoeoth
muscle cells. Photos of red Muorescence {alpha actin staiming, Figure 603} and green
fluorescence (MMP7 stamming, Figure 6E} were superimposed {Figure 6F) and orange

flucrescence  indicated  that MMP7  was  expressed by the smooth muscle cells,
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Disenssion

In thes study. we further explored the mechamisms myvelved n the mamtenance phase of
tolerance to Kidney. allogratis induced by administration of anti-donor class 11 serum 1o rat
recipients of renal allografis on the day of transplantation (19). By analvzing intragraft pene
expression profiles of tolerated compared to syngeneic kidneys 100 days posi transplantation
using microarray technology, we show that the maintenance phase of tolerance brmgs inte
play multiple gene pathways and bislogical processes, In particular. owr data reveal an
potentially important role for a signaling pathway that has not previously heen described in
transplantation, that of WNT signaling, as well one of its key targets, MMPT (26). which was
up-regulated 40 fold in tolerated Kidneys,

WHNT signaling. which is mitinted by binding of members of the WKNT family of
glyeoprotems to their respective receptors (also known as Frizzled proteins), is known to be
involved in the regulation of cell growth and differentintion {28). Two main WINT signaling
pathwavs exist, the so-calied canonical and the less classical non-canonical pathwayvs. The
canomical pathway, when activated, results in a complex signaling cascade ultimately leading
o freatenin-medioted gene transcription. In this pathway's resting state, f-catenin is
degraded by the proteasome, The non-canonical pathway is a Ca’ -dependant pamthway
thought to act through Geprotein-coupled receptors. Activation of this pathway results in
gene transcription via the transeription factor MFATe 1 {nuclear factor of activated T-cells
evtoplasmic 1) Although the precise and relative roles of both pathways in mammals are
largely unknown, deregulation of WNT zignaling has heen reported in 2 number of human
pathologies, from cancer to cardiovascular disease (32) (33} (34). %o far, its role in
transpluntation s unknown. However, our findmgs of an upregulation of the potential WNT
inhabator DEE3 (35) as well az other inhibitory molecules acting downstream within the

canonical pathway, such as Axin2 (36), together with the absence of fi-cotenin, suggest that
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this pathway waz not responsible for MMPT wp-regulation in the tolerated kidneva, On the
other hand. the over-éxpression of componenis of the non-canonical pathway such as,
Frizzled &, Frizzled 2 and NFATcL, in tolerated Kidnevs indicates that MMPT expression was
driven by this alternative pathway, These results thus imply a role for non-canonical WHNT
signaling in maminmning kidney transplant tolerance in this model, with MAMPT being a key
Targel.

MMP7 a5 the smallest matrix metalloproteinase (37) a family of enzymes classically
described as heing responsihle for the tumover and degradation of connective-tissue proteins
(3% 39 and for the tum-over. depradation, catabolism and destruction of the extracellular
muatrix (40, 41) The time-dependant upregulation of MMP7 tranzcripts in tolerated Kidneyvs
(no expression on day O and increasing expression on day 25 to day 100 after transplanation
compared to syngencic or acutely rejected grafts) snggests that this molecule may play a role
in munlaining tolerance. Interestingly. this role appears to be specific to the anti-donor class
Il model of kidney transplantation as no up-regulation of MMPT was observed in other
models of Kidney transplant tolerance in the same strain combination (anti-CD2E folerance
induction protocol (42) - data net shown) or in models of heart tolerance or chronic rejection
(LEO153-095 and DET protocols) (223 (43) (10), We have already shown in the laboratory that
different mechanisms mav operate following different tolerance induction protocols, even in
the same genctic LEW.IW to LEW.1A hackground (9). Indced, whereas the anti-AMHC 11
ontibody-induced tolerant state can be successfully transferred 1o naive recipients by both T
cells and CDI037 cells (19, transter failed in the same Kidney allograft model when tolerance
was induced using anti-C D28 antibodies (423, In the heart allografi model. Degaugue et al
showed that in denor specific transfusion-induced tolerance. spleen CD23° T cells from
iolerant rats were unable to transfer tolerance info naive rats (%), whereas Chiffoleau et al

provided evidence that 20-dav treatment with LFI5-0195 a deoxyspergualin analogue,
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induced spleen CD4"CD25" cells able to transfer tolerance (44). Finally, in the same heart
allograft model, when recipients were treated with CD40Ig, only the adoptively transferred
CD8'CD45RC*™  subset resulted in donor-specific  long-term  survival, whereas
CD8'CD45RC™™ T cells from naive animals did not (45). All these examples show that, in
the same allograft model, different protocols lead to specific and distinct mechanisms of
tolerance induction and maintenance.

The mechanisms whereby MMP7 contributes to tolerance maintenance require further

investigation. One possibility is that MMP7 helps to maintain tolerance through protective

effects, since MMPs have been shown to contribute to tissue repair (46). Another possibility

is that MMP7 acts by regulating cellular transmigration to the graft. Indeed, MMPs can act

on non-matrix proteins, such as cytokines and chemokines, to potentate their activity (47). As

such, MMPs have been shown to regulate inflammatory cell influx by determining

bioavailability of chemokines (47, 48). Thus, MMP7-deficient mice are more sensitive to

acute lung injury after administration of a chemotactic peptide (49). Although the tolerated

grafts display a larger infiltrate than their syngeneic counterparts (19), MMP7 may serve to

regulate the type of cells entering the graft, perhaps favoring a “friendly” infiltrate, as

previously suggested (19). Along these lines, MMP7 has been shown to direct cell migration

rather than just movement per-se (49). Interestingly, the regulation of cell transmigration has

been reported to be not only due to the MMP7 proteinase but also to other proteinases such

as MMP2, MMP12 and the ADAM17 molecule (50) which were up-regulated (>11 fold, >8

fold, and >2.8 fold respectively) in the tolerated kidney grafts vs. syngeneic controls.

Another hypothesis is that MMP7 cleaves particular substrates releasing molecules with
tolerogenic activity. Along these lines, MMP7 deficient mice have been reported to reject a
skin allograft significantly earlier than wild-type mice, possibly through its cleavage of FasL

and TNFa (Herbert et al., communication at the European Congress in Immunology, 2006).

72



Perhaps even more relevant to our findings, however, is the fact that MMPT has been
described as one of the most potent MMPs inoats ability fo degrade the ubiguitous
protecglvean Deconn, thereby releasing TGE-B1 (31 a ¢vtokine known for a long time for
itz immunomodulatory capacities (323 (33} and its involvenent m transplant tolerance (54).
Supporimg this hypothesis, in the same LEW.IW 10 LEW 1A strain combination, we have
previously shown that TGF-Fl s significantly mereased inoral heart allografts with
profongation of graft survival m the first davs following ransplantation (18). TGEF-f1 was
alse upregulated in this present study, in the tolerated rat kidney allografis =100 davs post
transplantation {gdatae paol shewn). Furthermore, in the same model of tolerance mdoction: to
mismuatched Kidney grafis. anti-TGF-f mAb breaks the tolerance process (18). Finallv, it is
important 0 note that MMPT has already been detected in SMC in the media and in the
stenotic region in patients with supravalvular aortic stenosiz and Williams Beuren syndromae
and that remodeling of the stenotic part of the aora has been shown o be an adaptative

mechanism to preserve a correct function of the aorta (35).

To comelude, we report here, Tor the first time, a role for non-canonical WKT signaling in the
state of kidney allografi twlerance duced by administration of anti-donoer clazs 11 antibodies
in rats. We also repori on a new potential role for MMPT, a target of this pathway, in
maintaining tolerance i this model. Determining the underlying mechamsmea of this pathway

and MMPT may help in the design of strategies to improve long-term grall outcome.
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Legends to Figures

Figure 1. Microarray assessment of differential gene expression between folerant and
svigeneie kidney allografts. Visnalization of the 3954 difterentially expressed pgones
according to microarray wakysis between 3 tolerant (recipients treaded with anti-donor MIIC
class [ alloimmune serum) and 3 svngeneic Kidoney  allografts ar =100 davs post
transplamtation. Statistical analyses were performed on Fold Change (FC). which corresponds
to the ratio of the signal mntensity of the gene in tolerant rats (o the signal imtensity of the gene
in syngeneic rats. Statistically significant (p<0L0%) FC were calculuted and are represented as
Log2 as a functien of the average Log2 signal. The color code represents degree of FC: Light

bluz = 1.0 — 1.2; green = 1.2 - 1.5; dark blue = 1.6 — 2.0; black = 2.0 — 4.0; red = >4.16.

Figure I. Differentiol expression of MMPT and other MMP family members in rat
kidney allografts. A, Fold change in expression of MMP-2, MMP-7, MMP-12, MAMP-16,
MMP-12 and MMP-23 in tolerant (n=3) vs. syngeneic (n = 3) kidney allografts 100 days post
transpluntation according to microarray. B MMPT mBENA scoumulation in naive, syngeneic
(Dray 1007, tolerant (Day 1000 and acutely rejecting (Day 11) rat kidney allografts, as

A8

measurad by quantitstive PCE. Results are expressed as mean 250 of the 2 values for

cach group of somples. * indicates p=0.05; ** p=0.01.

Fipure 3. Regulation of MMPT by the canonical WNT signaling pathway. A. The
inhibited canonical WNT =signaling pathwav, In the absence of WNT, fFcatenin associates
with a multiprotemn destruction complex consisting of the tumonr-suppressor gene products
AXIN faxiz inhikitory and APC (adenomatous polyvposis coli) and the serine/threonine kinases

CK1 (casein kinase 1} and GSK3f (glycogen-synthase kinase 3f)  f-Catenin is
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phosphorviated by CK1 and GEE3[ leading to its recognition by F-TRCE (f-transducin-
repeat-contammg  protein), s wbiguitylaiion and s subseguent  degradation by the

proteasmmne. Members of the TCF {T-cell actorVLEF (Ivmphocyvieenhancer- binding {actor)

family are blocked in the muclens by the repressors and are mactive, DERE3 (Dickkopt

homolog 3) can also fake part in the mhibibon of the WNT canomcal signalmg pathway. B
The activated canonical WNT signaling pathway, WNT proteins bind their receptors, frizled
proteins, in addition to a co-receptor LEPS or LEPG. resulting i the inactivation of GSK3[
by Disheveled, f-Catenin then migrates 1o the nucleus where it hinds TCFs to activate target
gencs. O, Expression of various molecules implicated in the cancnical WNT pathway in
toderant and syngensic Ridneys 100 davs post transplantation according 1o microarray. Besulis
are expressed as fold change, I Expression of various molecules implicated in the canonical
WHNT pathway. in tolerant and syngencic kidneys 100 davs post transplantation according to
quantitative PCR. Results are expressed as means 380 of T2 yalyes, * P05, Y g o<

(.04,

Figure 4. The non-canonical WNT signaling pathway, A. Noo-canonical WNT signaling
leads to release of intraceliular caleium, possibly via G-proteins. This pathway involves
activation of phospholipase C (PLC) and protein kinase C (PRC). Elevated Ca2” can activate
the phosphatase calcineuring, which leads 1o dephosphorylation of the Muclear Factor of
Activated T-cells, cvtoplasmic, calcineurin-dependent T (NFATe1) and its accumulation in
the nuclews. WNFATe] activates c-mye, resulting i the indoction of MMPT, B Analvsis of
variows molecules implicated 0 the pon-canonical WNT signaling pathway in tolerant s
svingeneic kidney allografis aceording to microarray (results expressed as fold change: n = 3

per group). O, Analvsis of NFATe] in tolerant (n = 12) vs, svngeneic (n = 5) kidnevs
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according fo quantitative PCR {results expressed as mean +/810 of ihan values) ¥ p=iLis, *=

p <001,

Figure 5 Expression of MMPT in different immunological compartments of anti-class
Il-tolerant rats and grafts from other models of allograft tolerance or rejection in the
sime rat strain combination. A, MMPT transeription m tolerant kidney (n = 12} at = 100
days post transplantation was comparad o0 syngeneic Kidney dayv 100 (n=3). syngenaie spleen
day 100 {n=3), tolerant spleen day 100 {n=3), syngeneic blood day 100 (n=3), tolerant blood
day 100 {n=3). Results are expressed as mean =80 of R p = 001 {Kruskal-
Wallis test). B. MMP7 transcription in svngeneic (n = 5) vs, tolerant (n = 12} kidnevs
compared o syngeneic (n = 3), tolerant {n = 3) or chronically rejected (n = 3) heart allogralis
in the same stram combination (see M&M for details of induction protocols). Results are

expressed as mean 351 of 22207 #%# 5 = (1,001 {Kruskal- Wallis test)

Figure 6. Expression of MMPT protein in tolerant Kidiney allogeafis, Staimng of MMPT m
kidney prafis of syvngeneic (A) and tolerant (B) animals = 100 davs post transplantation using
a three-step indirect immuno-peroxidase technigue (20 and 340 magmfication) and of ()
tolerant allografis by mmmunofluorescence (M40 magnification),  In order to confirm MMPT
expression by the smooth muscle cells, double staming For alpha actin (D) and MMP7 (E) was

performed and images were superimposcd { F).
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Table L. Organization of differcntially expressed genes according to signaling

pathways (A), molecnlar function (B) and biological process ()

Table | A

Number of Number of

up-regulated down-regulated
Signaling Pathway  genes genes
Irflasnrmation
mediated by
chemoking and
cylokine signaling
pathweay 1 74 24
Irtegrin signaling
pathvay ! T4 21
Wt signaking
pattneay 45 25

PLX5F signaling
pathway

ANrogensss

b
&

T cell activation
EGF receptor

signaling patrway | 34 16
Apoplosis signaling
pathway H 31 15
Irtereukin signaling
palkway 31 13

Huntington disease el 1%

Heteratmernic G-
pratein sigraling
pathway -3 alpha
and Gs alpha
mediated patfway
Heterolrimeric G-
protein sigraling
pathway 5q alpka
and Go alpha
mediated pathway

4

Tell receptar
signaling pathway

PI3 kirese pathway 12

BEE W

| Parkinson dsease 21 L}
Ras pathway | 15
Endothelin signaiing
pathway ] 18




Hicotini
acetylcholine
receptor signaling
pathay
Ubiguitne

proteasome pathway

Adrenaline and
noradrenatline
blogynilbwess

14

13

13

Cadherin signaling
pathway

13

SHT2 type receptar
mediated signaling
pathwray

De novo purine
biosyrihesis
Alzheimer disease-

presarilin patinwany

13

12

11

TCA oycle

11
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Table | B

| Number of Humiser of
Molecular function | up-regulated genes ulated genes
Nudisic acid binding 454 255
Receptor T 116
Transariptan fagtar 32 137
Select reguiatony
e kLl 154 158
Defersadmmunity
protein 154
Sigraling molecue 129
Risosomal profein 129
Cytoskeletal protein 126 &1
Miscellanecus
funclion 104 103
Transterase a3 1652
Kingse L & a1
Profein kinase 83
Protease a1 a5
Hydrolese e 158
Acid bindeng
cytoskelatal protein i
Other transcription
factor P
Extraceliular matrx 55
Qther
miscellanecis
funclion protein &5 a7
| Transporter 178
G-protein medulator
Creidoreductase 38
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Discussion

“Implication of Matrix Metalloproteinase 7 and the non-canonical WNT
signaling pathway in a model of kidney allograft tolerance induced by the
administration of anti-donor class Il antibodies”.

Précédemment nous avons montré que chez le rat, la tolérance des allogreffes
rénales CMH-incompatibles peut étre induite par I'administration le jour de la
greffe d’anticorps anti-CMH |l du donneur (Degauque et al., 2006) (Gagne et al.,
2001) (Soulillou et al., 1976). Dans cette étude nous avons exploré quels
mécanismes peuvent étre impliqués dans la phase de maintien de la tolérance
d’allogreffe.

En utilisant des puces a ARN exhaustives, nous avons analysé I'expression des
genes de greffons rénaux tolérés avec les greffons syngénique 100 jours aprées
la transplantation. 5954 génes, différentiellement exprimés (p<0.05), ont été
identifiés et ces génes ont été organisés en fonction de leur fonction moléculaire,
de la voie de signalisation ou processus biologique dans lesquels ils sont
impliqués. Avec cette stratégie, parmi les voies les plus altérées dans ce modele
de tolérance, nous avons identifié la voie de signalisation WNT. Plusieurs génes
appartenant a cette voie ont été significativement surexprimés dans les greffons
tolérés, en particulier la protéine MMP7 (Matrix Metalloproteinase 7) — augmenté
de 40 fois. De plus, dans notre modeéle nous avons identifié suffisamment
d’évidences impliquant que I'expression de MMP7 est réglée par, ainsi nommée,
la voie de signalisation non-classique WNT. En générale, la voie de signalisation

WNT est principalement impliquée dans le développement embryonnaire et la
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voie de signalisation non-classique WNT est responsable des mouvements
cellulaires et de la polarité des tissus (Katoh and Katoh, 2007). Une altération de
la voie WNT est normalement corrélée avec la cancerogenéese (Lee et al., 1995)
(Katoh and Katoh, 2006) (Satoh et al., 2000) (Lipkin and Afrasiabi, 2007). Les
résultats de notre étude peuvent ouvrir un nouveau chapitre de la compréhension
de la voie WNT, parce qu'a ce jour, le WNT a jamais été impliqué dans la
tolérance d’allogreffe.

Outre MMP7, dans les greffons tolérants, nous avons identifié une sur
expression de quelques autres membres de la famille MMP (MMP2, MMP12,
MMP16, MMP19 et MMP23). Ces résultats peuvent élucider d’autres fonctions
des MMP et des études récentes montrent que les MMP peuvent étre avoir un
réle dans le raffinement postnatal, le remodeling et la neoangiogenése (pour la
revue cf (Page-McCaw et al., 2007)).

Pour MMP7 on peut dire qu’il a un double role. L’expression de MMP7 est
corrélée avec les maladies de cancer (Liu et al., 2007) (Vairaktaris et al., 2007)
(Kaneko et al., 2007) (Lynch et al., 2007), mais MMP7 est aussi impliqué dans
les phénomeénes d’'immunité innée (naturel) (Lopez-Boado et al., 2000) et dans
la cicatrisation de blessures (McGuire et al., 2003). En immunologie, MMP7 a sa
propre place et cette enzyme peut réguler la migration cellulaire (Li et al., 2002).
En fait, dans notre modéle les greffons montrent un infiltrat plus important que le
contrble syngénique (Degauque et al., 2006) et MMP7 peut également étre
impliqué dans la régulation des types cellulaires infiltrant le greffon et peut-étre

favoriser l'infiltrat «amical» (Degauque et al., 2006). Traditionnellement, les MMP
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sont considérés comme les enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire.
MMP7 a été décrit comme étant une enzyme avec une grand habilité a dégrader
la protéine proteoglycane Decorine et a libérer le TGF-B1 (Imai et al., 1997).
Cette cytokine est déja connue pour ses capacités immunomodulatoires (Wahl et
al., 1989) et son engagement dans la tolérance en transplantation (Josien et al.,
1998a). Dans notre laboratoire a été montré que I'expression élevée de TGF-31
dans les greffes de cceur, est corrélée avec la prolongation de la survie du
greffon les quelques premiers jours aprés la transplantation (Gagne et al., 2001).
Les expériences avec le protocole «anti-classe |l» mettent en évidence que
I'induction de la tolérance est interrompue aprés I'application des anticorps anti-
TGFB1 (Gagne et al., 2001).

Le fait que dans notre modeéle MMP7 soit exprimé par les cellules musculaires
lisses indique que l'on a un processus de remodelage en cours et que ce
processus appartient aux meécanismes adaptifs (Dridi et al., 2005). A notre
connaissance, une seule étude confirme la corrélation entre le MMP7 et la
tolérance d’allogreffe. Pour les souris MMP7 KO (knock-out) il a été confirmé
gu’elles rejettent la greffe de peau plus t6t que les souris naives probablement
grace a clivage de FasL et TNFa (Herbert et al., les résultas présentées pendant
le « European Congress in Immunology, 2006 »).

Finalement, notre étude montre que I'expression de MMP7 est spécifique du
protocole et de I'organe. Les transcrits MMP7 ont été détectés uniquement dans
les greffons ayant subi le protocole «anti-classe ll» et pas dans le protocole

«anti-CD28» (Vanhove et al., 2003). De la méme fagon, I'expression de MMP7

93



n'est pas détectée dans les greffes de coeur ou la tolérance a été induite par le
LF15-0195, un analogue de la deoxyspergualine (DSG) (Chiffoleau et al., 2002).
Nous avons testé I'expression de MMP7 dans les différents compartiments chez
les rats soumis au protocole «anti-classe ll» et la présence de MMP7 a été
confirmée dans le greffon mais pas dans le sang, dans la rate ou dans les
cellules infiltrant le greffon (GIC — graft infiltrating cells).

Tous les résultats que I'on a obtenus peuvent apporter de nouveaux indices sur
la voie de signalisation non-classique WNT et MMP7 dans la tolérance de greffe
de rein. MMP7 et quelques autres molécules de a voie de signalisation non-
classique WNT peuvent étre utilisées comme les biomarqueurs de la tolérance
dans les échantillons originaires de biopsies.

Enfin, je voudrais dire que cet article est le résultat d’'une collaboration. ASD,
JAC, JMH, AP m’ont aidé a faire les puces a ADN. Certains matériaux utilisés
dans cette étude ont été fournis par mes collegues qui travaillent sur les
différents protocoles d’induction de tolérance ND, DL, EC. Les procédures
microchirurgicales ont été faites par CU et HS et les analyses histopathologiques
par AM. MG, BV, JPS et SB m’ont aidé dans la préparation de ce manuscrit.
Néanmoins, le travaille sur ce projet m’a donné I'opportunité d’appliquer un grand
nombre de techniques de laboratoire et d’agrandir mes connaissances

théoriques et pratiques.
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Conclusions et perspectives

Chez le rat, la tolérance spécifique du donneur a la greffe de rein peut-étre
induite par I'injection d’anticorps dirigés contre le CMH de classe Il du donneur le
jour de la transplantation (Degauque et al., 2006) (Gagne et al., 2001) (Soulillou
et al., 1976). Dans ce projet, nous avons identifié pour la premiere fois quelles
voies de signalisation et quelles molécules sont impliquées dans le maintien de
la tolérance. En utilisant des puces a ADN exhaustives, nous avons comparé les
profils d’expression des génes du greffon entre des reins tolérés et des reins
syngéniques. Nous avons identifié des altérations dans la voie de signalisation
non-classique WNT et la surexpression de MMP7. Plusieurs genes impliqués la
voie de signalisation non-classique WNT, dont MMP7, ont été confirmés par
PCR quantitative. De plus, par l'utilisation de techniques immunohistologiques,
nous avons confirmé I'expression de MMP7 au niveau de la protéine et nous
avons montré que les cellules qui expriment MMP7 dans notre modéle sont les
cellules musculaires lisses. Les aspects futurs de ce projet vont inclure des

expériences in vivo et in vitro.

Les expériences in vivo
Ces expériences incluent deux stratégies:
1) La surexpression de MMP7 par un AAV8 (Adeno-Associated Virus
serotype 8) chez les rats receveurs d’une greffe de rein (sans aucun
traitement supplémentaire). Si avec cette stratégie nous parvenons a

une prolongation de la survie du greffon, cela constituera un indice fort
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pour un role important de MMP7 dans la tolérance de greffe rénale.
Cette expérience nous permettra de confirmer qu'une expression
précoce de MMP7 est nécessaire pour I'induction de la tolérance dans
ce modéle.

2) Les expériences supplémentaires vont inclure des stratégies qui
permettront de « casser » la tolérance induite par le protocole anti-
classe Il. L'activité de MMP7 sera inhibée par des inhibiteurs chimiques

pouvant provoquer le rejet du greffon.

Les expériences in vitro

Les expériences in vitro incluent la stimulation de cellules musculaires
lisses par le sérum «anti-classe Il». Notre but est de vérifier si le sérum
« anti-classe Il » a un effet direct sur les cellules musculaires lisses et sur
'expression de MMP7. Cependant, les résultats obtenus dans les cellules
musculaires lisses chez ’'homme montrent que ce type de cellule exprime
les antigénes de CMH de classe Il dans la vasculitite expérimentale et dans
la maladie athéromateuse (Stemme et al., 1990). La transplantation
constitue une situation non naturelle au cours de laquelle la réponse
immunitaire est provoquée et ou les antigénes de CMH de classe I
peuvent étre exprimés par les cellules musculaires lisses. Il sera
intéressant de tester I'expression du CMH de classe Il sur les cellules
musculaires lisses dans notre modéle et de tester I'effet direct du sérum

anti-classe Il TGF-f ou OX3 (anticorps anti-CMH 1) sur les cellules
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musculaires lisses. La présence du TGF-B a déja été confirmée dans le
modéle de tolérance induite par le sérum anti-classe Il (Gagne et al., 2001).
Cette expérience nous permettra de mieux comprendre l'effet ultime du
TGF-B sur les cellules musculaires lisses. La présence des transcrits de
MMP7 dans les cellules musculaires lisses stimulées sera également

testée.

PSMB - Sous unités du protéasome (prosome, macropain)

Les expériences suivantes seront dirigées vers une compréhension plus
profonde du rdle du protéasome dans notre modéle de tolérance. Les
résultats des puces a ADN montrent une augmentation de I'expression des
trois sous-unités du protéasome (prosome, macropain) PSMB8, PSMB9,

PSMB10.
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Figure 4: Surexpression des PSMB dans la greffe de rein (protocole
anti-classe Il).

Le réle du protéasome a déja été montré dans la transplantation de moelle
osseuse et ce role est souvent corrélé avec les problémes provoqués par la
réaction du greffon contre I'héte (Graft-versus-host disease, GVHD)
(Fowler, 2006). De plus, le réle du protéasome est également impliqué
dans le processus de présentation croisée (Palmowski et al., 2006).
Cependant, il sera intéressant d’aller plus loin et de mieux comprendre le
réle du protéasome dans la tolérance d’allogreffe, comme nos résultats le
suggérent. Afin d’obtenir de nouveaux éléments confirmant le réle des
PSMB dans la tolérance, les expériences suivantes seront réalisées :
Tester 'expression des PSMB dans les différents protocoles d’induction de

la tolérance (LF15-0195 et DST). La cinétique d’expression de PSMB8/9/10
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sera étudiée dans la greffe de cceur. La présence de PSMB sera testée
dans les différents compartiments (le sang, la rate, le thymus) et dans des
situations différentes (greffes syngéniques, rejet chronique, rejet aigu,
tolérance). De plus, I'expression de PSMB8/9/10 sera analysée dans le
panel de lymphocytes activés ou au repos (CD4"CD25*, CD4*CD25", CD8",
cellules B, monocytes). Ces expériences doivent permettre de mieux
comprendre le role des PSMB dans les phases d’induction et de maintien
de la tolérance. En fonction des résultats obtenus pour les expériences in

vitro, des expériences in vivo seront organisées.
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Annexe 1

Transpl Int. 2008 Mar;21(3):199-206. Epub 2007 Dec 5.

Transfer of tolerance to heart and kidney allografts in the
rat model.

Jovanovic V, Lair D, Soulillou JP, Brouard S.

INSERM U643, Institut de transplantation et de recherche en
transplantation, Nantes, France.

Long-term allograft acceptance can be induced in the rat using
a variety of maneuvers. One of the cardinal features of some
models of tolerance is that once the tolerance state has been
established, it can be perpetuated to naive recipients by the
adoptive transfer of donor-specific regulatory cells. Such
adoptive transfer studies have also addressed the capacity of
T-cell subpopulations and non-T cells to transfer tolerance.
However, tolerance cannot be transferred in all models. The
underlying reasons for this are unclear with some studies
pointing towards dose-dependent aspects and timing of
expansion of T regulatory cells following tolerance transfer.
Further exploration of this phenomenon will help us to
understand better the mechanisms upon which allograft
tolerance is based, and will provide new perspectives for further
experimental studies.
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Abstruct

Long-term allograft acceplance can be induced in the rat using a variety of maneuvers.
COme of the cardinal features of some models of wolermmes is that onee the tolernoe state
has been established, 1t can be perpetuated to naive recipients by the adoptive transfer of
donor-specific regulatory cells. Such adopiive transfer studies have also addressed the
capacity of T cell subpopulations and nen-T cells to transfer tolerance. However,
tlerance cannot be wransferred in all models, The underlving reasons for this are unclear
with some studies pomimg lowards dose-dependent aspecis and timing of expansion of T
regulatory cells fellowing tolerance transfer, Further exploration of this phenomenon will
felp us to better understand the mechanisms upon which allografl tolerance 15 based. and

will provide new perspectives for further experimental studies,
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Degpate the introduction of new and polenl immunosuppressive agents and the betler
control  of  acwte  rejection.  transplant  patients  still  require non-specific
immunesippressive therapy that 5 associated with major side effects (drug toxicity,
wfections and malignancies) { 1), Thus, schieving tolerance n the clinie remams a major
objective in tramsplantation. Since the expeniments by Medawar and colleagues m the
19505 (2], tolerance, which is delined as “rthe acceptance of a ransplanted organ withaut
fndefimite Dmmuneduppression”, hias been & major goal in organ transplantation (3, In the
comntext of sehd organ transplants, two tvpes of tolerance can be distinguished: central
and peripheral tolerance. Central tolerance includes central thvmic deletion, which
requires the establishment of a chimeric immune svstem such thal recipient T cells are
educated by recipient (or donor) thymic tissue fo donor antigens (Ags), resulting in the
deletion of potentially allorcactive T cells. Peripheral tolerance can be achieved via a
multitude of mechanisms including anergy (functional inactivity of 1" cells), ignorance
{absence of reactivity to the donor alloantigen), peripheral deletion of alloreactive T cells
v apoptosis and suppression of T cell activity (by T regulatory cells) (4). However, what
actually differentiates central from peripheral toleramce is still unclear. In animal models,
the phenomenon of allograft tolerance 15 classically characterized by donor specificity
(tolerant recipionts aceept a secondary donor-specific allograft but reject third-party
allografi= (5) (6)). as well a5 by the absence of chronic rejection (bazed on the
histological analysis of grafts surviving lomg-term (&) (7)) Finally, in many instances,
once induced, peripheral tolerance can be mamtamed and perpetuated mio nave
revipients by regulatory cells. a phenomenon termed “infectious wlernoe™ (B). Infectious

toderimee implies the ability to tnmsfer (oleronee o unmmanipulated reciplents over
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multiple generations by cell transfer. In the mlectious 1olerance phenomenon, regulatory
properiies of cells from tolerant recipients can be transterred to a naive cell population,
vonverting them inte regulatory cells, Tolerance o a given allamigen s spread to wmher
alloamtigens present on the same targel cells. Originally descnbed m the mouse (8]
miectious tolerance was fst described o the rar by Kupiee-Weglinski's group who
demanstrated that CDM-targeted therapy leads 1o permament acceptance of cardiac
allografiz . presensitized ral recipients, and that donor-specific tolerance can be
transterred by spleen cells m an infectious-type fashion (%) Cwr current knowledge of the
mechanisms that enable the transfer of tolerance 1o an allograft are haged on in vive
experiments in amimal transplamation models, where, once a tolerant state is established,
it can be perpetuaied by the adoptive fransfer of cells 1o secondary naive recipients over

multiple generations,

In this paper, focusing on the rai model, we will review how tolerance transfer may bhe
influenced by the tolerance induction protocols and highlight the different organ

compartments and cell subtypes able to trunster this tolerance state.

We would like to add, that g1 some pomts was necessary o mention the results obtamed
in the mouse model. Experimental work in the mouse model has advantages compared (o
the rat model {(for example, the availability of transgenic and “knockout™ mice). Also,
studies m mice are made casier by a greater svarlability of experimental tools such s

monocional antibodies, However, here we focus on the rat model and will only refer to
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murine models when dota provided in these models provide a better explunation for some

of the phenomena identitied in the rai.

Differential capacity of immune compartments to transfer tolerance

The spleen is the most frequently used compartment o test the adoptive transfer of

wlerance in experimental modals, One of the pioneermg experiments where spleen
allogratis were wsed io induce tolerance and where spleen cells where used io fransfer
tolerance 1o heart allografis was performed by Stepkowski et al. (10) Regardless of the
protocol used for tolerance induction and the tvpe of organ transplanted, in various sirain
combinations splenocyies have been identified as robusi and reliable cells for tolerance
transfer, In the LEW W to LEW, 1A congenic MHC incompatibie rat strain combination
(113, adoptive transfer demonstrated the prosence of potent donor-specific regulatory
cells in splenocyvies. In this model, tolerance induction to an MHC-mismatched heart
allograft (RT1% 1o RT1" con be achieved by treating recipients with a deoxyspergualine
(D5G) amalogue, LE15-0195, for 20 dayvs following transplantation, with the tolerated
grafts showing no signs of chronic rejection (12}, Tolerance is uniformby transferred with
spleen cells from LE15-0195-treated recipionts 100 davs after transplantation. In the same
strain combination. hearl allografl telerance can be induced by donor-specific blood
transfusion (o the recipient, 14 and 7 days belore transplantation and tolerance can be
transferred with $0x10" splenocyles to a secondary rat recipient {135 Fmally, agam in the
LEW. W to LEW. 1A strain combination, tolerance 1o heart allografls can be mduced by

treatment of recipients with ADCTMO0le or AJCD40le and wti-1C0S (14} In the latter
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model. adoplive tramsfer of 30x 1w splenocytes was again sulfcient to mduce sipnifican
prolongation of allograft survival {14} Splenccyies have been shown to transter tolerance
in numerous other models and i different ran st combinations, In the LEW 10 DA
heeart allograft model where reciprents were treated with anti=ral vmphocyie serum and
mitrathvmie imjection of LEW donor antigens, sox10® spleen cells from tolerant DA ras
conferred unresponsiveness {o donor alloantigen (v wve and transferred tolerance 1o
secondary untreated rat recipients (135 In the same stepin combination, but this time
DST induced tolerance, adopiive transfer was achieved using 10tk 10" spleen cells (16)
In the inverse rat strain combination (1A to LEW), treatment of Lewis recipients of a DA
cardiac allograll with a combination of AACTLAd-Ig and anti-ICOS antibody induced
iolerance, which was transferable with 30x10° spleen cells (17), Thus, the spleen provides
an ahundant source of cells able o transfer tolerance, Mevertheless, there are several
medels of tolerance that are not associated with the capacity of splenocytes to transfier

lomg-term graft prolongation to secondary hosts {see below),

In addition to the spleen. other compariments of the imomune svstem {e.gz. lvmph nodes)
have also been reported o contain cells able o tramsfer wlerance, Indeed, in the BA 1o
PVG (Kntade et af) (18) and LEW 10 DA (Katackn 21 al) {16) rd sirain combanabions,
heart allografl tolermmee was shown Lo develop afler one-step DST priming with blood 12
davs before transplantation (18} or splenocytes 7 davs (16) before transplantation. In both
modelz, domor-specitic telerance was successfully tramsferred 10 secondary reciprents
using 100x10" bymph node cells or 100x10° splenoeyies. Contrasting with these dita.

Zhat et al. report that, i the LENF; to LEW model of heart allograft tolerance, only

splenocvies successtolly transferred wlerance (]ﬂﬂ:-alﬂ*‘}. whereas the zame number of
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lymph node cells Taded to do so (19) This difference mov reflect the different methods of

primary folerance induction since Zhai et al exposed the recipient ral to a skin grafi |
week belore hearl transplantation under the cover of 10 imections of anti-CE4 mAbs
from the day of skin grafting to 3 weeks after heart transplantation. Further explanations
of these discordant resulis can be found in a mouse model of heart allotransplaniation.
Lakkis et al showed that in alvmpheplastic (alvaivy mice, which lack Ivmph nodes and
Pever’s patches, rejection of cardiac allografts was considerablv delaved in comparison to
the wild-tvpe and heterozygous (el +) reciprenis, which had mormal secondary bymphond
organs. Splencctomized alyialy mice accepted their cardiac allografts indefinitely (207,
These finmdings indicate that fully vascularized allogeneic organ transplants do mod induce
a productive alloimmune response in the absence of secondary Iymphoid tissue. In the
context of tolerance  transfer, lack of seccondary bymphoid organs alse  abrogates

generation of cells with regulatory capacity, which is crucial for tolerance transfer {20,

e could ask whether primary and secondary lymphoid organs are equally important in
the induction and maintenance of tolerance. Some cxperiments have addressed thie
importance of primary and secondary lymphod organs in tolerance development and
transfer, kitade ot al examimed the effect of thymectomy or splenectomy on grafl survival
am on the generation of Tregs in DS T-treated rats, These authors showed that the thymus
and spleen are required for the generation of Tregs but not for their expansion (18} In
agreement with this observation, Onodera ot al showed that thymectomy provents
mduction but nol mamienance of infectious tolerance in CD4 mAb-treated ral recipients

pre-sensitized with domor skin grafis (21), Chiffolean et al documented conflicting resulis
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o the previously mentioned studies. In their experimental model, where 1olerance wis
induced with the DSG analogue LF15-0195, the thymus was neither required to induce
allografl wlerance mor to mduce and expand regulatory cells in the peniphery capable of
transferring tolerance (12} These results imply that the thymes s cntical for generation
of regulatory T seppressor cells whenever recipients: are pre-challenged with doner
antigens, In such a siluadion. one can hypothesize that recipient T cells are educated y
recipient thymic tisswe 1o donor Ags, resulting i the deletion of potentially alloreactive T

cells,

Regarding the importance of different compartments in tolerance induction, followed by
adoptive transfer, it is imporiant o mention the presence of the grafi itsell. Kataoka ef al
showed that without the presence of a hean allograft, DST alone was ineffective in

generating the regulatory cells capahle of transferring tolerance (16),

Investigations have also been undertaken to determine whether the blood or grafl
infiltrating cells (GIC) have o role in tolerance transfer. The first evidence that blood can
also transfer tolerance came from studies by Bektas ot al (22 Ina LEW. W to LEW.1A
heart grafl model, using two-step DET tolerance induction, these authors showed that Tml
of full blood transfers tolerance. However, in the same strain combination, using the same
protocol, Lair et al showed that peripheral blood moncnuclear cells (PEXMC) are less
efficient in transfernng tolerance than spleen cells. In the latter studvy, adoptive transfer
of 100 10° splenocyies from DET-treated recipients indefinitely prolonged graft survival

in all recipients wherens 20-40- 10° PRMC from the same animals induced long-term
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orall survival m only 30% of secondary recipients (13 ), although higher doses of PRMC

were not tested,

Ancther cell population stwdied or their ability (o transfer tolerance 15 grafl mfilirating
cells (GIC). Fhou et al reponed thar afier oral administration of donor splenocyies,
705107 renal allograft GIC (harvested 5 dayvs after transplantation) could adoptively
transfer tolerance 10 a naive amimal in a BN 10 LEW strain combination (23). Another
indication that GIC are powerlul i translerming tolerance was provided by Rataoka and
colleagues (167 who reported that, in the LEW to DA strain and 60 days after
transplantation and DST indiction {seven dave prior to the heart transplantation), 0, 3-
30x10° GIC iransferred tolerance in 409 of secondary recipients, In the same
experiment, W10 splenocytes from long-term surviving recipients were necessary o
transfer tolerance, suggesting that GIC were 10 to 100 times more effective in
transferring tolerance (163, In discordance with this observation, 5x10° GIC from fwo-
step DST-mnduced heart -allograft tolerance in the LEW.IW o LEW.1A simain

combination could not transter tolerance (24),

Why is irvadiation prior to tolerance transfer important?

In mumerows studies where the capacity of different orpan compartments or T-cell
subpopulations to tramsfer tolerance was tested, sub-lethal whole body trradiation (3 1o &
Giy') of secondary recipients appeared (o be a necessary expenmental step. An explanation

for this lies in u fact that, whenever T-cells participate in wlerance transfer. preservation
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of the homeostesiz of T cell numbers s cribical. The immune syvitem lends 1o maintan its
structure and funciion by establishing dwnamic equilibriums  controlled by multiple
regulatory mechanizms, These mechamzms participate in the homeostatic control of T
cell numbers and population distribution (235) (260, 10 a popolanon of regulatory T cells 1=
mitroduced into a secondary recipient, the T-cells expand 1o reach steady state numbers.
In other words, different sub-populations of Ivmphocyies are in “competition 1o occupy
specific niches™. Trradiation of the secondary récipient prior to cell transter would ensure
thai certam “niches” are empiy and thai there is no competiion for them. In a sifuation
such as this, the regulatory properties of cells from tolerant recipients can he ransferned
to a nave cell population, thus converting them imto regulatory cells without competition

with host cells,

However, in the model deseribed by Degaugue ot al {induction using anti-donor MHC
class I1 serum (6)), an irradiation step was not necessary for suecesstul tolerance transfer,
In this model, T cells alone were not sufficient to transter o state of dommant tolerance,
but required the presence of CDI03" DC which, in concert with T cells from tolerant
recipients, educated naive host T cells (6} without competibion for “specific niches™.
Bektas of al (using two-step DST tolerance mduction) also reported tolerance transfer
through Tull blood without exposing the secondary recipients o mradiation (22).
Tolernmee may thus also function throogh the education of naive host T cells and not

through thewr expansion after irradiation.

14
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Adoptive transfer identifies different T-cell subtyvpes us ke plavers in toleranee
trunsfer

CD4’ T cells are powerfil in transfermng wolerance, Vanous tvpes of cells have been
described to transfer tolerance o nave svngenew hosts when injected a the time of
rransplaniation. The most studied populations are CD47 and CDE" Tecells, Sometimes,
even within the same straim combination, difterent tolerance induction protocols provide
contradictory results as regards the capacity of certain cell sub-populations o transter

tolerimoe.,

In the PVG to DDA sirain combination, following tolerance induction by anti-CDd4 mAD
therapy, 100 duys post transplantation, tolerance to heart transplants can be transferred
with 20x10° CD4" T cells, whereas the same numvber of CDE™ T cells is ineiTective {5) In
the ® A to PV rat strain combination, where heant allografi tolerance develops atter one-
step ST priming with blood 12 days prior to transplantation (18], kitade <t al showed
that CD4" cells are more powerful than CD8" cells in transferring tolerance to a heart
allografi. Similarly. regulatory cells develop after DST-induced acceptance of a LEW
heart transplanted into a 134 rat and Katacka et al identificd CD4 cells that uniformly
transferred tolerance, as regulatory cells, However, m this study, at day 60 the same
number of CDE" cells ¢ 10x10%) showed suppressive aclivity and transferred teleranee in

62% of graofls (16} Hearl tramsplantation performed in the same stroin combination,

where tolerance was mduced usmg DET with splenocyies, agam showed that 10x10° of

CD4 cells Tully transferred tolerance, whereas 10x10° of CDE T-cells transferned

tolerumee with limited capacity (163 Finally, in the Lewis (o DA combination, baoth
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105107 ol €14 or CDE" Tecells ransler wlerance to heart allografis. In this study, and in
general. both CD4' and CDE' pepulations appeared 1o have reguolatory activities.
altheugh the CD4° population plaved the dominant role (273,

Liu et al reported that in thewr model of heart allotransplantation, where tolerance wis
mduced in ACT recipients by multiple transfusions of UV Beirradiated blood from Lewis
heart donors, CDE' T cells from tolerant ACT rafs expressed FOXP and 25x10" of CDE’
T cellz transterred tolerance 1o naive secondary hosis and induced the up=regulation of the
paired immunoglobulin-like recepior (PIR)XB m Lewis dendrific cells and  heard
endothelial cells (EC) (28) Similarly, Zhou et al reported the generation of CDE'
regulatory GIC in a renal allogratt model after oral administration of donor splenocyies in
the BN 1o LEW strain combination and showed that the CDE graft infilieating cells could
adoptively transfer allografl wolerance to a paive recipient (23) Finallv, in a hean
allograft model of AACDHHg-induced tolerance, Guillonneau et al. showed that adoptive
transfer of 2.5<10° CDECIMSRC™ T cells resulted in indefinite allograft survival,
whereas transfer of the same number of CDE CD4SRC™ T cells failed to inhibit early

acute rejection (29,

Suppressive activity: CDCD2S T cells, CIM CD2ZS T cells, or both?
Among the CD4™ T cell populations, particular attention has been paid Lo the CD4C1257
regulatory T cell subset. In a rat mode] of DS T-induced graft survival prolongation {the

RA to PVG ral stram combination), Pirenne and collemgues published a detaled
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description of induced Treg cells (18), They found that both CD4'CD23" (25x10") and
CD4'CD25 T cells (25510 had the ability to teansfer tolerance {18).

Studies performed by owr own group in the LEW. 1TW to LEW. LA combination showed
that 5x10° of CD4' CI23° T cells (of splean and thymus origin from animals treated with
a DSG denvative were highly efficient in transferring tolerance. whereas the same
mumber of CDM'CD2F cells only partislly transferred tolerance (12). In contrast, in the
same steain combimation, when the tolerance was induced by a DST protocol, 1olerance
transter with 30x10° CD25 spleen cells was successiul (13), whereas 4x10° of CD25° T
cells tfrom tolerant animals were unable 1o prolong grafl survival following transfer o a
maivie host, This suggests that, even in the same genetic background and the same strain
combination, different mechanisms operate when different tolerance induction protocols
are applied. These data also show that CI23 may not be a stable marker for regulatory 1
cells in the penphery (300 In support of this conclusion, Cavin et al demonsirated that
during the homeostatic process, CIMUD25° T cells that had divided more than five
times no longer expressed the CD23% marker but remained highly potent in terms of their

SUppressive capacity (317

Om the subject of CIM" cells, interesting results have heen obtamed concerning the
CD4CIMSRET and CD'CD4SRC populations. Kitade e ol shed new light on the
phenotype of Tregs by showing that, i vivo, trunsfer of tolerance was nol associated with
the CI25 marker, Wherzas only 10510 COM'CD4SRC cells adoptively transferred
teleranee, the same number of CD4'CDAARCT cells was unable to do so (18) Ome

conflicting  report with these data comes from Fhai el ol who reported  that
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CDACISRC cells {and not CDG CDEARCT) were hyporesponsive to alloantigen and
able to suppress nomal T cell function in coculiure assavs (190 although nothing was

reported on their (4 wvo properties,

T-cell and non T-cell eooperation in the transfer of tolerance

Reveral studies have provided evidence that hoth T-cells and mon T-cell: are required for
the suecessful transfer of tolerance, In the heart allograft model, where tolerance was
induced using AdCD40Lg, subtraction of the T-cell fraction from splenocytes resulted in
heart allogralt rejection. Moreover, we previously showed that in the LEW.IW o
LEW.1A strain combination. kidney allografi tolerance can be induced using anti-donor
MHC class Il serum. In this model, tolerance was also transferred in an “infections™
manner over several generations using ¥ 10° spleen cells (6), Moreover, splenocyies
depleted of T cells or CINO3" dendritic cells were no longer able to transfer tolerance.
These data indicate that, in this model, transfer of tolerance requires the presence of both
T and non T-cells. In the same strain combination in a model of DS T-induced heart
allograft telerance, Lair et al showed that 20x10" purified blood T cells had no effect in
adoptive transfer (24} In contrast, the adoptive transfer of 20%10° bload non-T cells from
DET-treated recipients induced an indefinite grafl survivel m 4% of secondary
recipients. The models mentioned above, mcluding the different rat strain combinations,
tolerance mduction protocols and cell subbyvpes used to efficiently transfer tolerance, are

oiitlmed m Table 1.
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Immune tolerance mechanisms involved in Treg development

Several studies have shown the contribution of central and peripheral inumune tolerance
mechanisms in the development of Treg capable of trimzfening tolerance. Kataoka <t al
demonstrated that both LEW DET and a LEW heart allograft were necessary 1o generale
regulatory lymphocyies in DA recipients. The adoptive transfer of cells from DA ras

receiving anly LEW DST. it mo heant transplam, did not lead to LEW heart grafi

acceptance m irradiaied naive recipients {163, In the rat model, there is another piece of

evidence showing that continuous presence of alloantigen s a eritical factor in the
development and maintenance of non-responsiveness to donor antigens. Onodera et al
showed that normal LEW rats rejected LBNF1 hearis despite the heants having heen
parked for 100 dayvs in O34 mAb-conditioned LEW haosis. The avthors concluded that
this tolerant state does not result from “graft adaptation,” and regulatory T cells were
exposed to continuous stimulation by the donor antigens. Their results from hoth graft-
free and adoptive transfer studies demonstrate that effective memory for suppression in
the mfectious tolerance pathway depends opon persistent donor-specilic alloantigen
stimulation and wancs about 3 weeks after allograft removal {21).

The thymus and spleen are also thought to be mportant in Treg generation, kitade and
colleagues showed that the thymus and spleen are required for the generation of MSET-
Tregs but not for their expansion. Thymectomy or splenectomy . when performed 4 weeks
before ST, abrogmled hean allograft tolerance . However. the same procedures
performed on the dav of transplantation did not miluence tolerance (1¥). The same
conglusion that thymectomy prévents induction but nol maintenance of regulatory T cells

capahle of tronsfering olerance was also documented in Onodera’s experiments (21).
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Owverall, the results of these studies sugzest that both central wnd penipheral mechamsms

of tolerance are involved in allogealt acceptance and transfer of tolermee.

Timing of Treg cxpansion

Information about the timing of Treg expansion m the spleen and other compartments
(including the grafl itself) comes from Kitade ot al (18} Using the BA rat strain as a heart
doner and the PVG strain az a eecipient in the context of o DST protocol. these authors
showed thot Tregs transferring tolerance are present in the spleen and lymph nodes
toderant rats as soom as day 3 after transplantation. At 2 and 4 weeks post=transplantation,
Treps expanded and were present in all compartments tested: not only i the spleen and
Iymph noedes but alse in the thymus and the geafi fself (18). When comparing the
efficiency of LM 10" spleen cells wnd 100x 10" Tvmph node cells o tramsfer tolerimee 5
amd 14 days after transplamation. they showed that 14 davs post-transplantation, spleen
amd lvmph node cells transterred tolesance in 100% of cases. whereas Treps harvested on
dav 5 tramsferred tolerance in only = 40% of cases, Moreover, a reduced number of
eplencevtes (10 and 23x10%), which failed to transfer tolerance when taken from tolerant
rats a1 day 5, fully transferred tolerance at day 14, Four weeks post ransplamtation, Tregs
were detected in all companments analvzed and transferred tolernce with grem success:
100% for T0-100x10° splenoeytes, 100% for 100x10° lymph node cells, =#5% for
00X10° thymoevies and  =80% for 10x10% grafi infiltrating cells (18), These data
suggest a progressive expansion of regulatory cells during the development phase of
tolerance and their maintenance thereafter. Other data from rat models suppont these

conclusions.  Liver transplontstion from LEW to 34 mts resulis in spontencous
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acceptance. To detect the presence of cells repulating grafll rejection. Katacka et al
performed heant transplantation afier adopiive spleen cell transfer from DA recipients
who spontaneously accepted LEW hepatic grafts (27) LEW cardiac allografis were
rejecied when splencevies were adoplivelv transferred from DA rats bearing LEW hivers
for only 30 days. On the other hand, splenocyies from DA rats beaning LEW livers for
“0lk davs complately transferred tolerance and all LEW cardiac allografts were acceptad.
This resuft again imdicates that time was necessary for the expansion of regulatory cells

able io transfer tolerance (27),

Transfer of tolerance Is dose-dependent

The dosc-dependent aspect of tolerance transfer has been documented in previousiy
mentioned models of spomtancous acceptance of hepatic grafie, Splenocytes (100x10%)
from I3A tolerant recipients (hearing LEW livers for =60 days) transferred tolerance with
1% of suceess compared with a 7% success rate for Sl splenocytes (27) In the
sume strain combination, using different protocols for tolerance mduction, kataoka et al
provided another example that transfer of tolerance is dose-dependent {16} In the LEW
to 1A heart allograft model, tolerance was induced by prining with donor splenocvies 7
duyvs before trunsplantation. In this study, 30-100x10° splenocyies transfermed tolermee 1o
all recipients, but 1x10° and 110® splenocvies wene msufficient o prevent acule

rejection of the cardiac transplant (163,
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Is it possible to extrapolate across models?

Ome of the quesiions arising at this point is wheiher it is possible 1o extrapolate resulis
oltmned m rodents 1o large ammal models, or even more. 1o apply rodent olerance
wduction prodocols o nonhuman  pomate models (NHPs).  Edtablishmg  successTul
protocels in old woerld monkeys, sech as the thesus macague or baboon, would offer the
poessibility of moving towards transplantation tolerance in the clinic. On the whale, nearly
all tolerogenic strategies that are successful in rodents have proven less effective in NHPs
(32), This can be explained by the homogeneity of rodent models - uniform age,
environmental exposure and, most importantly, genetic back ground (32} The advantage
of pertorming expenmental studies in rodents s that many rat and mouse nbred strans
are available, which is nof the case with large animals or monkeys, Moreover, tolerance
transfer is alwave performed in the sume strain combimation, meaning that the cells
respomsible for transferring tolerance, even in the new recipient, face the same antigens

and thus successfully transfer tolerance,

Another huge problem that exists between small animals and WHPs is environmental
exposure to different pathogens and the development of heterologous immunaologic
memory. Memory cells present a clear threat to nn.tigcns. they Tc,ﬁp-um:l \riEn'rﬂmiI}' and
certain situations can exert cross-reaction to alloantigen (33) This may explain failure to
transfer tolerance in some circumstances. Finally, m lorge animalz and NHPs most
tolerance  mduction  protocols mclode  calemeunn mhibitors that may  inbabit the
developmient and activaiion of Treg (34) that have often been wentifed as keyv mediators

of tolerance transler m rodents.
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Oecasionally. some awthors have been able to transfer wolerance with anergic T cells
generated ex vive in rhesus monkeys (35) or have been able to prolong graft suwrvival by
transterring peripheral blood vmphocytes from tolerant recipients in mumialiee swine
(36), Mevertheless, i this review we wanted to focus on tolerance transfer i rat
medelsand for this reason, the results oblaimed i mice, guinea pigs and large animals
have been onlv mentioned brietly,  Owerall, translation of tolerance strategies lrom

amimals to hamans has bacome increasingly difficult (32),

Conclusion

Tregs are present very early afier transplantation in primary and secondary lvmphoad
organs. This was documented in numerous studies where different organ compartments
were used in adoptive transfer experiments, In this way, Tregs can block the initiation of
the alloimmune response and participate in the induction of tolerance, Tolerance transfer
can akso be successfully achieved with graft nfiltratmg cells, suggesting that Tregs can
directly and locally protect the transplanted tissues, Different cell subpopulations have
proven thewr capacity in tolerance transfer. The cesults that are sometimes contradictory,
as mentioned by Pirenne, can be explamed by mechanisms that may depend upon the
strain combination and the species used (18). Finallv. both dose and time components can

be critical factors in the transfer of tolerance.

Future immunosuppressive strategies should include agents enable expansion of Tregs

while preventing mnate and adaptive immuonily mechonisms amd, i (his context,

155



experimems of tolerance transfer may help us 10 betler understand the biology of Tregs.
Clinical observations have shown that transplantation telerance may be lost over time and
Treg presence of absence could be vsed a8 a uselul biomarker i the prognosis of grafi
survival. It will be very imterestng (o make cormelations between Tregs, proven for their
capacily to transfer tolerance, and their possible role in prediction of graft cuicome in

mmercus rai models,
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Table 1

(rverview for the tolerance transfer experiments in rat model

Summary of strain combination, graft type, tolerance mduction protocols and cell

subtvpes used in adoptive transfer experinents
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Tolerance induction | Cell subtype able 1o Long-term
Group Strain combination | Graft iype protocol rransfer tolerance | transfer success
Hall PVG — DA Heart anti-C4 mAb C04° 0 (? 618
Kataoka LEW - DA Heart 08T splean (0-1) CO4' 10d0° i
Kataoka LEW - DA Heart 08T splean (D7) CO8* 100" 508
spontanaous
acceptance of donor
Kataoka LEW = DA Heart liver co4' 10uc? 4R
spontanaLs
acceptance of donor
Kataoka LEW = DA Heart liver £o8’ 100° 4
Kitade RA = PVG Heart DST blood (0-12) Co4* 250° 505
Kitade RA - PVG Haart 08T blood (D-12) CO4°CO0 Bdl? il
| Kitade RA - PVG Heatt DT blood (D-12) CD4°C02% 25ieF 505
Chifioleau LEWAW = [EW14 | Heart LF150195 CD4'C025" 5l 44
0T blood .

Degauque LEWAW = LEW1A | Heart (D14, 0-7) D25 5010° 41
Kitade RA = PVG Heart DST blood (0-12) CO4'CD4ERC 10410° [
D3t

(UVE irradiated bload,
Liu LEW = ACI Heart D-21 D-14.0-7) Co8" 20’ 15
Guillonnogau [ LEWAW = LEW1A | Heart AdCD40-lg CD8'CD45RC™ 2511 0F 44
DST blood _
Lar LEWAW = LEW1A | Heart {0-14,0-7) PBMC non-T cells 20x10° 410
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Annexe 2

Je voudrais préciser ici que ma contribution a I'article suivant s'est située dans la
partie expérimentale (le prélevement des organes, l'extraction des
cellules/purification, [I'extraction d'ARN, la rétro-transcription et la PCR
quantitative. J'ai également participé a l'interprétation des résultats et a I'écriture

du manuscrit.
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Long-term survival is achieved in rat recipients by pre-
grall domsor-speailic blood transhiesion, We character
ized the immume compartments in long-term survivers
and analyzed them lor capacity to transfer foleranoe
aind protect against chronic refestion. Splenooytes and
spleen T cells from treated recplents transfemred long-
term graft survival to 100% of secondary recipients. In
contrast, blood translemed graft survival to only Bo%
of recipients whereas blood T cells had no effect. An
unaltered TCA reperioife, an increase in suppressive
CD4CD25" T cells, & decrease in antidonor T-cell pro-
liferative response and normal perforin-granzyme lev-
els wers Lhe hallmarks of the spleen T cefls. Blood T
cells ware characterized by a strongly altered CDE*
repartoire, normal CO4TCD25 7 T eell pumber with un-
changed antidonor T-cell proliferative response, an ac-
tivated T-cell phenotype and an increase in perforin-
granzyme levels, Howaever, following the transfer of
blocd or spleen cells Into secondsry reciplents, ail
grafts displayed chronie rejection. These findings pro-
vide evidence that distinet compartments play critical
roles In DST redplents. Reguilatory ealls do not ac-
cumadate in bleod, which appears to ba a reservoir
for oytotoxic T oefls, Spleen T cells, which display a
regulatory-like profile and tramsler graft survival, are
not abile to prevent chronic rejection,
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Introduction

A major gqoal N transpliantaton s o acheve B immano-
kil state: of allo-antipen domor-specllc oleance o the
dbmenoe of Chronic immunosuppression (1) Althdough this
s bean achevaed inoa numdsr of animal modals (2-4, 1
vearrnaans difTicull (o reprosiuce in S animals 564 md in
the dlinic (7,80 Howeyer, understanding the precise callida
ared riidecuar meclhanisms of induction and mainsanoe:
of Immaurne toderance to albogras in adull organismes s of
perameamt, anportapcn for the cane nplion of clinical pro-
1ok, 11 & now Ko that, in sadition to clonal amsdgy,
active suppression may largely contribute to graft suneival
[, Thus, COATCOET T oals wilh raguatory aclivitias
e meoest extansivaly stidied population to date hess Been
shownto {;EI:.' allllrl|ﬂ'|.£|"{ r{-;ura‘mry role in serveral animal
miclet of autoimmidne: deesses (T and warsplantation
[17) CO4TE02ET T calls with regulatony actviies o wio
herye s Bean Fownd G0 b prasard in decraisad numbars
In the penipheral Diosd of patlents suffering froom Chionic
rajaction (12-14) Neverthelss, although sawarsd shudies
lenver dlafined the cedular mechanisms by which requilation
may develop (8,17,12,16-17), Tew studies hove analyzed
thair anstomic comparmantal distritation and wihasa
‘toleripation’ phaenormesnnn ks place 016,149

T el Ticioncy of donor-spacofic oo Ernsfeson toindecs
todarance Is well recognized (820,21}, and several stud-
i have shown tha key rola of CO4YCDET i this modal
12,4799, 22), We wsed this modal o characiedize the di
faranl mmane compariments of koog-term afiograft sue
whve s and Lo analyes Lho capacity of thvese ox whpar s
1o transler tiderance andion to protect against chronio re
Jection. Wa raport strongly contrasting propertias between
Sl grafl and Dlood cells, sugdgesting hat wheraeas the
splesn may e a resensor for ragulatory T oels, the clon
4|I:f|:x||:|r||h'sc.ll'|||:-c:-cl COE T ool e ||||Iq,~1||!i:ﬂ-,-|,::|llmmcu' I
cills These data strongly Suggest thsd athough Do iy
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e el for the identificaton of nesw disgnostic tests for
tlerance, it may not be mfomnatie for the (dentdication
of nesw e of molsukes involved in the mechanismes
of Lokerarnce Dhat form e Basis for novel therapeutic ap-
pmaches,
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Iiid i rgigedin. IM] and clired 103 frsd voboame of 100 @l

TR rapertois analysis

Cumpamentaty depermining ragon 1 eegth dism danicn (COR3-L08 akar-
abon wee mayred using Fmmunoscope® oftwars [M). Glotel CORILE
aberaticrm were messursd aoprding to Sorochoy e el (25) The pofies
obtmsve Fom 11 v iy weng o3ed i oonirols, VHPRT meesoipiret s
wers measuned b reakome . FUA (281 Dacs were depliged o 2 bisimen-
enl Tapiiesy or s nckmenicnal TrLard scaps™ |21, 260 e thexana
i phs e 11 W famies, thee s Bhons® e Wb FinasipHPRT van
scnpiTatos end the yomm g te ) possbks CORS ot pec Wi e
Prercpebages ol absrhbons wertn fepisnerlal s 0 ook code, mnging from
deep bk fralies - 305 2 dark reed P05 in e isgraied vk spes
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{27,751 Marlar® 5 3 sofvamsne (T Masitiors inz, Matck, Morind) was
(et (o compobe And depley The data

Cytokime franscrigt analtyss

Tramearist mnsbme wan pesformesd umng Tesltme ouantiseve. POR for
SPRLCP, IL-2 IFMay 1L, TR 0090 and THF- & condtant amaist
of cOMA e wersplfied in 25 pl af W0 =vBF® Guan FCR Caa Rmagant
A pple) Bloayeiems, Fosber ity Ca) Smphficeboms we s performesd man
BB Prigim Ta00-Parkin Elred Ssopieics Dekection Sysmim Pk in-Eimer
Rppbad Biarminme, Foser Sty CAJ gz ddncnbed atiahere [ The o
act CEOMA copy manber wes ded ol Fom e compriaon of meas e
Sy EoantE vl e St dad Gave and sTandatdized aqens i el o
HPRT TenaTipn. Frimer secunosT e s vbin ipom MqUesL

FRmil WWE GApnicsid & i Arsampl rata aof cpmbing . HPRT
FAME capy mdmbey, Perfonn.] andgranzme guanification yees performed
ki lbekd Taqkle® Gena Exprecsion Assays iranrere B essy 10
FRO0BZ1 762,01 and perfonin-1. FROEEM00E 1, Asplid Booytmoems)

Statistioal

Oifferent sfatsties] arprmsches were used 1 compare the CORLLD aker
ations i b Hood, spieen and graft of [ET beabed recpienis, nakve s
Al FREring dhel Rt A B e wh T ] SRS TR v L
0 more sxsly vousics the glonat difersnces benween the groges The
FirskpkWakn st baowe? by s [onn's poas hoc bl vass peciore) B0
CONPE eIt Baah Ted O TG QIeAfil [ESpacTely Shes
cichl 3ARGARCE was conmeidened Tor b = (08, Graft suiviesl wie anafysed
g i Wapbetln ke met o, pambons s comsdme s sgaica
i 000, Tha ki i ~\Wh ey DesE vais peifioryed & Lo par ranscript
actormulation, pusless were cansidered sionfioar when <006 Analsss
wide peatieiming ek i STATRRAPHICS PLUSE 1 sl tvaed Fockeilp,
Marylane Mafugrie ine.

Results

Husinerous regorts e shown thal reguitatory | cels dir-
farantate mpsdly in the spsean, graflt (19 ard lymph noda
1719, 24 il s otransplantstion and in kong-daenm mecipients
(=100 days) (30} Tolhawing varous mansvers alimed atin-
chucing lederance. The regulaiony. mechanisms desoribed
e absi Besn reported o be depandant on the strain oom-
banations wsed (20031,32). In this study. we investigated
e possibifty of kentilying the rogulatory Tooll popuka
o in Lhe different compartrments from DS T irestad recp-
tents through o combined investigation of tha Toell TCR
W reperiore, phenotype and fdnction.

Coinpartinentalization of TCR usage in the Wood and
splean of DST-treated reciplents

At dary 100 postransplantstion, the splesn, blood and graft
TCR VB repeoires of D5 Trested recipients were com-
pared ko those of nalve and untranslused LEW 14 contred
rats Lhist hadd pgjected o LEW TW haart grsft 100 demyes -
wiowsly 6.4 £ 1.7 deys alter trensplantation, refermed to as
rajacting redplents in the moanuscrpt)

The splessns of D5Ttrasted reciplents dispéayed & rowghty
Goussdan TER roperfioig osage (146 + 345 alaration}
With [owy VRHPRT ratios (135 = 10.6) (Fiogure TAL T hese

Asvterican Jowns of Trangplantaron 2007, T: 1-12
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atiams were not statisbically different fomm those of natee
rats (1.3 £ 1.5% alleration with low VRHPRT ratios) (data
it b, Whe heine recen by desoribed Ut both COEET
angd S5~ requilatory T cells can be Tound 100 days alter
tramsplantation an this modal, and that CEZ5™ T oalls dis
Pt i e e ive pelivily aea abile Lo prokeag grafl
survival ina donor-anrtgen-specfic manmer whan trans
Tewmed] 1o & Sesoomdary, untristed host meﬂ:mq:m et al,
sulsmitied]. We thus studied the T-call repertoire of pari-
Tiad COES™ and G5 T ceks. Both splesn CDEHT and
CDZE™ T ol frome DS TEreatod] rocipient s and faive nsis
exhitded a Gawssion CORILD usage [Figure 18}

T graft from DS T-treated recipients displayed & slightly
attered TCR repertore usage (21,2 4 4 5% alteration) with
vy e VRHPRT rtios (1 4+ 7.2), prodity due to e ke
mumber of infiftrating T cells Wwithin tha gradt [Figuere 24}

In comtrast, blood T cells from DST-rested recipents dis
played a highly altered CORS LD profile (27.8 + 8% alter
aticn; Figure 30) comgarad bo namve rats [dara mol showng
and tooregecting reciplents (15.2 £ 3% (Figure 38), with
tagh WREHPRT et {355 4 257, Such a profile dapicled
a highty resarscied repeoire and dorsl seliection. To bet
tar charactarizs the subpopulation that had an oligockaal
rapartora, bood CO4Y and COBT T ells wars isokted
fromn DS T-reated recipients and analyzed separataly. Blood
COAT T ol displavyad an assemtEaly osting repetoia (-
e 30 14 6 4 3.2 % alteration  with most Clonal Sk lions
concarning blood CO8Y T cels (Figure 30 229 + 7% al-
taration) [Figurs 35 p < (106]

To analyze the presence of the same Vi clones in differ
el animaks Bt atsc in the diféren compartments within
the samsa racigient, the graft, blood and spleen wera tEken
Trean foue rals 00 dies afler transpantation (Figera 28],
Wil teave presdicusty shawn that, i similar straln comib:
nation. the mduction of tleranca followding DIST 15 assocl-
ated with a puldic VBTEIR 2 T monocleaal expansion within
the graft infikrating CO8* T calls (33, Here, day 100 post-
Trarsptantation. this particulae clong was only obesensad in
i Bboses] of o of the fouranisats and was only olseeed
bl of the graft of the recipismts. CORS kagths of stared
VI Tarnilis (VRS G, 8.2, 17 and T4 ickntifliad in the ood
were next compared between DST-treatad recipents. As
shorvn in Figura 4, although racament blocd YR and CORT
=ngth afterations wers found [ the D5 Hrested recipients,
w3 publie siterstion was reprodecibly Folmd in a8 the anl-
miaks Gk,

Fanaikby, tha bon-and-whiskar plot rmethod was usad toglob-
ally compara thee TR Y repartaine of the blood T cedls
purified from DS5Ttrested reoplents, nese animats and ra-
jlb\‘_“lilbg MI||I|.':I1I5:. This meethod & I'll]lprll Fon: U hEl:ll.‘ﬂllhg
of larqe data sets The datain Figure & confimthet the TCR
W[ rapartores inthe Bood T oslls of DS T-reated meciplents
svntn gl mone altared Uhan thosoe of ool of Tajecling
racipients [p < G01),
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Figure 1z TCR repert oire in different spleon coll subsets of DET-treatod recipients. [A) TCR reportoine snatysis in spleers n=4)
of D5Tbrasted reciplents {left-hand panal: Telardscapes: right:herd panal: TopWiews). The parcentsges ndicate the gobal varistion of
CORELD comparad to nave animals favemga of 11 CORLLD naive profles) Crcles indcate recumant W famikes. B8] TCR repartors
anatyse of Tcells. COZE T celis and CD25 T celis from the spleens of DET trested recipients ard naive rats {n= 3}

Altogether, thess data showed that DS T4reated recipients
tizplayed a heghly alterad and hatarogenaeows blood COEY
TCR repanora but & Gaussian spiean TCR repamarg 2ug-
geetmg a compartmentalization of TCR repertoire usage.
These data aso showed that traraplantation petomed in
nbred rat strains 4 ffering onty in their WHC led to prvate
TCR repartoirs usags

Cillarantial eapacity of splean, graft and bioad T and
non-T calls fo transfer long-temn survlval

Without amy trestrment, B80% of subimadiated untreated
LEWCTA reciplants rejectad thar qrafs (Figura B Adap
tree transfer of 100 » 108 splenocytes from DETireated
redpients indefinibely prolonged graft sunivad i all suber-
radiated untraated LEW A reciplents [Figure 6). Identics
results were obtained when punfied spleen T cells (30 «
1P, n=6) from DS Toraated recipents wara transfemed
to secondary rediplants (Figure ). I contrast, 2040 «
1P PERAC from DS T4reated recpients induced longtarm

4

graft survival m only 50% of secondary recipiants (Figure
&) Purified tlood Toellz (20 =« 107, 1 =4) hsd nooffact Fig-
ura Bl In contrast. the sdoptive transfar of 20« T6F Bood
nan-Toabks [n="10 from 06 T4reatad recpeents mduced an
indefinibe graft survival in 408 of secondary subaTadiated
LEW. 1A recipients. The adoptiva transfer of & « 108 graft,
infiltrating oels in = 2) from DETreatsd racipients dd not
transfer long termn graft survival to secondary subamadmted
LEW A recipeents (dain aal shmrm

As a control, transfer of 100 « 10F sphenooytes. 40 < 10°F
punfied splaen T calis and 201 10° Hood non-T oeds from
refecting redpents (n = 3 or nave LEW1A rats [n = 3]
had no significant efect (124 1 days and 13.& I days, re
spactively) on grart survival prolongation. Altogathar, thesa
data showed that longterm graft survival may be induced
in 100% of subiradated secondary graft recipiants by
splenooytas and sploon T calkz and in S0%. of anirmals by
P ERAC from D Tireated recipients only. Blood T cels had

Araricen Jourrsiof Tanspianiaion 2007, 7. 1=12
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Hgure #: TCR reportore analysk of the graft infilirating cells and blood of tha sama DST-reated reciplents. (8) TCR rapactore
arakysis of the graft mfirating cals of DET rasted recipients [0 = 2; lefthand panel Tolsndscapes; night-hard panel TopWiews) The
percentages indicate the globd variation of CORI-LD compered to nave aumeals favecage of 11 CORI-LD rams proflea) (B) Recunent
B and CORT lengih distrisutrors within the Blood and graft from same D5T treated redpents (n = d)

ne affect. suggesting that the blood T celis with an oligo-
clonal repertore were not sefedied requlatory T calls.

The long-term surviving grafts of secondary
recipients display signs of chronie rejection

D5Tis known boresult n a compled state where histolog-
cal lesiong of chionic grafl regection coset with macha.
nisms controding acute host antsdonor immune responses
(34] Thuz the pessible cocurrence of chronic graft re-
JEcnon lasions was also anahzed inthe secondary recip.
enks that survived 100 days after splenocyte or FERAC call
transfar from DEToreated recipients Fequre T) Al long-
term suwiving grafts from sacondary recipeents that had
recened blood or spleen celis displayed histological lesions
of chronic regection (Figure TA ard B) with inflammatory
vasouiitis and mberstitial fibross [Figure 70)

Spileen T calls fram DST-treated recipients pralifarate
poorly against donor-antigen calls whereas blood T
celis profiferate simifarly o naive T cells.

In the DETireatsd recipiants, requlatory T calls differe .
tated m different compartments, a5 assessed by their

Arrarican Sourns of Transpddatatian 2007, 7-1-12

vanows capacities to transfer longtern swrvival to Sec-
ondary reopeents To investigate the reguistory mecha
nisms Laking placs, wa comparad tha allafaactive responsa
of T cefls from DETareated recipients taking into aocount
their ongin (okeod of spleen] When cultured against donor
APC, punfied spéean T cells from DST4rested recipiants
prolifersned significantly less (p < 005 than those from
narva rats (Figura 841 In contrast, no difference was ob-
Served when punified Bleod T colls froam DS Taneated recp-
1arts of naive L EW. 18 rats ware oultured with nava dongr
APC (Figure )

DET-treated recipients displayed increased numbers
of spleen CO4*CO254 T cells and normal nurmbers of
blood ED4 CD25¢ Teells

A increass in the percentage of requatory CO4TCOZES
T cabs hes been cescribed in vanous bolsrance-re ated
models (2). We paformed an erhaustve cell phenotype
snalyss in the spleen and blood of DS Treated reciphants
compared o naive and rejecting recpients [Figure 86, A
sqnificent increaga in COAYVORIE® T calls was obdarved
I the splaan of DETineated reciplants (108 & 2 F%) a2

&
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Fligura 32 TCR rapert olre in the PERAC of DET-troated rechpdonts and refecting rociplonts and i €04 and COBF T cells of DET.
treated rociplomis, (4] TCR repatoire anakeis in the blood of D5T trasted reciplants i = & baft-hand parel Tolandscapses; right hand
parel: Tophiows), The parcentages indeate the Qlebal varlation of CORIAD comparad to naiva animals @verags of 11 CORZLD nave
profies). Crcles indicata recurant Vi families (B) TOR repart oire anatysis o the blood TopWiess) of rejecting recipients (n= &) [C) C04*
In = djand ([ CCEY jn = 5] Tcal TCR repartoira anabysis Tophsaws intha blood of DST treatad recipents. The pecentages ndcate the
glotal varation of CORA-LD compared to rane animals (awemge of 11 CORILO nase profiles) ) Pencentags of staraton n COE* and

CO* T cellsm tha blogd of QST traated recipisnts

comparad to nave rats (33 £ 03% p < 005 and re
Jeetng redipients (5.5 & 36T In conlrysl, no such Jd4-
Tarence was obserdad n the blood of DETiraatad reaps-
ents where if anything, there was a tendency boward de
crowsad COAYCRAE Toallnumbars B £ 1% vE 61 &
1.2% innaverats and 105 £ 3 3% in rejecting recipients
[Figure BE), Mo dfference was obsensed for amy of the
cher makers bested (5o Materials and Mathods) in the
spleen or the Hood from the diferem groups {dets not
shovad) .

CO4t CO25Y sploen T calis from DST-treated
racipiients axhitil inhibitory properties similar io
Cogt ep2st splaan T ealls from nafve animals,
Because D5 Tireated recpients exhibit an increased par-
cantage of CDA*CD25* spleen T calls wa assessed
wihathar thair abdlity 16 mhibit prolferation of nave COZ5-
T cells was akzo increased, Profiferation of nawve CO25-

T cebs against LEW TW APCs was tested with of with-
out CRACOZEY splash T cells from sther DET4rssled
recipients of nawe rats, CO4YCOZET splean T cels from
both DS Treated recpeents and nawerats significanthy and
dosg-dapen dently infebitad the alorsactive respinss of
naive CL25- T calls in the coculture system (Figure BC)
Thus. DET4reated recipients exhibitad an increased num-
bar of COTCOZ5 spleen requlatony T cofis wih intact
suppressive function on 2 cel per cel bags

The toad T colls af DET-treated recipdents dispday an
activalod plenotype

Tha Cg, IL-2 IFN«, ILA0, IL13 TEF-A1 and THF-a tran-
seriph |ewels ware compared in the splesn (n = 3 blood
{n="5)and graftin = 4) of D5 Ttraated racipients (Fiqura 94|
using quarditatwe RTPCR The blood of DS T-treated racip-
lents showed consstently higharlevels of R, L-2. FNy,
IL18, IL1E TGF-A1 and THF o otoknes than splenccytes

Araricen Jourrsiof Tanspianiaion 2007, 7. 1=12
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Flgime 4: Rlecurrent Vi and CDR3 length aterations in the blood of BST-reated reciplents,

and grafts. although statistical significence wes reached
ity Foor [FPp = 0,05 [Figure 94). This suggests an ac-
tive phenotype of bood cells rom DS Trested reciplents.
Roremear lowy ransorpl levals of parforn and grankyrs:
e Obsereed in e spleen and Lhe grall om DS - reatsd
racipents 100 days aftarrensplantaton whareos the blood
Aaccurmylated significantly highae leests of Cylotoxe ran:
soripts {p = 0005, Flgure 24 ard B),

Alngeihen these data showed that splesn T calis in D51
traatad reciplents were charoctanzed by a Gaussion TCR
VA ruperiong, weere hypesisponsieg 1o dooos ARG, dis
Payed suppresshea activity i Wirc-and wers ablke o rans-
far kng-tanm surywal Lo saoondary recipients. In contrast
banod T oedls desplayed a bighly cigoclonal Teedl repentoins,
retaied thelr akoreactivity both o wiveand in o, had
i nL1Im[4:el1T‘ll:;!||xl|::ﬂ)u‘l’nfln F Ay | |'sf'||::|1|.l.1”'¢
and were unabiks to ransfar Dng-term sundyval

Discussion

Tolarncs; in transplantation Is assecialed with indctiva.
won of the reciplent’s mmune responss o donor antl-
N, il ||_‘:1.,ﬁir|ihg oo il rs pon st 1o of s un
pedatend antigens (353, In henans, the beieficil effect of
DST on sdograft surehal wis recognized sawveml decades

Asvterican Jowns of Trangplantaron 2007, T: 1-12

ago (8.20.21) and ST has bacome a classcal modal 1o
inefce Wderance of foag-term grafl scceplance in botl
experimental fodent modets and hiomans (36-35), Never
ihalass, e mmuanckgionl mischanismesof tha "D5T of.
fert e only poolly understond. @though § & char thal
leukocyte-dapletad blood transfisions are ineffective (30),
Ther gl urnder hing Lss benaficial affocts of DST
may Include clonal defation (0], anergy (15). gendsretion of
Suppresshreguitory ool (2.0, 3T regutation of cyloking
praduction (34,4742, mécrochinrertm (13445 o acomibi-
nation theraof (32), Tha presence of donorcommitad oy
Tesbeanc: T Iyeripbocyt e it ation in allografs corby aftes OST
does not fevor a major role for clonal detetion of aloreac
trve orlls [4,41,45-47), Moreowsr, once establshed, DST-
inciuiced Roderance can L perpetimted by sdoplhe rans
far of requilatory calls Inko secondany nake recipiants. {2 4).
Thhiss paneiyomacene, winich is ke Lo W eolucicon” of the
neattve recipiend S e cedls ancd can e Tansfemed over
multipks geremtions to secondary recipiants (2.4}, s m-
Terred to gs nfectious tolerance” (48-50) and Fnplicates

ha prasence and rok of reguistonysuppressive calls,

IMere B now & large body of evidence showing that,
whiraes COE™ T cals may plry o mola {17.50-53), G4
T el e 11wz m.u}l,l |r.|guh1[{;l')l 1 |1;|uh|ti|m ivedvad m s
DAT affact (2.4.22). Mavarthetess, thar mode of sction,
thair compatmemtalzaiicn and the axtant o wihich Thay

7
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Flgure b: Sywmthetic represant ation
of tha pamantages of Vi family al-
torations o the bloed T calls ol
DETA roatad reciplants, nak e raclp-
Tame and reecting recipionis rop-
resmentad per individaal by the box-
and-whiskar plot et bed. Tha mea-
dhar of Lhe dals 15 reprasarbed by &
wetical line The Dwo whiskens rep-
reaant the lowar and the uppss quar

% of Alteration

efficssntly inhitet, effaciors o cytotomc cells, thereby pre-
ventmg chrone: rejection, remains cbscurs (34.54], More-
ol & has bean sheowsr: that sorme genes found in
the blocd of renal trarsplant patsents may servea sbiomark-
&rs and may not ba found m the graft (55

The prasence of requiatory oslls in the diffecent im-
mune compartmests of DSTireated recpients was re
ported by severd studies showing that tolerance can
b tranafemad with splenooytes, lymph nedes, grall in-
fitrating cells of even blood (4,22 56-55). In this study,
wa Showed that both splesn cols and penpherdl Bood
menoruckedt calls from DET-reiled recipients wara able
to transfer longLerm graft sunewal bo 100% and 509 of
n&va host reciplents, respactivaly. Wa also showad that
e natu e of Lhia reguiatony calls difers batvweon the two

ties Foilz beyord the whisken d=
considersd a5 autlieds (zquarss) The
mean iz indicabed by a oo

compartments, Whersas T cells punfied from the splean
werg able to transfer longerm surival, punfied bood
T cadls failed te do =0 and darmn graft suneval was
raached only after transfer of Blogd non-T callz. Moreover,
T cells varied in thair phenotypss and functional characder-
istics batwoaen thesa bwo compartments: blocd T cells had
an activated phenotyes with iIncressed paformigranzymea
transaript levels and a presenvad prodferstve response to
domor antigens. These celis also exhibited & highty altered
TCR repantoira, whch 5 neither ralated Lo the DST prim-
ing (dsfa not shown) nor consecutive to pranous acuwe
rajection epezodes. T calls from sphlenocytes, on tha other
fand, displayed an increased propomion of COATCDIET
T cells with suppressie propertiss i wiro, a decreased
profiferative responsg to donor antigen and 2n unalored
TCR regartcrs

100 w
gantral
—— spleencells
—— splean T caliz
E » O FEEC
i 5 { @ HBoodTooll
: - B S L a -|E) - Boad Hon.T cells
L]
a .. 1 1 1
i} 25 &0 2] 100

Diays

Figira Bt Gralt sunvival allercell tranelens into nakes socomdary LEW.TW recipienls, 5oleen fotd dnd purfisd T)cells, Blocd otal
purified T and non Thcls from DST treat ad recipients T00 days sfvar trans plantation wes transfered t o secordary imadisted rat reciprerts:
Az g conticl, barsfer of 100 x W00 splerogytes of 40 « 0P purfied spleen T cdlls from rejecting recpsents (0 = 5 or e LEW LR rats
fom 1) e o sgrifeant effect (12 £ 7. 13 & 2 days, pespctively) on gl sumvivel pedongation
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Figure 7: Histological analysis of gralts From secon dary ol recipients sfier spleen coll transfer (&) and PEMC transter {B) trom
DETtremted rechpients (€} Tha tabde shows Banff scores for mononuclear cell interstitial inflammation. interstioal Mbross, vazculbs,
wascudar ramowng and percentage of pathalogca srfelial sectiors per Feart

Although the contributson of requlatony T cels tothetrans:
fer and mantenance of 1ongLenm qraft 3Eoeplance i tha
el s | astablished (4,60), the manndr 0 whech reg.
ulatory T cells control. sffector mechanisms and the da-
greetowhich they protect against (o conbrnibute to) chrore

regection is unclear. We showed that splesn T osds, which
displayad 8 regulatengika profile and ranafarmad long-Lamm
graft survival to secondary redplants, wars unabla Lo pra
wenl the onset of chrome regection. Sewveral other stud-
leg hawe shown that histological signs of chronic rejection
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and blood of naree LEW. 14 rats, D5Tbested recipients and urtrested recipients recovered on day 100 post tarsplantation Results
ate rapfesertative of four indeperdent sépaiments and bars reprasent mesn £ SERM Statisticd sgnificance was sstessed using the
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davetop In apprantly tokeanl anbmats, inomaodels of boh
esrt (14,42} and Kidoey {6T) transplantation, whensas
chronic reaction was absant in synganaic grafts (34). In
fhia prasant study, both D5 Tinducad Woleant rocipians and
seC ey reciplants displayed savare signs of chrom ra-
Jaction. This observation sugoests thot the potentially reg-
ulistony T oalls are nob suiicient o protect the graft from
chronic regacton. Howavar, wa canmt exdade the possi-
Bility that raguistory T calls abila Lo inhilil ocute fpection
{as showm by the effect of DST ksl or by the trensfar
of cels from DS Ttreated reciplents) can alse contribute to
chronic rejection. ldaead, WHerance his bes S Lo e
an 'Bcthve’ phancmenon associated with cytotoxic cells di-
ractes] agaies donon oolls (B2) and has ako beon showm
o desslop i the comest af @ Thi? polarizstion, wihich s
itsalf baan associoted with the desalopmant of chromic m-
pcticn Wrsions i Tunclioing grafts [34,42) nour madel,
no T Th deviation was obsenved n BET-treated recipl
ol Wi Alggpesting Lhist e proteeidizlly Tq:__pmry T cazlis
are probably incapabile of protecting the gealt from clronic
rajection followding DST nduction

Altogethar, we showed that DST restment results in the
differentiotion of reguiatony calls in splesn Toalisand in the
noie 1 call compartment inthe biood, since blood T oels ded
not trasier gradt sureival profongation to secondary recip-
Beenibs Thizs it sogogest Dl Blood & nob & resenaol fo
reulatory 1 cells and thel the selactesd donal expansions
weithin tha TOR VP repartore [particularty COB T cels) rap-
resant potentioly cytotoxic T cefls rather than regulstory
T calts.

Interesingly, the VATS conetype previowsly found i
the grafts of D57 meipienls o ealy as doy 5

P Aranesplantation (13 was Found B U gl and blood
of 20 and 18 DEFrestad recipients at day 1000 post -
transplantation n this study. Howaver, these dato do not
contrihct thoss from o pravious staclies (373 sncs in e
prendous stilies only grafts were aralyzed and the analy:
s wiard perfomed dunng the indection phasa of toler
ance al day & post-iransplantation, The present anayis
wits performed at day 100 post-ransplantation, that i, dor-
g e mainanancs phase of tolsancoe. Thia Mt that G
e processes (Induction and mentenance] may resall in
diffarant pattems |s ikety dua to tha different machansm
ok, ol instance dissct o Indrect pathwiys How
ever, one must kaep in mind et Lhe reclpens displped
cMisgEnt Al mdlivalus TCR II;[’:I:I":II.!'I'I:’E& r.lr:s.plm bel'lg in
el s iulLiphs qenerations and despite e donars amd
racipants diffenng onky in MHC closs | and || moleculks,
Ther affecl of ermarommental fctoes on this phancmiessn
rermains quaestionable sinca all donos and recipiants wens
confined i FOPS pmllogr.:ll fieses coneliticm=, The a1 thst
11 béases remained mainly private suggests that a sim-
dar detarminant con ba racognized by defferent 1ypas of
chonas wwhich haves Baen sebecbsl o Wmg, This & n
sistert with several lines of data showing thet a veraty of
paptkiss con mtarmct with the sama TCR, and that &fferant
TCHS can interact with the same peptide [G3-65) These
data a0 suggest that the blsod, the maln compartmesnt an-
alyid in thix cling o e Sosrch Tor new biomearkers, mig
provdde @ poor reEesentation of e e mmusclogics
machsnesms imobar in tslemno nduction @acd manie-
nance As sugdested in previous stidies, the presence of
certain bic-markers identfied &5 ‘potental todkrence mark-
ers’ may akn b a consequence of activation status [G6)
amt may even be specific o the compartment . studist
{55]. Finally, thasa data guastion the partinenca ol stisdying
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tolerance mechankms in rodent modes as e means. o
Hantily naw mokcutes n the blood and o apply tham to
he cling,
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Analyse des mécanismes de la tolérance a l'allogreffe de rein chez le rat
suite a 'administration de sérum anti-CMH de classe n du donneur

RESUME

Chez le rat, la tolérance des allogrcffes rénales CMH-incompatibles peut
étre induite par 1'administration le jour de la greffe d'anticorps anti-CMH II
du donneur. Au cours de ce travail, nous avons étudié les mécanismes
impliqués dans la phase de maintien de cette tolérance, grace a l'analyse par
microarray des profils d'expression des genes de greffons rénaux tolérés de
longue date. La comparaison des pattems d'expression entre les greffons
tolérés et les greffons syngéniques a permis de réveler 5954 genes
différentiellement exprimés (p<0.05). Une analyse plus approfondie de ce
panel de génes a montré un role clé de la voie de signalisation WNT, I'une
des voies principales impliquées dans la régulation cellulaire, et qui, jusqu'a
présent, n'avait pas €été décrite comme impliquée dans le cadre de la
transplantation. Plusieurs geénes appartenant a cette voie ont été
significativement surexprimés dans les greffons tolérés, en particulier la
protéine MMP7 (Matrix Metalloproteinase 7). L'analyse de plusieurs autres
molécules relatives a cette voie a pu montrer que la surexpression de
MMP7 ¢était la conséquence d'une activation de la voie de signalisation
non-classique WNT. L'expression de MMP7 ¢était restreinte aux cellules
musculaires lisses des vaisseaux (SMC). En effet, MMP7 n'a pas éte
détect¢ ni dans d'autres modeles de tolérance de greffons rénaux ou
cardiaques, ni dans les modeles de rejet chronique obtenus dans les mémes
souches de rats. Déterminer les mécanismes de tolérance par lesquels
MMP7 contribue au maintien de la tolérance pourrait permettre le
développement de nouvelles stratégies visant a améliorer la tolérance du
greffon a long terme.

Mots clés: transplantation, tolérance, allogreffé. rein, coeur, rat. MMP7,
WNT
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Analysis of the mechanisms of tolerance to kidney allograft in the rat following
administration of anti-donor MHC class II serum

ABSTRACT

In rats, tolerance to MHC incompatible renal allografts can be induced by
administration of anti-donor class II antibodies on the day of transplantation.
Here we explored the mechanisms involved in the maintenance phase of this
tolerance by analyzing intra-graft gene expression profiles by microarray in
long-term accepted kidneys, Comparison of the gene expression patterns of
tolerated to syngeneic kidneys revealed 5954 differentially expressed genes
(p<0.05). Further analysis of this gene set revealed a key role for the WNT
signaling pathway, one of the pivotal pathways involved in cell regulation that
bas not yet been implicated in transplantation. Several genes within this
pathway were significantly up-regulated in the tolerated grafts, particularly
Matrix Metalloproteinase 7 (Fold Change>40). Analysis of several other
pathway-related molecules indicated that MMP7 over-expression was the result
of the non-canonical WNT signaling pathway. MMP7 expression was restricted
to vascular smooth muscle cells (SMC) and was specific to anti-class II
antibody-induced tolerance as it was undetectable in other models of renal and
heart transplant tolerance and chronic rejection induced across the same strain
combination. These results suggest a novel role, for non-canonical WNT
signaling in maintaining kidney transplant tolerance in this model, with MMP7
being a key target. Determining the mechanisms whereby MMP7 contributes to
transplant tolerance may help in the development of new strategies to improve
long-term graft outcome.
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