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TRODUCTION

| - La transplantation

A/Généralités

Actuellement, la greffe d’organes ou de cellulesstitue un moyen thérapeutique
efficace pour pallier les dysfonctionnements d'oegavitaux (cceur, foie, rein, poumon, ...),
ou bien dans certains cas de cancers (moelle @sdlusxiste différents types de greffes,
définis par le degré d’identité génétique entrednneur et le receveur. Les greffes
syngéniques sont réalisées entre individus gérettigut identiques. Chez 'Homme, ce cas
est rencontré lors de greffes autologues, c'estea-brsqu’un patient recoit une greffe de
tissus ou de cellules dérivees de son propre asgeniou plus rarement, dans le cas
d’isogreffe qui a lieu entre de "vrais" jumeaux. {ype de greffe est habituellement bien
accepté par le systeme immunitaire du receveur [emuel la greffe ne constitue pas un
élément étranger. Lorsque la greffe a lieu enteiddividus génétiquement différents mais
d’'une méme espece, on parle d’'allogreffe. Enfikdaogreffe correspond a la greffe réalisée
entre deux espéces différentes comme dans le cgeeffe de tissu porcin chez I'Homme.
Dans ces deux derniers cas, la greffe est consid@&m@me étrangére par I'organisme (c'est le
« NON-soi ») et entraine une réponse immunitaireviga a la détruire. Cependant, dans le cas
de la xénogreffe, la trés grande disparité génétanire le receveur et le donneur donne lieu a

une réponse immunitaire plus forte.

B/Limites de la transplantation

1) Pénurie d’'organes

Ces derniéres années, des avancées remarquablé® oaalisées non seulement sur
la connaissance des mécanismes de rejet et I'anaiidio des techniques chirurgicales, mais
également sur l'optimisation de I'utilisation dewitements immunosuppresseurs, qui ont
toutes contribuées a améliorer la qualité de veemients transplantés. Ces progrés ont fait
de la transplantation une thérapeutique de chaix-ance en 2013, pres de 18 000 malades
étaient en attente d'une greffe d'organe, chiffte ge cesse d’augmenter depuis 1997.
Pourtant, seulement 5 123 d’entre eux ont été égefidonnées de I'Agence de la
Biomédecine). Ces chiffres sont révélateurs deélaupe d’organes a laquelle nous faisons
face. En effet, les besoins ne cessent d’augmeates que le nombre d’organes disponibles

n'augmente. En 2013 par exemple, le nombre de datglen attente d’'un greffon cardiaque
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était de 2.1 pour seulement un greffon disponihke.grande majorité des greffons sont
prélevés sur des donneurs décédés de mort enapmhdli7%) en comparaison avec des
donneurs vivants (20%) ou des donneurs décédés aprarrét cardiaque (3%), et dont I'age
moyen en France est de 56,6 ans, avec plus de 88%ahneurs agés de plus de 65 ans. En
France en 2013, 3 336 sujets en état de mort ealigpé ont été recensés. Cependant, apres
opposition de la famille du défunt ou du défuntrh@me de son vivant, ou aprés obstacle
meédical pour « antécédents du donneur », seul§g W'é&atre eux ont été prélevés d’au moins
un organe et 1 579 greffons viables ont été tramé@s. En effet, certains donneurs sont
récusés notamment a cause de facteurs de risgéelsed’ de la greffe qui sont nombreux
(hypertension artérielle, diabéte, créatinémie édev.) ou de l'apparition de différentes
pathologies entre le moment du recensement et deluiéces, comme par exemple des
maladies tumorales, infectieuses ou neurodégémésatDe plus, bien qu’il ne soit plus un
frein pour les greffes hépatiques (55,7 d’age mpyan rénales (54,8), 'dge du donneur
représente un risque de non-prélévement pour kféegrde cceur (42,3) et poumons (46,4
d’age moyen) (Agence de la biomédecine). C’est guouirla xénotransplantation et la greffe
de tissus composites sont des stratégies thérgpestide plus en plus envisagées sur
lesquelles les chercheurs travaillent actuellem@atplus, un organe greffé n’est pas toujours
accepté a long terme par le systeme immunitaingadient (c’est le rejet de greffe) et entraine
donc la nécessité pour certains patients de recplusieurs greffes au cours de leur vie. La
pénurie d’organes rend alors chaque organe préleségrécieux et souligne le fait qu’il doit
étre préservé dans les meilleures conditions & étilisé le plus rapidement possible.
L’induction de tolérance des greffons a long tenpoairrait ainsi permettre d’éviter a une
méme personne de se retrouver plusieurs fois emtattde greffe et ainsi contribuer a
diminuer le nombre de personnes en liste d’attdritdjectif de notre recherche est donc de

trouver des solutions thérapeutiques pour proloagenaximum la durée de vie des greffons.

2) Phénomenes de rejet

Le r6le du systeme immunitaire est de protégemgéarsme contre les pathogenes.
Pour cela, il est capable de distinguer le "soi" "don-soi" (Janeway, 1992) et ainsi
d’éliminer ce qui est alors reconnu comme étranges.greffes étant principalement réalisées
entre individus génétiquement différents, le syst@mmunitaire du receveur va considérer
comme étranger les cellules, le tissu ou I'organeddnneur et va s’employer a le détruire,

c'est le phénomeéne de rejet. Il existe différeyzes de rejets qui se distinguent par les
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réactions immunologiques mises en cause et parcieétique d’apparition. Les différents
rejets survenant suite a la greffe sont le rejpehyigu, le rejet aigu et le rejet chronique.

2.1. Le rejet hyper aigu

Le rejet hyper aigu intervient dans les heuresevigis minutes qui suivent la greffe. II
est dO a la présence d’anticorps (Ac) préexistdats le sérum du receveur. Ces anticorps
sont dirigés contre les antigenes du systeme ABO lesi complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH) du donneur. La présertseces Ac est généralement due a une
précédente transplantation, une transfusion saegoim une immunisation lors d’une
grossesse. Ces anticorps vont se fixer sur lesleglendothéliales du greffon, activer la voie
classique du complément et attirer les granulocymsrophiles qui libérent des enzymes
lytiques. Les cellules endothéliales sont alorsuitéss, les plaquettes adhérent au tissu 1ésé et
provoquent une thrombose des vaisseaux, ce quieatta nécrose du greffon. Ce type de
rejet est devenu rare, de par I'optimisation dedepatibilité des systemes ABO et HLA
entre donneur et receveur (test du crossmatchaigpééen pré-transplantation). En revanche,
il survient toujours dans le cas de xénogreffestype de greffe étant une solution envisagée
pour faire face a la pénurie d'organes, le rejepenyaigu continue d’'étre le sujet de

nombreuses études.

2.2. Le rejet aigu

Le rejet aigu est la principale cause de la pautgreffon en allogreffe et prend place
dans les premieres semaines a premiers mois suavagreffe. Il peut étre induit par une
réponse immunitaire & médiation cellulaire. En teffes cellules présentatrices d’antigénes
(APC) du donneur ou du receveur induisent l'actoratdes cellules T alloréactives du
receveur (Lechler and Batchelor, 1982)(Benichoalgt1992), qui vont alors sécréter des
molécules pro-inflammatoires comme le T&NBu I'lFNy (Wu et al., 1992) et permettre le
recrutement de macrophages au niveau du grefforyomu a leur tour sécréter du ThFou
des radicaux libres et activer les cellules endiztles et cellules NK (Natural Killer). Les
lymphocytes T (LT) cytotoxiques vont ensuite dé&ue greffon via I'activation de la voie
Fas/FasL ou par I'exocytose de perforines et graesy(Krupnick et al., 2002).

La réponse a médiation humorale via la produatidic par les lymphocytes B (LB)
peut également jouer un réle important dans le @apgu. Une fois activés, les LB vont se
différencier en plasmocytes et produire des argiealirigés contre les antigenes du donneur,

-10 -
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qui vont alors se fixer sur les cellules endothésiaactiver le complément et contribuer ainsi
a la destruction du greffon (Saadi et al., 1995)ffén et al., 2005).

Grace aux avancees sur la connaissance des nm@earilmmunologiques mis en jeu
lors de ce rejet et donc, grace a lutilisation @da de différents types de traitements
immunosuppresseurs (IS), le rejet aigu est actuelhd bien contrélé. Par exemple, le taux de
survie a un an des greffes rénales n'a cessé dantgmdepuis les années 1980 en passant de
83% a plus de 91% aujourd’hui (données de 'Agatedéa Biomédecine 2013). Malgré cela,
la survie a long terme des greffons n’a quant @ pls été ameéliorée par ces IS, ceux-ci
pouvant méme contribuer a la perte du greffon g terme en raison de leur toxicité (Bennett
et al., 1996)(Nankivell et al., 2003). De plus,rks permettent pas d’éviter le rejet chronique
qui est la cause principale de la perte du greff@n10 ans apres la greffe. Ceci explique un
faible taux de survie du greffon qui ne dépasse6@as pour les greffes rénales ou 53% pour

les greffes cardiaques (données de I'’Agence déolm&lecine 2013).

2.3. Le rejet chronique

Le rejet chronique peut survenir des mois voies dnnées apres la greffe. Il se
manifeste par une occlusion lente et progressigevedesseaux par artériosclérose, entrainant
une ischémie responsable de la nécrose et derlasditdu greffon. Ce phénomene induit
I'altération de la fonction du greffon au cours tmps. Les mécanismes induisant le rejet
chronigue sont encore mal connus et font interv&ér fois des réponses immunitaires innée
et adaptative, mais différents facteurs de risgoesunologiques et non immunologiques

associés a ce rejet ont été identifiés.

a) Les facteurs non-immunologiques

En effet, parmi ces facteurs non-immunologiqueg, augmentation du risque de rejet
du greffon a été démontrée lorsque I'organe pravituin donneur décédé (Terasaki et al.,
1995)(Sanchez-Fructuoso et al.,, 2007). La mort lcété entraine différentes réactions
immunologiques conduisant a I'activation de I'efiddium, qui exprime alors des molécules
d'adhésion (E- et P-sélectines, VCAM (Vascular Cd@lthesion Molecule), ICAM
(Intercellular Adhesion MolecujeLFA-1 (Leucocyte-Function-Associated Molecule, Dgs
molécules du CMH de classe Il et produit des cytekipro-inflammatoires (Wilhelm et al.,
2002). Ceci va favoriser l'infiltration des leucdey au sein du greffon et augmenter le risque

de dysfonctionnement a long terme (Pratschke ,e2@08).
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De méme, l'administration de Cyclosporine A (Islaet al.,, 2001), un
immunosupresseur anti-calcineurine, cause une otplicité médiée par la production de
TGH3 qui va favoriser la fibrose (Cohen and Nast, 1998 plus, I'acte chirurgical en lui-
méme peut influencer le rejet. Il peut en effee &rl'origine du phénomene d’ischémie-
reperfusion dont les conséquences favorisent |idppa de rejet chronique (Chin et al.,
2011). L'ischémie correspond a une privation d’axyg due a une diminution de I'apport
sanguin dans le greffon durant I'acte chirurgiddischémie et la reperfusion de I'organe
greffé induisent une hypoxie cellulaire aboutissaria génération de deérivés de I'oxygene
(02, H0O,, OH) appelés "Reactive Oxygen Species" (ROS). Cewa@gprovoquent une
attaque oxydative des cellules du greffon entrdil@anécrose, I'apoptose cellulaire ainsi que
la libération de DAMPs (Damage Associated MolecWRattern) tels que les protéines de
choc thermique appelées "Heat Shock Protein" (HEps DAMPs se lient alors aux
récepteurs de I'immunité innée, les "Toll like Regtme” (TLR), exprimés a la surface et dans
les endosomes des cellules endothéliales vasajlades monocytes et des cellules
dendritiques (DC) du greffon. L’activation de cedldes via la stimulation des TLR va
entrainer la production de cytokines pro-inflamnra® et de chimiokines, ainsi que
I'expression de molécules d’adhésion au niveau 'dedobthélium. Ces molécules vont
favoriser, une fois de plus, le recrutement desdeytes sur le site de la greffe en créant un
environnement inflammatoire (Goldstein, 2006). @ieds études mettent en évidence le réle
majeur du TLR4 dans le phénomeéene d’ischémie-reperiumontrant I'absence de Iésions
chez les rats "Knock Out" (KO) pour le TLR4 (Zhaak, 2009). La liaison du ligand sur le
TLR va induire lactivation d'une voie de signaligm intracellulaire aboutissant a
I'activation de facteurs de transcription tels diexB (nuclear factoreB), AP-1 (activating
protein-1), et IRF3 (Interferon Regulatory Factor ipliqués dans l'inflammation et
notamment dans la maturation des DC. Les DC préseaidns le greffon vont alors étre

activées puis devenir matures et servir de relar potiver la réponse immunitaire adaptative.

b) Les facteurs immunologiques

Parmi les facteurs immunologiques, I'alloréacéwvites cellules T, la production d’Ac
dirigés contre les greffons et I'activation deduek endothéliales semblent jouer un réle clé
dans le rejet chronique (Takeda et al., 2011). #at,adans les un ou deux jours suivants
I'exposition a I'antigéne, les LT CD4naifs reconnaissent l'antigéne présenté par deés AP

professionnelles dans la zone T des organes lyrdphpiléclenchant ainsi les mécanismes de
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la réponse immunitaure adaptative. Les LB qui reagssent aussi I'antigene dans le follicule
s’activent et sortent du follicule vers la zond_&.rencontre initiale entre les LT et LB activés
spécifiques de l'antigene a donc lieu a linterfamstre les follicules et la zone T. Cet
évenement se déroule en moyenne dans les trojs foaes suivant I'exposition a I'antigéne.
Les LB se lient alors a leur antigéne via leur péeer de surface Ig (Immunoglobuline),
I'internalisent (via 'endocytose médiée par lesepgteurs) et le découpent en plus petits
fragments dans des vésicules endosomales. Lesdrdagmeptidiques de I'antigéne sont alors
présentés a leur surface sous forme de complerpsidps-CMH de classe Il]. Les anticorps
qui sont alors produits sont spécifiques des détemis conformationnels de I'antigéne. Un
LB unique peut alors lier et endocyter un seul gamte, et présenter différents peptides
complexés avec des molécules de CMH de classddlrombreux LT. La réponse anticorps
gui en découle reste spécifique de I'antigéne niagifliaison spécifique du LT au LB, ou plus
largement a n’importe quelle APC, via la reconresise du complexe CMH-peptide présenté
par 'APC par le TCR (T cell receptor) du LT, repeéte le premier signal d’activation pour
le LT (Figure 1).

Antigene

BCR

IL2/4/5

Figure 1 : Schéma représentant les signaux d'actiea du lymphocyte T lors d’une réponse
immunitaire (exemple avec un lymphocyte B commdudelprésentatrice d’antigene)(d’aprés
Janeway, Immunologie 2002)
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La liaison de l'antigene aux Ig membranaires augmelors I'expression de co-
stimulateurs a la surface des LB. Lors de la plidesragmentation de I'antigéne internalisé,
les LB expriment également les molécules de coedtition B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86).
Les LT helper (Th) qui reconnaissent les comple@btH-peptide exprimés par les LB se
lient également a ces molécules B7 via la molé@D28 qu’ils expriment a leur surface et
sont induits a proliférer ; c’'est le deuxiéme silgdactivation. Une fois activés par la
reconnaissance de l'antigene et les molécules eimalation, les LT expriment a leur
surface le CD40L (CD154), qui se lie alors a laéoale CD40 exprimée par les LB. Cet
engagement conduit alors a linitiation d'une cagcanzymatique menant a la transcription
de différents genes. La liaison CD40-CD40L condégalement a l'augmentation de
I'expression des molécules B7 a la surface des ibBuisant ainsi une activation plus
importante des LT.

Enfin, la reconnaissance de I'antigene par lesaugmente I'expression de
récepteurs pour les cytokines. Les Th activés s&ralors des cytokines qui stimulent la
prolifération des LB ; c’est le troisieme signahdfivation. Les cytokines ont deux fonctions
principales lors des réponses anticorps. Ellesrisaot tout d’abord I'amplification de la
réponse par la prolifération et la différenciatidas LB, puis elles déterminent le type
d’anticorps produits en induisant la recombinaissotypique des Ig (CSR). Les anticorps
sécrétés initialement sont d’isotype IgM (chainardte 1). En réponse a I'engagement du
CD40 et des cytokines, certains des LB activésssehbt le processus de recombinaison
isotypique de la chaine lourde. Ceci méne a la ymtioh d’anticorps avec des chaines
lourdes de différentes classes comnigG), a (IgA) ete (IgE). L'isotype IgD (chaine lourde
0) sécrété est tres rare et n'est donc pas retralavis le plasma (« The Elements of
Immunology », Khan 2009). En dehors du signal méuie le CD40, les cytokines jouent
également un réle important dans la régulation elée recombinaison des chaines des Ig
(Figure 2. Par exemple, I'lL-4 induit la plupart du tem@sdwitch en IgE. De nombreuses
cytokines qui régulent le switch des Ig sont séa®tpar différentes sous-populations de Th
qui sont générés en réponse a des types distinatsiatobes. Le TGF qui est produit par
différents types cellulaires, associé a I'lL-5 s#ée par les LT, stimule préférentiellement la
production d’lgA dans les tissus lymphoides des ueuges, induisant une immunité locale.
Les cytokines peuvent aussi avoir des fonctionaguntistes. Par exemple, I'liginhibe le
switch en IgE médié par I'IlL-4. En effet, différest études ont associé les cellules T
effectrices de type Thl et Th2 au rejet chronidlligé€ns et al., 2009; Obata et al., 2005), par
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le biais de cytokines favorisant la production di@rps chez les patients transplantés, alors
synonyme d’un mauvais pronostic pour la survie giesfons a long terme (Piazza et al.,
2001). La fixation de ces anticorps sur les ceflidadothéliales du greffon est a l'origine de
lésions vasculaires observées lors du rejet chuenidi et al., 2009). De plus, il a été
démontré que la survenue d’épisodes de rejet aigmente le risque d’apparition du rejet
chronique (Matas et al., 1994).

g secretion and
isotype switching
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Figure 2 : Schéma représentant les différents iqmg d'immunoglobulines et les cytokines
impliquées (d’aprés Sridhar Rao PN).

En transplantation, la réponse a médiation humaslaune composante majeure du
rejet d’allogreffe (Colvin and Smith, 2005). Ellst@bservée précocement lors du rejet hyper
aigu induit par la présence d’anticorps anti-domnkas DSA, préformés avant la greffe. Plus
tardivement, elle peut participer au rejet aigaetrejet chronique (Terasaki and Cai, 2008)
via la formation d'anticorps anti-donneur générésstigreffe, les DSA de novo, et
principalement dirigés contre les molécules du CMHdonneur. En clinique, la présence de
DSA est généralement associée a un mauvais prordssia survie de la greffe (Haririan et
al., 2009; Piazza et al., 2001). Ces anticorpgésricontre les cellules du greffon vont générer
une toxicité et induire le rejet. Le contexte immlagique d’'une greffe est tres spécifique car
les allo-antigénes sont présents en permanencentiginent une stimulation continuelle des
LB et notamment des cellules mémoires qui peuvent dgalement étre responsables du
maintien de la production de DSA.
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lI-La tolérance en transplantation

La tolérance se définie par I'acceptation du grefavec le maintien des capacités a
induire une réponse immune contre dautres pathemjénet ce en absence
d'immunosuppresseurs. La possibilité d’induire utmérance en transplantation fut
démontrée pour la premiére fois par Billingham,Bret Medawar en 1953 (Billingham et
al., 1953). lls mirent en évidence l'induction dautolérance a l'allogreffe de peau chez la
souris en exposant le receveur aux antigenes dnedorau stade foetal. Par la suite, de
nombreux autres modeéles animaux permirent de déaerotd possibilité d’'induire une
tolérance en transplantation. Les premiers outipahibles afin d’établir cette tolérance, ou
d’au moins limiter les réponses immunitaires, ot différents types de traitements

immunosuppresseurs.

A/Les mécanismes immunologigues de la tolérance

La tolérance en immunologie se définit par la n@pense du systéme immunitaire a
un antigéne. Le systéme immunitaire est constammentquilibre entre la tolérance aux
antigénes du soi et la réponse aux €éléments exteridits du « non-soi » (pathogenes,
antigénes étrangers). En transplantation, la tot&raa une allogreffe se définit par
I'acceptation du greffon sans signe de rejet doskbamce de traitement immunosuppresseur, et
ce tout en conservant des réponses immunes vis-des pathogénes et autres antigénes
étrangers. L’induction de la tolérance en trandplon se base principalement sur la
connaissance des mécanismes de tolérance immumadoddeux types de tolérance existent :

la tolérance centrale et la tolérance périphérique.

1) Tolérance centrale

La tolérance centrale met en jeu des mécanismes pgar objectif I'élimination de
cellules T et B autoréactives, c’est-a-dire capabkereconnaitre les antigenes du soi.

Pendant le développement des lymphocytes T et &)tdieu respectivement dans le
thymus et la moelle osseuse, les réarrangementgéetes du récepteur de ces lymphocytes
(TCR pour les LT et BCR (B cell receptor) pour L&) permettent de générer un nombre tres
important de récepteurs difféerents capables de nrexitbe I'ensemble des structures
antigéniques, y compris les antigenes du soi. Hat,efes récepteurs sont le résultat d’'un
phénomeéne aléatoire conduisant au réarrangemendtisioim des genes codant pour les
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chaines qui les composent. Le réarrangement dessgéépendant des enzymes RAG
(recombination activating gene)leu entre les différents segments V, D, J, C (¥ale,
Diversité, Jonction, Constante) qui codent pourrkggons variables et constantes de ces
récepteurs. La reconnaissance de l'antigene paébtepteurs TCR et BCR se réalise via leur
région variable. Alors que le BCR des LB est capald reconnaitre un Ag non modifié, le
TCR ne peut interagir qu'avec un Ag apprété etemtis sur un CMH porté par une APC.
Ainsi, la premiére étape de sélection des lymplescyl est basée sur cette premiere
contrainte. Dans un premier temps, seuls les péaws des LT (thymocytes) capables de se
lier avec suffisamment d’affinité a un complexe Chebptide, présenté par I'épithélium et les
cellules dendritiques, recoivent un signal de survic’est la sélection positive. Les
thymocytes ayant survécu migrent ensuite dans ldul@eou ils sont mis en présence de
peptides du soi complexés avec les molécules du CMid cellules dont le TCR agit
fortement avec les antigenes du soi vont généresig@aux apoptotiques et mourir, on parle
de sélection négative. Les lymphocytes vont enqoteoir se différencier progressivement

pour devenir matures et migrer en périphérie dmtis;
2) Tolérance périphérique

Certains lymphocytes auto-réactifs échappent &lecson réalisée dans les organes
lymphoides primaires. La tolérance centrale neisaiit alors pas au maintien d’'une « non-
réponse » du systeme immunitaire contre les arggyatu soi, d’autres mécanismes de
tolérance dite périphérique interviennent (Bouneatidal., 2000). Leurs réles sont non
seulement d’empécher la réponse auto-immune materagnt de limiter les réponses
immunitaires trop intenses contre des antigenem@érs. La tolérance périphérique permet
d’éviter l'induction d'une réponse disproportionnét non justifiee afin d'empécher
I'apparition de MAI, d’'allergie, d’asthme... De mépelle est nécessaire a la mise en place
d’une tolérance faeto-maternelle et d’une tolérarede. Différents mécanismes de tolérance
périphérigue ont ainsi été décrilddure 3.
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Délétion Anergie Suppression

Figure 3 : Schéma représentant les différents mérsames de la tolérance périphérique (d'apres
Walker et Abbas)(Walker and Abbas, 2002)

2.1. La délétion clonale/apoptose

Ce meécanisme utilisé lors de la sélection négativaiveau central peut aussi avoir
lieu en périphérie. Il consiste a éliminer les Wel autoréactives en entrainant leur mort par
apoptose. La délétion des lymphocytes a lieu leréadrencontre avec son antigéne dans un
contexte particulier (Kabelitz et al., 1993). Ptas lymphocytes T, I'apoptose est notamment
induite lorsqu’ils sont privés de facteurs de gaisce comme l'lL-2. En effet, I'lL-2 permet
I'expression de facteurs anti-apoptotiques tels Bcle2 et Bcl-xI nécessaires a la survie des
cellules T (Schimpl et al., 2002). Les LB autoréacictivés ne rencontrent généralement pas
de lymphocytes T de spécificité antigénique idargigls ne recoivent donc pas les signaux
de survie fournis par l'interaction avec ces cekuét rentrent alors en apoptose (Cyster et al.,
1994). De plus, suite a des stimulations allogérsgrépétées ou a une forte concentration
antigénique, I'lL-2 peut entrainer I'expressionkiesL (Li et al., 2000), qui va se lier au Fas
constitutivement exprimé et provoquer la mort desghocytes T par «mort cellulaire induite
par l'activation» (AICD) (Forster et al., 1995)(Bmer et al., 1995). Cette voie Fas/FasL
permet également d’éliminer les LB autoréactifs, glans de rares cas, rencontrent les
lymphocytes T de méme spécificité auto-antigénidumteraction avec la cellule T, en
absence de la costimulation CD86-CD28, entraines ddomort de la cellule B (Rathmell et
al., 1996, 1998).
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2.2. L'anergie

L'anergie est caractérisée par l'incapacité famuielle des lymphocytes a étre
réactivés par leur antigene (Jenkins and Schwa®&7)(Schwartz, 1996). Cet état d’anergie
peut étre di a une activation incomplete du lymgtetors du premier signal, soit, pour le
lymphocyte T, lorsqu’il reconnait I'antigene présesur un CMH par une APC, résultant de
'absence du deuxieme signal d’activation (costatioh). Les cellules anergiques sont
incapables de proliférer et de produire de I'lLSZlfwartz, 1990). En revanche, I'anergie peut
étre levée par l'apport d’'IL-2 a ces cellules (Egset al., 1988). L'anergie semble aussi
dépendre des molécules de costimulation inhibdriedles que le CTLA-4. En effet, son
absence dans des cellules T transgéniques CTLAehd ces derniéres réfractaires a
I'induction d’anergie par une stimulation antigamqvia des APC exprimant faiblement la
molécule de costimulation B7 (Greenwald et al.,1)0Q’'anergie des cellules B autoréactives
est die a une désensibilisation du BCR suite astimailation chronique par I'autoantigéne
(Yarkoni et al., 2010). En transplantation, I'intioa de tolérance via I'anergie a pu étre
démontrée dans un modeéle de primate non humairh(@aset al., 2005). Dans cette étude,
des cellules T du receveur sont rendues anergigadg contactn vitro avec des APC du
donneur et en présence d’anticorps bloquant ladimientre les molécules de costimulation
CD28 et B7. Les primates splénectomisés recoiveatgreffe rénale CMH de classe | et |l
incompatible et les immunosuppresseurs Cyclospafinet Cyclophosphamide leur sont
administrés pendant 13 jours. Au treizieme jourtjgosffe, les cellules T anergiques leur
sont injectées par voie intraveineuse et une tod&ra long-terme est observée chez tous les

receveurs.

2.3. La suppression

A la différence des autres mécanismes de toléraoeli-ci fait intervenir une
population de cellules dites régulatrices qui, d&s propriétés suppressives, va agir sur la
population de cellules a réguler. La régulatioriaoguppression est donc un phénomene actif
dépendant de la production de cytokines ou d'untambncellulaire, et permet d’inhiber
I'activation ou la fonction des cellules effectiscde concept de suppression induit par des
cellules T capables d’inhiber d’autres cellulesasgtaru dans les années 1970 (Gershon and
Kondo, 1970, 1971)(Gershon et al., 1972). Aujound’lles cellules dites régulatrices ont été
et sont toujours largement étudiées du fait de ieyplication en transplantation mais aussi
dans d’'autres pathologies telles que les MAI, lderges ou les cancers. Depuis, de
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nombreuses cellules régulatrices ont été décfegaines sont présentes naturellement dans
I'organisme comme les nTreg, et d’autres sont iteduén périphérie lors de I'activation de la

réponse immunitaire afin de limiter son intensitééneéme de l'inhiber.

B/ Les stratégies d’induction de la tolérance en &msplantation

1) Les immunosuppresseurs

L'objectif des IS est de diminuer la réponse imitaire du receveur afin d’empécher
I'attaque du greffon par les cellules de son prgysteme immunitaire. Il existe différents IS
qui se distinguent par leur mode d’action. La ré&goallogénique des lymphocytes jouant un
réle clé dans le processus de rejet, les princip@wnt pour cibles les lymphocytes T et B du
systeme immunitaire. Ces traitements IS provoqakems un état de non-réponse immunitaire
envers le greffon en déplétant ou en bloquant Wifération cellulaire des lymphocytes
(Halloran, 2004) Eigure 4. D’autres molécules dont I'objectif est la prétren du rejet aigu
par le blocage des signaux cellulaires entre legphocytes et les cellules présentatrices
d’antigéne sont utilisées au long cours commeeinadint d’entretien.

1.1. Les corticoides

Les corticoides, analogues d’hormones naturellespaopriétés anti-inflammatoires,
agissent en inhibant la transcription de cytokipasles lymphocytes T et les macrophages.
lIs sont classiquement utilisés comme traitemergntletien en association avec les

inhibiteurs de calcineurines.

1.2. Les immunosuppresseurs a petite molécule

Les inhibiteurs de calcineurines (la Cyclosporiheou le Tacrolimus) empéchent
I'activation des promoteurs des génes codant pesrcgitokines comme I'lL-2, nécessaire a
la survie et la prolifération des lymphocytes T4t et al., 2010).

Les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rayan) (Sirolimus, Rapamycine)
agissent quant a eux en inhibant 'enzyme de laillardes sérines/thréonines kinases,
MTOR, empéchant la prolifération des lymphocytatuite par les cytokines et prévenant

ainsi du rejet aigu.
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Les inhibiteurs de purines (Azathioprine, Mycopblate Mofetil (MPA)) ou les
inhibiteurs de bases pyrimidiques (Leflunomide)ilveimt également la prolifération des

lymphocytes T et B ainsi que celle des monocytes.

1.3. Les immunosuppresseurs de type protéine

Les lymphocytes étant les acteurs majeurs du riggeteprésentent actuellement la
cible principale des traitements immunosuppressatilisés chez les patients transplantés.
Les traitements déplétants comme I'ATG (anti-thygteaylobulins), I'OKT3 (anti-CD3) qui
induit une déplétion partielle des LT, ou le Ritab (anti-CD20) qui dépléte les LB, sont
généralement utilisés comme traitement d’inductaest-a-dire, juste apres la greffe (parfois
avant) afin d’'induire une immunosuppression inteaseapide au moment ou la réponse
immunitaire du receveur est la plus forte.

Les anticorps polyclonaux (ATG = anti-thymocyte lgitins) induisent une déplétion
lymphocytaire en ciblant différentes populationslyfaphocytes. En revanche, les anticorps
monoclonaux agissent sur des populations plus fipées. Par exemple, I'OKT3
(Muromonab, anti-CD3), le Rituximab (anti-CD20)letCampath-1H (Alemtuzumab, anti-
CD52) dépléetent respectivement les lymphocyte€d Jymphocytes B ou les deux a la fois.
Ces anticorps sont classiquement utilisés commigerrant d’induction lors de greffes
présentant un risque accru de rejet.

L’ATG est I'un des plus anciens traitements dépittautilisés. Il est constitué d’lg
purifiées a partir du sérum d'animaux (lapin, chevenmunisés avec des lymphocytes
humains. L'ATG fait actuellement I'objet d’'une étudclinigue par Markmann et ses
collegues. Cette étude consiste a tester l'effiéade I'utilisation de 'ATG et du Rituximab
pour inhiber le rejet d’allogreffes lorsqu’ils sadsociés temporairement a des inhibiteurs de
calcineurines.

L'utilisation de l'anticorps anti-CD3 (OKT3) chea Isouris diabétique a révélé des
résultats trés prometteurs, ou le traitement indleXpansion de Treg Foxp3par un
mécanisme TGE-dépendant (You et al., 2007). Toutefois, bien fficace pour I'inhibition
du rejet aigu des greffes de rein, de foie et dercaee traitement peut entrainer de nombreux
effets indésirables comme l'induction du syndromftammatoire, déclenché par le relargage
de cytokines par les lymphocytes T ciblés par i@mps. L'OKT3 est donc utilisé
exceptionnellement, par exemple lors de rejetsstasis aux corticoides. Cependant, de

nouveaux anticorps anti-CD3 modifiés pour éviterdponse inflammatoire ont été générés,
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comme le Teplizumab. Celui-ci a permis d'obteniis désultats trés encourageants lors
d’essais cliniques de phase Il/1ll chez des paiatieints de diabéte de type 1 (Hagopian et
al., 2013). Une étude de I'équipe de Bluestone motré que I'anti-CD3 muté agissait
différemment sur les sous-populations de LT, notemnen délétant les LT activés CD4
Foxp3 et en privilégiant alors un enrichissement en TFexp3, qui sont résistants a
I'apoptose (Penaranda et al., 2011). Des étuddisééa par I'équipe de You ont démontré
gue le moment de I'administration du traitemenitéta point important a prendre en compte
pour l'efficacité de celui-ci. En effet, 'administion de I'OKT3 sept jours aprés une
allogreffe d’ilots pancréatiques chez la sourishdiaue a permis d’induire une tolérance a
long terme chez plus de 80% des souris receveak®s, que I'induction de cette tolérance
était diminuée de moitié lorsque I'anti-CD3 étaifecté directement apres la greffe (You et
al., 2012). Il ne permet cependant pas de guéfimititement de cette maladie (Keymeulen
et al., 2010)(Sherry et al., 2011)(Herold et &132).

L’anti-CD20 (Rituximab) permet de dépléter I'enséenbles LB a I'exception des
plasmocytes qui n’expriment pas le CD20 a leuraaaf La fixation de l'anticorps sur le
CD20 induit une cascade d’activation du complémemge reconnaissance par les
macrophages et les NK, menant a la cytotoxicitdulegle dépendante des Ac (ADCC)
(Taylor and Lindorfer, 2007). Malgré ['utilisatioan routine de ce traitement, des preuves
irréfutables de son efficacité en transplantatimminpas encore été identifiées lors d’études
controlées chez 'Homme; il ne présente alors paslidation spécifique pour son possible
réle dans la prévention du rejet chronique. De ,plus essai clinique réalisé sur treize
patients, comparant l'efficacité de l'anti-CD20 elle de I'anti-CD25, a été rapidement
interrompue car les patients traités avec le nihat ont développés un rejet cellulaire aigu
(cing patients sur les six traités) (Clatworthyakt 2009). Ceci peut étre expliqué par le fait
que la déplétion des LB suite au traitement, y atsndes LB régulateurs, peut avoir
contribué a I'apparition accrue de ce rejet. Cepahdcertains résultats suggérent que la
déplétion des LB au moment de la greffe privilédiieduction d’'une tolérance par
I'expansion de nouveaux LB, « habitués » au gretfepuis le début de leur développement
(Parsons et al., 2011). En effet, I'injection déutes syngéniques de la moelle osseuse (MO)
déplétées en LT le jour méme chez des souris S@dbcientes en LT et LB) ayant recu une
allogreffe de peau, suivi de l'injection quatorperns plus tard de splénocytes déplétés en LT
permet aux LB repeuplant la souris receveuse aigelopper en présence de I'antigene. De
plus, une étude chez le primate non humain a pedaismontrer que l'utilisation du

by

Rituximab, associé a 'ATG comme traitement d'intlic et a la Rapamycine comme
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traitement d’entretien, permet d’induire la suraiong terme d’ilots pancréatiques (Liu et al.,
2007). Dans cette étude, la déplétion lymphocytaiseé suivie d’'une recolonisation du
compartiment des LB par des cellules immatureditiannelles qui ont été associées, dans
d’autres études, a la tolérance en transplantation.

L’anti-CD52 (Alemtuzumab ou Campath-1), qui cibledois les lymphocytes T et B,
semble favoriser I'induction d’'une tolérance ch#&tomme, comme le montre I'étude de
Heidt et ses collegues. En effet, la déplétion Ipdemtuzumab crée un environnement
propice a la tolérance via l'induction de celluRpresentant un profil de cellules régulatrices
(Heidt et al.,, 2012). De plus, le traitement a €Altuzumab semble compatible avec
I'utilisation de doses plus faibles de traitemeantsnunosuppresseurs toxiques a long terme,
comme les inhibiteurs de calcineurines (Calne et 1899)(Ellis et al., 2007). En effet,
I'administration de I'’Alemtuzumab le jour d'une §ferénale chez des enfants, associée a un
traitement au Tacrolimus a faible dose, empéchppédtion de rejet aigu et d’effets
secondaires indésirables, tout en menant a unogreffable et fonctionnel dans le temps.
Actuellement, des études cliniques sur l'inductilenla tolérance sont en cours afin de tester
I'efficacité de I'Alemtuzumab associée a d’autrésategies comme l'injection de cellules
régulatrices ou de cellules souches du donneugnoare le blocage de la costimulation (Page
et al., 2012).

D’autres Ac non-déplétants mais bloquant l'actawatdes lymphocytes T sont utilisés.
C’est le cas du Daclizumab (anti-CD25 humanisé@ueBasiliximab (anti-CD25 chimérique)
qui fixent le récepteur a I'lL-2 présent principalent sur les lymphocytes T activés. lls sont
plus spécifiques et ne transduisent pas de sigiaativhtion contrairement a I'ATG et
'OKT3 qui peuvent induire la production de cyto&sen se fixant aux lymphocytes. On
retrouve également des molécules bloquant la hais molécules de costimulation entre les
APC et les lymphocytes T (CTLA4-lg, CD40-Ig), inhift ainsi I'activation de ces
lymphocytes.

Des études cliniques utilisant I’Atacicept pourtigtement de la sclérose en plaques
ont été également réalisées. Cette protéine recamte humaine comprend le site de liaison
du récepteur de BLys (B-Lymphocyte Stimulator) 8ARRIL (A PRoliferation-Inducing
Ligand), deux cytokines clés pour la maturationfdaction et la survie des LBAinsi,
Atacicept agit essentiellement sur les LB matumresdblequant les plasmocytes a courte et
longue durée de vie, tout en épargnant les LB me&moet progéniteurs des LB. Cette
molécule semblait alors promettre un bon pronagtiant a 'amélioration de la maladie en

permettant ainsi d’éliminer les cellules sécrégiaBanticorps déléteres pour le patient.
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Malheureusement, les essais furent interrompue sauiibbservation d’'une aggravation de la
maladie (Hartung and Kieseier, 2010). Cela lai$ses aupposer que certaines de ces cellules
sécrétrices d’anticorps sont capables d’induire progection contre la maladie, et ce via des

mécanismes indépendants des anticorps.

Bien que les progres aient été considérables,miimosuppression utilisée pour
prévenir le phénomene du rejet augmente le risqua eévérité des complications post-
greffe. Parmi ces différents types de traitement d&rtains comme les inhibiteurs de
calcineurines induisent de graves effets secorgldels qu’'une néphrotoxicité, qui a des
conségquences déléteres a long terme (Bennett,et6). Afin de minimiser les effets
secondaires de chaque traitement, il est d’'usagemibiner différents types d’IS et d'utiliser
une trithérapie initiale qui associe des corticejden anti-prolifératif et un anti-calcineurine.
Ce dernier peut parfois étre remplacé par un al®R qui n’a pas d’effet néphrotoxique.
Ensuite, lors du traitement d’entretien, I'obje@st de diminuer les doses, soit de corticoides,
soit d’anti-calcineurines, afin de limiter les @ffesecondaires. Cependant, la toxicité des
immunosuppresseurs utilisés en routine reste tosjaun des problemes majeurs en
transplantation.

En plus de leur toxicité, les IS affaiblissent dgsteme immunitaire général du
receveur et 'empéchent alors de développer unensepefficace contre d’'autres pathogenes,
ce qui entraine chez le patient une augmentatismisigues de cancer (Kasiske et al., 2004) et
d’infections (Dharnidharka et al., 2004). En efteg cancers représentent une des principales
complications tardives post-transplantation impatctaur la qualité de vie des patients
transplantés et sur leur survie. Toutes les dondégsegistres nationaux et internationaux en
témoignent. La base de données francaise Cristdl7d#®0 patients greffés (tous organes
confondus) identifie 7 % de cette population cormagant eu au moins un cancer d’'organe

solide (peau exclue).
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Figure 4 : Schéma représentant les modes d’actiendifférents immunosuppresseurs (d’aprées
Halloran)(Halloran, 2004).

AP-1: activating protein-1; CDK: cyclin-dependent nise; CMH: complexe majeur
d’histocompatibilité; IKK: kB kinase; JAKS3: Janus kinase 3; mTOR: mammaliagdapf-
rapamycin; NFAT: nuclear factor of activated T eellINF«B: nuclear factor«B; PI-3K:
phosphoinositide-3-kinase; S-1-P: sphingosine-1sphate.

Les immunosuppresseurs actuellement utilisés emspglantation ont permis
d’améliorer la survie des greffons a court terman®de rares cas, I'administration de ces
traitements chez I'Homme lors d'études cliniqgueslémontré I'existence de patients dits
« opérationnellement tolérants » (TOL). Ces padierttansplantés et traités avec des
traitements IS suite a leur greffe, ont décidé e¢tma fin a leur traitement de leur propre chef,
devenu trop contraignant. Différents groupes mandige sont consacrés a I'étude de ces
rares cas qui développent alors une tolérance @ temme et une fonction stable de leur
greffon, bien qu’ils ne soient plus sous traitem&it via des programmes de recherche
européens (Indice of Tolerance ; Reprogrammingltimaune System for Establishment of
Tolerance) et américain (Immune Tolerance Netwd@N@well et al., 2010)(Sagoo et al.,
2010)(Pallier et al., 2010). Ces études ont pour ddessayer de mieux comprendre les
mécanismes de maintien de la tolérance chez I'Horetnd'identifier des biomarqueurs
présents dans le sang des patients, qui pourralierst permettre d’optimiser les traitements
IS et savoir s'’il est possible de lever le traitetnehez tel ou tel patient prédisposé a devenir

« opérationnellement tolérant ». Des études de acaigpn ont alors été réalisées entre les
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profils transcriptomiques et immunologiques de gyas transplantés rénaux TOL et ceux de
patients sous traitements immunosuppresseurs paésemne fonction stable du greffon
(STB), présentant des signes de rejet (CR) ou tmntaires sains (HV). L'étude des patients
TOL réalisée par I'équipe de notre laboratoireigéie par le Pr Soulillou et le Dr Brouard, a
tout d’abord mis en évidence une augmentation di€tpence des LB et I'enrichissement de
géenes liés aux LB dans le sang des patients TOLrg@vort aux patients STB ou CR
(Brouard et al., 2007; Louis et al., 2006). L'acadation de LB dans le sang de ces patients
TOL a été confirmée par une augmentation du nonalnsolu de ces LB. Une analyse
phénotypique a permis de mieux caractériser cdaleglcomme étant de type mémoire,
exprimant des molécules de costimulation (CD80, €&BB8D40) et de migration (CD62L).
Ces LB présentent également un profil inhibitewecaun ratio diminué de I'expression des
récepteurs activateur et inhibiteur {Rt¢la/ FeyRIIb) ainsi qu’une expression plus importante
de la molécule BANK-1 (B-Cell Scaffold Protein Wiinkyrin Repeats 1), impliquée dans
I'inhibition de I'activation des cellules B dépenmda de la signalisation via la molécule CD40
(Aiba et al.,, 2006a). Les LB des patients TOL pdesé également un profil de LB
régulateurs avec une accumulation de cellules COD&" (Pallier et al., 2010). Ces résultats
concordent avec ceux obtenus par les deux autaesies études, qui montrent a la fois une
signature de genes associés aux LB et une accuomuibe LB dans le sang des patients TOL
(Newell et al., 2010)(Sagoo et al., 2010). Ces dgnexipes montrent que ces cellules B sont
de type transitionnel et naif et sont capablesrddyire plus d’IL-10 suite a une stimulation
polyclonale, en comparaison avec les LB des patieoh TOL. lls ont également constaté
une accumulation du transcript de la molécule CEB@rimée par les LB) dans les urines
des patients TOL (Newell et al., 2010). L’ensentdideces résultats suggere donc un role des
LB dans l'induction ou le maintien de la tolérancieez ces patients opérationnellement
tolérants. Une des hypotheses actuelles propose lgusuite d’'une immunosuppression, la
reconstitution du compartiment des LB en préseneg aloantigénes pourrait créer un
environnement favorable au développement ou au treairde la tolérance vis-a-vis du
greffon. En effet, 'étude de Parsons et de sdegués réalisée chez la souris suggere que la
déplétion du compartiment des LB au moment dedasplantation induirait la tolérance en
déplétant les clones B alloréactifs et en remodé¢arépertoire des LB (Parsons et al., 2011).
De plus, les résultats obtenus lors d’'une étude €Momme mettent en évidence qu’a la
suite de certains traitements immunosuppresseucgrhpartiment des LB est recolonisé par
des populations de LB particuliers, associés datiiérature a des fonctions régulatrices. En

effet, suite & un traitement d’induction a I'’Alemmtumab (anti-CD52), les auteurs observent
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une augmentation temporaire de la proportion deilesl B de type transitionnel présentant
un phénotype régulateur et une augmentation pemare LB naifs (Heidt et al., 2012).
Enfin, des résultats similaires ont été obtenusz deeprimate non humain suite a une
déplétion des LB via le Rituximab (anti-CD20). Hfeg la reconstitution du compartiment B
par des cellules immatures et transitionnelleséaaésociée a une survie a long terme des
greffes d'flots pancréatiques (Liu et al., 2007).

Pourtant, bien qu’il existe quelques rares cas alte dolérance opérationnelle chez
'Homme, aucun protocole d’induction de toléranae teansplantation n’est actuellement
disponible. C’est pourquoi les recherches actualegransplantation visent a identifier de
nouvelles stratégies thérapeutiques afin d’induine tolérance a long terme spécifique du
greffon. En effet, certains protocoles utilisészhanimal ne sont pas applicables en clinique
et d’autres ne fonctionnent pas. Ces échecs peutraiexpliquer par la fréquence importante
de cellules mémoires chez 'Homme comparé a I'ahidea laboratoire, peu exposé aux
antigénes étrangers (Nadazdin et al., 2011). [@iffizs études ont pu démontrer le réle
delétére de la présence de lymphocytes T et B miém@our la survie de la greffe
(Bingaman and Farber, 2004). Les cellules mémanehsites avant la transplantation par une
immunisation lors de transfusions sanguines, d’premiére greffe, d’'une grossesse ou
encore par des antigenes de I'environnement, eettiine augmentation du risque de rejet
de greffe chez 'THomme (Heeger et al., 1999). Réuent, I'équipe de Reinke a mis en place
un modele de transplantation d’allogreffe cardiaghez le rat qui permet d’étudier le réle
des cellules T mémoires dans le rejet et de td&#icacité de nouveaux protocoles
d’induction de tolérance en présence de ces cellomoires (Siepert et al., 2012).

C’est pourquoi les tests cliniques actuels et #utportent majoritairement sur
I'utilisation de stratégies thérapeutiques quiisgiht de faibles doses d'immunosuppresseurs,
afin d’induire un état partiel de tolérance tout mmimisant les effets secondaires des

traitements (Calne et al., 1998).
2) Le chimérisme hématopoiétique

L’induction d’'un chimérisme hématopoiétique cormsp a la colonisation des
organes lymphoides primaires du donneur par lekilegl du receveur. Ces cellules
participant au mécanisme de sélection de la totéraentrale, les lymphocytes capables de
reconnaitre les antigenes du donneur sont élindeé®a méme facon que les lymphocytes
reconnaissant des auto-antigenes. Le chimérismi@dest par une greffe de moelle osseuse

ou par injection au receveur de cellules souchesat@poiétiques purifiées du donneur. De
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nombreuses études réalisées chez I'animal maissrégat chez 'Homme mettent en
évidence l'induction d’'une tolérance a l'allogreaite a I'établissement d’'un chimérisme
hématopoiétique (Sachs et al., 2011). En effegrdoepe de Stanford a démontré ['efficacité
de ce traitement dans I'induction d’'une tolérangiesa une allogreffe rénale chez la plupart
des patients traités. Cependant, il était nécessaie le donneur et le receveur soient HLA-
compatibles (Millan et al., 2002). Pour pallier peobleme, une étude clinique récente
associant une irradiation totale, de fortes doses cgiclophosphamide pré et post-
transplantation de moelle osseuse, ainsi que Il'adination de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) du donneur (incompatible ptitA avec le receveur) a été établie
et a permis d’observer une tolérance a une gréffiale sans signe de maladie du greffon
contre I'h6te (GVHD pour Graft Versus Host Disea@daventhal et al., 2012).

Cependant, l'utilisation de cette stratégie esbemtimitée en raison de la toxicité des
traitements d’induction (irradiation totale ou thigre...) (Bdlling et al., 2011) et du risque
d’apparition de GVHD, déclenchée par une forte ngodes cellules du donneur contre

celles du receveur.

3) Le blocage de la costimulation

Certaines stratégies se basent sur la nécessite dostimulation pour I'activation
complete des lymphocytes et sur I'implication dabfence de cette costimulation dans la
génération de cellules anergiques ou regulatriées. effet, le blocage des voies de
costimulation comme stratégie d'immunosuppressidaitases preuves dans de nombreux
modeéles animaux. Au sein de notre laboratoireilisation de molécules telles que le CD40-
lg, le CTLA4-Ig, ou l'anti-CD28 a permis dinduiréa tolérance dans des modeles
d’allogreffe Figure 5. En effet, I'injection le jour de la greffe d'wadénovirus codant pour la
molécule CD40-Ig (qui contient la partie extracklite du CD40 associée au fragment Fc
d’'une Ig) permet de bloquer l'interaction CD40-CD4& d’induire une survie a long terme
de l'allogreffe chez le rat. Cette tolérance egtemhélante de la présence de cellules TD8
CD45RC%", capables d'induire I'expression de la molécule gxtice IDO par les cellules
endothéliales, via la sécrétion d'IFNGuillonneau et al., 2007a).

De méme le CTLA4-Ig, une molécule qui bloque I'natetion B7/CD28/CTLA4 en se
fixant sur les molécules B7, permet d’induire l¥tance dans des modéles d’allogreffes
(Azuma et al., 1996)(Hill et al., 2007)(Lin et a993). Une étude pré-clinique réalisée chez
le primate a montré que le Belatacept, une veraialiorée du CTLA4-lg (LEA29Y) ayant

une plus forte affinité, induisait une survie deffpn similaire a celle obtenue avec d’autres
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traitements actuellement utilisés, mais permet&btenir une fonction rénale améliorée
(Larsen et al., 2005). En 2011, le Belatacept amabune autorisation de mise sur le marché
aux Etats-Unis et son indication est approuvée pme utilisation combinée a d’autres
immunosupresseurs.

Enfin, I'équipe de notre laboratoire dirigée paDeB.Vanhove a mis en évidence le
caractére prometteur du blocage de linteractiotivaitice B7/CD28 et le maintien de
I'interaction inhibitrice B7/CTLA-4, en générant wmticorps anti-CD28 (JJ319) capable
d’'induire la tolérance a l'allogreffe de rein chlzrat (Haspot et al., 2005). Le blocage
sélectif de CD28 favorise I'augmentation du nombeeTreg et I'expression de molécules
régulatrices comme CTLA-4, IDO, HO-1 et le TEGFSuite aux résultats encourageants chez
le rongeur, cette équipe a généré un anticorps wabemt antagoniste anti-CD28 chez
'Homme (Sc28AT). Cet anticorps permet d’éviterriget aigu et chronique d’allogreffe
rénale ou cardiaque chez le primate non humainri@Pat al., 2010). Ils ont par la suite
généré une version améliorée de cette moléculeRE04, qui posséde une durée de vie
augmentée et une meilleure stabilité chimique. Bgori dépendante du CTLA-4, cette
nouvelle molécule est capable d’inhiber la xéno-®Vvidduite chez des souris SCID (severe
combined immunodeficiency) humanisées via linj@stide PBMC (peripheral blood
mononuclear cell) humaines (Poirier et al., 200L2tude préclinique de cette molécule sur le
primate non humain en monothérapie ou associéeaatrds immunosuppresseurs est
actuellement en cours et fait I'objet d’un projetrécherche collaboratif européen de trois ans
appelé TRIAD (Tolerance Restauration In AutoimmubDesease). Malgré les résultats
prometteurs de ces études, il est peu probabldujilisation seule de molécules bloquant la
costimulation puisse induire une tolérance a lagrgne, en particulier chez 'lHomme. En
effet, différentes études réalisées dans des nmodeérimentaux ont mis en évidence la
résistance des cellules T mémoires face a la fdlajeartraitements basés sur I'inhibition de la
costimulation (Valujskikh et al., 2002)(zZhai et,aR002). Or, comme je l'ai évoqué
précédemment, la présence de cellules mémoireslebgmtients transplantés représente un
obstacle a I'acceptation du greffon. Certaines &udhez I'animal ont pu démontrer la
possibilité de combiner des traitements bloquantdatimulation et des inhibiteurs de
molécules d’adhérences, comme lanti-LFA-1, afinnkliber la fonction des cellules
mémoires (Kitchens et al., 2012) et le rejet dgilédfe (Badell et al., 2010). Ainsi, il semble
nécessaire que les études sur les molécules \ashlatquer la costimulation s’intéressent a
leur action sur les populations de cellules ménsoet sur leur efficacité lorsqu’elles sont

combinées a d’autres traitements.
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CTLA4-Ig Anti-CD28

e.g. abatacept, e.g. TGN1412
belatacept
Anti-CTLA4
c e.g. ipilimumab, tremelimumab
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Figure 5 : Schéma représentant les molécules detionglation et leurs inhibiteurs (d’aprés Bedke
et Stenzl) (Bedke and Stenzl, 2010)

4) L'inhibition de la migration cellulaire

La migration des cellules de 'immunité est indisgable a la réponse induite contre le
greffon. Dernierement, I'équipe de Bousso a pdiBcement bien mis en évidence cette
dynamique des cellules qui migrent et interagisséintd’'induire cette réponse immune. En
utilisant une nouvelle technique de microscopiehbipnique, ils ont démontré I'importance
dans le rejet de l'infiltration rapide des DC etsdaonocytes du donneur dans le greffon,
suivie de leur migration dans les organes lymplogeondaires (OLS). Ces cellules activent
les lymphocytes T alloréactifs qui vont a leur touigrer au niveau du greffon pour le
détruire (Celli et al., 2011). La mobilité des aéds implique un remodelage intracellulaire du
cytosquelette d’actine contrdlé notamment par dgidgs molécules GTPase. Les molécules
d’adhésion exprimées par les cellules de I'immuretéles cellules endothéliales sont
également importantes pour la migration cellulaiEdes permettent aux leucocytes de se
fixer a la barriere endothéliale du greffon etaéraverser. Elles sont également nécessaires a

la stabilité des interactions cellulaires et dofiactivation des cellules effectrices.
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Certaines stratégies ciblant la migration et I'aibé cellulaire ont été utilisées dans
des modéles animaux pour réguler la réponse imraarteansplantation. L'utilisation d’'une
combinaison d'anticorps anti-LFA-1 et anti-VLA-4jblant deux molécules d’adhésion,
permet d’induire une prolongation de survie desga#ffes d’ilots pancréatiques chez le rat
(Yang et al., 1995). Ohki et ses collegues ont néogtie I'inhibition de la voie Rho GTPase
permettait de prolonger la survie d’allogreffesdiaques chez la souris, en limitant la
migration leucocytaire au sein du greffon (Ohkakt 2001). En accord avec ces résultats, une
autre étude a mis en évidence I'induction d’'unértice a I'allogreffe cardiaque de rat via
I'inhibition de la GTPase RhoA, qui entraine unedifioation du cytosquelette d’actine des
cellules T et l'inhibition de leur infiltration asein du greffon (Skelton et al., 2010). Un
nouvel agent immunosuppresseur, le beta-SQAG9,giattimduire la tolérance a I'allogreffe
de peau chez le rat via l'inhibition de la migratides LT, en se liant a la molécule CD62L
(Takenouchi et al., 2005). En effet, le CD62L esprané a la surface des LT naifs et
mémoires centraux et est nécessaire a une citmulaticompartimentation efficaces des LT
entre le sang et les ganglions lymphatiques. Assijaison avec le beta-SQAG9 empéche la
migration des LT. De plus, une étude tres récerperais d’identifier FucT-VIl (Fucosyl-
Transferase VII) comme une nouvelle cible afin dd&cher le rejet, applicable ensuite chez
'Homme. Cette molécule, codée par le géung7, est essentielle a la biosynthése des ligands
des sélectines, qui contribuent a l'initiation denhigration des lymphocytes. Ainsi, dans un
modele murin de rejet d’allogreffe cardiaque, létigation de ce géne conduit a une tolérance
a long terme des greffons, induite par un blocaggeld” CD4 en périphérie, avec un défaut
de prolifération, une production limitée de cytagrpro-inflammatoires et une surexpression
de la molécule PD-1 (Sarraj et al., 2014). Aingis ¢ T sont incapables de migrer vers le
greffon pour induire un rejet et meurent donc ppoptose. Des essais cliniques chez
'Homme avec 'immunosuppresseur mycophenolate,impliit I'expression de PD-1 par les
LT, ont démontré une diminution de I'apparition vsculopathie chronique des transplants
cardiaques (He et al., 2011). Ainsi, ces résuttaturageants peuvent étre dus a I'induction
de I'expression de PD-1 et donc au blocage desnLpéeiphérie. Ces résultats suggérent que
I'inhibition de la migration cellulaire semble étune stratégie permettant d’induire la

tolérance en transplantation chez 'Homme.

5) L’induction et le transfert de cellules régulatr ices

De nombreuses études parues depuis plusieurs miéseont permis de mettre en

évidence l'existence des cellules de I'nmmunitééarou adaptative douées d'une activité
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immunosuppressive et capables dans des modéleawnitiinduire une tolérance spécifique
du greffon en présence de courts traitements aescimimunosuppresseurkiqure 6).
L’étude de la présence de ces cellules chez 'Hopant@état naturel ou inductible, constitue
un axe important de la recherche visant a instaurertolérance chez les patients en allégeant
les traitements IS. Cette stratégie thérapeutigitd’dbjet d’'un consortium européen, appelé
The ONE Study, comprenant huit institutions acad@es partenaires de France,
d’Allemagne, d’ltalie, du Royaume-Uni et des Etdltisis. En effet, I'objectif premier de cette
étude est de prévenir du rejet des organes transpl@hez 'Homme, sans avoir recours a
une immunosuppression pharmacologique a long tetmeONE Study applique alors le
concept de thérapie cellulaire et vise a :

* produire différentes populations de cellules htopaiétiques immunorégulatrices

* étudier de fagcon comparative les caractéristiquddrogenes de ces différents types

cellulaires

* transférer ces cellules dans un essai cliniqueffettuer une comparaison de la sécurité

sanitaire et de l'efficacité thérapeutique de cleadype cellulaire chez des patients

transplantés rénaux.
Les cellules testées dans ce cadre sont des Tesg,Tdl, des DC tolérogénes et des

macrophages régulateurs, dont les propriétés géaé&mant explicitées ci-apres.

5.1. Les lymphocytes T régulateurs

Différentes populations de cellules T possédastagtivité régulatrice ont été décrites
ces vingt derniéres années. Parmi elles, il exisgcellules T CD4 des T CDS8, des LT
CD4CDS8 et des cellules T «natural killer » (NKT). Toutess cellules peuvent ainsi
contribuer a induire une tolérance a différentdetade la réponse immune. Parmi ces
cellules, il y a une distinction entre les celluleségulatrices naturelles et les cellules T
régulatrices induites. Les cellules T régulatricasurelles, appelées nTreg, se développent
dans le thymus et migrent en périphérie afin detréter les lymphocytes autoréactifs qui
seraient responsables du développement de maladiesmmunes (MAI). Les cellules T
régulatrices dites induites, ou iTreg, sont obtenaepartir de cellules CD4cultivées en
présence de différentes cytokines. Toutes ceslegljpeuvent partager certains marqueurs,

d’autres sont restreints a certaines populatiorikreg.

-32 -



INTRODUW(N - |I-La tolérance en transplantation

a) Les Treg CD4"

Les cellules T régulatrices CDACD25 expriment constitutivement différents
marqueurs tels que le GITR (Glucocorticoid-Indu@eanor necrosis factor Receptor family-
related protein) (Shimizu et al., 2002), le CTLA{#akahashi et al., 2000) qui inhibe
I'activité des cellules présentatrices d’antigenedenc empéche le développement de LT
effecteurs , le CD62L (Szanya et al., 2002) ou @écule Nrp-1 (Neuropilin-1) (Bruder et
al., 2004). Cependant, I'expression de ces moléaulgtant pas restreinte a ces cellules, elles
ne peuvent donc pas étre utilisées comme marqepddfiques. Chez la souris et le rat,
I'expression du facteur de transcription Foxp3 é sécifiquement associée aux cellules T
régulatrices CD4CD25". Foxp3 a été identifié comme régulateur du déysapent et de la
fonction des Treg CD4CD25'. Le transfert du géne codant Foxp3 dans des eslidD4
CD25 confere un phénotype et une fonction suppressoes&ellules (Fontenot et al., 2003;
Hori et al., 2003). De plus, l'utilisation de sauFoxp3™ a permis d'identifier Foxp3
comme le marqueur spécifique des ces Treg (Fonttnakt, 2005). Malgré I'expression de
Foxp3 dans les Tregs humaines, celui-ci a égalerdgntdécrit comme transitoirement
augmenté dans les lymphocytes T activés, sans qur-ai n'acquierent de propriétés
suppressives (Allan et al., 2007), rendant diicibn utilisation comme marqueur spécifique.
De plus, Foxp3 est un marqueur intranucléaire, ssiisle qu’en perméabilisant et donc en
deétruisant la cellule, ce qui empéche des étudas ppprofondies des mécanismes de
régulation avec ces cellul@s vitro etin vivo. Actuellement, aucun marqueur spécifique n'a
encore été identifié chez 'Homme. Les Treg CD®bnt capables d'inhiber différentes
réponses lymphocytaires induites par les lymphacyieCD4 et T CDS8, mais aussi la
réponse humorale via l'inhibition de la productabanticorps par les LB. Les nTreg peuvent
également inhiber des réponses immunologiques teslygar les NK et sont capables de
modifier la maturation et la fonction des DC (Thomand Shevach, 2000). La présence de
I'IL-2 est essentielle a leur prolifération et aetiion (Thornton et al., 2004), alors que leur
fonction suppressive dépend du T5ét de I'IL-10 (Du et al., 2006). La fonction pripale
des nTreg FoxP3est de migrer jusqu'aux sites inflammatoires etsdpprimer I'action de
différents lymphocytes effecteurs, spécifiquemeeiiecdes sous-populations de T helper
comme les Thl, Th2 et Thl7 ou de cellules Th folices (Tfh) (Chaudhry et al.,
2009)(Linterman et al., 2011). Cependant, il sengle les nTreg soient capables de produire
des cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-17. &ffet, I'lL-6 pourrait convertir les nTreg
en cellules Thl7 de facon dépendante du @ Gku et al., 2007). Cette plasticité cellulaire
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montre que les nTreg pourraient, dans certaineglittoms, se différencier en cellules
effectrices et favoriser la réponse immune actiegitr

Difféerents mécanismes permettent I'induction daggT issus de la conversion de LT
CD4" naifs en Treg (Curotto de Lafaille and Lafaillep2] dont le plus décrit est dépendant
de la présence de I'lL-2 et du T@Fantini et al., 2004). En transplantation, I'iction de
ces iTreg CD4CD25 Foxp3 a été observée dans des modeéles de toléranckogriéfe
cardiaque dépendant du TEBFCobbold et al., 2004)(Ochando et al., 2006). Réunent, les
études du groupe de Shevach suggérent qu’'un meddri&a famille des facteurs de
transcription d’lkaros, Helios, serait un marqudas Treg thymiques et pourrait permettre de
discriminer les iTreg des nTreg (Thornton et abD1@. Des études complémentaires sont
nécessaires pour confirmer ces données, cetteayl® été récemment remise en question
par difféerentes études (Akimova et al., 2011)(Haaibet al., 2011). En effet, I'équipe de
Williams montre chez la souris que des cellulespBofHaribhai et al., 2011) converties en
Treg sont majoritairement Helfdssuggérant que I'expression d’Helios n'est pas e@sie
aux nTreg. De méme, le groupe de Levings a démdeuistence d’'une sous-population de
NnTreg n’exprimant pas le marqueur Helios (Himmedlet2013). Récemment, des études ont
découvert un lien entre la méthylation d’'une régipeciale présente sur le gene de FOXP3
appelée Treg-specific demethylated region (TSDR9spropriétés effectrices ou régulatrices
des LT. En effet, cette région spécifique est emtent déméthylée dans les Treg alors qu’elle
est fortement méthylée dans les LT effecteurs.

Deux autres populations d'iTreg CDdnt été décrites: les Trl et les Th3. Les Trl
(pour T regulatory type 1), décrites par le groglegeRoncarolo, sont capables d’inhiber la
colite auto-immune (Groux et al., 1997). Elles sgéhérées a partir de cellules CDén
présence d’'IL-10. Récemment, une autre cytokiné;27, a été décrite comme capable
d’'induire la génération de Trl (Apetoh et al.,, 2010es Trl exercent leur fonction
suppressive via la production d’IL-10 et de TRskdépendamment du Foxp3 (Roncarolo et
al., 2001). En transplantation, I'inductiam vivo de ces cellules avec une combinaison d’IL-
10 et de rapamycine permet d'établir une toléraacéong terme d'allogreffe d'ilots
pancréatiques (Battaglia et al., 2006). Un essaiqcle basé sur le transfert de ces cellules
Trl est actuellement en cours en ltalie afin d'égaleur efficacité dans la maladie du greffon
contre I'h6te (GVHD) (Roncarolo and Battaglia, 2R07

Les Th3ont été décrites pour la premiere fois dans un heatdiinduction de tolérance
orale a 'EAE (Encéphalomyélite Autoimmune Expénttede) chez la souris (Chen et al.,

1994). Elles sont générées en présence d’IL-4-8dlet de TGPB. Leur fonction régulatrice
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est dépendante du T@Fgu'elles produisent (Weiner, 2001). Elles ont lartigularité
d’induire la différenciation de lymphocytes T edlages Treg CD4CD25 Foxp3 (Carrier et
al., 2007).

b) Les Treg CD8"

Une population de cellules T régulatrices CDaturelles a été mise en évidence chez
le rat par Saoudi et ses collegues en 2004 (Xystrek al., 2004). Cette population de
lymphocytes T CD8§ caractérisée par une faible expression de la mielé@D45RC,
exprimant Foxp3 et CTLA-4, peut produire de I'lL-de I'lL-13 et de I'lL-10in vitro. Ces
lymphocytes T CD8exercent leur fonction régulatrice en inhibankpansion de cellules T
CD4" de type Th1 via un contact cellulaire (Xystrakisilet 2004).

Des populations de Treg induites CD@nt aussi été mises en évidence, dont les
cellules CD8 CD28. Décrites chez 'Homme, elles sont généiéestro par des stimulations
répétées via des APC (Liu et al., 1998). Leur famcsuppressive est spécifique de I'antigéne
et dépend d’un contact cellulaire. Ces cellulesap@tretrouvées chez des patients transplantés
rénaux, hépatiques ou cardiaques, ne présentand@asigne de rejet (Colovai et al.,
2003)(Cortesini et al., 2002). Une sous-populatien. T CD8 semblable aux Trl (appelée
CDS8' TR), obtenue a partir de cellules T CD@aives et inhibant les réponses T primaires via
'IL-10 gqu’elle sécrete a également été observéez ates patients tolérants une allogreffe
rénale (Cai et al., 2004). Une équipe de notrerltboe a mis en évidence une population
d'iTreg CD8 possédant un phénotype similaire aux cellules retds CDSCD45RC"
décrites par I'équipe de Saoudi. Cette populat&tincapable d’inhiber le rejet aigu dans un

modele d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillean et al., 2007a)(Picarda et al., 2014).

c) Les Treg double négatives

Des cellules TCRB" CD3" NK1.1 CD4 CD8, dites double négatives, ont également
été décrites comme possédant des propriétés sapmesleur fonction est dépendante de
I'IL-2 et de I'lL-4 et nécessite un contact cellw&a(Zhang et al., 2000). Découvertes chez la
souris puis décrites chez 'Homme, elles n’expritnaas la molécule CD28 mais possedent
des molécules d’activation telles que le CD25 eE69 (Fischer et al., 2005; Zhang et al.,
2000). Elles sécrétent de I'lNet du TNFe (Chen et al., 2003). Elles permettent de prévenir
le rejet de greffe (Hill et al., 2011), la GVHD (Mg et al., 2003) et le développement de

diabéte (Ford et al., 2007). Une étude a mis edegénde la capacité de ces Treg murines a
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acqueérir,in vivo, le complexe CMH/peptide antigénique porté parAle€ via la trogocytose,
conférant a ces Treg la capacité a lyser les lymytes CD8 spécifiques de I'antigéne (Ford
Mclintyre et al., 2008). Récemment, une étude deerlaboratoire a permis de démontrer une
accumulation de LT double négatifs ffNdans la rate de rats tolérants suite a un transfer

adoptif de DC tolérogenes autologues (Hill et2011).
d) Les cellules NKT

Les cellules NKTsont des cellules exprimant a la fois le TaPRet le marqueur de la
lignée NK, le NKRP1. Elles peuvent produire de {4l de I'lFNy, du TGH et de I'lL-10
suite a une activation via la reconnaissance dlycogpide étranger présenté par la molécule
CD1d. Les NKT ont été associés a des fonctionsdalation notamment dans le cadre du
diabete (Frey and Rao, 1999) mais aussi en tramsypilen (K. . Seino et al. 2001)(Higuchi et
al. 2002). Chez la souris, ils sont impliqués danwlérance a l'allogreffe cardiaque et sont
capables d’inhiber la GVHD en favorisant la protifition des Treg du donneur de facon
dépendante de I'IL-4 (Pillai et al., 2009).

5.2. Les cellules dendritiques tolérogénes

Les cellules dendritiques jouant un réle importdans la tolérance périphérique
peuvent également étre impliquées dans des méaamidentolérance. En effet, la déplétion
des DC chez la souris entraine une diminution dmbte de Treg CD4CD25 Foxp3,
corrélée a une augmentation de lymphocytes T ptedis d’IL-17 et d’IFN, et une
augmentation du risque de MAI (Darrasse-Jéze €2@09).

Les propriétés régulatrices ou tolérogénes des mClassiquement été associées aux
cellules immatures. En effet, ces cellules exprim&amblement les molécules de co-
stimulation et ne produisant que tres peu ou pids1®p70 (Banchereau and Steinman,
1998), elles ne sont pas aptes a activer une régomaunitaire effectrice. Par ailleurs, elles
posseédent de fortes propriétés endocytiques etoplgigues (Buckwalter and Albert, 2009).
Elles captent les antigenes du "soi" et migrensdas OLS pour présenter ces antigenes aux
LT autoréactifs et induire leur délétion ou leuergie (Steinman et al., 2003). D’autre part,
I'injection de DCs autologues immatures combinésm@ immunosuppression sous-optimale
induit la production d’'IFN par les LT CD4CDS8 dans la rate et une survie a long terme de
I'allogreffe cardiaque chez le rat (Hill et al., ). Chez la souris, des DC immatures

dérivées de la MO et cultivéds vitro avec de faibles concentrations de GM-CSF (&M
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sont capables de prolonger la survie d’allogreffasdiaques (Lutz et al.,, 2000). Les DC
semblent également capables d’inhiber la répons®tale. En effet, des DC dérivées de la
moelle osseuse (BMDC) immatures ainsi que des Ddvemant de poumons de souris
peuvent fortement inhiber la production d’IgE pasd.B activés via le CD40 et 'IL-4
(Obayashi et al., 2007).

Cependant, le potentiel tolérogéne des DC ne mmsi€pe exclusivement attribué aux
cellules immatures. En effet, il a été démontré lqumaturation et I'expression de molécules
de stimulation pouvaient étre nécessaires a l'ifidncde tolérance. L'équipe de Lutz a
montré que des DC stimulées avec du @Nfpriment fortement le CMH de classe 1l et les
molécules de co-stimulation, mais produisent peucy®kines pro-inflammatoires. Ces
cellules sont capables d’induire une protectiontreoHEAE chez la souris (Menges et al.,
2002). Le concept de cellules semi-matures a dt@®posé, correspondant a un état de
maturation intermédiaire de DC capables d’induiréolérance. D’autre part, les DC matures
sont aussi capables d’exercer des fonctions ddatmu Elle peuvent induire une tolérance
en stimulant la prolifération de cellules Treg malies (Yamazaki et al., 2003). Les DC
CD11¢ CD103, qui présentent un phénotype mature (CD80, CD86, @)Vpiarticipent au
maintien de la tolérance intestinale en induisas @reg Foxp3 L'induction de ces Treg
dépend de la présence de P&#H de la production par les DC d’acide rétinoiqDes deux
facteurs permettent I'induction de I'expressionFaxp3 par les cellules T (Coombes et al.,
2007)(Sun et al., 2007)(Xiao et al., 2008).

5.3. Les macrophages régulateurs

Les macrophages peuvent avoir a la fois un rotgepteur et un rdle pathogene,
dépendant de leur localisation et de leurs pragsiébnctionnelles. En transplantation,
I'activation des macrophages a lieu initialements l@’'une agression du tissu liée au
phénomeéne d’ischémie-reperfusion et peut ainsiritordr a une détérioration du greffon. A
l'inverse, des macrophages alternativement actpegssent alors inhiber la production de
cytokines pro-inflammatoires par les macrophagéisexclassiquement et donc contribuer a
la réparation tissulaire. Les macrophages réguiatejprésentent quant a eux une population
distincte additionnelle dont le réle principal ebaffaiblir les réponses immunitaires pro-
inflammatoires. Ces macrophages régulateurs predude grandes quantités d’IL-10, mais
n'expriment pas l'arginase 1 et ne sont pas dépeadke la voie de signalisation de STAT6

(Fleming and Mosser, 2011). Les macrophages classigpeuvent étre induits en
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macrophages régulateurs lors d’interactions avecTadeg (Tiemessen et al., 2007) ou des
cellules B-1 (Wong et al., 2010). Une étude clieiquilote a démontré que les macrophages
régulateurs humains permettaient la diminutionrditedment IS chez des patients transplantés

rénaux (Hutchinson et al., 2011).

5.4. Les Myeloid-Derived Suppressor Cells (MDSC)

Les Myeloid derived suppressor cells (MDSC), ouekutes suppressives dérivées de la
lignée myéloide », population hétérogene de prageérs cellulaires, peuvent s’accumuler
dans les tissus inflammés et ainsi se différenememacrophages, DC et granulocytes. Ces
cellules, une fois activées, peuvent supprimevitro la prolifération des LT effecteurs, des
LB et des NK, ainsi que leur production de cytokin€es MDSC sont également capables
d’'induire une survie d’allogreffes d’ilots pancrgaies (Chou et al., 2012) et cardiaques

(Garcia et al., 2010) chez la souris.
5.5. Les cellules stromales mésenchymateuses (MSC)

Les cellules stromales mésenchymateuses (MSGyspmndent a une sous-population
de cellules multipotentes de la moelle osseuseédass des propriétés immuno-modulatrices
et réparatrices capables de migrer vers les gsiftmmimés (Ding et al., 2013)(Ding et al.,
2009). Ces MSC peuvent ainsi promouvoir la géngmatie Tregin vitro etin vivo via le
TGH3 et des contacts cellule-cellule (English et 8009). De plus, ces cellules particulieres
sont capables d’inhiber le rejet de greffe cardeaghez la souris en diminuant la sécrétion
d’allo-anticorps (Ge et al., 2009).

En clinique, des effets bénéfiques sur I'améliorate la maladie ou de la survie du
greffon ont été observés dans des cas de traitetheeGVHD gastro-intestinale ou hépatique
ou lors de greffe rénale (Tan et al., 2012). Leetliypement de stratégies thérapeutiques
utilisant ces MSC reste encore au tout début &rdifits essais cliniques utilisant ces cellules

sont en cours.
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Figure 6 : Schéma représentant les différentes akdk régulatrices et leurs cibles (d’aprés Wood)
(Wood et al., 2012)

5.6. Les cellules B régulatrices

Les LB sont principalement connus pour leur capadéitinduire positivement la
réponse immunitaire a travers leur propriété d’A€Cleur capacité unique a produire et
sécréter des anticorps. lls jouent un role importdans I'élimination de pathogénes
extracellulaires et sont largement décrits pour ieylication dans des pathologies telles que
les MAI via la production d’auto-anticorps, dans &lergies par la sécrétion d’'IgE ou encore
en transplantation via la génération d’anticorps-@mnneurs. Cependant ces vingt dernieres
années, de nombreuses études ont rapporté urégilateur des LB démontrant I'existence
de LB régulateurs (Vitale et al., 2010). Les diéigts r6les des lymphocytes B effecteurs et
régulateurs dans la réponse immunitaire serontdaésatans la derniére partie (lII).

Bien que les lymphocytes B puissent directemenppsmer des réponses
immunitaires (se référer a la partie llI-D « Mésanes de régulation des LB »), de
nombreuses études rapportent également que leatidonimmunosuppressive peut étre
médiée par des interactions avec d’autres popuokaticellulaires régulatrices. Les LB

expriment constitutivement les molécules de CMHcldsse | et I, ce qui en fait des APC
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capables d’interactions spécifiques d’antigénes &L T CD8 et CD4 respectivement. De
plus, certains LB peuvent avoir des interactiomeaies avec les NKT, via I'expression a leur
surface de la molécule CD1d. Une étude a permd&dentrer que des LT CD4omme des
CD8' possédant des propriétés immunosuppressives ttginarés lors de co-cultures avec
des LB purifiés issus de souris tolérisées parniigene dans un modele de greffe de cornée
(Ashour and Niederkorn, 2006). Une étude récermtéraontré que la production d’IL-10 par
les Breg induisait directement I'accumulation deedet la suppression de linflammation
dans un modele d’'arthrite (Carter et al., 2011)n$an autre modele, des LB isolés de la rate
de souris infectées avec des vers de schistosamesapables d’'induire une accumulation de
Treg FoxP3 dans les poumons et de supprimer I'asthme alleegsyite a un transfert adoptif
(Amu et al., 2010). Difféerentes études ont permgsdémontrer que des Treg allogéniques
CD4" (Chen and Jensen, 2007) et COgheng et al., 2009) possédant des propriétés
suppressives pouvaient étre générés en présend® génétiquement non-modifiés dans des
réactions lymphocytaires mixtes (MLR).
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lll- Le lymphocyte B, un acteur essentiel de I'immu  nité

A/Développement du lymphocyte B

1) Le développement dans la moelle osseuse

Dans la moelle osseuse, les cellules souches bpaiétiques pluripotentes donnent
lieu a l'ancétre commun lymphoide, ayant le pot#ntle générer des cellules T et B.
Certaines de ces cellules sont alors engagéesutamocessus de différenciation en cellules
B. Toutes ces cellules précurseurs non-différesgieeivent se distinguer par I'expression de
différents marqueurs a leur surface. L’'un de cegjmeurs, le CD34, est présent sur toutes les
cellules hématopoiétigues humaines et peut étlé eib thérapie clinique, via l'utilisation
d’anticorps monoclonaux anti-CD34, afin de sépdesrcellules souches hématopoiétiques
des autres cellules présentes dans la moelle.

Les cellules les plus précoces de la lignée B appelées cellules pro-Fifures 7 et
8). Ces cellules progénitrices conservent une ctpénitée d’auto-renouvellement, afin de
produire plus de cellules pro-B, mais également delfules qui vont poursuivre leur
différenciation. L’évenement majeur ayant lieu ldts stade pro-B est le réarrangement des
genes des chaines lourdes des Ig, qui précedautsupréarrangement des genes des chaines
légeres [Figure 7). La jonction des segments des gengseDJ, a lieu lors du stade précoce
pro-B, suivie de la jonction d’'un segmeni ®u segment réarrangéPlLle gene réarrangé est
transcrit par I'intermédiaire du gene de la régitn, le gene C le plus proche de la région V
réarrangée. L’ARN est alors épissé pour produRRNm de la chaine lourde p, le premier
type de chaine des Ig a étre produit lors du d¢pslment du lymphocyte B. Dés lors que le
LB exprime une chaine u, on parle de cellule prd-Bxiste deux états d’activation du pré-B
dans le développement du LB : le stade pré-B «largnmature et le stade pré-B « small »
plus mature. Les cellules pré-B «large » ont egagées avec succes le gene des chaines
lourdes des Ig et expriment une chaine lourdelgs eint alors stoppées le réarrangement des
génes des chaines lourdes mais n'ont pas encoreneooé celui des genes des chaines
légeres. Celui-ci a lieu dans les cellules pré$nall ». Les genes des chaines légeres sont
les premiers a étre réarrangés, et si ces réamargs ne permettent pas d’obtenir une chaine
K viable, les gened des chaines légéres sont alors réarrangés. Lolsgjenction des
segments V et J de la chaine légéere est réussee,chaine légére est alors formée et

assemblée dans le réticulum endoplasmique avechdne p pour former une IgM
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membranaire. L’'lgM s’associe ensuite a ¢il@t I'lgB pour former un BCR fonctionnel, qui
est ensuite transporté a la surface de la cellideréarrangement des genes des chaines
|égeres est alors stoppé et le « small » pré-Betiéwin LB immature.

Progéniteur Cellule B

lymphoide Cellule pro-8 ———— Cellule pré-8 —— .=\ — Cellule B mature
LV, 41 € L vl e
HEHH - » HEH T /
Configuration Jonction W Chalne
gemminale

LWVJ

ARMm  Chaine H

LV 10141 C L vl §
Configuration Jonction Va DJ
geminale
/ L v D.J C
Jonctecun DJ ARNm

Figure 7 : Schéma représentant les réarrangemengs génes des chaines des immunoglobulines
(d’aprés Ollila et Vihinen) (Ollila and Vihinen, 205)

Chaine L : chaine Iégére; Chaine H : chaine lourde;séquence leader; V : segment de variabilité ;
J : segment de jonction; D : segment de diver§ité segment de région constante.

2) L’activation dans la rate

Une fois leur développement dans la moelle osséeiseiné, les lymphocytes B
sortent de la moelle et sont morphologiquement lggmes. Cependant, ils ne vont acquérir
leur phénotype de surface, leur localisation ajju& leurs propriétés fonctionnelles que suite
a de nombreux phénomenes qui vont avoir lieu eiplpétie ou dans les organes lymphoides
secondaires comme la rate.

Les LB immatures sortant de la moelle acquieérenmnbrqueur de surface IgD ainsi
que les marqueurs CD21 et CDZEigure 8, avec des changements importants au niveau de
la densité d’expression d’autres marqueurs. Les ibBnatures, également appelés
« transitionnels » (T1/T2) selon leurs phénotyped, été caractérisés pour la premiéere fois
chez la souris (Chung et al.,, 2003). Les LB imnmeduvont alors répondre face a des
antigenes T-indépendants de type 1 comme les lipsgacharides, ce qui provoque une

réponse anticorps rapide en I'absence d’un helgrdphocytes T CMH de classe Il restreints
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(Coutinho and Moller, 1975). La majorité des LB oras, en dehors de ceux présents dans
les « Gut-Associated Lymphoid Tissue » (GALT), désit dans les follicules de la rate et des
ganglions lymphatiques, ou ils vont rencontrer &tondre a des antigenes T-dépendants
présentés par les cellules dendritiques follicaRifFDC). Les LB vont ensuite proliférer et
soit se différencier en plasmocytes a courte duléevie, soit entrer dans les centres
germinatifs (GC) et subir de nouveaux mécanismesateration.

Les GC ont été identifiés comme étant le siegecjpal de la génération des
lymphocytes B mémoires et des plasmocytes sécsatkamticorps de haute affinité (Jacob et
al., 1991). Les LB des GC situés dans la zone semdppelés centroblastes, vont initier
plusieurs cycles de prolifération au cours desquidds vont subir le phénomeéne
d’hypermutation somatique (SHM). Ce mécanisme &b@sa introduire des mutations dans
les génes codant la partie variable des Ig afiugtizenter la diversité et I'affinité des Ig
générées. Ces nouveaux clones de LB (centrocytigs@mh alors dans la zone claire du GC
dans laquelle aura lieu la sélection des celluess@dant des Ig de forte affinité, formant le
« compartiment mémoire » de l'immunité humorale Igke, 1996). L’hypothése actuelle
suggere que cette sélection repose sur une coropeiitre les nouveaux clones générés pour
interagir avec les lymphocytes T folliculaires, gont alors leur fournir un signal de survie.
En effet, les clones produisant une Ig de forténidf semblent posséder une meilleure
capacité a capter les antigenes présentés parde®lliculaires (Suzuki et al., 2009), a les
appréter et a les présenter aux cellules T folices (Allen et al.,, 2007)(O’Neill et al.,
2009)(Victora et al., 2010). Les dynamiques d'emtdes LB dans les follicules et leur
sélection par leur migration dans les GC représ¢énia mélange complexe d’interactions
moléculaires, orchestrées par des gradients claotiques et I'engagement du BCR, qui
n'ont été élucidées que recemment (Allen et alg720Ces LB sélectionnés quittent ensuite
les GC sous la forme de cellules mémoires, plassstdd ou plasmocytes (Oracki et al.,
2010)(McHeyzer-Williams et al., 2012). Certainefutes sécrétrices d’anticorps sortant des
GC migrent dans la moelle osseuse au sein de esietpour devenir des plasmocytes a

longue durée de vie.
3) Le lymphocyte B en périphérie/circulation

Des sous-populations de LB avec des fonctiongiddalisées, comme les B-1 et les
LB de la zone marginale (MZ), ont également étatifiées. Tout d’abord décrits en 1983
par Herzenberg, les B-1 murins correspondent asens-population de LB unique CD5

(Hayakawa et al., 1983) bien distincts des LB catie@nels (B-2) par leur phénotype, leur
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localisation, leur capacité a s’auto-renouvelarsiafjue par la production d’anticorps naturels
(Hardy and Hayakawa, 2001). Les cellules B-1 dutgée sont encore séparées en deux
sous-populations distinctes : les B-1a (CDét les B-1b (CD3Y. Leur origine, ou le fait que
ces cellules dérivent du méme progéniteur ou d'roggniteur différent de celui des B-2
conventionnels, a été fortement controversé (Damshiand Montecino-Rodriguez, 2007).
Cependant, un progéniteur des cellules B-1, qubsediistinct d'un progéniteur de la lignée
B, a été identifié dans la moelle osseuse fcetalenmuet a un degré plus faible dans la
moelle adulte (Montecino-Rodriguez et al., 2006)s Icellules B-1a et les anticorps naturels
gu’elles produisent leurs conféerent un réle innésdéa protection contre les infections
bactériennes chez les hotes naifs. A l'inversecédlsles B-1b fonctionnent indépendamment
en tant que source primaire des réponses anticpptatives a long terme, contre des
polysaccharides et d’autres antigénes T-indépeaddattype 2 (Haas et al., 2005). Les
cellules B MZ correspondent a une sous-populatiogue de LB spléniques murins, avec des
caractéristiques de LB naifs et mémoires (Pillaalet2005), et constituent la premiére ligne
de défense contre des agents pathogenes infeetsamd), comme les bactéries encapsulées.

Les sous-populations de LB B-1, MZ et LB des GCtgbuent toutes au pool
d’anticorps naturels circulants et a l'immunité piddive grace a leur différenciation
terminale en plasmocytes, qui correspondent auulesleffectrices de I'immunité humorale.
L’activation des LB matures suite a leur rencordvec I'antigene conduit initialement au
développement dans les GC, mais également tramesitent a la génération de plasmocytes
extrafolliculaires de courte durée de vigeigure 8, qui sécrétent des anticorps de faible
affinité, le plus généralement des IgM (Manz et aD05) et qui vont alors fournir une
réponse rapide qui sera cependant moins efficace.

Les LB mémoires dérivés des GC, générés pendasdciande semaine des réponses
anticorps primaires, expriment a leur surface dé& Bnutés d’affinité plus restreinte, suite a
la SHM. Les LB mémoires persistent apres la preanmiéncontre avec I'antigéne, s’expandent
rapidement lors des réponses secondaires suitelaeau challenge avec le méme antigéne,
et peuvent alors se différencier en plasmocyteetgas d’'anticorps a longue durée de vie.
Comme pour les stades précoces du développemenhiBddans le foie du feetus et dans la
moelle osseuse de I'adulte, le développement desrulcytes est tres régulé par une panoplie
de facteurs de transcription, dont les plus impastaont BCL6 et BLIMP-1 (ou PRDM1)
(Shapiro-Shelef and Calame, 2005). Les titres giansis d’anticorps spécifiques d’antigenes

proviennent d’abord des plasmocytes a longue ddeteie (Radbruch et al., 2006). Les

réponses immunitaires primaires et secondairesuisentt a la génération de différents pools
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de plasmocytes de longue durée de vie dans la gatemigrent ensuite dans la moelle
osseuse ou ils occupent I'essentiel des nichesiatemt persister ainsi tout au long de la vie
sans qu'il y ait besoin d’'un auto-renouvellemeradBruch et al., 2006)(McHeyzer-Williams
and McHeyzer-Williams, 2005). Le pool de plasmosypeésents dans la moelle ne requiert
pas la contribution des LB mémoires pour leur mamtmais lorsque ceux-ci sont déplétés,
les plasmocytes sont renouvelés a partir du poaBdmémoires (DiLillo et al., 2008). Ainsi,

la persistance de la présence de 'antigene, adkiogs ou de signaux de TLR peut amener le
pool de LB mémoires a se différencier de facon miguoe en plasmocytes a longue durée de

vie, pour une production continue d’anticorps.
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Figure 8 : Schéma représentant le développementlgegphocytes B, de la moelle jusqu’en
périphérie, et les différents marqueurs qu’ils exprent (d’apres Pieper et al)(Pieper et al., 2013)

4) Les facteurs de transcription régulant la matura  tion des LB

La sortie de LB des GC est régulée par de nombreézanismes impliquant des
signaux physiologiques via le BCR, ainsi que désractions avec les LT. Un des régulateurs
essentiels est le B-cell lymphoma 6 (BCL6), un e8peur transcriptionnel puissant requis

pour 'établissement et le maintien des GC, exprpagéles LB des GC et les lymphocytes
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Tfth. La maturation des LB des GC en LB mémoireplasmocytes requiert la diminution de
I'expression de BCL6, qui est obtenue par diffé&semécanismes ayant lieu dans la zone
claire. L’activation du BCR par I'antigene condaitla dégradation rapide de la protéine
BCL6 (Niu et al., 1998). De plus, la stimulation diege par les LT, via I'interaction CD40-
CD40L, mene a linduction d’'IFN Regulatory Factor(lRF4) dépendante du NF-kB, un
régulateur essentiel du développement des plasem¢Mittriicker et al., 1997). IRF4 induit
la répression transcriptionnelle de BCL6 (Saitoakt 2007) et la transactivation de B-
lymphocyte-induced maturation protein 1 (BLIMP1déopar le gen®rdml (Sciammas et
al., 2006), qui conduit & un programme régulategpeié a la différenciation en plasmocytes
et a la sécrétion d’lg (Turner et al., 1994).

Le programme transcriptionnel régulant les GQetifférenciation en plasmocytes est
fortement régulé afin de permettre une réponse initaite rapide et appropriée. BCL6, IRF4
et BLIMP-1 interagissent ensemble au sein d’'un dergbien contrdlé, ayant lieu pendant le
développement physiologique des GC. Dans les daastes, BCL6 se lie a son propre
promoteur et inhibe donc sa propre transcriptiorgttamt ainsi en oceuvre une boucle
autorégulatriceRigure 9A (Pasqualucci et al., 2003). De plus, BCL6 répringanscription
de différents genes impliqués dans les voies desdrection des signaux dépendants du BCR
et du CD40 (Basso et al., 2010). Certains d’entne, @omme le NF-kB et les MAPK,
répriment en retour I'expression de BCL6, impliquaainsi I'existence de boucles de
rétrocontrble supplémentaires. BCL6 empéche aessiLB des GC de se différencier en
plasmocytes en réprimant la transcription du gérdml (Tunyaplin et al., 2004).
Simultanément, BCL6 réprime I'expression du factdersurvie BCL2, rendant les cellules
plus sensibles a I'apoptose et assurant ainsirldesat la différenciation des cellules ayant
une forte affinité pour I'antigéne (Saito et alQ0®). L’acétylation de BCL6 rompt cette
activité repressive (Bereshchenko et al., 2002)mp#ant I'induction de I'expression de
BLIMP-1 via IRF4 Eigure 9B. A son tour, BLIMP-1 contribue & la répression lde
transcription de BCL6 en se fixant au promoteurcatui-ci (Shaffer et al., 2002). IRF4
contrble non seulement la formation des GC maisleégant la différenciation en
plasmocytes, en agissant d’'une maniére dose-dépendzn effet, a faible concentration, il
favorise la formation des GC et la recombinaisorcidsse des Ig (CSR), alors qu’a forte
concentration il permet plutét l'induction de laarscription de BLIMP-1 et donc la
différenciation en plasmocytes (Sciammas et alQ620L'expression d’'IRF4 est réprimée
dans les GC, probablement par le facteur de trgntiger MITF (Lin et al., 2004) et est

maintenue a un faible niveau dans les LB maturepe@dant, IRF4 est nécessaire pour la
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génération de ces GC et pour la CSR (Ochiai et 24113), et est essentiel pour le
développement des plasmocytes (Klein et al., 2006 )effet, dans les plasmocytes, IRF4 se
lie a son promoteur, instaurant ainsi un mécanidenedtrocontréle positif et permettant aux
plasmocytes de maintenir un niveau élevé d’expoesdilRF4 Figure 9Q (Shaffer et al.,
2008). BLIMP-1 n’est pas nécessaire pour les étgpesoces de différenciation en
plasmocytes (Kallies et al., 2007). Il est cepehdagcessaire et suffisant pour la
différenciation totale des LB en cellules sécrésiad’Ac (Shapiro-Shelef et al., 2003). La
maturation du LB, de I'état de plasmablaste a adduplasmocyte a longue durée de vie de la
moelle, s’Taccompagne d’'une forte expression de BR-IM qui permet alors la répression de
BCL6, favorisant alors la différenciation et le m&n de ces plasmocytes a longue durée de
vie (Shapiro-Shelef et al., 2005).
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Figure 9 : Les génes de régulation de la différeatiton des lymphocytes B au sein des centres
germinatifs (d’apres Martinez et al)(Martinez et.aR012)

B/La fonction des anticorps

1) Schéma d’un anticorps

L’'une des fonctions les plus importantes des LB Ilagproduction d’anticorps. En
effet, la réponse immunitaire humorale est indpae les LB qui exercent leur fonction via
cette production. Ces anticorps sont des immunadjltds composées d’une partie constante
correspondant a I'isotype responsable de la fonam|'anticorps et d’'une partie variable qui
permet la reconnaissance et la fixation spécifipgantigened-{gure 10. La production de
ces anticorps nécessite I'activation et la différation des LB naifs suite a une rencontre

avec I'antigéne pour lequel ils sont spécifiquesnme je I'ai déja évoqué précédemment.
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Fixation a I'antigéne

L Fragment Fc
Isotype: fonction spécifique

Figure 10 : Représentation schématique d’un antipst

V=partie variable; C=partie constante; H=chaine Ilme (heavy chain); L=chaine légere (Light
chain), Fc= Fragment cristallisable.

2) Mécanismes d’action des anticorps en transplanta  tion et

stratégies d’intervention

2.1) Les LB : des acteurs importants du rejet deffe

En transplantation, l'action des anticorps prodyssr les plasmocytes dépend
principalement de deux mécanismes qui sont l'aitivade la cascade protéolytique du
complément et le mécanisme d’ADCC. Ces mécanisiytesoziques sont déclenchés par la
fixation des alloanticorps, notamment sur les mdEs de CMH de classe | et || du donneur
exprimées par les cellules endothéliales du greffon

La cytotoxicité envers les cellules du greffon pgonc étre induite via le mécanisme
d’ADCC. Le fragment Fc des anticorps fixés surdebules cibles est reconnu par les cellules
NK et les macrophages qui expriment les réceptauxsfragments Fc. Cette reconnaissance
active les NK et les macrophages, qui vont lyses tllules cibles via la voie
granzyme/perforine et induire la production de ratsirs pro-inflammatoires tels que NO,
ROS et TNk..

L’activation de la voie classique (dépendante deig@ps) du complément est induite
via la fixation du composant cl1 sur le fragmentdeés anticorps couplés a leur antigene. La
cascade enzymatique du complément aboutit a laatosm d’'un complexe d’attaque
membranaire (c5b,6,7,8,9) qui forme un canal damsmlembrane cellulaire, ce qui

endommage et active I'endothélium (Nakashima et 2002). Les cellules endothéliales
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activées produisent des cytokines pro-inflammasoa@mme I'lL-1, I'IL-8 et le MCP-1, qui
attirent les cellules neutrophiles et les monocyasniveau du greffon et favorisent la
perméabilité vasculaire, ainsi que la sécrétionfatgeurs pro-coagulants. Cette cascade
d’évenements aboutit a des hémorragies, a la thosenbasculaire et provoque I'ischémie et
le rejet du greffon (Rocha et al., 2003). L'actigat de la voie du complément génére
également des composants tels que le c4a, c4b¢cBa&t c5a qui participent aux dommages
tissulaires. Le c3a, le c4a et le c5a sont deshyhatpxines qui favorisent la perméabilisation
cellulaire, la chimiotaxie et participent ainsiecrutement des leucocytes dans le greffon. Le
c3b et le c4b produits se fixent aux cellules @ldé aux anticorps, favorisant la destruction
du greffon par les cellules phagocytaires portestrécepteurs au complément. Le c4d issu de
I'hydrolyse du c4b se dépose sur les cellules deffgn et constitue un marqueur de
I'activation de la réponse humorale (Colvin and ®n2005). Comme la présence de DSA, la
détection de dépdt de c4d sur les cellules du greffonstitue généralement un mauvais
pronostic. En cas de rejet, il permet de fourne imdication sur les mécanismes induisant ce
rejet et permet ainsi d’adapter les traitements umosuppresseurs. De plus, I'équipe
d’Halloran a mis en évidence que la modification’depression des genes liés notamment a
la dysfonction et l'activation des cellules endditiés (ENDATs: ENDothelial Associated
Transcripts) dans le greffon semble étre un meilleigne de la présence d'un rejet a
médiation humorale que la simple détection de D6duedépot de C4d (Sis et al., 2009). En
effet, le seul fait de la fixation des DSA sur teslécules du CMH du donneur peut activer
les cellules endothéliales de fagon pro-inflamnratat induire un signal intracellulaire,
favorisant la prolifération de ces cellules etédargtion de facteurs pro-inflammatoires et pro-
thrombotiques (Li et al., 2009)(Yamakuchi et ab02). De plus, I'effet délétere des DSA est
influencé par leur concentration, leur affinitayiésotype et les groupements glycanes qu’ils
portent au niveau du fragment Fc (Chang and Ra@9)(Zhang and Reed, 2009).

Il existe différentes stratégies afin de diminuermiveau de DSA chez les patients
transplantés. Comme je l'ai cité précédemment,deseapproches est d’'induire la déplétion
des LB en utilisant des anticorps comme l'anti-CHRauximab). Cependant, cette stratégie
ne permet pas d'éliminer directement les DSA cantd car I'anti-CD20 ne permet pas
d’éliminer les plasmocytes, qui n'expriment plusdB20. Néanmoins, il dépléte les cellules
mémoires permettant ainsi d’empécher la differdimriade ces cellules en plasmocytes
sécréteurs de DSA. D’autres stratégies comme Isnmaphérese ou linjection en

intraveineuse d'immunoglobulines polyclonales (I'g)@ermettent, quant a elles, d’éliminer
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plus rapidement les DSA circulants. L'IVIGs consisk injecter de fortes doses d’lgG
humaines purifices a partir de nombreux donneuiassdl est suggéré que Ieffet
immunosuppresseur de ces Ig passe par leur fixatiofes DSA ce qui entrave leur fonction
mais également par des mécanismes régulateurgsnmduila fixation de leur fragment Fc sur
les récepteurs aux Fc présents sur de nombreuieeseomme les LB, les DC et les
macrophages (Anthony et al., 2008a). D’autres &gias faisant toujours I'objet d’études
cliniques semblent prometteuses. Parmi elles ldeBomib, inhibiteur du protéasome qui
bloque la production d’anticorps et induit I'apogdo des plasmocytes (Perry et al.,
2009)(Walsh et al., 2012), en association ave@lahéthasone, est utilisé couramment chez
des patients atteints de myélomes multiples. De enéenBelimumab, bloquant la voie du
facteur BAFF impliqué dans la survie, la prolifépatet la maturation des LB (Vugmeyster et
al., 2006), a montré des résultats encourageargsdlétudes cliniques de phase Il et son
utilisation est maintenant approuvée pour le tnaéiet du SLE (Furie et al.,, 2011). La
fonction des DSA passant par I'activation du compét, un anticorps monoclonal humanisé
ciblant le composé C5 du complément (Eculizumab)également en étude et apporte des
résultats encourageants. Il permet d’'inhiber lanftion du complexe d’attaque membranaire,

empéchant ainsi I'activation totale du complém&tegall et al., 2011).

2.2) Le second roéle protecteur des LB et de leunicorps

Les LB peuvent également avoir un effet protecteéwrglant alors un second role a
I'opposé de celui décrit habituellemeRigure 11).

En effet, dans certains modéles de xénogreffe allodreffe, il est possible
d’observer la présence de DSA sans détérioratisultaire et fonctionnelle du greffon (Koch
et al., 2004). Ce phénomeéne appelé accommodatiogéegralement observé suite a une
inhibition de la réponse lymphocytaire B, suivi i’'vetour progressif des anticorps, et est
souvent associé a lI'expression de molécules cytegrices. En effet, la surexpression de
molécules telles que HO-1, IDO, NO, Bcl-2 et Bcl-Hui protegent les cellules endothéliales
du greffon en régulant la réponse immune, l'inflaation et I'apoptose, a été observée dans
des greffons tolérés, malgré la présence de DSAhB&aal., 1997)(Heslan et al., 2006a)(Hill
et al., 2007)(Jin et al., 2005)(Soares et al., 19B&st suggéré que ces anticorps d’isotype
particulier ne seraient pas délétéres mais plutdtepteurs vis-a-vis du greffon (Koch et al.,
2004; Zhang and Reed, 2009) et pourraient étrerégihe de I'expression des molécules
protectrices (Delikouras et al., 2003)(Jindra et2006). Ces connaissances sont importantes

en transplantation car elles ont une implicatiogrdpeutique. En effet, I'utilisation de
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certaines molécules, comme l'anti-CD20 visant alé&tép les LB afin de diminuer la
production des DSA, ne ciblent pas I'ensemble d@slLest donc nécessaire d’identifier la
population responsable de la production d’antical§isteres pour le greffon afin d’utiliser un
traitement adapte.

Les LB sont considérés comme effecteurs importdmtsejet d’allogreffe, de par leur
production d’anticorps (Martin and Chan, 2006),rl@apacité de cellules présentatrices
pouvant ainsi activer et stimuler directement dds@D4" (Crawford et al., 2006), mais
également par leur capacité a migrer vers le gnedfomédier localement le rejet. En effet,
différents groupes ont démontré la présence deeasgerminatifs ectopiques au sein des
tissus greffés, appelés tissus lymphoides tersigifeT), dans des greffons présentant un rejet
chronique (Baddoura et al., 2005)(Thaunat et 8052 Ces TLT, ayant la méme architecture
que les organes lymphoides secondaires, contiemiesntB ainsi que des LT helper et des
DC. lls se développenin situ dans les greffons dans un microenvironnement trés
inflammatoire qui favorise ainsi une réponse immloeale importante et non régulée. De
plus, le répertoire d’anticorps anti-HLA produitshlement au sein de ces TLT apparait étre
plus vaste et de spécificité difféerente de celus @aticorps produits systémiquement et
observés dans le sérum (Thaunat et al., 2010agrdept, la présence de ces LB au sein du
greffon a été démontrée comme pouvant étre nord@i@sere mais au contraire protectrice,
soulevant ainsi le concept que les LB puissent &sociés a une tolérisation du greffon
plutbt qu’a un rejet de celui-ci. En effet, Browhses collegues ont observé des TLT au sein
de greffons tolérés dans un modele d'allogreffaleichez la souris, exprimant le marqueur
PNAd (pour Peripheral lymph Node Addressin) quinpetrr d’'identifier la présence d’High
Endothelial Veinules (HEV), des sections de I'eiéiitm vasculaire spécialisées retrouvées

essentiellement dans les organes lymphoides (Bebwah, 2011).
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Figure 11 : Le role ambivalent des lymphocytes Bafates Thaunat et al)(Thaunat et al., 2010b)

C/Emergence de lymphocytes B régulateurs

Au vue des différentes fonctions immunosuppressides LB régulateurs, et plus
particulierement en auto-immunité, la réponse imenonédiée par les LB peut aussi jouer un
rble important dans l'acceptation du greffon ennsgdantation. En effet, les LB sont
généralement décrits comme des cellules effectiiopsrtantes lors des réponses immunes
du a leur différenciation en cellules plasmocytisecrétrices d’anticorps, mais également
grace a leur role d’APC facilitant I'activation de$ CD4'. Cependant, le role des B dans le
systéme immunitaire s’étend au dela de ces forgtidn cours des derniéres décennies, un
nouveau réle régulateur des LB a été mis en évalelans de nombreux modéles murins.
Depuis, de nombreuses études réalisees chez I'Hoeimke rongeur démontrent des
caractéres communs entre les Breg de ces difféeraptieles. Cependant, un phénotype
unique de cellules B régulatrices commun aux difiées especes n’est a I'heure actuelle pas
encore identifié.

Deés la fin des années 1960, il a été suggeré poprdmiére fois I'existence d’'une
population de cellules productrices d’anticorpsatags d’exercer un effet régulateur. En
1968, Alan Morris et Goran Méller ont mis en évidena résistance a I'immunisation par le
SRBC (Sheep red blood cells) des animaux injectéx ales splénocytes producteurs
d’anticorps (Morris and Mdller, 1968). Par la syiKatz, Parker et Turk ont décrit I'effet

suppresseur des LB en démontrant que la déplétesn LdB, dans une préparation de
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splénocytes, inhibait le réle régulateur de cetéparation sur I'hypersensibilité de contact
chez le cobaye (Katz et al., 1974), suggérantgiégaces LB représentent plus que de simples
cellules productrices d’anticorps. Dans les annE®30, I'équipe de Janeway a confirmeé
I'existence d’une fonction régulatrice portée pes tellules B, en utilisant un modéle d’EAE
(Encéphalomyélite Autoimmune Expérimentale) cheg sdeuris déficientes en LB (souris
uMT) (Wolf et al., 1996). Cette étude montre quediiction d'EAE dans ce modeéle ne
nécessite pas la présence de LB, mais que cewntirgcessaires a la diminution de la
séverité et a la guérison de la maladie. Les fonstirégulatrices de ces cellules ont par la
suite été attribuées a des LB producteurs d’ILakipelés ensuite cellules B10. En 2002, des
expériences de transfert réaliséesHlatreau et ses collegues montrent que les LBsna

la différence des LB IL-10, sont capables de réduire 'EAE chez desrisuMT (Fillatreau

et al., 2002a). Plusieurs études réalisées dansnddeles animaux ont également mis en
évidence I'importance de la fonction régulatrices @10 dans les MAI, comme les coliques
chroniques, les maladies inflammatoires intests@BD) (Mizoguchi et al., 1997, 2002a) ou
I'hypersensibilité de contact (CHS) (Watanabe gt24107a). Les B10 régulent le diabete chez
des souris NOD, dans lesquelles les LB sont égalerdécrits comme impliqués dans
I'induction de la maladie (Xiu et al., 2008a). Dans modéle d’arthrite induite par le
collagene (CIA), la déplétion des LB réduit la séeéde la maladie (Yanaba et al., 2007a)
alors que l'injection de cellules B arthritogéniquactivées avec un anticorps anti-CD40
diminue l'incidence et la sévérité de la maladia ia production d’IL-10 (Mauri et al.,
2003a).

1) Phénotype des LB régulateurs

1.1. Les Breg chez le rongeur

De nombreuses études réalisées chez le rongepeonts de démontrer I'implication
des lymphocytes B dans I'induction d’'une toléraragilation. L'une des premiéres, realisée
chez la souris par I'équipe de Parker, a permigng¢tre en évidence l'induction d’'une
tolérance a I'allogreffe d’ilots pancréatiques Balbhez des souris C57BI6, suite au transfert
de LB du donneur et & I'administration d’un antgobloquant anti-CD40L huit jours avant
la greffe (Wortis et al., 1995). L’année suivantélf et al démontrent I'implication des LB
dans la régulation du développement de la maladdaes la guérison spontanée dans des
modéles murins d’'EAE (Wolf et al., 1996). La rédigda de la réponse immunitaire médiée

par les cellules B a ensuite été démontrée dansnaeieles dinflammation intestinale
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chronique (Mizoguchi et al., 2002b), d’asthme et@@&. Avec un nombre important de
publications se penchant sur l'analyse du phénotgpale la fonction de ces cellules
régulatrices, différentes sous-populations de Bag identifiees, en fonction de leur état de
maturation mais également du modéle dans lequesd stint mises en évidenéggures 12 et
14).

Le phénotype le plus récurrent pour I'identificatides Breg murins est probablement
la sécrétion d’'IL-10. Ces lymphocytes B regulatesoat alors appelés B10 (se reporter a la
partie 1lI-D « Mécanismes de régulation des LB Eh dehors de cette particularité, de
nombreuses études présentent des Breg murins df@emnts phénotypes. Les cellules Bla,
présentes au niveau de la cavité péritonéale, fflivere des premiéres sous-populations de
cellules sécrétrices d’'IL-10 identifiees (O’'Garraad., 1992). Des cellules B de la zone
marginale de la rate ayant un phénotype CDB21" CD23 CD24 CD1d IgM™, sécrétant
de I'lL-10 suite a une stimulation par le CpG (agtendu TLR9), sont également capables de
réguler les réponses immunes impliquées dans urelmate lupus (Lenert et al., 2005).
Mauri et ses collegues décrivent un phénotype édeupseurs de ces cellules, appelés T2-
MZP, dans un modéle murin de CIA. Ces LB produisentIL-10, ont un phénotype CD19
CcD21"" cD23" CcD24"" CD93, et leur transfert adoptif chez des souris immémss
empéche le développement de la maladie, de fagpandénte de I'lL-10, puisque des LB
déficients pour I'lL-10 en sont incapables (Maurak, 2003b)(Evans et al., 2007).

Le role régulateur de ces B10 (CD1@D5 CD1d) a été identifié au sein de
différents modéles d’auto-immunité comme I'EAE, IBD, le CIA et le lupus (Kalampokis
et al., 2013). Les B10, qui partagent des marquehésotypiques avec les cellules Bla, les
T2-MZP et les cellules B de la zone marginale, espondent a environ 1-2% des cellules B
de la rate de souris naives. L’équipe de Tedderodém I'existence de rares B10, enrichis
dans la sous-population de LB CI¥Y CD5' dans la rate de souris naives, sécrétant de
grandes quantités d’lL-10 en réponse a de fonsuditi(Yanaba et al., 2008a). De plus, une
autre étude a démontré que cette sous-populatitB @D5" CD1d IL-10" pouvait,in vitro,
étre sensiblement augmentée suite a une stimulatiea BAFF (B cell Activating Factor) et
contribuer a diminuer le développement d’arthnitéuite par le collagene suite a un transfert
adoptif (Yang et al., 2010). En effet, BAFF a étmdntré comme nécessaire pour la
transition des LB du stade immature T1 au stadesifiannel T2 et essentiel pour le
développement des LB de la zone marginale (Schneidd., 2001). De facon intéressante, la
protéine TIM-1 est exprimée par la majorité desutes Breg murines, et le transfert de ces

cellules TIM-T IL-10%, obtenues a partir de n'importe quelle sous-popaiatie LB de la
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rate, peut directement induire une tolérance dofjakffe d’ilots (Ding et al., 2011). En
revanche, certaines études décrivent des LB régukaexercant leur role suppressif via des

mécanismes indépendants de I'lL-10 (Montandon.ef@ll 3).
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Figure 12 : Schéma représentant les différentes sgopulations de lymphocytes B régulateurs
chez la souris (d'aprés Stolp, Turka et Wood)(Stelpal., 2014)

Peu d’études se sont intéressées a des modeletedtmageur autres que murins. En
effet, Yan et ses collégues ont montré pour la menfois un role des LB dans l'induction
d’une tolérance a l'allogreffe dans un modéle defgrrénale CMH-incompatible chez le rat.
lIs ont démontré que I'injection intraveineuse d& de la rate du donneur le jour de la greffe
permettait d’instaurer une tolérance supérieur®@ j8urs chez les rats greffés (Yan et al.,
2002). De plus, cette tolérance était spécifique Lld® puisque le transfert de LT du donneur

n’induisait pas de tolérance.

1.2. Les Breg chez 'Homme

L'existence de LB régulateurs chez 'lHomme a étggerée par différentes équipes.
Comme pour la souris, le phénotype de ces celkdesrés variable selon les étudegy(res
13 et 1. Duddy et ses collegues ont observé une diminuties LB producteurs d’IL-10
chez des patients atteints de sclérose en plaijli&s(Duddy et al., 2007). L’équipe de Mauri
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a mis en évidence chez des patients atteints deuSeEliminution de LB immatures enrichis
dans la sous-population CD'1@D24"" CD38"", sécrétant de grandes quantités d’IL-10 et
exercant des fonctions suppressives sur la sécrééid NFx et d’'IFNy par des LT autologues
(Blair et al., 2010a). Des sous-populations ¢g &juivalente aux B10 murins sont également
identifiees chez 'Homme. En effet, bien que lapalid des publications décrivent un
phénotype de Breg transitionnelles/naives, cesaéwuipes les identifient chez 'Homme
parmi le pool de LB mémoires, ou ayant des margudarLB mémoires tels que le CD27 et
le CD148 (Iwata et al., 2011)(Khoder et al., 20129.plus, des LB CDI9CD24"" cD38""
CD5"" |gD* ayant des propriétés suppressives et induisanexpansion de dgin vitro ont
également éeté identifiés (Lemoine et al., 2011ctibn des By ne semble pas se limiter aux
MAL.
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Figure 13 : Schéma représentant les différentes squopulations de lymphocytes B régulateurs
dans le sang périphérique chez 'Homme (d’aprésiStdurka et Wood)(Stolp et al., 2014)

Une caractéristiqgue unique décrite pour les LBIpigant de I'lL-10, en comparaison
avec d’autres sous-populations de LB, est une fexfgession de la molécule de surface
CD1d (Mizoguchi et al., 2002b)(Yanaba et al., 2Q08ai est nécessaire pour la présentation
de glycolipides et phospholipides antigéniques eellules NKT. Un r6le important des LB
CD1d"" dans Iinduction d’'une tolérance immune a travéstivation des cellules NKT a
éte démontré dans différents modéles murins (SoaadaStein-Streilein, 2002) (Wei et al,
PNAS USA 2005). Cependant, les cellules NKT peuvegdlement avoir des fonctions
stimulatrices, et il est maintenant clair que laciion immuno-stimulatrice ou régulatrice de

ces cellules dépend de leur activation préalabéyéldawa et al., 2001).
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Figure 14 : Schéma représentant le développemerstigephocytes B effecteurs et régulateurs
(d’apres Clatworthy)(Clatworthy, 2011)

2) Induction de LB régulateurs

L’'apparition de ces phénotypes de cellules réguktd nécessite un signal activateur
pour le LB pour induire cette fonction. De nombeusnolécules semblent impliquées dans
ce phénomeéne, comme le BCR, la molécule CD40 otlLBs

2.1. Le CD40

La molécule CD40 exprimée a la surface du LB et iseraction avec son ligand
CD40L (CD154), exprimé par les LT, a précédemmaeétidentifiece comme induisant la
maturation des LB en cellules sécrétrices d’anpisqBanchereau et al, Annu Rev Immunol
1994). A l'inverse, une stimulation prolongée wadD40 conduit & un effet inhibiteur sur la
sécrétion de ces anticorps (Miyashita et al., 1998 nombreuses études ont identifié
I'interaction CD40-CD40L comme une voie de sigratisn essentielle pour l'induction et
I'activation des LB régulateurs.

En effet, contrairement au transfert de LB de isonatives, le transfert de LB isolés de

souris déficientes pour le CD40, ou le transfert Bepré-incubés avec un anticorps bloquant
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anti-CD40 ne sont pas capables de supprimer lesiség T autoréactives ni I'inflammation
du colon observés dans un modeéle de colite chegaless déficientes pour le T@Ret I'lgM
(Mizoguchi et al., 2000). De plus, les souris défites pour le CD40, avec une déficience
restreinte aux LB, souffrent d’'une forme plus sévdiEAE et présentent une diminution
importante de la production d’IL-10 et une augmeotades réponses Thl et Thl7. Ces
études suggeérent alors un lien entre la stimuladonCD40 et une capacité immuno-
régulatrice des LB. Par la suite, il a été démoqtré la stimulation de splénocytes avec un
anticorps agoniste anti-CD40 induisait I'apparitidiune sous-population de cellules B
régulatrices réduisant fortement l'arthrite en apgrat de I'lL-10 (Mauri et al., 2003b) (Evans
et al., 2007). Dans un modele de transplantati@z ¢h souris, la tolérance a l'allogreffe est
induite par I'administration d’'un anticorps anti-€iRB et est obtenue seulement lorsque des
cellules B sont présentes (Deng et al., 2007). Besris déficientes en LB (UMT)
reconstituées avec des LB déficients en CD45RBréseptent pas de tolérance a l'allogreffe.
L’induction de tolérance requiert I'expression daslécules B7, CD40 et ICAM-1 par les
LB, suggérant que la tolérance médiée par les ltBlégendante d’une interaction directe
LT/LB. En revanche, la production d’IL-10 par le® Ine semble pas avoir de rbéle dans
I'induction de tolérance puisque la neutralisatam I'lL-10 ou la reconstitution des souris
UMT avec des LB déficients en IL-10 n’affectent patie tolerance. Ces données démontrent
qgue l'activation des LB via le CD40 est un factémportant pour fournir a ces LB des
capacités suppressives, méme si auparavant I'aitena CD40-CD40L était considérée
nécessaire pour la maturation des LB (Kehry, 19@®ez 'Homme, une déficience de la
voie de signalisation du CD40 chez les patientsirdtt de lupus rend les Breg inefficaces,
suggérant que le CD40 peut aussi étre impliqué tamsmécanisme d’action (Blair et al.,
2010b). Ceci confirme d’autres observations, sumgégu’une forte stimulation, comme celle
obtenue avec les anticorps anti-CD40, peut indiareét de la maturation des LB, restaurer
I'apoptose et conduire a la production d’IL-10 (Maet al., 2003b)(Callard et al., 1995).

2.2.Le BCR

Bien que la molécule CD40 soit importante pourdé&veloppement des Breg, le
récepteur a I'antigene des LB semble égalementné&tcessaire. En effet, il a été démontré
que des souris déficientes en CD19, un coréceppptimisant les signaux du BCR,
développaient une EAE plus importante que cellenig® chez des souris contrbles (Sato et

al., 1996)(Sato et al., 1995). Dans un autre modglan d’hypersensibilité de contact, une
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déficience du CD19 provoque une aggravation dedkdne associée a une diminution de la
production d’IL10 et une augmentation de la séoret’lFNy (Watanabe et al., 2007b). Ceci
est également confirmé par des études chez des samexprimant CD19, pour lesquelles il
est observé une production plus importante d’lILef@n meilleur contréle du développement
de la maladie (Yanaba et al., 2008a), suggérantajsegnalisation du BCR est importante

dans le développement de cellules B régulatrices.

2.3. Les Toll Like Receptors

Les Toll-Like Receptors (TLR) sont des PRR recossant des motifs microbiens
conserves qui informent les cellules de I'h6te al@résence de signaux de danger. Bien que
les TLR soient critiques pour la défense de I'h@tgtivation des cellules via ceux-ci peut
contribuer au développement de réponses inflammesatoet auto-immunes (Marshak-
Rothstein, 2006). Cependant, la signalisation @dains de ces TLR peut médier un effet
protecteur dans l'auto-immunité. En effet, alorse gqies souris MRL/Ipr (susceptibles au
développement de lupus) déficientes en TLR7 neldppent pas spontanément de lupus,
celles déficientes en TLR9 présentent une malagacezbée (Christensen et al., 2006).
L’activation via les TLR participe aussi a la mese jeu des Breg. En effet, la stimulation de
LB de la zone marginale par du CpG-ODN (ligand dilRY) provoque la sécrétion d’IL-10,
capable d’inhiber la sécrétion d’IL-12 et donc @ntrdle de la réponse immune Thl (Lenert
et al., 2005). De méme, la stimulation des TLRZ1e€R4 mais pas du TLR9 permet aux LB
de produire de I'lL-10 et de protéger les souri$ @gparition d’EAE.

3) Des LB régulateurs dans différents modeéles

3.1. Les Breg en canceérologie

En cancérologie, des Treg ont été identifiés dafiérents types de cancers et leur
activité immunosuppressive facilite souvent la pesgion des tumeurs, le plus généralement
en inhibant I'activité cytotoxique des réponsesI8C Bien qu’'un nombre élevé de Treg ne
corréle pas toujours avec un mauvais pronostiestilclair que ces cellules peuvent exercer
des fonctions inhibitrices sur d’autres cellulesnumitaires du microenvironnement tumoral.
L’existence de lymphocytes B possédant des carsiifitres communes avec les Breg a donc
été étudiée, et des preuves de ces fonctions érapgtortées par différentes publications. En
effet, dans un modeéle d’adénocarcinome mammairéngmume sous-population de LB CD19
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B220" CD25 (appelée tBreg) a été identifiée comme favorisaprogression tumorale et la
formation de métastases (Olkhanud et al., 2011ffeGeus-population se trouve augmentée
dans le sang et les organes lymphoides secondaiitesa I'injection de cellules tumorales
pres des glandes mammaires d’'une souris. Ces LBcaeleur pouvoir régulateur en
inhibant la prolifération des LT et, via la séopétide TGP, induisent la différenciation de
LT CD4" conventionnels en Treg. De méme, des LB sécrétitL-10, apparentés ainsi a
des B10, ont été retrouvés dans un modéle muricadgnogénése de la peau, chez qui la
production de cette cytokine empéchait la sécrétitiNy par les LT CD8. De plus, lors
d’études réalisées suite a des thérapies ciblésiavanticorps anti-CD20, il est apparu que
les LB sécrétant de I'lL-10 pouvaient étre respblfesadu développement d’'une résistance du
lymphome a ce traitement (Horikawa et al., 2011). déifet, le transfert de cellules B
cancéreuses CDT#' CD5' IL-10" chez des souris un jour avant le traitement aleetti
CD20 induit une augmentation importante de la masserale, alors que le transfert de
cellules B déficientes en IL-10 n’a aucun effeusPtécemment, une étude chez 'Homme a
démontré que la cytokine IL-21 combinée a une atitm du BCR induisait des Breg
exprimant Granzyme B qui résidaient alors dansit@oanvironnement de différents types de
tumeurs telles que des carcinomes mammaires, ogaredlorectaux, ... (Lindner et al.,
2013). Ces LB bien gu’ils expriment Granzyme B xpiement pas de perforine, sont enrichis
dans la sous-population CD1€D38 CD1d IgM® CD147 CD38 CD69 CD5™ et
expriment également I'IL-10 en quantité plus faililes LB inhibent alors la prolifération des
LT CD4" via le Granzyme B qu'ils sécrétent en dégradantsubstrat du Granzyme B
récemment identifié, la chaine zetadu TCR, sans pour autant induire d’apoptose des LT
Ces LB Granzyme Bpeuvent ainsi contribuer & la modulation des répsrimmunitaires
adaptatives via des meécanismes semblables aux Ppegnettant ainsi I'échappement

tumoral.

3.2. Les Breg en autoimmunité

Il existe toute une série de points de controieégulent normalement la sélection des
cellules B, présents a la fois au niveau de la lmoet dans les tissus lymphoides
périphériques. Puis dans ces tissus, un deuxiérneegsus d’élimination des cellules
réactives avec des auto-antigenes périphériquasisstn place, conduisant a I'apoptose, le
« receptor editing » ou a I'anergie (Goodnow et2990). Le résultat de ces processus est la
production d'une population diverse de cellules &bables de produire des anticorps

-60 -



INTRODUCTION - lll-Le lymphocyte B, un acteessentiel de 'immunité

effecteurs de forte affinité pour leur antigenepatmi lesquelles les LB auto-réactifs ont été
éliminés. Cependant, la perturbation de ce fragigilibre entre signaux activateurs et
inhibiteurs qui régulent I'activation et la durée die normales de ces lymphocytes B peut
prédisposer a une production d’auto-anticorps gthes et a I'apparition d’auto-immunité.
Les auto-anticorps représentent des acteurs impsenties réponses immunitaires adaptatives,
qui sont dirigés de fagon inappropriée contreilsus du soi (Lipsky, 2001). L'identification
des auto-anticorps et de facteurs rhumatoides petetaannées 1950 a 1970 a déclenché un
changement de paradigme selon lequel les maladiedisbu conjonctif, comme ['arthrite
rhumatoide, correspondraient en fait a des malaaiés-immunes. L'identification d’auto-
anticorps chez des patients atteints de glomérpluité en 1949 a fourni la premiére preuve
expérimentale et clinique que la maladie était dwme réaction continue antigene-anticorps
spécifigue d’organe (Lange and Gold, 1949). Bierumg corrélation étroite entre la
production d’auto-anticorps et les maladies autoximes systémiques soit reconnue de fagon
universelle, le r6le précis des auto-anticorpsededr auto-antigéne cible dans la pathogénése
de la maladie reste encore a déterminer dans ddream syndromes chez 'Homme. De
plus, les LB peuvent contribuer a la pathogéneskade-immunité par la présentation aux
LT d’auto-antigenes, ou via la production de cymald pro-inflammatoires (Shlomchik,
2008). Un exemple frappant de la dérégulation degé&ontrdlant I'apoptose, conduisant a
'apparition d'une auto-immunité, apparait chez dauris transgénique pour BCL-2. La
surexpression de BCL-2 permet la survie inapprepdi& clones de LB auto-réactifs qui sont
normalement éliminés par les phénoménes de sélentigative et d’apoptose. Les souris
transgéniques pour BCL-2 développent des anticaps-nucléaires, des dépbts de
complexes immuns et des glomérulonéphrites. LesissddRL, homozygotes pour les
mutations des genes de Fas ou FasL (respectivedegnifiees comme des phénotypes et
gld), développent spontanément une MAI semblable &t I8imain (Cohen and Eisenberg,
1991). De faibles altérations dans les voies deadigation influencant les réponses des BCR
aux auto-antigenes sont suffisantes pour induieepradisposition des souris et possiblement
de 'Homme a la production d’auto-anticorps etautb-immunité. En effet, des souris ayant
un phénotype lymphoprolifératif partagent des stodles avec le syndrome Canale-Smith, un
désordre de I'enfance caractérisé par une lymplugddhie et une auto-immunité dues a de
nouvelles mutations de Fas (Drappa et al., 1996)kst devenu évident que les LB
contribuaient en grande partie a de multiples MAmMRaines. Des thérapies plus ciblées et

donc moins toxiques se sont alors concentreesasstauration de la fonction normale des
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LB et sur I'élimination des auto-anticorps pathaggnafin de réduire l'utilisation des

immunosuppresseurs.

a) Modele d’arthrite induite par le collagene (CIA)

Le modele d'arthrite induite par le collagene (EI&quivalent murin de larthrite
rhumatoide, est caractérisé par une infiltration #e&CD4" dans la membrane synoviale et par
la production par les LB d’auto-anticorps spéciéguu collagene (Yanaba et al., 2008b). La
déplétion des LB chez ces souris, avant 'immurosapar le collagene, via I'administration
de I'anticorps monoclonal anti-CD20 a permis d'aorér significativement la sévérité de la
maladie (Yanaba et al., 2007b) avec un faible d¢ffeigue et est devenu ainsi un traitement
thérapeutique standard pour I'arthrite rhumatoitede plus en plus pour d’autres MAIL.
Cependant, la déplétion de ces cellules apres imsation n’a provoqué aucun changement
d’état de la maladie, suggérant un réle régulatiesr LB plus important pendant l'initiation
de la maladie. Une étude du groupe de Mauri a pedni mettre en évidence des LB
régulateurs IL-10dans ce modéle (Mauri et al., 2003b). En effei;tivationin vitro de LB
arthritogéniques de la rate avec du collagene aintinorps monoclonal anti-CD40 induit une
production d’IL-10. Une fois injectés chez des & MBA/1 plus sensibles au développement
de la maladie, ces LB IL-I0éduisent significativement I'incidence et la séééde la CIA
suite a I'immunisation avec le collagene. Cet efiatI'IL-10 est ensuite confirmé par le fait
que l'injection de LB arthritogéniques pré-inculzé®c des anticorps anti-IL-10/IL-10R ne
permet pas de protéger les souris receveusesppafiion de la maladie. De plus parmi ces
cellules, il a été démontré que seuls les LB dmle marginale T2-MZP étaient capables de
significativement retarder voire d’empécher le déppement de I'arthrite chez des souris

receveuses.

b) Modéle de lupus

Le lupus érythémateux systémique (ou SLE), égentainurin du lupus, est une MAI
systémique caractérisée par une forte productiamtoanticorps, un dépot de complexes
immuns important et une détérioration de multiplegianes. Deux modeles murins
développant spontanément un lupus sont utilisés ditudier les mécanismes mis en jeu
dans le développement de la maladie et ont comtribus les deux a I'identification de sous-

populations de LB régulateurs.
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Dans le modeéle de souris hybrides NZB/NZW, caraiépar une expansion de LB B-
la et MZ et de forts taux d’'IgM et d’IgG dans lews®, il a été démontré que linjection de
I'anticorps anti-CD20 chez des souris agées de B &emaines permettait de retarder
significativement I'apparition de la maladie. Ervaache, lorsque le traitement était réalisé
chez des souris de 4 semaines, celui-ci induisaitdéveloppement de la maladie,
probablement du a la déplétion des LB produisant'ldel0 (Haas et al., 2010), qui se
développent généralement chez la souris jeune (idlaits. et al., 2010). L'utilisation de
souris NZB/NZW déficientes en LB (KO pour le CDI®)YXémontré une production d’auto-
anticorps remarquablement diminuée mais en revamohe@pparition de la maladie beaucoup
plus précoce comparé a des souris NZB/NZW naivesplDs, le transfert de B10 de la rate
de ces souris naives a des souris déficientes guralBnge significativement la survie de ces
souris, accompagné d’'une expansion de Treg, ceumgére ici encore un rble protecteur de
ces B10 (Watanabe et al., 2007b)(Watanabe etGilQ)2Ainsi, différentes sous-populations
de LB peuvent jouer un réle tantdt pathogéniquetbtaprotecteur dans I'apparition de la
maladie.

Dans le second modéle murin de lupus, MRL/Ipquige de Blair a démontré que le
transfert de Breg T2 induitén vitro par un anticorps anti-CD40 améliorait de facon
significative la sévérité de la maladie et la sairgte ces souris, et ce de maniére dépendante
de I'lL-10 (Blair et al., 2009).

Chez 'Homme, de nombreuses études ont permisdigbr des résultats similaires a
ceux obtenus chez la souris. L'équipe de Maurdentifié une sous-population de LB
immature transitionnels CD1€D24"" cD38"" dans le sang d’individus sains, capables de
produire de I'lL-10 suite a une stimulatiam vitro avec un anticorps anti-CD40. Cependant,
chez des individus atteints de lupus, cette sopsdption de LB en était incapable (Blair et
al., 2010b). De facon intéressante, les patiengtagecu un traitement avec l'anti-CD20
(Rituximab) ont montré un ratio élevé de LB CD10D24"" cD38"" par rapport aux
cellules B mémoires, ce qui supporte I'hypothése dm déplétion des LB induit une
expansion de LB tolérogenes (Anolik et al., 2008&dder et ses collegues ont identifié une
sous-population de LB B10 CD## CD27 beaucoup plus fréquente dans le sang de patients
atteints de différentes MAI, dont le lupus, compaiges individus sains (lwata et al., 2011).

Bien que les récentes études ne permettent pasrddier les différents phénotypes
des Breg, il est clair que des Breg existent darsahg chez 'Homme, et ceux-ci possedent

des fonctions régulatrices la plupart du temps déaetes de la sécrétion d’IL-10.
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c) Modéle de sclérose

La sclérose en plaques, ou SEP, est une MAI cuilte en la démyeélinisation des
fiores nerveuses du systéme nerveux central, mé@iéeles LT CD2% spécifiques d’auto-
antigénes tels que la MOG. Dans le modéle équivahemin, 'EAE, des études ont suggéré
selon le moment de I'induction de I'EAE un réletgeathogene soit protecteur des LB dans
'apparition de la maladie. En effet, il a été rdpoque des souris déficientes en LB
développaient une forme plus sévere et non-rénettda la maladie (Fillatreau et al., 2002b).
Cependant, la déplétion de LB CD24prés le développement de 'EAE supprime fortement
les symptdmes de la maladie (Bouaziz et al., 20B&)n que cette déplétion améliore la
progression de la maladie, la déplétion des LB aVaduction de 'EAE exacerbe les signes
cliniques, ce qui suggere que les LB régulant éeetions inflammatoires sont possiblement
délétés (Matsushita et al., 2008). De plus, lepnétés régulatrices des LB dans 'EAE ont
été démontré comme étant dépendantes de la produttl-10, puisque le transfert adoptif
de LB chez des souris uMT déficientes en LB diminda sévérité de la maladie,
contrairement a des LB déficients pour I'lL-10 (&iteau et al., 2002b).

Chez des patients atteints de sclérose, la déplégs LB avec le Rituximab semble
étre plus efficace apres I'apparition des symptéetgreut ainsi améliorer la progression de la

maladie (Hauser et al., 2008).

d) Modéle de diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 est caractérisé par la ddstrudes cellulef du pancréas
produisant Iinsuline, médiée tout d’abord par 185 CD4" et CD8. Chez la souris NOD,
modéle spontané du diabete humain, les LB semjaeat un réle pathogéne dans l'initiation
de la maladie. En effet, les LB sont parmi les peees cellules a infiltrer les ilots
pancréatiques chez la souris NOD, ou elles s’osgaiavec des LT sous la forme de
structures lymphoides au sein des GC, ce qui pdansétiection des LB autoréactifs (Kendall
et al., 2007). Puisque les souris NOD déficientes® ne développent pas de diabete, cibler
les LB semble alors étre une approche intéresgamie contrer le développement de cette
MAI. Comme pour 'EAE, la fenétre de temps pourldér des LB ou transférer des Breg est
trées importante car des changements dans la balancenologique peuvent conduire soit a
une exacerbation soit a une amélioration de larpssipn de la maladie. Une déplétion des

LB avec le Rituximab chez la souris NOD jeune diminlinsulite et empéche le
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développement du diabéte chez plus de 60% desssalois que si elle est réalisée chez la
souris plus agée, elle retarde seulement I'apparde la maladie (Xiu et al., 2008b). De plus,
des études de Smith et Tedder ont suggéré que ckry Bomme les B10, pouvaient
représenter une partie importante du pool de LBrrstitué apres la déplétion des LB (Smith
and Tedder, 2009). Des transferts répétés de LBéacthez des souris NOD de 5 ou 6
semaines retardent I'apparition et diminuent laésé¥ du diabéte. En revanche, si les
injections sont initiees chez des souris agées derlaines, celles-ci retardent juste le
déclenchement de la maladie (Hussain and Delovi20B7). De plus, cette protection est
dépendante de I'lL-10 puisque des injections deativés déficients pour I'lL-10 ne sont pas
capables de protéger de I'apparition du diabétgeniéduire la sévérité de la maladie. Chez
’'Homme, une étude de phase Il randomisée a démaopig le traitement avec le Rituximab
chez des patients diabétigues permettait de pesaet® facon significative la sécrétion
d’insuline endogéne contrairement au placebo (Régoet al., 2009). Cependant, I'effet était
transitoire et le bénéfice thérapeutique dispagstaglie les nouveaux LB émergérent.

Une étude récente de I'équipe de Zavala a permisndttre en évidence le role
régulateur de cellules progénitrices pro-B dandéeeloppement du diabete chez la souris
NOD (Montandon et al., 2013). En effet, le transtetoptif de cellules B de la MO c-Rit
Sca-1°% B220" IgM", induites par une stimulatidn vitro avec du CpG, chez une souris de 6
semaines induit une protection contre le dévelogmtndu diabéte. Ces cellules B
protectrices correspondent & des cellules pro-Bc awe phénotype CDI¥ CD5. Ces
cellules expriment également le marqueur CD1d, aiweau intermédiaire entre I'expression
des LB folliculaires (CD18") et celle des LB de la zone marginale (CFfH Suite au
transfert, ces cellules migrent a pres de 50% tapancréas dés le cinquiéme jour, ou elles
acquiérent un phénotype Ig¥ c-kit", puis le pourcentage diminue progressivement jasqu
disparaitre trente jours apres l'injection. En gffees LB protecteurs sortent du pancréas et
migrent vers la rate entre le dixieme et le ving&éjour post-transfert pour se retrouver
présents a plus de 65%, et sont encore détectesl@linois mois apres le transfert. Au sein de
la rate, les LB injectés deviennent alors ¢-Bi220" CD43 IgM™ IgD* CD1d" CD5™" et
correspondent a des cellules B matures, en grargerité des LB folliculaires et des MZ.
Ces cellules pro-B protectrices vis-a-vis du diabékercent leur effet en supprimant
fortement I'expansion des LT effecteurs et en isdnt leur apoptose via une surexpression
de FasL médiée par 'lFNDe facon intéressante, ces cellules sont égakeimaunitesin vivo
18h apres une injection de CpG, et possedent lesesi@ropriétés suppressives que celles

obtenuesn vitro.
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3.3. Les Breg dans la tolérance a long terme

De nombreuses études chez le rongeur et I'Hommte penmis de démontrer
I'implication de cellules B régulatrices dans I'inttion d’'une tolérance suite a une greffe.
Niimi et ses collégues ont démontré le role deltB€n induisant une tolérance a I'allogreffe
cardiaque chez la souris en transférant des celRile au repos » (c’est-a-dire incompétentes
ou incapables de jouer leur réle d’APC) et en adstriant un anticorps anti-CD40L quatorze
jours post-greffe. Une autre étude de Deng a manthén court traitement avec un anticorps
anti-CD45RB suite a une allogreffe cardiaque évikairejet, et que cette tolérance était
médiée par les LB puisqu’une tolérance n’était ipdsite chez une souris déficiente en LB,
mais était restaurée par le transfert de LB (Dengl.e 2007). Plus récemment, une étude
chez la souris diabétique, suite a une allogrefflotsl pancréatiques et combinant les
traitements avec des anticorps anti-CD45RB et HiMi-L, a permis de démontrer que le
transfert de LB permettait de prolonger la sunas dreffons, alors que ce n’était pas le cas
lorsque les LB injectés étaient déficients en IL{l€e et al., 2014)(Lee et al., 2012). De plus,
la déplétion en Treg par un anticorps anti-CD25sda@ modele avant la greffe conduit a un
rejet du greffon, ce qui suggere que l'inductionlaléolérance est également dépendante de
I'interaction entre les Breg TIM-1et les Treg. Une étude réalisée par notre équies un
modele de tolérance a l'allogreffe cardiaque chezalt suite a un traitement court avec
immunosuppresseur LF15-0195 (voir partie Résa)taa permis de démontrer au sein des
greffons tolérants des LB organisés en « clusteéceétant de I'lgM mais pas d’lgG et donc
bloqués au niveau du switch de leur immunoglobslithee Texier et al., 2011). Il a également
été démontré une accumulation de LB dans le samgatie tolérants, présentant un phénotype
inhibé avec une diminution du ratio des transdgis/IgM et une forte augmentation des
transcrits BANK-1 et FgRIIb comparé a des rats en rejet chronique. De, gles LB sont
capables d’induire une tolérance a long terme tbus transfert adoptif de LB de la rate
d’animaux tolérants.

Comme décrit préecédemment (Partie II-B « Strategienduction de la tolérance »),
de nombreuses études démontrent une signatureedecBez des patients opérationnellement
tolérants a une greffe rénale suite a l'arrét de teitement immunosuppresseur (Newell et
al., 2010)(Sagoo et al., 2010)(Pallier et al., 20Newell et Sagoo montrent I'expansion de
LB naifs/transitionnels dans le sang de ces patieaiors que I'équipe de Brouard suggere
que ces patients ont une augmentation de LB aveahénotype CD19CD5" CD1d inhibé

avec un ratio RRlla/b diminué et une accumulation de BANK-1. Phésemment, cette
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méme eéquipe montre un défaut de différenciationvitro des LB de ces patients
opérationnellement tolérants avec donc un manquecaliles plasmocytaires CD38
CD138, mais également une sensibilité accrue a l'apeptbs ces LB dans les étapes
tardives de différenciation (Chesneau et al., 20D#) plus, ces LB sécrétent plus d’IL-10
suite a une stimulatioim vitro.

De facon intéressante, lors de la grossesse oguspond a un autre état de tolérance
aux alloantigénes, une population de Breg CDC®D24"" CD27 est induite afin de
maintenir la tolérance au feetus (Rolle et al., 30C&s LB présents chez la mere produisent
de fortes quantités d’IL-10 et suppriment la prdducde TNFx par les LT effecteurs lors
d’une co-culture.

D’autre part, les apiculteurs qui bénéficient @dutolérance a long terme aux
allergénes de venin d'abeille, possédent une sopskation de Breg CDZ8" cD71"" qui
produit des anticorps d’isotype particulier : I'lgGvan de Veen et al., 2013). En effet, les
vaccins a base de venin d’abeille induisent la pectdn d’anticorps IgG4 spécifiques de
I'allergene capables d’inhiber les interactions /ajlergéne et de favoriser I'expansion de
Treg (Meiler et al., 2008).

D/Mécanismes de réqulation des lymphocytes B

Comme décrit précédemment, une balance entrelahimmhation et I'immuno-
régulation est nécessaire afin de contréler lesmggs immunitaires mises en place suite a
une agression de l'organisme et ainsi éviter leetbfppement de MAI, la prolifération
excessive ou la survie de cellules normalementiéées.

Les mécanismes d'immunosuppression sont multgilesediés par une grande variété
de cellules (comme décrit dans la Partie 1I-B @at8gies d’'induction de la tolérance »). Bien
que les fonctions des LB en tant que CPA et callglecrétrices d’anticorps et de cytokines
aient été largement étudiées, leurs fonctions inoeuppressives ont recu peu d’attention par
rapport aux autres cellules régulatrices jusqu&dmrnieres années. Cependant, la plupart des
mécanismes immunosuppresseurs auparavant attréaned T régulateurs et aux cellules

cytotoxiques ont également été démontrées powBg§&igure 15.

1) Les anticorps naturels

L'Homme et la souris naissent avec un niveau bad&ahticorps IgM circulants

générés par les LB néonataux. Puisque ces antisorgségalement présents chez des souris
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élevées en absence de tout pathogene, ils sor€a@rdicorps naturels, ou non-immuns. Ces
anticorps naturels possedent un répertoire limitéomt générés par les B-1 (Herzenberg,
2000). A linverse des cellules B-2, les B-1 copm3sdent a un pool de cellules capables de
s’auto-renouveler, plus une petite partie dérivdmtprécurseurs de la moelle osseuse apres
'enfance. De par leur répertoire limité et leurpaeité a répondre a des signaux T-
indépendants, ils semblent représenter une popnlgtiimitive de lymphocytes «innés »
(« innate like »). Les IgM produites par ces celfuB-1 sont uniques dans le fait qu'elles
présentent des interactions de faible affinité aeec antigene et qu’elles induisent plus de
cross-réactivité que les anticorps dérivants ddislles B-2. Il est alors supposé que les
anticorps naturels joueraient un role dans I'élation de cellules apoptotiques, une fonction
clé du systeme immunitaire (Shaw et al., 2000).

A l'état d’équilibre, les cellules phagocytairesmame les macrophages et cellules
dendritiques suppriment efficacement les cellulespéotiques avec une faible induction de
I'inflammation, lors d’'un processus appelé effetosg. Si ce processus est inhibé ou au
contraire submergé par un nombre trop importantceldules en apoptose, les cellules
apoptotiques ne sont pas éliminées avant que lambrane plasmatique ne perde son
intégrité, induisant ainsi le relargage d’auto-géties et de signaux pro-inflammatoires dans
I'espace interstitiel. Ceci peut alors conduirerg ulestruction tissulaire et a I'induction ou
I'exacerbation d’'une auto-immunité. Les anticorpsunels semblent avoir une fonction
immunosuppressive importaritevitro etin vivo. Lors de leur liaison a la surface des cellules
apoptotiques, les anticorps naturels permetteredeutement de composants du complément
comme le clqg, ce qui conduit a 'augmentation deHagocytose et de I'opsonisation des
cellules apoptotiques par les cellules phagocyaiten plus d’augmenter le taux de
phagocytose, les cellules apoptotiques liées atigomps naturels régulent négativement les
fonctions des APC, notamment en inhibant leur naditom, en empéchant leur réponse a
différents ligands de TLR, mais également en dimmul’expression de molécules
impliquées dans la présentation antigénique. Ldymrtion d’anticorps naturels est totalement
dépendante de la présence de ces B-1 et a liebsem@e de LT. Les niveaux d’anticorps
naturels circulants sont augmentés chez des sayarg recu de grandes quantités de cellules
apoptotiques ou ayant été immunisées avec dedtexdspneumocoques, suggérant que la
présence de I'antigéne détermine le niveau de ti@crde ces anticorps. Enfin, les réponses T
observées chez des souris immunisées avec deorpatioaturels lies a leur antigéne

correspondent majoritairement a des réponses de T2, suggérant que l'expansion
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sélective des cellules Th2 peut étre un autre nist@nrégulateur des anticorps naturels
(Binder et al., 2004).

2) La sécrétion d’interleukines 10 et 35

Le mécanisme dimmunosuppression des LB le plugetaent étudié et le mieux
compris est la régulation par la sécrétion d’irtekine 10 (IL-10), qui est I'une des cytokines
anti-inflammatoires les plus importantes pour régllinflammation (Couper et al., 2008).

L'IL-10 affecte directement les LT CD4lifférenciés, comme il a été démontré dans
certaines études ou les Thl et Th2 ont une pratifér et une sécrétion de cytokines réduites
en présence d'lIL-10 (Del Prete et al., 1993)(Gretnal., 1996). Bien que les LB aient été
montrés comme exprimant I'lL-10 sous différentesditions, I'importance des LB IL-10en
immunosuppression n'a été demontrée que lors derla@ere décennie. En 2002, Mizoguchi
et al. ont identifié une sous-population de LB migdnt de I'IlL-10 dans les GALT et
surexprimant la molécule CD1d dans un modele dimfhation chronique intestinale. La
méme année, Fillatreau et al. montrent un role ld&spléniques produisant I'lL-10 dans
l'auto-immunité. En effet, les auteurs décrivené worrélation entre la remission de sclérose
multiple dans un modéle murin et la présence dedeBa rate produisant de I'IL-10 en
réponse a une stimulation via le BCR et le CD40f&®n intéressante, ils ont trouvés que
les LB IL-10" spécialisés peuvent réduire la sévérité de ladiekuite a un transfert adoptif,
alors que les LB provenant de souris déficientas itL-10 en sont incapables. Dans les
années suivantes, d’autres études ont permis derdém que les LB sécrétant I'lL-10
régulent l'auto-immunité dans différents modelesringi notamment dans des modeles
d’'inflammation chronique intestinale (Mizoguchi ak, 2002b), d’arthrite induite par le
collagene (Mauri et al., 2003b), de diabéte de typ@glussain and Delovitch, 2007) et de
lupus érythémateux disséminé (Haas et al., 201Ggkéhe et al., 2010). Une grande
attention a été accordée aux facteurs permettagédérer ou d’expandre ces LB produisant
I'IL-10. Les stimuli connus comme augmentant le bhoende ces cellulds vitro incluent les
signaux via les TLR (Yanaba et al., 2009), le BCrarnaba et al.,, 2008a), le CD40
(Hayakawa et al., 1999) ou des combinaisons ddéacesurs. Récemment, il a été démontré
que la cytokine de la famille du TNF, BAFF, augnaénia fréquence de LB IL-10n vitro et
in vivo et que des LB traités avec BAFF supprimaient Ieimimation suite a un transfert
adoptif (Yang et al., 2010).

Plus récemment, la protéine TIM-1 (T-cell |Ig domand mucin domain protein 1) a

été reportée comme permettant d’identifier 70% ld&@gproduisant de I'lL-10, faisant de ce
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marqueur de surface le plus spécifique identifo@ gour (Ding et al., 2011). Le traitement de
souris avec un anticorps anti-TIM-1 induit une aegtation du pool de LB TIM-1
produisant I'lL-10 et améliore la tolérance a urigreffe, suggérant que TIM-1 est
important fonctionnellement pour les LB IL-10et est plus qu'un simple marqueur
d’identification de ces cellules. Ces résultatsgaugnt que cibler TIM-1 peut constituer une
nouvelle stratégie thérapeutique pour augmenteotebre de LB produisant I'lL-10 chez les
patients receveurs en transplantation ou chez @#enps souffrant de maladies auto-
immunes. Cependant, le méme anticorps anti-TIM{lpgumet la tolérance chez les souris
naives accélere le rejet chez des souris défigeamelB, suggérant que TIM-1 a des effets
différents dans les cellules autres que les LBxiste également d’autres controverses quant
au lien entre les LB IL-10et les différentes sous-populations de LB connA&xs que les
LB produisant I'lL-10 sont enrichis dans les soogations de LB T2-MZP et de CD5
CcD1d"" toutes les cellules de ces sous-populations riment pas I'lL-10, soulignant le
fait qu'il n'y a pas de concordance absolue eng® aellules. Bien gu'il soit suggéré que les
LB IL-10" représente une lignée distincte de LB (appeléaleslB10) (DiLillo et al., 2010),
d’autres études sont nécessaires pour démontrelegueB produisant I'lL-10 sont distincts
des LB T2-MZP. Finalement, alors que la sous-pdjmriade LB CD5 CD1d"" est enrichie
dans la population de B10, seulement 25% des LBysant I'IL-10 sont retrouvés dans
cette population (Ding et al., 2011). Puisqu’aucuerqueur de surface ne permet d’identifier
tous les LB IL-10, il est également possible que la production d0L-apparaisse dans
différentes sous-populations de LB, dépendant é&tl’d’activation ou de différenciation.
Cependant, I'absence sur les B10 du marqueur Ci2tOnnu comme marqueur exprimé par
la plupart des LB transitionnels, suggére que edlsles ne correspondent pas a des cellules
B ayant recemment migré de la moelle osseuse (Kalkim et al., 2013).

Il est clair d’'apres ces études que I'IlL-10 joue nble majeur dans la suppression
immune médiée par les LB. Cependant, il reste aodéer si les LB IL-10 agissent
exclusivement sur leurs cellules cibles ou si laepéle I'lL-10 dans les LB méne a des
défauts dans d’autres fonctions immunosuppressides.études complémentaires sont alors
requises pour comprendre le role de ces LB produi$é-10 dans les phénomenes
d'immunosuppression et d’auto-immunité.

Les actions de I'lL-10 semblent étre étroiteméresd & celles d’'une autre cytokine un
peu moins décrite jusqu’alors : I'lL-35. L’IL-35 tesne cytokine associée a une suppression
immune, exprimée par les Treg et nécessaire pourfdéaction suppressive (Collison et al.,

2007). Chez la souris, I'lL-35 est également séerétar les LB suite a une stimulation via le
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CD40 et le TLR4n vitro et participe a leur effet suppresseur. En effes, sburis déficientes
en p35 ou EBI3, les sous-unités de I'lL-35, spdoment dans les LB démontrent une
exacerbation de 'EAE comparé a des souris corstrdéang et al ont démontré chez la souris
que la production d’IL-10 par les LB était augmenséite a I'ajout d’'IL-35 dans les cultures,
suggérant que cette cytokine est capable d'indlareonversion de cellules B en Breg
sécréteurs d’IL-10 (Wang et al., 2014). De plus;ufiure de LB en présence d’IL-35 induit
l'augmentation d’une sous-population de LB qui éxyr I'lL-35, appelée IL-35 Breg, dont
la moitié exprime également I'lL-10. De méme, ddas expériences vivo, bien que I'lL-35
inhibe la prolifération des LB conventionnels, rilduit sélectivement I'expansion de Breg
CD19" CD5" B22d°". In vivo également, le traitement de souris avec de I'llle35protégent
du développement de l'uvéite auto-immune expérialencaractérisé par une diminution de
la fréquence des Thl7 et Thl dans les gangliongaiis et par une augmentation de la
fréquence de Breg B220L-10" et I'apparition de Breg IL-35dans la rate. Ceci suggére
alors que I'lL-35 induit en méme temps des Bl@ext Breg IL-35in vivo. Ces B10 induits
par I'lL-35 sont capables de limiter I'uvéite dééablie chez des souris suite a un transfert
adoptif, et plus de 60% des B10 retrouves danatexpriment également I'lL-35. De plus,
l'laugmentation de la fréquence des B10 et des Bteg5" est accompagnée d'une
augmentation de Treg CD4oxP3, suggérant que les Breg et Treg induits par I'L-3
coopérent afin de limiter le développement de ldadia. Ces études permettent ainsi de
démontrer I'importance des LB IL-3%lans la régulation de I'immunité, et soulignetéirét
d’'une meilleure connaissance de ces mécanismegoquiait alors représenter de nouvelles
cibles thérapeutiques pour les maladies auto-imsaehkes maladies infectieuses.

Des études réalisées chez des souris génétiquemoéifiées, exprimant 'eGFP lié au
gene de I'lL-10, ont permis de démontrer que les ndgulateurs producteurs d’IL-10
exprimaient a leur surface de forts niveaux du meuq de cellules plasmatiques CD138,
indiquant alors que les Breg IL-1@orrespondaient & des plasmocytes (Neves et(dlQ)2
De méme, une étude de 2014 a démontré, suite mf@ation avecSalmonella)’émergence
de Breg produisant de I'lL-10 et de I'lL-35 enrishdans le pool de cellules B plasmocytaires
IgM™ CD138 BLIMP1" (Shen et al., 2014). De plus, aprés une analysBQR, les transcrits
d’Ebi3 et dep35 étaient co-exprimés par les LB les plus maturestZ¥" CD27 et
CD138"" CD22, exprimant également de hauts niveaux des trasdlimp-1 et Irf4, et
correspondant aux cellules sécrétrices d’anticdess plus efficientes. En revanche, les
cellules B les moins matures CDI88 D22 ne co-exprimaient pakbi3 et p35, et les

protéines EBIi3 et p35 n’étaient retrouvées expravgee par les plasmocytes CD128 non
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par les cellules B CDT9CD138 chez des souris suite & une infection $amonellaou
pendant 'EAE. Ces données, bien référencées ed pat Fillatreau et al (Ries et al.,
2014)(Dang et al., 2014), suggerent que les plagt®cont un rdle autre que celui de
produire des anticorps, comme par exemple celsédeéter des cytokines, permettant ainsi
de moduler de nombreuses activités. En effet, eiasles B1 ont été démontrées comme étant
capables de se différencier en plasmocytes CCI® 38 IgM* produisant du GM-CSF dans
un modele murin de choc septique (Rauch et al2R@e méme, des plasmocytes exprimant
INOS et TNFx ont été retrouvés dans la lamina propria de Bitibechez la souris (Fritz et al.,
2012).

3) L'expression et la sécrétion de Granzyme B

Le Granzyme B est un composant enzymatique desligsacytotoxiques produits par
les LT cytotoxiques et les cellules NK, qui médeeclivage des caspases et l'initiation de
I'apoptose dans des cellules infectées par des yimapani and Sutton, 2003).

L’expression de Granzyme B associée aux LB a @ié d’abord décrite chez des
cellules de patients leucémiques chroniques, duissant I'apoptose suite a une stimulation
avec le ligand du TLR9 (CpG) et la cytokine IL-2lalirsdorfer et al., 2006). Le méme
groupe a également démontré I'expression de GramBmnmduite dépendante de I'lL-21 par
des LB humains transformés ou non avec le virugeiip8arr, mais également par des LB
isolés de patients développant un lupus (SLE), sorigsis ou de larthrite rhumatoide
(Jahrsdorfer et al., 2006)(Hagn et al., 2009)(Hagral., 2010). Chez les patients SLE, la
population de LB qui produit le Granzyme B est emg dans le pool de LB CD5et le
traitement de LB de sang de cordon ombilical aved'lti-21 conduit & une expressiate
novopar les LB CD5 (Hagn et al., 2010).

Alors que ces études montrent clairement que Bepeuvent exprimer du Granzyme
B fonctionnel, la signification de ce phénomeneeasiore inconnue. De plus, si I'existence
de LB exprimant le Granzyme B a été confirmée ditdamme, il n’en est rien chez la
souris. En effet, chez différentes souches de soes LB ne sont pas capables d’exprimer le
Granzyme B méme en présence de forts stimuli (ILa2ti-BCR, LPS, CpG-ODN, ...) ou
aprés infection virale, contrairement aux LT cykifoies pour lesquels le niveau

d’expression est significativement augmenté (Hagi.e2012a).
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4) L’expression de FasL et TRAIL : les LB « killers ~ »

L'un des mécanismes majeurs pour le maintien dlirance périphérique et le
contrdle de la durée et de I'amplitude des répomeesunitaires est I'expression de ligands
induisant la mort cellulaire par les cellules lyrofites et non-lymphoides. Parmi ces ligands
particuliers, FasL (CD178) et TRAIL (Tumor necrosetor-Related Apoptosis-Inducing
Ligand ou CD253) sont les mieux caractérisés chesolris et 'Homme (Nagata and Suda,
1995) (Srivastava, 2001).

L'expression de FasL par les LB a été décrite pammremiere fois chez 'Homme par
des LB du sang périphérique activés par du LPS wplibrbol 12-myristate 13-acetate
(PMA) et par de lionomycine (Hahne et al., 1996epDis lors, difféerentes équipes ont
démontré I'expression de FasL par des LB humainawgtins, transformés ou non (Lundy,
2009). L'expression de FasL par des LB humains mealnotamment dans des cas de
myélomes multiples, de lymphomes diffus a grandsisiles B ou de leucémies lymphoides
chroniques, a été associée a l'induction de l'apsgtdes LT et d’autres cellules, et a
'augmentation de la pathogénése de la tumeur (Mijer et al., 1997)(Silvestris et al.,
2001)(Kojima et al., 2006). Des LB exprimant Fasht @galement été retrouvés dans
différents types d'infections virales, incluantieus Epstein-Barr (EBV) (Tanner and Alfieri,
1999), le virus de I'immunodéficience humaine (Vig®amuelsson et al., 1997) et le virus de
la leucémie murine (MuLV) (Rich et al., 2006), da iété proposeé que I'expression de ligand
de mort menait & I'apoptose des LT et potentiell@n@ela persistance des infections dans
I'organisme. Des études ont démontré que des LBiraapt le FasL pouvaient jouer un réle
dans les maladies auto-immunes et l'induction déraace. En effet, des LB activés
exprimant FasL et T@Fsont capables de supprimer I'induction de diabéte-immun chez
des souris NOD (Tian et al., 2001). Des LB Faslec une activité cytotoxique contre les LT
ont également été retrouvés a un niveau €levéuwansdele murin de lupus, chez des souris
MRL/Ipr déficientes pour le géne Fas (Bonardellalgt2005). Une corrélation inverse entre
le nombre de LB spléniques CDBasL et la sévérité de I'arthrite induite par le collagéa
également été démontrée (Lundy and Fox, 2009).ouegr de ces LB « killer » Fadldans
la médiation de la tolérance immune a été mieuaatarisé dans un modéle murin de greffe
de peau male sur femelle, dans lequel l'injectienL® purifiés a partir de la rate de souris
males contrbles suffisait a tolériser la greffd,irdverse de l'injection de LB provenant de
souris déficientes en FasL (Minagawa et al., 208d)si, les LB « killer » FasL ont été

identifies dans de nombreuses maladies, au méreegtie chez des individus sains, et ont
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démontré un potentiel thérapeutique. A l'inverseFdsL, pour lequel son expression et son
réle dans I'immunosuppression et la tolérance bm@r connus, le réle de TRAIL est moins
bien caractérise.

L'expression de TRAIL par les LB a d'abord été mtéc dans des lignées de
lymphomes B humaines et murines (Mariani and Kramrb@98). TRAIL a également été
détecté dans des cas de leucémies lymphoides ghesnet de myélomes multiples, aussi
bien que dans des LB humains et murins non-tram&ferSecchiero et al., 2005)(Silvestris et
al., 2003)(Mariani and Krammer, 1998). Le role sfigue des LB exprimant TRAIL, en
comparaison avec ceux exprimant FasL, dans la esgipn immune, s’il en existe un

particulier, n'a pas encore été déterminé.

5) L'expression de PD-L1 et PD-L2

Le récepteur de mort programmeée 1, ou PD-1, adét#ifié comme un régulateur
critique de I'activation immunitaire et du maintiele la tolérance périphérique (Keir et al.,
2008). Bien que le nom de « mort programmée » pplique cette molécule soit directement
impliquée dans la mort cellulaire, ses fonctionsmimosuppressives ne semblent pas
dépendre de l'induction d’apoptose (Vibhakar et #997). Deux ligands pour PD-1, PD-L1
et PD-L2, ont été identifiés et ont des profilsxigession cellulaire distincts, ainsi que des
réles uniques dans 'immunosuppression (Yamazai.e2002)(Akbari et al., 2010).

PD-L1 est exprimé constitutivement par les LT, U& cellules dendritiques et les
monocytes, et son expression est induite par isoliade récepteurs de surface et/ou par la
stimulation avec I'lFN (Yamazaki et al., 2002). A l'opposé, I'expressida PD-L2 a
premieérement été décrite comme étant restreintecallMles dendritiques activées et aux
monocytes (Latchman et al., 2001)(Tseng et al.12@D-L1 joue un role dominant dans la
régulation des réponses immunes médiées par lesaldré que PD-L2 apparait comme étant
plus important pour la régulation des réponses dgsbciees, comme I'asthme (Singh et al.,
2011). En 2007, Zhong et al démontrent I'expressienPD-L2 sur 50 a 70% d’'une sous-
population de LB CD5du péritoine, les L2pB1, chez la souris (Zhonglgt2007). Bien que
ces cellules aient été identifieces comme des APficaeés favorisant I'activation des
lymphocytes Th17 sécréteurs d’'IL-17, les mécanismediqués ne semblent pas dépendre de
I'expression de PD-L2. La capacité immunosuppressi®s LB exprimant PD-L2 n’a, a ce
jour, pas encore été directement démontrée eteaqglés études supplémentaires.
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6) Les IgG sialylées

Au cours d’une réponse immunitaire efficace, degcarps IgG de forte affinité sont
produits afin de reconnaitre les épitopes sur hageathogene ou ses produits toxiques
dérivés. La région Fc de I'lgG se lie a la famdies récepteurs Fc exprimés sur les cellules de
immunité innée et adaptative, altérant ainsi letivité phagocytique et la réponse aux
autres stimuli (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Afdeés des récepteurs activateurs et
inhibiteurs existent au sein de cette famille deepéeurs Fc, et leur niveau relatif
d’expression détermine le seuil d’activation pone wellule donnée. La production d’lgG est
vitale pour [I'élimination des pathogénes, puisquees | individus atteints
d’hypogammaglobulinémie sont extrémement sensibles infections. Ces patients sont
souvent traités avec des injections intraveinedd¢g& polyclonales provenant d’'un pool de
sang de milliers de donneurs différents, ce que #ppelle communément la thérapie IVIG.
Malgré le réle précis de ces IVIG dans la clairades pathogenes, il est connu depuis
plusieurs décennies que de fortes doses d’IVIGuoneffet anti-inflammatoire. Puisque la
fonction anti-inflammatoire des IVIG est éviderdeulement a des doses beaucoup plus
élevées que celles nécessaires lors de la théibgietté émis I'hypothése que seule une
fraction mineure de ces IgG possédait une actait&inflammatoire. Le fragment Fc d’'une
IgG contient un double-domaine de fixation de ssi@e partie N-terminale, nécessaire pour
la fixation a son récepteur ¥cAlors que la plupart des IgG possédent un grogmeml-
acetylglucosamine et Mannose sur ce site, plusefget glycoformes alternatives naturelles
ont été identifiees (Parekh et al., 1985). Etarmindoque le changement de ces fragments
glycanes peut affecter la liaison de I'lgG a socepdeur ainsi que sa cytotoxicité, il a été
supposé que les IgG ayant un pouvoir immunosupguessouvaient correspondre a une
glycoforme unique, les distinguant ainsi des Ig@-ipflammatoires. En effet, la fraction
d’'IVIG enrichie en glycoforme d'lgG possédant urogpement acide sialique en position
terminale affichait une activité anti-inflammatogedes doses réduites par rapport aux IVIG
totales dans un modéle murin (Kaneko et al., 20D@&).facon inverse, lorsque les résidus
d’acide sialique sont enlevés des préparations |@)Mes propriétés immunosuppressives
sont drastiquement abrogées. Le mécanisme a tréaquel ces IgG sialylées suppriment
linflammation implique une nouvelle voie immunogupssive innée, dans laquelle les
cytokines liées aux lymphocytes Th2 tiennent urseglimportante. L’ajout d’acide sialique
sur le fragment glycane des IgG altére sa capdeitbaison a son récepteur, en diminuant

fortement son affinité pour les récepteurs Fc dass, tout en augmentant sa capacité a se
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lier & un récepteur lectine de type C, le SIGN-Rfecific Intracellular adhesion molecule 3
Grabbing Nonintegrin homolog-Related 1) (Anthonyakt 2008b). Les macrophages et
cellules dendritiques de souris exprimant l'ortilgpie humain de SIGN-R1 (hDC-SIGN)
semblent répondre aux IgG sialylées en sécréthn88, ce qui augmente alors le nombre de
basophiles sécréteurs d’lIL-4 circulants (Anthonwlet2011). L’IL-4 produit par ces cellules
activées agit ensuite sur les macrophages effecerupériphérie, les conduisant a augmenter
I'expression du seul récepteur Fc inhibiteuyfB, augmentant ainsi le seuil d’activation de
ces cellules et diminuant donc leur capacité pflasimimatoire (Bruhns et al., 2003). En
accord avec ce modele, le traitement par IVIG neomteu de bénéfice chez des souris
déficientes en SIGN-R1, iRIIB ou IL-4, alors que les souris traitées avecltle-33
exogene présentent des niveaux éleves de basopédesteurs d’'IL-4 et une susceptibilité a
I'arthrite médiée par les anticorps réduite (Antha al., 2008b). De plus, le traitement par
IVIG est inefficace chez des souris déplétées anfiidles, suggérant alors un role central de
ces cellules dans 'immunosuppression médiée gavi€s (Anthony et al., 2011).

A I'heure actuelle, peu de choses sont connuespop des facteurs pouvant agir sur
les LB pour favoriser la glycosylation des anticoggcrétés. Il semblerait qu'une réponse
inflammatoire active réduise la quantité relativey@ sialylées, bien qu’aucun mécanisme
responsable pour cette réduction n’ait été a ceigmntifie (Kaneko et al., 2006). Une étude
récente a cherché a caractériser le profile glydes IgG sécrétées par des LB primaires
humains, en réponse a différentes cytokines piafimhatoires et a d’autres stimuli (Wang et
al., 2011). De facon surprenante, de nombreux $itbestés comme I'lL-4, I'lL-6 ou I'IL-17,
n'avaient aucun effet sur la sialylation des Ig@rétees. Encore plus intriguant, les stimuli
pro-inflammatoires qui avaient un effet, comme [@330DN, I'lL-21 ou I'lFNy, induisaient
plutbt une augmentation de la sialylation et galsygation des IgG au lieu d’'une diminution.
Cependant, il s’agit d’'une seule étuitevitro, dans laquelle les LB en question étaient
stimulés avec d’autres facteurs en plus de cetigstemns les conditions expérimentales, d’ou
la nécessité d’études supplémentaires afin de miemprendre ce qui influe sur les LB a
changer I'état sialylé ou non des IgG sécrétédedvo. Alors que les LB sécrétant des IgG
sialylées n'ont pas été identifiés, les LB de laemnarginale (MZ) semblent jouer un role
dans la régulation de I'expression de SIGN-R1 ssrrhacrophages de la zone marginale
(You et al.,, 2011). Chez des souris déficientesLBnMZ, les macrophages de la zone
marginale n’expriment pas SIGN-R1. De plus, lorstpgelLB MZ sont induits a sortir de la

zone marginale, les macrophages exprimant SIGN#sgharhissent de fagon transitoire.
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B0 Cell IgMtion

Figure 15 : Schéma représentant les différents méisanes de régulation des lymphocytes B
(d’apres Klinker et Lundy)(Klinker and Lundy, 2012)
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I-Modeles d’allogreffes cardiaques chez le rat

L’allogreffe cardiaque est réalisée entre des rdés fond génétique Lewis,
d’haplotypes RT1 (systeme du CMH chez le rat) ingatibles pour les molécules de CMH
de classe | et Il. Le greffon est prélevé chezatn_ewis.1W (RT1u) et transplanté chez un
rat Lewis.1A (RT1a). Le donneur et le receveur sagés de 8 a 12 semaines. Le cceur est
greffé en position hétérotopique dans la cavitéoabdale selon la méthode décrite par Ono
et Lindsey (Ono and Lindsey, 1969). Le suivi desdavie du greffon se fait par palpation a
travers la paroi abdominale. Le rejet est définilfzarét des battements. En absence de tout
traitement, I'allogreffe est rejetée 6 + 0,6 joapmes la greffe (Soulillou et al., 198#)idure

16).

-t =2 -
T — P
Rat Lewis 1W Rat Lewis 1A
Greffe
JO Jeriir » Rejet aigu (J6)
J20
| l » | Tolérance Analyse des
LF15-0195 IP > 100 jours greffons par
DST DST plfgza
J-14 J-7

—_——

_——

o
v

Rejet chronique

Figure 16 : Schéma représentant les différents miedede tolérance et de rejet chronique a
I'allogreffe cardiaque chez le rat dans mon projet

En l'absence de tout traitement, le greffon 1Wregtté au bout de six jours en moyenne. Le modéle
de tolérance est obtenu en administrant pendaj@® I'immunosuppresseur LF15-0195. Le modele

de rejet chronique est quant a lui obtenu en trasaifit du sang du donneur 14 et 7 jours avant la

greffe.

A/Modele de rejet chronique : DST

L’objectif de notre étude est de mettre en évidestcde caractériser des mécanismes
immunologiques spécifiques de la tolérance en plangation. C’est pourquoi nous réalisons
'analyse de notre modéle de tolérance en le coampa@ un modele de rejet chronique
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d’'allogreffe cardiaque chez le rat, qui impliques Imémes souches de rats et la méme
combinaison de donneurs et de receveurs (DST=figsios de sang du donneur).

Dans ce modéle de DST, le rejet chronique est inghri I'injection en intraveineuse
d’lml de sang du donneur (rat Lewis.1W) au rece\eatr Lewis.1A), 14 et 7 jours avant
I'allogreffe (Figure 16. Malgré l'existence de meécanismes régulateurporesables de
I'inhibition du rejet aigu chez les animaux traitgar DST, ils ne sont pas suffisants pour
empécher I'apparition du rejet chronique (Ballealet2009)(Heslan et al., 2006).

Les rats du modéle DST présentent une forte akorgp des cellules T CD4
producteurs d’IFN & long terme (J>100). Ces animaux sont égalensatci@risés par une
production rapide d’anticorps anti-CMH de classet lll du donneur dans le sérum, ainsi
gu’au sein du greffon. De plus, ceux-ci présententiépot de c4d sur la paroi des capillaires
et des artéres des 7 jours aprés la greffe quispeu cours du temps. Ce dépot correspond a
une activation de la voie du complément et de p@mée humorale chez ces animaux (Ballet
et al., 2009).

Les greffons des animaux du modele DST présentest signes histologiques
caractéristiques du rejet chronique. Les greffomst srapidement infiltrés apres la
transplantation par des leucocytes (Ballet et201Q9), principalement des lymphocytes T
CD4" et CDS ainsi que des macrophages (Heslan et al., 200§@yésentent également des
dommages vasculaires qui apparaissent au coursepst Le greffon se fibrose
progressivement, les arteres s’obstruent suitépaississement de l'intima liée a l'infiltration
leucocytaire des endothéliums et a la prolifératigfibroblastique inflammatoire (Ballet et
al., 2009)(Heslan et al., 200&jigure 17).
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TCR ’

cD4

CcD8

Figure 17 : Images représentant les lésions et fiitnation cellulaire dans des greffes cardiaques
(J100) syngéniques (Syng), en rejet chronique (GR)tolérées (Tol) a partir de Heslan et al.
(Heslan et al., 2006a)

(A) Marquages de coupes de greffons a I'hématosadimsine-safran. Observations: fibrose, lésions
tissulaires dans les greffons CR, absence de Iggoule fibrose dans les greffons Tol. (B) Immuno-
marquages de coupes de greffons a la peroxydasser@iions: absence d'infiltration cellulaire au
sein des greffons Syng, forte infiltration et obstion des artéres dans les greffons CR et faible
infiltration sans obstruction des artéres dansdesffons Tol.

B/Modele de tolérance : LF15-0195

1) Le LF15-0195

Le LF15-0195 (Laboratoires Fournier, Daix, Franesf) une molécule analogue de la
déoxyspergualine (DSG) (Lebreton et al., 1999) egti un dérivé de la spergualine, une
molécule isolée a partir dgacillus LaterosporugTakeuchi et al., 1981). L'étude de la DSG,
initialement synthétisée comme agent anti-tumoaalpermis de mettre en évidence ses
propriétés immunosuppressives. Par la suite, la BSGnc été testée dans divers modéles de
transplantation chez I'animal. Son efficacité add&éontrée dans la prolongation de la survie
d’allogreffes de cceurs, de reins, d'llots pancogss (Dickneite et al., 1986) et de peaux
(Nemoto et al., 1987)
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La DSG ne présentant pas de propriétés physicoighés satisfaisantes, des
analogues ont été synthétisés parmi lesquels |&5-0ED5, qui présente une meilleure
résistance a I'hydrolyse et au métabolisme oxydativivo (Lebreton et al., 1999). Les
propriétés immunosuppressives du LF15-0195 ontlaihent été testées et confirmées dans
un modele de GVHD chez la souris (Lebreton etl&99) puis dans d’autres modeles chez le
rongeur. Son efficacité a été mise en évidence ransplantation (Chiffoleau et al.,
2002a)(Min et al., 2003)(Wang et al., 2003)(Zhouakt 2003), mais également dans des
modeles de maladies auto-immunes, comme lartl{fiecoroy et al., 2001) ou I'EAE
(Duplan et al., 2006). Suite aux résultats encaants obtenus chez le rongeur, le LF15-
0195 a été testé dans un modéle préclinique etrmigpeune prolongation de survie
d’allogreffes rénales chez le primate non humaiangy et al., 2003a).

Le principal r6le pour le LF15-0195 est essentieat celui lieé au NFkB. En effet,
I'étude de Yang et ses colléegues a permis de matt&vidence I'inhibition de la voie NFkB
par le LF15-0195 (Yang et al., 2003b). Le NFkB wstfacteur de transcription nécessaire a
I'activation des lymphocytes et des DC. Lorsque deBules sont au repos, le NFKB est
séquestré dans le cytoplasme par une protéineskinhibitrice, IkB, qui en se liant au NFkB,
masque son domaine de translocation nucléairee Quitin signal d’activation, d’autres
protéines kinases, les IKK, sont phosphoryléesoat & leur tour phosphoryler la molécule
IkB. Celle-ci est alors ubiquitinylée et dégradEée.NFkB est libéré et migre dans le noyau
pour réguler de nombreux génes en se fixant au identB de leur région régulatrice (Denk
et al., 2000). Le LF15-0195 inhibe la phosphorgiatd’IkB empéchant la translocation de
NFkB dans le noyau. Yang et ses collégues ont raaqnte le LF15-0195 peut induire vitro
des DC tolérogenes résistantes a la maturationrebant la voie NFkB (Yang et al., 2003b).
Min et ses collegues ont également décrit I'induciile DC tolérogenes via l'inhibition de la
voie NFkB dans un modéle de tolérance a l'allogref@rdiaque chez la souris induit par le
LF15-0195 (Min et al., 2003).

D’autres études ont permis de démontrer que le {AP5 est capable de se lier a
I'Hsc70 (Komesli et al., 1999), une molécule appaaint a la famille des protéines de choc
thermique. Ces molécules possédent plusieurs @rsti comme celle de molécule
chaperonne. Elles interagissent avec des peptidesdaes protéines, modifient leur
conformation et peuvent également faciliter leansiocation entre différents compartiments
cellulaires (Gething and Sambrook, 1992). De ptes,molécules ont également été associées
au mécanisme de présentation antigénique par l&&cuoles de CMH exprimées par les APC
(Srivastava et al., 1994).
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Il semble que l'effet immunosuppresseur du LF158pisse étre di a son rble en
partie dans l'induction de la mort cellulaire dedldes T. Le LF15-0195 semble en effet
favoriser I'élimination de ces cellules en les d#ailisant a la mort cellulaire induite par
activation. Ducoroy et ses collegues ont mis ewnleénge un rdle pro-apoptotique du LF15-
0195, qui favoriserait l'activation des caspasest810 dans les cellules T, suite a
I'engagement de la molécule Fas. Cet effet futicam par les auteurs dans un modéle murin
dans lequel le LF15-0195 inhibe la GVHD en induid@apoptose des cellules T du donneur

via un mécanisme dépendant de la voie Fas/FaslLofDyet al., 2003).

2) Etudes précéedentes du modele de tolérance

L’étude de l'effet direct du LF15-0195 (5 jours egrla transplantation) sur les
animaux greffés a permis de démontrer que ce rmaité induisait une forte inhibition de la
réponse des anticorps anti-donneurs, de la répbinseainsi qu’une inhibition de l'infiltrat
leucocytaire dans les greffons comparés aux animanxraités (Chiffoleau et al., 2002a).

Suite a I'arrét du traitement, I'analyse du sérugm dnimaux tolérants cent jours apres
la transplantation, montre un retour de la produnctes anticorps en périphérie, mais avec un
phénotype Th2 plutét que Thl (Heslan et al., 200Baj ailleurs, la rate et le greffon des
animaux tolérants sont fortement infiltrés par deBules T régulatrices CDACD25" qui
représentent 20 a 25% des cellules C&4dont la moitié@’entre elles exprime le facteur de
transcription Foxp3 (Thebault et al., 2007a). Notre équipe a égalenmemntré que ces
cellules régulatrices sont spécifiqgues des antgélvedonneur et sont capables de transférer
la tolérance a un second receveur syngénique (Ddaif et al., 2002b).

Afin de caractériser les mécanismes responsableln delérance, notre équipe a
réalisé des analyses comparatives par puce a ADadscriptome des allogreffes tolérées a
long terme (Tol) avec celui des allogreffes dévpho un rejet chronique (CR) ou de greffes
syngéniques (Syng) (Ballet et al., 2009)(Heslaal €t2006). Sur les 27000 genes testes, peu
sont differemment exprimés entre les greffons Tdée greffons CR. De facon intéressante,
les génes surexprimés dans les greffons Tol codeat des molécules cytoprotectrices
comme iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), HOHRO ou encore la chaine 1L27p28.
Des genes codant pour des molécules liées auxesellurégulatrices comme LAG-3, CCR4,
ou encore pour des cytokines comme I'{F&t des chimiokines sont également surexprimés.
Ces résultats sont cohérents avec linfiltrat leytaire et 'accumulation de Treg observeés
dans les greffons Tol. Des molécules de cytotaxigiBranzyme A, B, perforine) ont

également été mises en évidence dans les greffohsL’Expression de ces molécules
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pourrait refléter la présence de cellules effeetritnais également représenter la fonction
suppressive des Treg utilisant la voie Granzymé&dHee pour réguler les cellules effectrices
et protéger les cellules endothéliales du greffales{an et al., 2006a). A l'inverse, des
molécules ont été retrouvées sous-exprimées dangdéons des rats Tol par rapport a ceux
des rats en RC, comme par exemple LIMLEPE{nducedMoleclU.E). Une étude réalisée
par I'équipe sur cette moléculdrinexe ) a permis de démontrer gu’elle était exprimée
surtout par les cellules dendritiques et les mawagps, et que son expression était induite par
des stimuli pro-inflammatoires et diminuée par dgtkines immuno-régulatrices comme
I'IL-10. Des analyses complémentaires nous ont pee voir que LIMLE était exprimé
surtout au niveau des testicules, des poumons & ttachée, des tissus riches en cellules
ciliées. De plus, l'utilisation de différents systeés chez le rat et la sounmsvitro etin vivoa
permis de démontrer I'implication de LIMLE dansntiuction de la capacité des DC a
stimuler les LT. De facon intéressante, nous awabeervé par microscopie confocale une
localisation de cette molécule dans le cytoplasmas cellules, avec des points de co-
localisation avec des filaments d’actine au niveauprotrusions membranaires, suggérant
fortement son implication dans la réorganisation cgtosquelette afin de promouvoir la
motilité et mobilité cellulaire ou la formation dgnapses immunologiques (Le Texier et al.,
2014).

Par la suite, notre équipe a démontré que cedgammécules protectrices des cellules
endothéliales comme IDO étaient exprimées dangielons par ces cellules et que les
cellules T régulatrices étaient responsables di&e astpression via la production d'IFN
(Thebault et al., 2007b). De facon intéressante,gémes de différenciation des lymphocytes
B ont également été retrouvés surexprimés dangriffons des rats tolérants et en rejet
chronique, comme le CD20 et le CD22 (Heslan ef@lD6b). Cependant, une forte inhibition
de la synthése des immunoglobulines est obsernreelda greffons tolérés par rapport & ceux

rejetés Figure 18.
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Figure 18 : Expression de 'ARNm de la chaine comste de I'lgG dans des greffons de rats
tolérants (Tol) en rejet chronique (CR) ou syngénip (Syng) (Heslan et al, 2006).

L'ensemble des ces résultats confirme que la daot& dans ce modeéle est un
phénomeéne actif qui permet la mise en place d'wir@mement protecteur dans le greffon.
Durant cette thése, nous avons alors poursuivid&tde cette réponse B, afin d’identifier plus
précisément cette sous-population de LB régulateude caractériser leurs mécanismes de

suppression.
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lI-Etude de la réponse lymphocytaire B dans le modée le de
tolérance

L'objectif des travaux réalisés au sein de noty@@e est de caractériser les mécanismes
mis en jeu lors de la tolérance en transplantatMdwire équipe a préalablement démontré
I'induction d’'une tolérance a long terme d’allodesf cardiaques chez le rat via I'injection
d’un court traitement immunosuppresseur (le LF1958)1Comme expliqué précédemment,
une analyse comparative par puce a ADN sur ledogreftolérés (Tol) ou développant un
rejet chronique (CR) a permis de mettre en éviddiggression de genes associés aux
cellules régulatrices et aux molécules de cytoptme, ainsi qu'une diminution de
I'expression des génes associés a la synthésenl'&@psence de modification des géenes liés a
l'infiltrat des LB (CD20, CD22) dans les greffongsdanimaux tolérants (Heslan et al.,
2006a)

Une autre étude plus récente de I'équipe s’estsalatéressée a la réponse
lymphocytaire B chez ces animaux tolérants et enjgede mettre en évidence une inhibition
de cette réponse associée a la présence des LBitetga chez les animaux tolérants (Le
Texier et al., 2011). En effet, dans les greffmiérés, il a été observé une infiltration de LB
«en cluster », produisant de I'lgM mais pas d’lg&énsi qu'une absence de dépd6t du
composant c4 du complément et une déviation dépanse alloanticorps vers l'isotype 1gG1
(Th2) en comparaison avec les greffons rejetés.également été démonirévitro que les
alloanticorps des rats Tol n’entrainaient pas d/atbn inflammatoire des cellules
endothéliales du donneur. En effet, ceux-ci inchiiggdutdt ou maintiennent I'expression de
molécules de protection comme HO-1, Notch-4 et ClIE@lors que les alloanticorps des
animaux en CR diminuent leur expression. Les argg@roduits chez les rats tolérants
semblent étre plutdt protecteurs que déléteres lpsurellules endothéliales. De plus, I'étude
a permis de démontrer une accumulation de LB dansahg des rats Tol associée a un
phénotype régulé, caractérisé par une forte expreske molécules inhibitrices telles que
FcyRIIb, BANK-1 et une plus faible expression de malés activatrices telles queyRlla
et CD27. De fagon intéressante, une accumulagdrBdrégulés avec un phénotype similaire
a egalement été observée dans le sang de patgé@rationnellement tolérants a une greffe
rénale (Newell et al., 2010)(Sagoo et al., 2010)§@Paet al., 2010), ce qui souligne
I'importance de I'étude de notre modele. Enfin, degériences de transfémtvivo ont permis
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de mettre en évidence que des LB de la rate d’anirial étaient capables de transférer la
tolérance a un second receveur syngénique, démon&rgrésence de Breg chez les rats

tolérants.
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“Regulatory B cells with a partial defect in
CD40 signaling and over-expressing Granzyme

B transfer allograft tolerance.”

Durand Justine , Mérieau Emmanuel, Usal Claire, Chesneau Mélanie,

Rémy Séverine, Heslan Michéle, Richardeau Theophile, Le Texier
Laetitia, Anegon Ignacio, Cuturi Maria-Cristina, Brouard Sophie et

Chiffoleau Elise.

En révision dans « American Journal of Transplaniah »
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Résumé de l'article

Nous avons dans un premier temps démontré queBlexcumulés dans le sang des
animaux Tol présentaient un phénotype partiellenaetivé, caractérisé par une diminution
de I'expression du BCR et une perte de I'expresditgD en surface. De plus, ces LB sur-
expriment des molécules d’activation comme le C223e CD38, bien qu'a un niveau
similaire a celui des animaux en RC comparé a desaux greffés syngéniqguement,
suggérant la présence de plasmablastes ou LB nesn@e facon intéressante, les LB des
Tol surexpriment les molécules IL-10 et Granzymec@nues pour leur pouvoir suppressif,
pouvant ainsi leur conférer des propriétés réguaksdr

De plus, des expériencesvivo nous ont permis de mettre en évidence que seslls le
LB de la rate d’animaux Tol étaient capables desfierer une tolérance donneur-spécifique a
un second receveur comparé a des animaux en RQIlu3e cette tolérance semble étre
dépendante de I'lL-10 et du T@FParmi les LB de la rate, les cellules B réegutai sont
enrichies dans la sous-population 1§HgM""™¢ |n vitro, ces LB inhibent fortement la
sécrétion de TNér par les LT, et suite a une stimulation avec um@bi0, les LB des rats
Tol ne sont pas capables de moduler I'expressioBCle5 ni de PRDM1, contrairement aux
LB de rats en RC. Ceci semble suggérer que lesdBTal utiliseraient une voie alternative
d’activation. En revanche, ils sont capables de¢efoent induire I'expression d’IRF4, de
CD23, de BANK-1 et de Granzyme B, pouvant alorsr@senter leur mécanisme de
suppression.

Enfin, suite au transfert, nous avons observé tpse LB injectés migraient
\lowineg

préférentiellement dans le greffon, ou ils gardalenr phénotype inhibé Igi¥F Ig
IgG™? et induisaient localement I'expansion de LT réggiirs CD4 CD25 Foxp3.

Ces travaux soulignent I'importance des modéleshank, nécessaires pour mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans les plegresrde tolérance. Ainsi, I'étude du
potentiel thérapeutique et des mécanismes d’actienses Breg semble importante afin de
développer de nouvelles stratégies thérapeutigaas & but d’induire une tolérance chez
’'Homme, en absence totale de traitement immunasgspur.
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Abstract

Emerging knowledge regarding B cells in autoimmunity or organ transplantation has
demonstrated that these cells can no longer be taken as mere generators of deleterious
antibodies but can also act as beneficial players. We previously demonstrated in a rat model
of allograft tolerance, after immuno-suppressive treatment cessation, an accumulation of B
cells blocked at the switch recombination process and over-expressing inhibitory molecules,
a phenotype also observed in the blood of patients that spontaneously develop graft
tolerance.

In this study, we demonstrated that regulatory B cells from tolerant recipients were mostly
IgD'CD27°CD5" and exhibited a plasmablast phenotype. In vivo, they transfer donor-specific
tolerance indirectly via IL-10 and TGFB1-dependant mechanisms and in vitro suppress CD4"
T cell-TNFa secretion. Interestingly, following anti-CD40 stimulation, regulatory B cells were
blocked in their plasma cell differentiation pathway and up-regulated the inhibitory molecules
CD23, Bankl and Granzyme B. Following transfer, these regulatory B cells migrate to the
graft, keep their regulatory profile and promote accumulation of Foxp3*CD4'CD25"
regulatory T cells to locally induce suppression.

Therefore, this rodent model, given that it recapitulates several findings from patients, is of
particular use as a surrogate to study the role and the therapeutic potential of B cells in

transplantation tolerance.
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Introduction

During the past decades, the focus of B-cell research in clinical transplant immunology has
been mostly directed to avoid the production of donor-specific antibodies. However, B cells
can present antigen to T cells, express high level of class Il MHC and regulate effector
immune response. Emerging data from both experimental models and clinical trials point that
B cells can also exert immunoregulatory activity and play an important role in auto-immune
diseases or in transplantation (1). Moreover, B cells exhibit therapeutical potential by cell
transfer. In mice, the depletion of B cells before the induction of experimental autoimmune
encephalomyelitis results in accumulation of pathogenic T cells in the central nervous
system, that can only be suppressed by adoptive transfer of regulatory B cells (2). In
transplantation models, regulatory B cells, generated following treatment of mice with anti-
TIM-1 antibody have been described to be able to prolong MHC mismatched islet allograft
survival following adoptive transfer (3, 4). There is no strict consensus regarding the
phenotype of regulatory B cells and no exclusive surface marker. However, numerous
studies have suggested that regulatory B cells are contained within the CD24"" cD38""
transitional B-cell subsets and express intracellular IL-10 (5-8). In Human, functional as well
as numerical defects of regulatory CD19*CD24""CD38"%" B cells producing high level of IL-
10 have been described in patients with multiple sclerosis or systemic lupus erythematosus
suggesting their involvement in the maintenance of the fine equilibrium required for tolerance
(1). Consistent with a regulatory function for B cells also in human transplantation, a clinical
trial has shown an increased risk for acute cellular rejection following depletion of B cells
prior to transplantation, that could be due to a loss of regulatory B cells (9). We previously
demonstrated a model of cardiac allograft tolerance in rat induced by a short-term treatment
with the immuno-suppressor LF15-0195, a deoxyspergualin analog (10, 11). Interestingly, in
this model, we observed after treatment cessation an accumulation of B cells in the blood
and in the graft, blocked at the IgG switch recombination process and over-expressing
inhibitory molecules (12). Moreover, we showed that spleen B cells were able to transfer

allograft tolerance to new recipients demonstrating the presence of regulatory B cells.

-92 -



RESUATS - |I- Etude de la réponse lymphocytaire B diensiodéle de tolérance

Interestingly, an accumulation of inhibited B cells have been observed in the PBMC of
patients that spontaneously develop operational tolerance to kidney transplant after immuno-
suppressive treatment cessation, and these B cells have a defect in terminal plasma cell
differentiation (13-16). Therefore, it is tempting to speculate that B cells from tolerant patients
that display similar phenotypes may also be actively regulatory. This model in rodent is of
particular use as a surrogate to study the role and the therapeutic potential of B cells in
human transplant tolerance, given that it recapitulates several findings from patients. This
study aims to characterize in the rodent model the phenotype, migration and function of the

regulatory B cells and their potential for cell therapy to induce transplantation tolerance.
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Material and methods

Animals and transplantation

Inbred 8-week-old male LEW.1L (RT1l), LEW.1IW (RT1lu) and fully MHC mismatched
LEW.1A (RT1a) rats were purchased by the ‘Centre d’Elevage Janvier’ (Le Genest-Saint-
Isle, France) and maintained in an animal facility under standard conditions according to
institutional guidelines. The studies were reviewed and approved by the appropriate
institutional review committee. Syngenic LEW.1A to LEW.1A or allogenic LEW.1W to
LEW.1A heart allografts were performed as previously described (17). Allografts in untreated
recipients were acutely rejected in 7 days. Allograft tolerance was induced as previously
described by a short-term treatment (20 days, 3 mg/kg/day) with the immuno-suppressor
LF15-0195 (Fournier Laboratories), a deoxyspergualine analog (10). Chronic allograft
rejection was induced by two donor blood transfusions before transplantation as previously
described (18, 19). Graft function was assessed by scoring pulsations through the abdominal
wall and acute or chronic rejection was confirmed by respectively heart beating cessation or
the presence of vascular lesions (by histology). Blood, spleen or graft were recovered in
recipients at day 100 after transplantation. For in vivo transfer experiments, 10x10° of
purified CD4" T cells or subpopulations of B cells from syngenic, tolerant, chronically rejected
recipients or B-cell transferred recipients were intravenously injected the day of
transplantation into LEW.1A irradiated allogenic recipients [4.5 Gy, whole-body sub-lethal
irradiation (Structure Fédérative de Recherche - Santé Frangois Bonamy, Nantes, France)
one day before transplantation]. LEW.1A GFP transgenic rats were generated by the
Transgenic Rats and Immunophenomics Platform Nantes (Dr Ignacio Anegon), as previously
described (20). Neutralizing antibody anti-TGFB1 ((2G7; provided by Dr. K. Melief,
Amsterdam, The Netherlands) (4mg/kg every three days)) or rabbit polyclonal anti-rat 1L10
((Invitrogen) 60 pg/kg every two days after transplantation)) was injected to irradiated

recipients following spleen B cell transfer.
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Antibodies

Goat anti-rat IgM and IgG-FITC were purchased from Jackson Immunoresearch laboratories
(West Grove, PA) ; purified anti-rat IgD (MARD-3) from IMEX (Belgium), anti-rat A chain Ig
(OX12) and anti-biotinylated-CD5 (OX19) from the European Collection of Cell Culture
(Salisbury, UK) ; purified anti-rat CD138 from Agrobio (France), anti human/mouse
GRANZYME B-FITC from Biolegend (San Diego, CA) and purified anti-rat CD24, CD27-PE,
CD4-PECy7 (OX35), CD45RA-FITC (0X33), TCR-Alexa647 and Streptavidin-Alexa405 from

BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ).

Flow cytometry and cell sorting

Fluorescent labelling of cells was measured using a FACS LSR Il (BD Biosciences) and
analyzed with FlowJo® software (Tree Star, Inc., Ashland, OR). Spleen CD4" T cells, total or
subpopulations of B cells from naive, syngenic, chronically rejected or tolerant recipients or
from transferred recipients were purified using a FACSAria flow cytometer (BD Biosciences)
by TCR and CD4 staining, or by TCR, CD45RA staining, plus CD24, CD5, CD27 or IgM/IgD
staining. GFP* B cells from GFP transgenic tolerant recipients were sorted according to

CD45RA and GFP staining. Purity was >98%.

RNA extraction and real-time quantitative RT-PCR

Total or IgD" B cells from blood or spleen were sorted using FACSAria. Total RNA from grafts
or sorted cells were prepared using Trizol (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. The cDNA were synthesized using the M-MLV Reverse Transcriptase Kit
(Invitrogen) and were subjected to real-time quantitative PCR using the Power SYBR Green
Master mix (Applied Biosystems). The expression of each mRNA was normalized to the
expression of Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase (Hprt) with the AACt
method and the results expressed in arbitrary unit. The oligonucleotides used in this study

are described in Table 1.
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In vitro Mixte Leukocyte Reaction (MLR) and B cell suppressi  ve assay.

For MLR, CD4" T cells were isolated from naive LEW.1A rat or from recipients transferred
with B cells from syngenic, chronically rejected or tolerant recipients by cell sorting. CD4" T
cells were then labelled with 5 pM Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Molecular
Probes/Invitrogen) for 2 min and co-cultured in 96-well U plate with LEW.1W antigen-
presenting cells (isolated from spleen by Nicodenz (AbCys SA, Paris) gradient) (Ratio 1
APC:64 T cells). For suppressive assay, cell sorting purified IgD” B cells from tolerant or
chronically rejected recipients were stimulated with an anti-CD40 antibody at 5 pg/mL
(HM40-3, BD Biosciences) for 18 hours and added in the MLR for 5 days (at ratio 1:1).
Neutralizing anti-TGFB1 or anti-IL-10 antibodies (10 pg/mL) were added at day O in co-
culture. Supernatants were collected for ELISA and proliferation of CFSE-labelled responder

T cells was measured by flow-cytometry in CD4" labelled T cells.

Cytokine secretion in MLR
Rat TNF-a and IFN-y cytokine levels in supernatants of 5-days MLR cultured with B cells
were measured using ELISA purchased from BD Biosciences (BD OptEIA™) according to

the manufacturer’s instructions.

Determination of circulating anti-donor alloantibod ies

LEW.1W splenocytes were incubated with decomplemented sera (diluted at 1/8 in PBS,
0.02% sodium azide) from recipients transferred with B cells from syngenic, chronically
rejected or tolerant recipients. Cells were then stained with mouse anti-rat IgG2a (MCA 278,
Serotec) followed by FITC-goat anti-mouse 1gG. FACS LSR Il was used to measure
fluorescence, and data were analyzed using the FlowJo® software. Data were expressed in

Geometric mean of fluorescence intensity (MFI).
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Statistical analysis

Statistical evaluation was performed using the Student’s t-test for unpaired data, and results
were considered significant if p values were <0.05. Data are expressed as mean + SEM. The
Kaplan—Meier method was used to calculate the survival curves followed by Mantel-Cox log

rank analysis.
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Results

Accumulated blood B cells of tolerant recipients ar e partially activated.

We characterized the B cells that accumulated in the blood of tolerant recipients and
compared with blood B cells from syngenic or chronically rejected recipients. We observed
that they corresponded preferentially to B cells expressing low level of A chain of the Ig, that
are IgD” and IgM* (Figure 1A). By lack of specific antibodies in rat, we analyzed the mRNA
expression of some markers of activation. CD38 and CD23 are markers of activated B cells
and AICDA expression is decreased in memory B cells and absent in plasma cells (21). We
observed a higher mRNA expression of CD38 and CD23, and a lower expression of Aicda
transcripts in B cells from tolerant recipients compared to the ones from syngenic recipients
(Figure 1B). Taken together, these data suggest that the B cells that accumulate in the blood
of tolerant recipients correspond preferentially to activated B cells such as plasmablasts or
memory B cells. Interestingly, B cells from tolerant recipients express higher mRNA level for
IL-10 and Granzyme B, two molecules previously described in regulatory B cells (1, 22),
compared to the ones from chronically rejected recipients (Figure 1B). However, no

significant quantitative difference in protein expression was observed (data not shown).

Spleen IgD " B cells from tolerant recipients transfer allograf t tolerance.

We isolated B cells from the spleen of tolerant recipients to assess their suppressive function
and mechanisms of action. Transfer of 10 millions of spleen B cells from tolerant recipients to
new LEW.1A recipients was able to transfer allograft tolerance, in contrast to the transfer of
B cells from chronically rejected recipients (Figure 2A). Transfer of tolerance was specific to
LEW.1W donor antigens since third-party LEW.1L allograft was rejected (Figure 2A). To
determine which subpopulation of B cells was able to transfer tolerance, we purified B cells
according to their maturation state (IgD and/or IgM expression) or to markers of regulatory B
cells as follow : transitional type 1 IgD™" IgM"", transitional type 2 IgD"" IgM™®" mature

naive IgD™ IgM"™", activated IgD™ (23), CD5, CD24 or CD27cells (1). We observed that the
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transfer of transitional type 1 or type 2 B cells from tolerant recipients was not able to prevent
graft rejection (Figure 2B). Transfer of mature naive B cells was able to transfer tolerance in
only 2 out of 7 recipients. However, activated IgD" B cells were able to transfer tolerance in 5
out of 6 recipients. Moreover, transfer of tolerance was abrogated in more than half of cases
(3 out of 5) when B cells were depleted in CD5" or in CD27" cells and in 1 out of 3 cases
when depleted in CD24" cells (Figure 2C). We observed that transfer of tolerance was
abrogated in all recipients by anti-TGFB1 or anti-IL-10 neutralizing antibody treatment (Figure
2D).

These data demonstrate that the regulatory B cells able to transfer tolerance are enriched in
the IgD" subpopulation, are specific to donor antigens, act via IL-10 and TGFp1-dependant
mechanisms and are heterogeneous for CD5, CD24 and CD27 suggesting activated B cells

such as plasmablasts or memory B cells.

Spleen IgD " B cells from tolerant recipients are partially ref ractory to invitro anti-CD40
stimulation and inhibit TNF o secretion by T cells.

We then analyzed the phenotype and function of the IgD" B cells from tolerant recipients
following anti-CD40 stimulation. Interestingly, B cells from tolerant recipients, in contrast to B
cells from chronically rejected recipients, were not able to down-regulate Bcl6, up-regulate
Prdml and transiently down-regulate Irf4 transcripts expressions necessary for plasma cell
differentiation (Figure 3) (24). These B cells, however, expressed higher level of Irf4
transcripts. These results suggest that these B cells from tolerant recipients are blocked at
the IRF4 induction mediated by the anti-CD40 agonistic stimulation and cannot go further
into differentiation. Interestingly, it has been shown that IRF4 up-regulates IL-10 (25).
However, contrary to the ones from blood, we do not see in these spleen B cells an
increased in IL-10 transcripts (data not shown). Interestingly, these B cells also expressed
higher transcripts of the inhibitory molecules CD23 and “B cell adaptor with ankyrin repeats”

(Bankl), and of Granzyme B than the B cells from chronically rejected recipients (Figure 3).
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We then assessed the in vitro suppressive functions of the anti-CD40 stimulated spleen IgD
B cells from tolerant recipients in a MLR and compared with the ones from chronically
rejected recipients. We observed that these B cells were not able to inhibit MLR T cell
proliferation or IFNy secretion (Figure 4A and 4B respectively). However, these B cells
strongly suppressed T-cell TNFa secretion (Figure 4C). This suppression of TNFa secretion
was not restored by the addition of neutralizing anti-TGFB1 or anti-IL-10 antibodies in the co-
cultures (Figure 4C), suggesting that the role of IL-10 and TGFB1in the in vivo transfer
experiments was indirect. Therefore, IgD” B cells from tolerant recipients are partially
refractory to stimulation, over-express inhibitory molecules and possess in vitro regulatory

properties.

Following transfer, spleen IgD " B cells from tolerant recipients migrate to the gr aft.

The transfer of tolerance with B cells is of particular interest to consider using these cells in
cell therapy in clinic. We analyzed at long-term the recipients transferred with B cells from
tolerant recipients, and observed in the graft, an absence of chronic rejection with a real
integrity of the vessels, a weak deposit of IgM and IgG, and a moderate infiltration by
leucocytes (data not shown).

In addition, in these tolerant transferred recipients, we observed a strong control of the
allospecific B cell response with few anti-donor Thl isotype IgG2a antibodies in the sera
compared to rejecting recipients transferred with B cells from syngenic or chronically rejected
recipients (Figure 5A). We found also less total IgG* B cells in the bone marrow (Figure 5B).
No difference in the number or in the phenotype of the B or regulatory CD4"'CD25"Foxp3* T
cells was noted in the blood or spleen between these groups (data not shown). Moreover, we
observed in the spleen a similar donor-specific CD4" T cell proliferation (Figure 5C) and
normal CD4" T cell IFNy and IL-10 expression (data not shown) suggesting no deletion of
alloreactive T cells or presence of regulatory T cells. Indeed, the transfer of B or CD4" T cells

from the spleen of tolerant transferred recipients was not able to re-transfer tolerance (Figure
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5D). Even transfer of total spleen cells (50 millions) was not able to prevent graft rejection
(data not shown).

Therefore, the absence of regulation in the spleen suggests that following transfer, regulatory
B cells have neither migrated nor generated regulatory cells in the spleen. We hypothesized
that, because of their IgD" activated state, these transferred regulatory B cells did not need to
be differentiated and re-activated in the germinal centres of the spleen but rather went
directly to the graft, at the site of donor antigens to prevent graft rejection. Therefore, we
assessed the capacity of graft infiltrating cells of tolerant transferred recipients to re-transfer
tolerance. We observed, although a low number of cells was injected (1 million), a
prolongation of allograft survival (Figure 5D) demonstrating the presence of regulatory cells
in the graft.

To confirm this hypothesis, we followed the fate of the transferred B cells by using transgenic
rats expressing GFP in leukocytes (20). Spleen purified GFP* B cells from GFP transgenic
tolerant recipients (by LF15-0195 treatment) were transferred in new recipients grafted with
allogenic or syngenic heart as control. First, we observed that in contrast to a syngenic graft,
numerous transferred GFP*IgD™ B cells from tolerant recipients were retrieved 45 days after
transfer in the donor-specific graft, demonstrating that the B cells have migrated to the site of
donor antigens (Figure 6A). Then, we noticed that the IgD" subset of the transferred GFP* B
cells was enriched in the allograft compared to the other organs such as spleen or bone
marrow (Figure 6B).

We assessed in the allografts of transferred recipients, a high mRNA expression of CD19,
IgM and Foxp3 compared to syngenic grafts and no mRNA expression of IgG (Figure 6C).
These data demonstrate that following transfer, IgD” B cells have preferentially migrated to
the graft, maintained their regulatory profile of unswitched cells, and have induced a local

accumulation of regulatory T cells.
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Presence of G RANZYME B* CD138" plasmablasts in the graft of tolerant recipients.

We observed an over-expression of Granzyme B mRNA in B cells from blood and spleen of
tolerant recipients and the infiltration of regulatory B cells expressing GRANZYME B has been
shown in human solid tumors (22, 26). Moreover, B cells expressing GRANZYME B and
exhibiting a plasma-like cell phenotype have also been recently described in human tissues
(27). In contrast to human B cells, mouse B cells do not express Granzyme B (28), however
nothing was described for rat B cells. We observed the presence of B cells expressing
GRANZYME B protein in the tolerated allografts (Representative Dot Plot, Figure 7A).
Interestingly, all these GRANZYME B* B cells were CD138" and were more numerous in
tolerated than in chronically rejected allografts, although more CD138" plasmablasts and/or
plasma cells were present in the latter ones (Figure 7B). We previously described a total
absence of IgG synthesis by the B cells in tolerated allografts (12). Nevertheless, we
observed a high mRNA expression of IL-21 in tolerated allografts although at a lower level
than the one in chronically rejected allografts (Figure 7C). Indeed, it has been shown that IL-
21, a cytokine crucial for plasma cell differentiation (29), is also involved in the differentiation
of regulatory B cells (30).

Taken together, these data suggest that these GRANZYME B* CD138" plasmablasts may

represent highly differentiated regulatory B cells that accumulate in the graft tissue.
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Discussion

In this study, we further characterized the phenotype and function of the B cells from tolerant
recipients that we previously demonstrated to accumulate in the blood (12). By studying the
blood, spleen and graft compartments, a body of evidence suggests that the regulatory B
cells correspond preferentially to activated plasmablasts or memory IgD
IgM°"“CD23*CD38'CD27* B cells. These B cells are specific to donor-antigens suggesting
their previous priming in germinal centers. We previously showed in the tolerant recipients
the presence of B cells blocked at the IgG switch in the germinal centers (12). Therefore,
these blocked B cells may then exit from germinal centers into peripheral blood and
accumulate there due to a defect in their recruitment in the bone marrow niches for their
differentiation in long-lived plasma cells. Regulatory B cells in our model are enriched in the
IgD” subset and seem heterogeneous for CD24 and CD5, suggesting different subsets that
could correspond to a similar subtype of regulatory B cells but at different stages of
differentiation. Indeed, we do not exclude the possibility that these subsets come from B cells
that have modeled their repertoire in the bone marrow by receptor editing in the presence of
the antigens of the graft. Indeed, it has been shown in mice that deoxyspergualin blocks in
the bone marrow the differentiation of slgM™ pre-B into slgM® mature B cells (31). We
observed that its analog LF15-0195 induces during treatment a drop in new emigrants T1 B
cells (from bone marrow to periphery) that is then restored following treatment cessation in a
mice skin graft model (unpublished results). Therefore, LF15-0195 treatment and inhibition of
differentiation of precursors of B cells at the time of transplantation may have promote
tolerance, by expanding after treatment de novo B-cells, which have become tolerized to the
alloantigens since the beginning of their development.

IgD" B cells from tolerant recipients cannot go further into differentiation following anti-CD40
stimulation and we previously demonstrated the accumulation of B cells blocked at the IgG
switch (12), suggesting that these cells have a defect in plasma cell differentiation.
Interestingly, it has been shown that the B cells from tolerant patients have a default in their

in vitro terminal differentiation in plasma cells (16). We observed an induction of Irf4 that may
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be linked to the regulatory phenotype. Indeed, IRF4 in DC has been shown to inhibit I1L-12
production, therefore controlling Thl immune response (32). Moreover, expression of Irf4
alone in a B cell line up-regulates IL-10 expression in culture supernatants, revealing a novel
role for IRF4 in B regulatory phenotype (25). Interestingly, we noted a higher expression of
the inhibitory molecules Bankl and CD23 in B cells from tolerant recipients. BANK1 acts as a
negative regulator of CD40-mediated Akt activation in B cells (33). The high expression of
Bankl and CD23 may prevent efficient CD40 signalling and may have enhanced the
threshold for an efficient activation. Interestingly, we observed a higher expression of
Granzyme B transcripts in B cells from tolerant recipients, and the presence of GRANZYME B*
CD138" plasmablasts in the tolerated grafts. Recently, it has been shown that BCR and IL-21
signalling without an efficient CD40-CD40L ligation leads to the generation of GRANZYME B*
B cells that exert regulatory role in solid tumor infiltrates (22, 34, 35). These GRANZYME B* B
cells exhibit tissue trafficking and plasmablast phenotypes, accumulate specifically in tissues
and have been suggested to play a critical role in early anti-viral immune responses, in the
regulation of autoimmune mechanisms and in cancer immunosurveillance (26, 27, 36).
Therefore in our model, B cells that have a defect in CD40 signaling may lead, by repetitive
stimulation by donor antigens, to the generation of GRANzZYME B* regulatory B cells that exert
an immunosuppressive role locally in graft tissue. We observed as reported in other studies
(8, 37, 38), that regulatory B cells suppress specifically the TNFa secretion by activated T
cells and that, although not involved in direct suppression, they require 1L-10 and TGF@1 to
mediate transfer of tolerance.

Importantly, following transfer, regulatory B cells migrate to the graft and maintain their
regulatory/inhibited profile in this new environment. Stability of the phenotype is an important
point to consider B cell therapy in human. The tolerizing effect of the B cells following transfer
may have occured through direct migration and suppression by the regulatory B cells in the
graft and to secondary induction of Foxp3'CD4'CD25" regulatory T cells. In the literature, B
cells have been shown to generate Foxp3'CD4"CD25" regulatory T cells (39, 40). Since we

observed a concomitant accumulation of Foxp3"CD4"CD25" regulatory T cells and regulatory
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B cells in the graft and spleen following the immuno-suppressive treatment cessation, we are
currently investigating in our model the main role of the B cells in the promotion of regulatory
T cells by using B cell deficient rats (IgM KO rats) (41).

The comprehension of the mechanisms of regulatory B cells and their potential for B
cell therapy is important to decipher in experimental models to pave the way for future
development of this approach in the clinic. We extended the human work, analyzing directly
B cell phenotype and function in the graft and showing that adoptive transfer of B cells from
spleen of tolerant recipients transmits donor-specific allograft tolerance. The mechanisms of
action of regulatory B cells could be instrumental to develop new therapeutical strategies to

promote tolerance or minimize immunosuppressive drug regimen.
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Figure 1 : Accumulated blood B cells in tolerant reipients are partially activated.

(A) % of B cells, of BCR" and of IgM in BCR™IgD™ B cells were assessed by flow
cytometry as described in Material and Methods lood of syngenic (Syng), chronically
rejected (CR) and tolerant (Tol) recipients + SEM5, *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001(B)
MRNA expression oCD19, CD38, CD23, Granzyme B, IL-Hhd Aicda was analyzed by
quantitative RT-PCR as described in Material andhdeés in purified blood B cells from
syngenic (Syng), chronically rejected (CR) and rai¢ (Tol) recipients. Results were
analyzed for the specifigene/HPRTtranscript ratio, and expressed in arbitrary {Ait))

compared to syngenic recipients (= 1) £ SEM, n3%0.05.
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Figure 2
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Figure 2 : Mechanisms and subpopulations of B cells that trarisr tolerance.

(A) Survival curves of donor-type or third party allafis (1>3; ***p<0.001) from recipients
transferred with purified spleen B cells from choatly rejected (CR) or tolerant (Tol)
recipients.(B, C, D) Survival curves of donor-type allografts>@) **p<0.01, ***p<0.001)
from recipients transferred with purified subpopulias of spleen B cells from tolerant
recipients as follow: (B) Total B, transitional T1(), transitional 2 (T2), IgDor IgD" cells,
(C) CD5, CD27 or CD24 cells or (D) total B cells with anti-TGdor anti-IL-10 neutralizing

antibodies as described in Material and Methods.
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Figure 3 : Regulatory B cells are partially refracory to CD40 activation.
MRNA expression oBcl6, Prdml, Irf4, CD23, Bankand Granzyme Bwas analyzed by
quantitative RT-PCR as described in Material andhdés in purified IgD spleen B cells

from chronically rejected (CR) and tolerant (Tofcipients, either un-stimulated (US) or

stimulated for 18 hours with anti-CD40 antibody.sBRlés were analyzed for the specific

gene/HPRTtranscript ratio, and expressed in arbitrary @Al)) compared to US cells from
CR recipients (= 1) £ SEM, n=6, *p<0.05, **p<0.01.
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Figure 4 : Regulatory B cells suppress secretion dNFa in MLR.

(A) % of proliferation andB) IFNy and(C) TNFa secretion in MLR of CFSE labelled-CD4
T cells stimulated by donor-type dendritic celis,the presence of Ig®pleen B cells from
chronically rejected (+CR B cells) or tolerant (+T® cells) recipients as described in
Material and Methods. Neutralizing anti-IL10 or iahGF3 antibodies (10 pg/mL) were
added in the MLR. Data were expressed in % of famaiion and cytokine expression was
assessed by ELISA and expressed in pg/mL + SEMI, 1*p<0.001.
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Figure 5 : Transfer of regulatory B cells suppresseanti-donor B cell response.

(A) Assessment of IgG2a alloantibodies in the senma frecipients transferred with spleen B
cells from syngenic (+Syng B cells), chronicallyeacted (+CR B cells) or tolerant (+Tol B

cells) recipients as described in Material and Mdth Results were expressed in MFI +
SEM, r»3, *p<0.05.(B) % of intracellular IgG B cells in the bone marrow from recipients

transferred with spleen B cells from syngenic (+&cells), chronically rejected (+CR B
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cells) or tolerant (+Tol B cells) recipients + SENK4, *p<0.05.(C) Spleen CDA T cell
proliferation in MLR from recipients transferredtivispleen B cells from syngenic (+Syng B
cells), chronically rejected (+CR B cells) or t@et (+Tol B cells) recipients £ SEM, n=4.
(D) Survival curves of allografts in recipients rerséerred with graft infiltrating cells, CD4

T cells or B cells from spleen of recipients tramsfd with B cells from tolerant recipients
(n>2).
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Figure 6 : Activated IgD B cells accumulate in the graft following transfer

(A) Absolute number of GFRJD™ B cells following transfer of GFPspleen B cells from
tolerant recipients in syngenic or allogenic graf®) % of IgD in GFP B cells in lymph
nodes, graft, bone marrow and spleen followingsf@mof GFP spleen B cells from tolerant
recipients in allogenic grafted recipients, + SEM4n*p<0.05.(C) mMRNA expression of
CD19,IgM, IgG andFoxp3was analyzed by quantitative RT-PCR as describddaterial
and Methods in syngenic or allogenic grafts fromipients transferred with B cells from
tolerant recipients. Results were analyzed for gpecific gene/HPRTtranscript ratio and
expressed in arbitrary unit (AU) + SEMz4 *p<0.05, **p<0.01.
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Figure 7 : Presence of CD138GRANZYME B* B cells andIL-21 in tolerated grafts.

(A) Protein expression of @ANzYME B was assessed by flow cytometry on graft B cBlita
were expressed as a representative Dot ploRefN@YME B* (%) versus side scatter (SSC) in
B cells. (B) CD138GRANZYME B™ in graft infiltrating B cells and CD138in total graft
infiltrating cells were assessed by flow cytomatrychronically rejected (CR) and tolerant
(Tol) recipients and expressed in % = SEM3n(C) mRNA expression oilL-21 was
analyzed by quantitative RT-PCR as described inelllt and Methods in grafts from
syngenic (Syng), chronically rejected (CR) and rei¢ (Tol) recipients. Results were
analyzed forlL-21/HPRT transcript ratio and expressed in arbitrary uAitY = SEM, re3,
*p<0.05.

- 116 -



RESUATS - |I- Etude de la réponse lymphocytaire B diensiodéle de tolérance

Target molecule

Sequences (Forward/Reverse)

Aicda GGAGTCCAGATCGGGATCAT
CCCAAAATACGAAACGCATC
Bankl AATGCTTCCTGTGGCTTCTG
TCAAGTATAGAGCCCATTCCTTG
Bcl6 ATCTAGGCTCAACCTGAGGGA
ACTCTTCACGGGGAGGCTT
CD19 TTTTGCTACTGCCCCAAGC
AAAGCCGCCATAGAAACCA
CD23 AGAGGTGGCAAAACTGTGGA
TCCTGCTCCTTCTGGCTGT
CD38 GATCCAGGGGAAAATGTTCA
CCAATGTGGGCAAGAGTCAT
Foxp3 CCCAGGAAAGACAGCAACCTT
CTGCTTGGCAGTGCTTGAGAA
Granzyme B TGTGCTATGTGGCTGGTTGG
TTTGATCTTTGGGTCCCCTG
Hprt CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC
TTCGCTGATGACACAAACATGA
IgG CATTCCCTGCCCCCATC
CCGTTCATCTTCCACTCCGT
IgM ACCGCCTCTACCTTCATCGT
CTGTGGGAGGGTCTCTTGCT
IL-10 TGCTATGTTGCCTGCTCTTACTG
TCAAATGCTCCTTGATTTCTGG
IL-21 CGTGGCCCATAAATCAAGCC
AAGCTTCGTGCTCACATTGC
\rf4 CGGGCAAACAGGACTACAAC
GCTCCCTCTGGAACAATCCT
Prdm1 AAGTATGCCGCCAACAACAG
TTTTCTCCTCGTTAAAGCCGT

Table 1 — List of rat primers used for quantitatR€R
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Ces expériences nous ont permis d’en apprendramtage sur les caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles de ces LB inhidéaceumulés dans le sang et régulateurs
dans la rate des animaux tolérants, méme si lefs aléveloppés chez le rat sont tres
restreints. L'existence de ces LB régulateurs ptateggrandes avancées dans la recherche de
traitements mieux adaptés et moins contraignants l@s patients, tout en garantissant une
survie a long terme de leur greffon. La thérapitutagre représente a I’heure actuelle un des
axes majeurs de la recherche dans I'établissenettie tolérance spécialisée. Comme je
I'ai explicité dans l'introduction (Partie 1I-B),iffiérents types cellulaires, connus pour leurs
propriétés régulatrices, sont étudiés afin de eonkactivité des cellules effectrices et
empécher ainsi le rejet. Dans notre modele, nous Bommes alors intéressés au pouvoir
tolérogéne de ces lymphocytes B, mais égalemeetird kcaractéristiques phénotypiques et

fonctionnelles.

|-Caractérisation des Breg

A/Caractérisation phénotypique des LB réqulateurs

L'une de nos perspectives est bien évidemmenbdéanuier la caractérisation de ces
LB régulateurs en utilisant des marqueurs plusrictié$ et permettant d'identifier plus
précisément la sous-population de ces Breg. Cslguei d’étre contraignant, du fait du
manque d’'un marqueur exclusif pour ces celluledest’hétérogénéité d’autres marqueurs
exprimés a la surface des LB, pouvant étre présantdifférents stades pendant la
différenciation de ces lymphocytes et de ce fad, permettant pas d’identifier un état
d’activation spécifique. Au vu des marqueurs dootignsommes déja en possession, nous
supposons que nos Breg, enrichis dans la sousatapullgd™® IgM™""9 correspondent
plutét & des LB activés (plasmablastes ou mémodgespnt une mémoire antigénique car ils
ont déja rencontré I'antigéne. Nos résultats seimtigusqu’a présent aller a I'inverse de ce
qui est observé dans la littérature. En effet,llagart des études réalisées chez la souris et
'Homme afin de caractériser le phénotype de cegBointaient généralement un phénotype
de cellules B transitionnelles/naives et non des déB fin de maturation comme les
plasmocytes ou les LB mémoires (Blair et al., 2Q@i@ata et al., 2011)(Mauri et al., 2003b)
(Montandon et al., 2013). Cependant, avec le seuboeur IgD, nos Breg pourraient non

seulement correspondre a des LB actives, qui anrdé@a diminué I'expression de I'lgD afin
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de se préparer a la recombinaison isotypique, #gasement a une sous-population de LB
trés immatures qui n’exprimeraient pas encore I'@gleur surface. Or, ces cellules pré-B,
méme si elles n'expriment pas encore I'lgD, possedeand méme a leur surface une IgM.
Lors de nos premiéres expériences, nous avionséé&dds tris des cellules B de la rate des
animaux tolérants avec les marqueurs IgD et I§MUre A et ainsi, la population que nous
appelions ensuite IgI¥ correspondait en fait & une sous-population de I§B"? et
IlgM™"/"®8 capable d'induire une tolérance chez des ratseilmment greffés, écartant ainsi

I'hypothese de Breg immatures.
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Figure A : Image représentant la stratégie de tesllymphocytes B de la rate des animaux tolérants

De plus, une tres récente étude a permis de déendwxistence de LB régulateurs dans le
sang de volontaires sains, capables d’inhiberdéfération et la sécrétion d’'IFNpar des LT
CD4" autologues via I'lL-10 qu’ils sécrétent, et enicllans les sous-populations de LB
transitionnels CD19 CD24"" cD38"" mais également de LB mémoires CD1gM*
CD27" (Khoder et al., 2014). Ainsi, nous n’excluons gaspossibilité que ces Breg
proviennent d’'un progéniteur dans la moelle, quineigrant vers la rate acquierent un
phénotype plus activé, rencontrent I'antigene guagent donc leur mémoire antigénique en
sortant de la rate, pour finalement migrer vergriffon pour induire la tolérance. De fagon
intéressante, une étude de 1996 avait démontréléede la DSG chez la souris sur les

populations lymphocytaires T et B (Wang et al., @)9% 'effet sur la différenciation des LT

- 120 -



DISCUSSION/PERSPECTIVES

dans le thymus a déja été évoqué préecédemmenie(Raédultats I-B). De fagon surprenante,
pendant un traitement avec la DSG chez une soilrig, été observé une disparition
progressive des cellules lymphoides sans affeotafiocompartiment myéloide au sein de la
moelle osseuse (siege de la difféerenciation préceseLB). Grace a différents marqueurs
cellulaires permettant d’identifier les sous-potiolas de LB pré-B, pro-B et matures, ils ont
pu démontrer que la DSG éliminait les sous-poputatide LB pas encore matures subissant
I'expansion et la sélection, et au contraire épaitges populations de LB tres immatures et
tres matures. Une autre étude réalisée chez lassauégalement démontré que la DSG
bloquait la différenciation des lymphocytes préig\s en LB matures IgM (Tepper et al.,
1995). Durant ma thése, je me suis également s#éeea I'effet du LF15-0195 chez la souris,
dans un modele de greffe de peau male sur fenmrélel{ats non-publiés). Nous avons alors
observé dans le sang des souris traitées une fohibition de la présence de LB
transitionnels T1 nouvellement sortis de la mogllendant le traitement, inhibition
progressivement levée suite a l'arrét du traitem@irsi, nous n’excluons pas I'hypothése
que notre sous-population de Breg, bien que reé@@avec un phénotype activé dans la rate,
le sang et le greffon des rats tolérants, puisegenir initialement de LB présents dans la
moelle a des stades trés précoces ou tres avaadésrddifférenciation suite au traitement
LF, qui auraient alors été éduqués et auraient deldoleur répertoire en présence de
I'antigene de la greffe.

Nous avons démontré quo’vitro, les LB des animaux Tol n’étaient pas capables de
diminuer I'expression de BCL6 ni d'augmenter cellePRDML1 suite a une stimulation anti-
CD40 contrairement a ceux des animaux en RC, qiteles LB immatures IgDou des
LB déja activés Igt¥? De plus, nous avions préalablement démontré aoenaulation dans
le sang de LB bloqués au niveau du switch IgM Jugs (Le Texier et al.,, 2011). Cela
souligne le fait que les LB des Tol semblent étogjbés a une étape dans la différenciation
en plasmocytes ou utilisent une voie alternativerpgeur activation. De fagon intéressante,
des études chez 'Homme ont démontré la présencéBlalans le sang de patients
opérationnellement tolérants présentant un défans deur différenciation terminaie vitro
en plasmocytes (Chesneau et al., 2014). Ces rissatialignent ’lhomologie qui existe entre
les phénomenes observés chez 'Homme et chez,letrdonc I'intérét de ces études plus
approfondies chez le rongeur pour lequel nous aaonses a I'organisme tout entier. Nous
avons également observé une surexpression d’'IRF4lesalLB de la rate des animaux
tolérants, qui peut étre lié au phénotype régufatil ces cellules. En effet, des études

récentes sur des DC ont démontré le rble imporddRF4 dans le contrble de réponses
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immunes, notamment de réponse de type Thl, enanhib production d’IL-12 (Akbari et
al., 2014). De plus, une autre étude a mis en aulée rdle d’'IRF4 dans un phénotype de
Breg en démontrant que I'expression d’'IRF4 seulesdane lignée cellulaire B pouvait
augmenter lI'expression IL-10 dans les surnageaatsudture (Rangaswamy and Speck,
2014). Nous avons ensuite réalisé des études coraptéires afin de comparer I'expression
de ces trois molécules chez des animaux tolérantsgjet chronique mais également naifs
(Figure B afin de voir comment se comportaient exactemesitLB des tolérants, a savoir
s’ils étaient plus proches des LB des rats naifsl@weeux en rejet chronique. Ce que nous
observons est tres intéressant car il semble qé&Bedes rats CR et naifs se comportent
finalement de la méme fagon contrairement aux L8 rd¢s Tol. En effet, alors que les LB
des rats naifs et CR diminuent I'expression de BEL&ugmentent celle de PRDML1 suite a la
stimulation avec I'anti-CD40, les LB des rats Tel modulent pas I'expression de ces deux
molécules, suggérant un vrai défaut d’activatioa B des Tol. De plus, seuls les LB des
rats Tol augmentent I'expression d’'IRF4, soulignamtrdle probable de cette molécule dans

les phénomenes de tolérance.
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Figure B : Histogrammes représentant I'expressiore dARN messager des molécules BCLSG,
PRDM1, IRF4 par les lymphocytes B de la rate degataifs, greffés allogéniquement tolérisant

leur greffe (Tol) ou en rejet chronique (CR).

Nous avons également observé une forte expresgsnmiblécules inhibitrices BANK1 et
CD23 par les LB des rats tolérants. BANK1 est urnibiteur de la voie d’activation des LB
médiée par le CD40 (Aiba et al., 2006b), suggéensi que la forte expression de ces
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molécules puisse empécher une activation via la dei signalisation du CD40 efficace, ou
bien augmenter le seuil d’activation des LB condoisa une activation non-efficace du LB.
L'expression d’autres molécules impliquées dans fhénomenes dimmuno-
suppression, telles qu’lDO ou plus récemment I'B,-8 également été analysée dans ces LB
triés de la rate des animaux tolérants ou en mjedbnique. Malheureusement, aucune
différence n’'a été observée entre les deux groppeas le transcrit de p35 ('une des sous-
unités de I'lL-35). Les transcrits d’'IDO et d’EBifa seconde sous-unité de I'lL-35, étaient

quant a eux indétectables dans les échantillons.

B/Caractérisation fonctionnelle des Breg

Dans cette étude, nous avons démontré le role @B3Tet de I'lL-10 dans le
phénomene de transfert de la toléramtevivo, via I'administration d’anticorps bloguants
post-greffes, qui ne sont alors pas en mesure deepee I'établissement d’'une tolérance
chez les receveurs. Ces cytokines sont importaatede nombreux niveaux dans les
phénomeénes de réponses immunes. Cependant, efiesexqarimées par différents types
cellulaires. Ce que nous observons dans notre madelpeut alors pas nous permettre
d’affirmer que le transfert de tolérance via les ¢d3fait par la sécrétion d’IL-10 et de TBF
par ces cellules méme. En effet, ce phénomenegbétre du a la sécrétion de ces cytokines
par des LT ou des DC, qui en agissant sur les hddjisent le changement de phénotype des
LB en Breg.

La particularité de I'existence de LB exprimanta@zyme B en présence d’'IL-21 a
déja été identifiée chez 'Homme dans des modeéesucheurs. En effet, des études ont
permis de démontrer qu'en présence d’IL-21, d'ugnai BCR opérationnel et de LT
effecteurs mais en I'absence d’'une liaison CD40-0lDéfficace, les LB étaient induits a se
différencier en cellules B Granzymé Bossédant des propriétés régulatrices (Lindnat. et
2013)(Hagn et al., 2010)(Hagn et al., 2012b). Bramehe, il a été démontré qu’il n'y avait
pas d’équivalent chez la souris (Hagn et al., 2D1Pa force de notre modele est d’avoir mis
en évidence I'existence de ces LB GranzymelBez le rat. Ainsi, dans notre modéle, les LB
ayant un défaut au niveau de la voie de signatisatu CD40 et surexprimant des molécules
inhibitrices peuvent mener a une liaison CD40-CD40in-efficace et, par des stimulations
répétées avec les antigénes du donneur, condiargé@nération de cellules B Granzymé B
régulant localement la réponse inflammatoire aweaivdu greffon. En revanche, a I'heure

actuelle, nous ne sommes pas en mesure de sages EB particuliers correspondent ou non
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aux LB régulateurs capables d’induire une tolérantmng-terme chez de nouveaux receveurs
irradiés et greffés. Au vu du faible nombre de Diprémant le Granzyme B, il n'est pas
possible de les utilisén vivo en les injectant directement apres le tri. De ,dri&Sranzyme B
étant un marqueur intracellulaire, le tri de cebutss conduiraient a la destruction de leur
membrane et donc a l'incapacité d’étudier le r@ecds cellulegn vivo. Pour y remédier, il
faudrait pouvoir les expandie vitro, afin d’avoir un nombre de cellules suffisant a@vde

les injecter a de nouveaux receveurs. De mémetedesn vitro pourraient étre utilisés pour
étudier le pouvoir suppressif de ces LB dans undRML'un des « stimulateurs » évident
pouvant étre utilisé pour permettre I'expansioncde LB semble, d’'aprés les études citées
précédemment, étre I'lL-21.

Nous avons démontré dans ce modele I'émergendeBd€gulateurs suite a I'arrét
d’un traitement immunosuppresseur, capables deegdedir fonction suppressive et leur
phénotype de cellules inhibées suite a un transedlignant leur stabilité méme au sein d’un
environnement inflammatoire (induit par la greff€eci souligne le caractére important de
ces cellules, qui pourrait alors étre transposéedmodele a I'Homme. Nous nous intéressons
alors a I'existence ou non de ces cellules a I'égatirel, soit en I'absence de toute opération
chirurgicale et de tout traitement. En effet, 8 cellules sont présentes naturellement, nous
pourrons envisager de les isoler du patient dineetd a partir du sang ou de la moelle, les
expandreex vivol/in vitrq puis de les réinjecter au patient pré ou podiayre

Dans notre modéle, nous avons observé a la fosésence de Treg CDLD25
Foxp3 et de Breg Igi¥? bloqués au niveau du switch dans la rate et [#ogreAinsi, nous
sommes a méme de nous demander si ce sont legg@&nggés suite au traitement avec le
LF15-0195 qui auraient éduqués des LB émergeanis meelle au contact de I'antigene, ou
bien si c’est le cas inverse. En effet dans larbtiure, une étude a démontré que des LB du
sang de volontaires sains, pré-actives via le CBtdlent capables d’induire la prolifération
de Treg, et ce de facon plus efficace que des D@aitares (Zheng et al., 2010). Au sein de
nos greffons tolérés, nous observons la présendeBdearéférentiellement de grosse taille,
avec un phénotype de cellules activées puisquwitg & plus de 50% IgI¥ et IgM°¥'"®8 ce
qui a tendance a écarter I'hypothése de LB immstpré-B et a privilégier celle de LB
activés Figure O). De plus, ces LB sont faiblement CD2@e qui confirme I'hypothése de
cellules B plasmablastes/plasmocytes bloquées wwamidu switch des Ig et non des LB

mémoires.
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Figure C: Dot-plots représentatifs du phénotype dgsnphocytes B présents dans les greffons

tolérés.

Dans le modele annexe de greffe de peau chez t&ssétudié également pendant ma these,
nous avons aussi retrouve des lymphocytes T régukaprésents dans le ganglion drainant
de la greffe, au contact de LB «Kkillers » activés7" CD95 (Figure D), confirmant la
probable coopération LT/LB afin d’'induire une t@gce efficace a long terme. Nous pensons
alors par la suite utiliser des rats déficientsL&n(KO pour IgM, en collaboration avec la
Plateforme Transgénique de Nantes, dirigée par lgiacio Anegon), afin d’'étudier le role
de ces LB dans l'induction/expansion de LT réguleg¢Ménoret et al., 2010).
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Figure D: Histogrammes représentant les cellules@.7" CD95' et les LT CD25 Foxp3' dans le
ganglion drainant de la greffe, la moelle osseuddaerate de souris non-traitées ou traitées avec |

LF15-0195 pendant vingt jours suite a une greffe peau male sur femelle.
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lI-Expansion de LB in vitro et isolement des LB amp  lifiés

A/Expansion de LBin vitro

Afin d'étudier la possibilité d’expandre des LiB vitro, nous avons réalisé des tests
préliminaires a l'aide d'une banque de peptidescifipées du donneur Lew 1W (en
collaboration avec C. Guillonneau de I'Equipe 2I'daité Inserm U1064). Ces peptides ont
préalablement été utilisés chez le rat dans un laatitolérance a une allogreffe Lew 1W
sur Lew 1A via l'injection d’un adénovirus CD40-Idans lequel il a été observé I'induction
de LT CD8 CD45RC*™ régulateurs capables de transférer la toléranee ch nouveau
receveur (Guillonneau et al., 2007b). L'utilisatide ces peptides a permis de démontrer
gu’'un peptide particulier, dérivé d’'une région puotyphique du CMH de classe I, était
capable d’expandre ces Treg en présence de DC gigtoides, et que le transfert de ces
Treg induisait une tolérance chez un second recdtecarda et al., 2014). Le but a donc été
de voir si, en mettant en contact des LB du samagidiaux tolérants et en rejet chronique
avec seulement différents peptides pendant cinggjoous étions capables de stimuler ces
LB. Nous avons également réalisé les mémes expéseavec des LT CDAD25 purifiés
en coculture avec des DC de la rate syngéniques (L&) stimulées , afin de voir si les
mémes peptides étaient capables de stimuler en rte@nps les LT et les LB, mais également
de voir si certains peptides n’étaient capablestiVar que les cellules des animaux en rejet
chronique et pas celles des animaux tolérantsrdsdtats préliminaired={gure B nous ont
permis de valider le fait que les LB pouvaient @lirectement activés par certains peptides,
de la méme facon que les LT. Ces observations meepée étre vraies que Si nous supposons
gue les cellules B répondant aux peptides sontelegdes qui ont été déja activées et ont déja
rencontré les antigenes du donneur, correspondamt d des LB mémoires/plasmocytes.
Nous avons observé dans un premier temps quercefdaols de cing a six peptides (n°2 et 5)
étaient capables d’activer les LB des animaux &ol&sr comme ceux des animaux en rejet
chronique, visualisé par une up-régulation des oeucs d’activation CD80, CD86 et par une
diminution de I'expression du CMH de classe Il.flEwanche, nous avons pu observer que les
LB des rats tolérants étaient plus réfractairestée @ctivation et modulaient donc beaucoup
moins l'expression de ces différentes moléculestraoement aux LB de ceux en rejet
chronique. De plus, de facon intéressante, cerfaots de peptides (n°4 et 7) sont capables
d’activer les LB des rats en rejet chronique mais peux des animaux tolérants, pouvant

suggérer un réle de ces peptides dans linductiencellules B sécrétrices d’anticorps
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spécifigues du donneur afin de détruire le greffAnssi, certains de ces peptides ont le
pouvoir d'activer des LB effecteurs et régulatesans distinction entre les deux mécanismes,

alors que d’autres peuvent activer differemmentld®s< pathogénes » de rats en CR et des
LB « régulateurs » de rats Tol.
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Figure E: Histogrammes représntant le pourcentage dellules B CD8Q CD86 et CMH de classe

I1" du sang de rats tolérants (Tol) ou en rejet chigne (CR) suite a une co-culture avec des
peptides du donneur LEW 1W.
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Nous allons alors poursuivre I'analyse en regardatividuellement ce que chacun de
ces 82 peptides est capable d’induire ou non,esutB du sang de rats tolérants et de rats en
rejet chronique dans un premier temps, puis naudie¥ons également la réponse des LB de
la rate de ces animaux face a ces difféerents peptidfin de voir si les mémes LB sont

capables de répondre aux mémes peptides quelduewdbcalisation dans I'organisme.

B/ Isolement des LB par des tétrameéres

Ensuite, nous pensons développer une méthode ldabst d’isoler les LB ayant
répondu a certains peptides au bout des 5 jourdimarmédiaire de tétrameres. En effet, a
la maniere de I'étude de 2013 réalisée sur desfgégiques de la MOG chez des patients
atteints de sclérose en plagues (Degauque et(l3)2nous pensons coupler le (ou les)
peptide(s) stimulant 'expansion de nos LB sur d#les fluorescentes afin de pouvoir les
isoler spécifiquement et étudier plus précisémeunt phénotype. Ainsi, nous pourrons isoler
de facon plus efficace les LB ayant répondu a ilauation par certains peptides et s’en
servir pour étudier leur localisation au sein d#edents tissus comme le sang, la rate ou le

greffon.

C/Test de suppressiomn Vvitro

Grace a l'outil décrit préecédemment, nous pourraloss envisager d’ajouter ces LB
isolés sur une MLR afin de voir si certains LB régant a des peptides particuliers possedent
une fonction régulatrice. En effet, nous serong€&mde distinguer chez des rats tolérants ou
en rejet chronique des LB effecteurs de LB régulateAinsi, afin d’élargir les applications a
la thérapie clinique, nous souhaiterions réalises expériences chez des rats naifs et
déterminer ainsi si des LB régulateurs existergtatl naturel. Si tel est le cas, nous pourrions
alors envisager d’expandre spécifiguement ceslesli I'aide des peptides concernés, et de
les transférer chez de nouveaux receveurs. Destatssencourageants obtenus dans ces
conditions nous permettraient alors de voir plus tans I'application thérapeutique de ces
cellules régulatrices. Une collaboration avec liggudu Dr Brouard serait alors envisageable
afin d’étudier le potentiel tolérogéne de ces delichez 'lHomme.
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Abstract

Dendritic cells are sentinels of the immune system distributed throughout the body, that following danger signals will
migrate to secondary lymphoid organs to induce effector T cell responses. We have identified, in a rodent model of graft
rejection, a new molecule expressed by dendritic cells that we have named LIMLE (RGD1310371). To characterize this new
molecule, we analyzed its regulation of expression and its function. We observed that LIMLE mRNAs were rapidly and
strongly up regulated in dendritic cells following inflammatory stimulation. We demonstrated that LIMLE inhibition does not
alter dendritic cell maturation or cytokine production following Toll-like-receptor stimulation. However, it reduces their
ability to stimulate effector T cells in a mixed leukocyte reaction or T cell receptor transgenic system. Interestingly, we
observed that LIMLE protein localized with actin at some areas under the plasma membrane. Moreover, LIMLE is highly
expressed in testis, trachea, lung and ciliated cells and it has been shown that cilia formation bears similarities to formation
of the immunological synapse which is required for the T cell activation by dendritic cells. Taken together, these data
suggest a role for LIMLE in specialized structures of the cytoskeleton that are important for dynamic cellular events such as
immune synapse formation. In the future, LIMLE may represent a new target to reduce the capacity of dendritic cells to
stimulate T cells and to regulate an immune response.
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Maturation of DCs is accompanied by numerous phenotypic
and morphologic changes that are correlated with a reorganization
of microfilaments and microtubules and an altered expression of
specialized actin- and tubulin-associated proteins. Indeed, reorga-
nization of the cytoskeleton is needed to allow dissolution of
adhesion structures such as podosomes and acquisition of
migratory ability [3]. Shape remodeling of DCs is also important
in allowing acquisition of an elongated shape, as well as extension
and retraction of long dendrites to form dynamic clusters with
CD4" T cells for efficient immune synapse formation and T cell
activation [2,4,5,6].

Comprehension of the mechanisms involved in DC maturation
represents a crucial aim of research, to be able to develop new
strategies to manipulate the immune response. Immune properties
of DCs arouse interest due to their involvement in various
pathologies such as infectious diseases, cancer, autoimmunity and
graft rejection. As part of a study to identify genes associated with
allograft rejection or tolerance in transplantation, we identified a
new molecule that we named “LIMLE” for “LPS-Induced
MoLeculE” and that we found to be over-expressed in the graft

Introduction

Denderitic cells (DCs) are central actors of the immune response.
Localized at the interface with the external environment, DCs are
sensors of pathogen penetration into the organism and are
involved in both innate and adaptative immune responses. DCs
detect microorganism components via pattern recognition recep-
tors (PRRs), which transduce danger signals and induce their
activation and maturation [1]. Moreover, DCs are professional
antigen-presenting cells (APCs), able to capture and process
antigen to present antigenic peptide on MHC Class I and Class 11
to activate CD8" and CD4" T cells respectively [2]. The fine-
tuning of the maturation state of DCs is important to maintain the
balance between immunity and tolerance. Under steady-state
conditions, DCs remain in an immature state and do not mount an
immune response against circulating self-antigens in the periphery,
which maintains a state of tolerance. By contrast, foreign antigens
result in maturation of DCs that will then migrate and activate T
cells. This balance is required as any disturbance due to infection
or tissue injury may result in chronic inflammation or autoimmu-

nity.
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attempted to characterize the immune regulation and the function
of this new molecule.

Materials and Methods

Ethics statement

The prefecture of the Loire-Atlantique and the Agriculture and
Fishing Ministry has reviewed and approved the current study for
animal experimentations (No. 4491). All efforts were made to
minimize animal suffering during the experiments. Human blood
of healthy donors were obtained from the Etablissement Frangais
du Sang (EFS, Nantes, France), which has informed the donors
prior the use of their blood. All donors have signed an informed
consent. Further approval by the ethical committee was not
necessary. A signed convention was established between our
institution (INSERM) and the Etablissement Frangais du Sang
(EFS, Nantes, France) to have access to the blood from healthy
donors for research purpose.

Animals and transplantation

MHC fully mismatched LEW.1A (RT'la) and LEW.1W (RT 1u)
rats and C57Bl/6 mice were purchased from the Centre d’Elevage
Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Transgenic mice S/SOPF
B6.OT-I were purchased from Charles River Laboratories
(L’Arbresle, France). Rodents were maintained in an animal
facility under standard conditions according to our institutional
guidelines. Heterotopic syngenic LEW.1A to LEW.1A or alloge-
neic LEW.IW to LEW.1A heart transplantations were performed
using the Ono and Lindsey technique [7]. Allografts in untreated
recipients were acutely rejected within 7 days. Allograft tolerance
was induced, as previously described, by a short-term treatment
(20 days, 3 mg/kg/day) with an immune-suppressor, LF15-0195
(Fournier Lahoratories), a deoxyspergualine analog [8]. Chronic
allograft rejection was induced by two donor blood transfusions
(DST) hefore transplantation as previously described [9]. Graft
function was assessed by scoring pulsations through the abdominal
wall and acute or chronic rejection was confirmed by heart heat
cessation or the presence of vascular lesions (histology) respective-
ly. The graft and blood were harvested at day 5 or 100 after
transplantation. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
extracted from whole blood using Ficoll (GE Healthcare).

Cell purification, culture, and activation

-Rat splenic DCs, total T cells, CD4"CD25~ and CD4"CD25%
T cells or B cells from naive rats were purified by positive selection
on a FACSAria flow cytometer using Sirpa-FITC (OX62) and
MHC Class II-APC/Cy7 (Ox6); TCR-Alexa Fluor 647 (R7/3);
CD4-PE/Cy7 (W3/25) and CD25-PE (Ox39) or CD45RA-FITC
(OX33) staining respectively. DCs, T cells and B cells were
cultured in complete RPMI (RPMI plus 10% endotoxin-free Fetal
Bovine Serum (Perbio Science), 2 mM l-glutamine, I mM sodium
pyruvate, | mM HEPES, 5%107° M 2-mercaptoethanol andpe-
nicillin-streptomycin (100 U/ml; 100 pg/ml respectively) (all from
Sigma-Aldrich) and stimulated for 12 hours with lipopolysaccha-
ride (LPS) (1 pug/ml) (Sigma-Aldrich), plate-bound anti-CD3
(1 ug/ml) and anti-CD28 (1 pg/ml) antibodies (BD Biosciences)
or CpG 2006 (5 pM) (InvivoGen) respectively.

-Rat alveolar macrophage lineage NR8383 [10] cells were
cultured in Ham’s F12 complete medium and stimulated for
6 hours with rat IFN-y (50 U/ml) (Serotec).

-Rat endothelial cell (EC) line of LEW.1W origin was isolated as
previously described [11], plated into 12-well plates (Nunc;
Merck/Eurolab France) (1 million cells/well) in complete RPMI
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medium for 24 hours and then stimulated for 6 hours with rat
IFN-y (50 U/ml) (Serotec).

-Rat bone marrow derived DCs (BMDCs) were obtained as
previously described [12]. Bone marrow cells were cultured for 10
days in complete RPMI medium supplemented with 0.4 ng/ml of
rat IL-4 — transfected COS- conditioned medium, and 1.5 ng/mL
of murine granulocyte-macrophage (GM) colony-stimulating
factor (CSF)-transfected COS-conditioned medium (at 1 million
cells/ml) in 6 ml in 6 well-plates (Nunc). The plasmids containing
the rat IL-4 and murine GM-CSF (pCDSR GMCSF) ¢cDNA
sequences were from our laboratory [13] and DNAX (Palo Alto,
CA) respectively. After 8 days of culture, cells were recovered and
plated without growth factors. After 48 hours of subculture two
major cell populations were obtained: adherent and non-adherent
cells. We demonstrated that the non-adherent populations, which
are the ‘classical’ DCs, were able to stimulate naive allogeneic T
cells and could be induced to completely mature using various
stimuli [12,14]. Therefore, for our experiments, rat non-adherent
BMDCs were collected on day 8, plated (2 million cells/ml) in
6 ml in 6 well-plates and stimulated with LPS (I pg/ml) (Sigma-
Aldrich), recombinant rat IFN-vy (50 U/ml) (Serotec), CpG 2006
(5 uM) (InvivoGen), poly (I:C) (25 pg/ml) (InvivoGen) or recom-
binant rat IL-10 (20 ng/ml) (R&D Systems) for 6, 12, 24 and
48 hours.

-Human DCs were generated as previously described [15].
Briefly, monocytes were enriched by elutriation (>85% CDI14")
and cultured for 6 days in RPMI complete medium supplemented
with  human GM-CSF (200 IU/ml) (CellGenix) and IL-4
(1000 TU/ml) (CellGenix). DCs were then harvested and stimu-
lated at 1 million cells/ml for 24 hour with LPS (1 ug/ml). All cells
were cultured at 37°C and 5% COs, recovered and subjected to
RNA extraction.

-For mouse BMDC generation, only murine GM-CSF
(0.15 ng/ml) was added to complete RPMI medium during
culture of bone marrow cells (at 1 million cells/ml) in 6 ml in 6
well-plates (Nunc).

RNA extraction and real-time quantitative RT-PCR

Total RNA from organs, tissues or cells was prepared using
TRIzol (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
Real-time quantitative RT-PCR was performed as previously
described [16] by using a step one plus instrument (Applied
Biosystems) and SYBR Green PCR Master mix reagent (Applied
Biosystems). Oligonucleotides used in this study were for rat (r),
mouse (m) and human (h): rHypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase (HPRT) (For-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC, Rev-
TTCGCTGATGACACAAACATGA), rLIMLE (For-
GTGTGACTGCTGTGCCGA, Rev-CCAGACA-
GAAGTCCTGCCC), mGlyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH) (For-CTACAGCAACAGGGTGGTGG, Rev-
TATGGGGGTCTGGGATGG), mLIMLE (For-GCCCAGAT-
GAAGTTAAAGCG, Rev-GCCCATAGACAACCACTTGG),
hHPRT  (For-CGAGATGTGATGAAGGAGATGG, Rev-
CCTGTTGACTGGTCATTACAATAGC), hLIMLE (For-
GCAGTTCAAGCCAAGACCC, Rev-AAATCCTCCTGT-
TATCCCCAG). HPRT (for rat and human) and GAPDH (for
mice) were used as endogenous control genes to normalize for
variations in the starting amount of RNA. Relative expression was
calculated using the 2722 method [16,17].

Bioinformatics analysis

Rat, mouse and human LIMLE amino-acid (AA) sequences
were analyzed with NCBI blast (National Center for Biotechnol-
ogy Information database). To study cellular localization, the rat
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LIMLE AA sequence was analyzed using the AA sequence-based
predictors PSORTII [18], TargetP1.1 [19] and NetNES [20]. The
probability of LIMLE to be associated with the membrane was
checked by the presence of alpha-helix with TMHMM 2.0 [21]
and NMT tools [22]. The presence of specific signals or links with
known family proteins according to the predictive secondary
structure or predictive 3D structure, were analyzed by Inter-
ProScan portal [23], Gene3D [24], “Protein Homology/analogY
Recognition Engine” (PHYRE) [21][25,26] and the “Iterative
Threading ASSEmbly Refinement” (I-TASSER) [27,28] web
servers.

Plasmid construction and transfection

Full-length rat LIMLE mRNA sequence was cloned from rat
testis cDNA by PCR with the specific primers: rfLIMLE (Up-
ACGCGGATCCATGGCGCGGAATGTGTATGGTCC, Lo-
ATAGTTTAGCGGCCGCCCTGTATTGATGCC-
CATGGCCTGCTC) (Eurofins MWG) and inserted into the
pcDNAG vector (Invitrogen). 6x10* COS (CV-1 (simian) in origin,
and carrying the SV40) fibroblast-like cell line derived from
monkey kidney tissue (kindly provided by the Etablissement
Frangais du Sang (EFS, Nantes, France) which acquired it from
Life Technologies)), or rat BMDC (day 8 of culture) were plated
on Microscope Cover glasses (Marienfield GmbH & Co0.KG) in
12-well plates (Nunc; Merck/Eurolab France) for 24 hours. Cells
were transfected with pcDNAG6 plasmid with lipofectamin
(Invitrogen) and Plus reagent (Invitrogen) for COS and with
Nucleofector Kit Dendritic cell (Lonza) for BMDCs, according to
the manufacturer’s instructions. Cells were stained 24 hours after
transfection.

Immunohistology

COS cells or rat BMDCs were fixed with paraformaldehyde
(4%) (Electron Microscopy Science, Hatfield, USA), permeabilized
with Triton (0.3%) and stained with anti-V5 antibody (11 pg/ml)
(Invitrogen), Alexa Fluor 568 anti-mouse IgG antibody (4 pg/ml)
(Invitrogen) and FITC phalloidin (0.4 U/ml, Invitrogen). Cover
glasses were mounted in Prolong Gold 4’-6’-diamidino-2-pheny-
lindole (DAPI) mounting medium (Invitrogen), and observed by
fluorescence microscopy (Nekon Al R Si Confocal microscope).
Images were obtained (X60 Plan Apo N.A: 1.4, zoom 2.) with
sequential mode and analyzed by using Metamorph program.

RNAi BMDC and COS transfection, activation and T cell
stimulation

Non-overlapping LIMLE specific Stealth RNAi (Stealth Select
RNAI; Invitrogen) duplexes were both designed and purchased by
Invitrogen: Rat RNAi-1 (5'-CCACUGGAUGCUGGUUACUG-
GAAAU-3'), rat RNAI-2 (5'-CAUGCUAGACAUCUCUAAAC-
CUAUU-3"), mouse RNAi-1 (5'-GCGAAAUGGGCCAAGUG-
GUUGUCUA-3") and mouse (RNAi-2 5'=
UAGACAACCACUUGGCCCAUUUCGC-3"). Two million
COS or adherent rat or mouse BMDCs (at day 8 of culture)
were transfected with Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) and
200 pmol of control RNAi (medium GC content Stealth RNAi
negative universal control, Invitrogen) or LIMLE specific RNAi.
BMDCs were stimulated for 48 hours with LPS (0.5 pg/ml). Two
days following RNA transfection, COS cells were fixed with
paraformaldehyde (4%), scraped, permeabilized with saponin
(0.5%) and stained with anti-V5 antibody (11 pg/ml) (Invitrogen)
and Alexa Fluor 568 anti-mouse IgG antibody (4 pg/ml)
(Invitrogen) for flow cytometric analysis.
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-For rat mixed leukocyte reaction (MLR), LEW.IA BMDCs
were harvested 2 days after transfection and plated in 96-well
plates (6.25x10* cells/ml) with allogeneic LEW.1W lymph node-
purified  total, CD4'CD25~ or CD4'CD25" T cells
(20x10% cells/ml) in complete RPMI medium. For the MLR
with total T cells, cells were pulsed three days later for 8 h with
0.5 pCi/well [methyl-*H]-thymidine (Amersham) and *H incor-
poration was measured using a scintillation counter (TopCount
NXT; PerkinElmer). INFy, IL-6 and IL-12 production was
assessed in the MLR supernatants (at day 5) by ELISA according
to the manufacturer instructions (BD Biosciences). For MLR with
Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-labeled (Invitrogen)
CD4"CD25~ or CD4"CD25" T cells, cells were stained on day 4
of culture, with R73-biotin and streptavidin/Alexa Fluor 405
(TCRaf") and W3/25-PE/Cy7 (CD4") and T cell proliferation
(CFSE dilution) was analyzed by flow cytometry.

-In the mouse experiments, efficiency of mouse BMDC RNAi
transfection was determining by transfecting cells with an Alexa
fluor Red control Oligo (Invitrogen). Analysis was performed
48 hours later by FACS.

-In vitro antigen-specific T cell stimulation assay: BMDC, 8-
days post-transfection, were loaded with OVAos; 064 peptide
(0.1 ng/ml) or ovalbumin protein (500 pg/ml), stimulated with
LPS (0.5 pg/ml) for 24 hours, washed and then incubated (1 x10*
cells) with CFSE-labeled lymph node purified OT-1 CD8" T cells
(10 x10* cells) (Miltenyi kit) in 96-well plates. On day 4 of culture,
cells were stained with anti-CD3-APC (BD Biosciences) and anti-
CD8-PE/Cy7 (BD Biosciences) and T cell proliferation (by CFSE
dilution) was analyzed by flow cytometry.

Flow cytometry analysis
Fluorescent labeling was measured using a FACS LSR II (BD
Biosciences) and analyzed with FlowJo Software.

Statistical analysis

Statistical evaluation was performed using Student’s £ test for
unpaired data, and results were considered significant if p values
were <C0.05. Data are expressed as mean = SEM.

Online Supplemental Material
All the material and methods used for the supplemental data are
described in the Material and Methods section.

Results

Identification of an uncharacterized molecule over-
expressed in graft rejection

In an attempt to identify new genes that could be involved in the
development of chronic rejection or tolerance in transplantation,
we applied a pan genomic DNA chip. In a rat MHC fully
mismatched cardiac allograft model, we compared whole
allografts that develop chronic rejection with tolerated allografts
induced by a short-term treatment with an immunosuppressor [9].
We have previously extensively described these models and shown
that the DNA chip enabled the identification of molecules involved
in these complex phenomena [9,29]. Among the genes up-
regulated in chronically rejected allografts versus tolerated ones,
we identified the rat gene ID 308794 (RGD1310371). This gene
was previously identified as being highly expressed by mouse
ciliated cells but has not been characterized [30]. We arbitrarily
named this molecule “LIMLE” for “LPS-Induced MoLeculE”.
We confirmed, by quantitative RT/PCR, the over-expression of
LIMLE mRNA in chronically rejected allografts compared to
syngenic grafts (Fig. 1A, n =5, *p<<0.05). We also observed a peak
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LIMLE is highly expressed in activated myeloid cells and
in testis, trachea and lung

In order to characterize this new molecule, we analyzed its
expression in different rat cell types. Quantification of LIMLE
mRNA showed a very low expression in all tested resting cells (NS)
(spleen DCis, alveolar macrophage lineage Mac (NR83 83), B, T
and EC) (Fig. 1B). However, we observed that LIMLE mRNA
expression was strongly induced (up to 50 fold) following

of expression in acutely rejected allografts (Fig. 1A, n=>5, **p<
0.01). Interestingly, we also observed a higher mRINA expression
of LIMLE in the blood of recipients developing chronic rejection
compared to syngeneic or tolerant recipients (Fig. 1A, n =5, ¥p<
0.01 and **p<C0.001). These results suggest on over-expression of
LIMLE during an inflammatory immune response.
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Figure 1. LIMLE mRNA expression in transplantation models, cell subtypes and organs. LIMLE mRNA expression in (A) cardiac grafts and
PBMC of rat syngenic recipients (Syng), allograft recipients developing acute (AR) or chronic rejection (CR), or allograft tolerant recipients (Tol) at day
5 or 100 after transplantation (n =5, *p<<0.05 **p<<0.01 ***p<<0.001), (B) Splenic DCs, alveolar macrophage lineage cells NR8383 (Mac), B cells, T cells
and EC, stimulated (stim) or not (NS) with LPS, IFNy, CpG, anti-CD3/CD28 or IFNy respectively (for 12 hours) (n=3), (C) rat BMDCs stimulated or not
(NS) with LPS, IFNy, CpG, Poly(I:C) or IL-10 for 6, 12, 24 or 48 hours (n =3, ¥p<<0.05), (D) Human DCs stimulated or not (NS) with LPS for 12 hours (n=3,
**p<0.01) (E) mRNA expression of LIMLE in different organs from naive rats as indicated (n =5). (A—E) Quantitative RT-PCR results were expressed in
Arbitrary Units (AU) of LIMLE/HPRT transcript ratio + SEM. Statistical evaluation was performed using Student’s ¢ test for unpaired data, and results
were considered significant if p values were <0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0093894.g001
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inflammatory stimulation (Stim) in DCs and alveolar macrophage
lineage cells but not in B, T or ECs (Fig. 1B). We performed a
LIMLE mRNA expression kinetic analysis in BMDCs and
observed that LIMLE was strongly induced (up to 100 fold)
12 hours after stimulation with the different pro-inflammatory
stimuli tested (LPS, IFNy, CpG or Poly(I:C)) (n=3, *p<<0.05),
following which expression rapidly decreased. Interestingly, in
contrast to pro-inflammatory stimuli, LIMLE mRNA expression
tended to decrease following 12 hours of stimulation with the
immuno-regulatory cytokine IL-10 (Fig. 1C) (n=3, not signifi-
cant). We analyzed LIMLE mRNA expression in human
monocyte-derived DCs and also observed a strong up-regulation
(up to 45 fold) following LPS-stimulation, suggesting similar
regulation of LIMLE expression across species (Fig. 1D, n=3,
*#p<<0.01). We then analyzed LIMLE mRNA expression in
different organs or tissues from naive rats. We noted strong
expression in the testis, trachea and lung. The expression was
lower in the other organs or tissues tested (skeletal muscle, aorta,
thymus, lymph nodes, small intestine, brain, spleen, heart, colon,
bone marrow, liver, skin, and kidney) (Fig. 1E, n=3).

LIMLE is involved in the stimulatory properties of DCs
To determine the function of LIMLE, we used specific LIMLE
reformed-type small interfering RNA (RNAJ) that allows efficient
and long-term inhibition of the specific gene without inducing
maturation of the cells [31]. Two non-overlapping RNAi specific
for LIMLE were tested in rat LPS-stimulated BMDC and
compared to a control RNAi. We previously demonstrated that
this technology transfects most of the rat BMDCs (up to 80% of
the cells were transfected with a fluorescent RNAI) and allows
efficient mRNA and protein inhibition [29,32]. With LIMLE
specific RNAi, we obtained efficient inhibition of LIMLE mRNA
expression in LPS-stimulated BMDCs compared to control RNAi
(up to 70%) (Fig. 2A a), n=3, *p<<0.05 and ***p<<0.001). To
check for LIMLE protein inhibition, we attempted to generate
anti-rat LIMLE polyclonal antibodies by immunizing rabbits with
LIMLE specific peptides. Unfortunately, we did not obtain
efficient immunization, suggesting that LIMLE is highly conserved
between species. Therefore, we transfected eukaryote cells hy
lipofection with a plasmid encoding the rat LIMLE full-length
sequence and containing the V5 tag. We then tested the inhibition
efficiency of the LIMLE specific RNAi on LIMLE protein via the
V5 tag. We obtained efficient inhibition of LIMLE protein
expression compared to control RNAI (up to 70%) (Fig. 2A b),
n=06, *p<<0.01). We then analyzed whether LIMLE inhibition
modified LPS-induced maturation of immature BMDCs. To
generate immature BMDCs, we used low concentrations of GM-
CSF and IL-4 to obtain the “non-adherent” population of
immature cells that are able to further maturate following LPS
stimulation and to efficiently stimulate T cells. Although LIMLE
mRNA expression is highest at 12 hours after stimulation, we
incubated BMDC with RNAi for 48 hours to be sure that the
mRNA expression and consequently the protein expression would
be decreased. Moreover, we used 48 hours to be sure that the
BMDC had the time to fully maturate with the Toll-like receptor
ligand (TLR-L) stimulus (LPS) and hence be able to stimulate T
cells. We did not observe any effect of LIMLE inhibition on
viability of the cells, on the expression of activation molecules such
as MHC Class I and Class II, CD80 or CD86, or on the LPS-
induced cytokine production of 1L-12p70, IL-6 or IL-10 (Fig. S1,
A, B and C respectively). Next, we investigated whether inhibition
of LIMLE in matured BMDCis affected their ability to promote T
cell proliferation. In a fully allogeneic mixed leukocyte reaction
(MLR), we observed a reduction in T cell proliferation when
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LIMLE was inhibited in the matured BMDCs (Fig. 2B a), n=3,
*p<<0.05). Since we observed an increase in LIMLE expression
with pro-inflammatory stimuli and a tendency for a decrease with
IL-10, LIMLE could be involved in the expansion of effector T
cells and not of regulatory T cells, to favor a strong immune
response. To determine whether LIMLE inhibition decreased the
ability of BMDCs to stimulate both allogeneic effector and
regulatory T cells, we also stimulated highly purified CD4"CD25~
and CD47CD25™¢" (mostly regulatory T cells) in a MLR. We
observed that LIMLE inhibition in BMDCs decreased significantly
the proliferation of purified CD4"CD25~ (Fig. 2B b), n =4, *p<
0.05). This decreased is not evident with purified CD4*CD25¢"
regulatory T cells (Fig. 2B c), n = 4). This could be due to their low
proliferation. Nevertheless, increase of proliferation was not
observed.

Low production of IFNy was noted in the MLR supernatants
due to the low proliferation of the allogeneic effector T cells
(Fig. 2C, n=3, *p<<0.05). However, we observed again no
modification of IL-6 and IL-12 expression by the matured
BMDC s in the MLR. These results demonstrate that LIMLE is
not involved in the maturation of the DCs but rather in their
capacity to stimulate effector T cells (Fig. 2C, n=3).

We then used a more relevant and sensitive system of T cell
stimulation using CD8" T cells from OT-I transgenic mice that
are TCR transgenic for ovalbumin (OVA). First, we evaluated the
efficiency of transfection of mouse BMDCs with specific fluores-
cent RNAi. We observed that almost all of the cells (up to 97%)
were transduced with RNAi (Fig. 2D). We confirmed inhibition of
LIMLE mRNA expression in mouse BMDCs (up to 70%) with
two different mouse LIMLE specific RNAi (Fig. 2E, n=3, *p<
0.05 and ***p<C0.001). Similar to our observation in rat BMDCs,
inhibition of LIMLE in mice DCs did not modify the viability of
the cells or the expression of activation molecules (MHC Class I
and Class II, CD80 or CD86) (Fig. S2, A and B respectively).
However, LIMLE inhibition in OVAys; 264 peptide or OVA
protein loaded BMDCis strongly reduced their ability to stimulate
the transgenic CD8™ T cells (Fig. 2F, n =3, *p<<0.05, **p<0.01,
#¥4p<C0.001) (Fig. S3, gate strategy (A) and dose effect (B)
respectively). The reduction of proliferation was observed with
both OVA peptide or OVA protein loaded DC, demonstrating
that this decrease was not due to a fault in antigen processing.
These data confirm a role for LIMLE in DCs for the activation of
effector T cells.

LIMLE protein localization and bioinformatic analysis

To determine the cellular localization of LIMLE, we analyzed
its amino-acid (AA) sequence by using a variety of predictive
software programs including PSORTII [18], TMHMM?2.0 [21],
NMT tools [22], TargetPl.1 [19] and NetNES [20]. Results
revealed no transmembrane domain and a high probability for
LIMLE to be located in the cytoplasm (data not shown). In
addition, we detected a Nuclear Export Signal domain (NES) from
AA 100 to 110 (I-K-A-Q-L-N-D-D-L-E-I), suggesting that LIMLE
can circulate between the nucleus and cytoplasm.

To determine its exact cellular localization, without access to
specific antibodies, we transfected eukaryote cells (COS) hy
lipofection with a plasmid encoding the rat LIMLE full-length
sequence and containing the V5 tag. Confocal microscopy analysis
revealed expression of the V) tag-associated LIMLE protein in the
cytoplasm and nucleus. Interestingly, tagged LIMLE protein
appeared to be organized as a network in the cytoplasm of
adherent COS cells, similarly to some cytoskeleton filament
proteins (Fig 3A). Therefore, we performed staining of LIMLE
protein and polymerized actin using phalloidin. Interestingly, we
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Figure 2. The role of LIMLE in the stimulatory properties of BMDCs. (A) a) LIMLE mRNA expression in rat BMDCs transfected with control or
one of two LIMLE specific RNAi. Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIMLE/HPRT transcript ratio = SEM (n=3 *p<
0.05 ***p<<0.001); b) V5 tagged LIMLE protein expression in eukaryote cells transfected with a plasmid encoding rat LIMLE and V5 and either a control
or one of two LIMLE specific RNAIi. Data were expressed in Arbitrary Units (AU) of % of V5" cells assessed by flow cytometry compared to control RNAi
=100 (n =6, **p<0.01) (B) Proliferation of allogeneic T cells stimulated with control or one of two LIMLE specific RNAi transfected BMDCs (MLR) for 4
days as follow a) *H incorporation (cpm) for bulk T cells, b) CFSE loss from CD4*CD25 and ¢) CFSE loss from CD4*CD25"9" T cells (n=3, *p<0.05).
(C) IFNy, IL-6 and IL-12 quantification by ELISA of MLR supernatants (n= 3, *p<<0.05). (D) Representative histograms (flow cytometry) of mouse BMDC
transfection efficiency (with red fluorescent control RNAI (plain line) or untransfected control (dotted line)). (E) LIMLE mRNA expression in mouse
BMDCs transfected with control or one of two LIMLE specific RNAi. Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Units (AU) of LIMLE/
GAPDH transcript ratio = SEM (n=3, *p<<0.05 ***p<<0.001). (F) Proliferation of OT-| CD8* T cells stimulated for 4 days with OVA,s;_564 peptide
(0.1 ng/ml) (n=3) or OVA protein (500 pg/ml) (n=4) loaded mouse BMDCs (transfected with control or one of two LIMLE specific RNAi). Data were
expressed in AU of CFSE dilution compared to control=100 (*p<0.05 **p<<0.01 ***p<0.001). Statistical evaluation was performed using the
Student’s t test for unpaired data, and results were considered significant if p values were <<0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0093894.g002

ohserved that LIMLE localized with actin at some areas under the with the GenOuest bioinformatics core facility (Rennes, France).
cell plasma membrane (at specific cytoskeleton organized struc- NCBI blast of the rat LIMLE sequence (gene name
tures or protrusions) (Fig 3B). The profiles of the fluorescent RGD1310371, gene ID 308794) revealed 71% and 88% identity
intensities for LIMLE and actin were plotted at two different cell with the human (gene name Cl150rf26, gene ID 161502) and

membrane locations (transept white lines) (Fig 3B 1) ii). mouse (gene name 1700026D08Rik, gene ID 75556) sequences
Representative histograms showed overlapping staining and respectively, demonstrating that LIMLE is highly conserved
parallel fluctuations of LIMLE and actin intensities suggested a between species. Any specific signal characteristic of a known
close relationship between these proteins at some areas under the family protein or specific pattern was revealed with InterProScan
plasma membranes. We attempted to confirm this staining in portal [23]. Moreover, sequence alignment algorithms such as

more physiologic eukaryote cells than the COS by using rat “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) [33] and PSI-
BMDCs. Rat BMDCs were transfected by nucleofection with the BLAST [34] could not detect a homolog of LIMLE in the protein

plasmid encoding rat LIMLE and confocal microscopy analysis databank.
revealed the same type of staining as in COS cells, with staining in Sometimes, structural information can help to predict hiological
the nucleus and cytoplasm (Figure 3C). We also ohserved some function of a molecule (3D shape dictates how the protein interacts

localization of LIMLE with actin at some areas under the plasma with a ligand or other proteins). We used the homology modeling
membrane in DCs (22.5% of LIMLE protein overlaps with actin web servers “gene3D” [24], the I-TASSER [27,28] and PHYRE

in representative DC) (Fig 3C 1)). for protein structure prediction [25,26,35]. Results from these 3

In the literature, nothing has been described about the LIMLE different web servers revealed a high probability for a structural
gene except its high expression by mouse ciliated cells [30]. To link between LIMLE and the trefoil protein family (with 6 hits
obtain more information about LIMLE and notably, to determine exhibiting a % of identity = 20%, the threshold to consider
whether this new molecule could be linked to a specific family, we homology). Trefoil molecules are characterized by a rich cysteine
performed i silico analysis of the LIMLE sequence in collaboration domain, named the trefoil domain, and by their “three-leaf”
PLOS ONE | www.plosone.org 6 April 2014 | Volume 9 | Issue 4 | €93894
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22.5 % overlap

Figure 3. Cellular localization of LIMLE protein. Representative pictures of immuno-fluorescence staining of (A and B) COS or (C) BMDCs
transfected with a plasmid encoding full length rat LIMLE protein and containing the V5 tag (red) with DAPI (blue) and and phalloidin (polymerized
actin) (green). Original magnification x1200 (Plan Apo N.A: 1.4 zoom 2.). (Bi,ii) Representative histograms of fluorescence intensity (AU) in COS cells
detected in pixels with the indicated box, graphed with the linescan function of Metamorph Image Processing Software. (Ci) Representative picture of
LIMLE overlapping with actin in DCs, processed with Metamorph Image Processing Software. Pictures were representative of three independent

experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0093894.g003

structure [36,37,38]. LIMLE does not contain a rich cysteine
domain, so does not belong to the trefoil molecules. However, by
its predictive structure, it presents similarities to the structure of the
trefoil molecule family.

We also observed conserved gene order of the following genes
Tme3, Stard5, IL-16, LIMLE (RGD1310371), Mesdcl (meso-
derm development candidate 1) and Mesdc2 in rat, mouse and
human chromosomes (Data not shown). Interestingly, the LIMLE
gene is flanked by IL-16 and Mesdc-1, two genes that have been
described to bind the cytoskeleton proteins myosin [39] and actin
[40,41] respectively. Exceptional conservation of shared synteny
can reflect important functional relationships between genes [42].
Additionally, genes of similar structure or linked functions are
often grouped in a locus/complex of genes or supergenes on a
chromosome as is the case for the NK or MHC gene complexes
[43,44]. Therefore, the proximity of LIMLE with these genes may
suggest the presence of a locus/complex of genes sharing similar
properties or functions related to the cytoskeleton.

Discussion

In this study, we characterized a molecule not yet described that
we have named LIMLE and that we have identified as being over-
expressed in the blood and graft of recipients developing rejection.

PLOS ONE | www.plosone.org

We showed that LIMLE is expressed by myeloid cells, notably by
DCs, following stimulation with pro-inflammatory reagents. In
contrast, LIMLE expression is not increased and even tends to
decreased by the immuno-regulatory cytokine IL-10. Similarly,
LIMLE gene has been reported to be inhibited by the anti-
inflammatory agent arbutin [45,46]. This regulation of expression
could explain the accumulation of LIMLE in recipients developing
rejection versus tolerance. Indeed, rejection is characterized by the
expression of pro-inflammatory cytokines and by the activation of
myeloid cells that infiltrate the graft, uptake donor antigen and
migrate to the secondary lymphoid organs to stimulate T cells
[47]. In contrast, tolerance is associated with a strong inhibition of
inflammation and cell activation and by the over-expression of
immuno-regulatory factors that could repress LIMLE expression
[8,48,49,50].

We observed co-localization of LIMLE with actin at some
membrane protrusions. Moreover, LIMLE is highly expressed in
activated myeloid cells, ciliated cells [30], and in the testis, trachea
and lung which are rich in highly ciliated cells. These data suggest
a possible involvement of LIMLE in dynamic cell extensions.
LIMLE and its neighboring genes IL-16 and Mesdc-1, that exhibit
shared synteny between species, may form a complex of molecules
sharing a functional relationship and the common feature of being
associated with the cytoskeletal network.
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Interestingly, LIMLE predictive structure study indicated a
similarity of structure with trefoil proteins, some of which interact
with actin. Among them are the actin filament (F-actin) bundling
proteins Fascins [51] that exhibit the same expression profile as
LIMLE, with a high expression in activated DCs (Fascin-1) [6] and
a high expression in testis (Fascin-3) [52]. Fascin-1 is involved in
the formation of filopodia, dendrites and invadopodia [53,54,55]
that play critical roles in maturation-associated DC functions such
as migration, cytokine production and interaction/activation of T
cells [55,56,57,58]. Interestingly, Fascin-3, like LIMLE, is highly
expressed in testis at the spermatid stage ([52] and GEO profiles,
data not shown). Indeed, during spermiogenesis, round spermatids
are remodeled into the fusiform shape of mature spermatozoa. For
that, significant morphological changes occur and are correlated
with a reorganization of microfilaments and microtubules in the
head and tail regions of elongating spermatids by the expression of
specialized actin- and tubulin-associated proteins [52]. LIMLE,
like Fascin, may function in the microfilament rearrangements
that accompany fertilization. The role of these molecules sharing
the common feature of being associated with the cytoskeletal
network is important to decipher. Indeed, Fascin has received a lot
of attention because multiple clinical studies have implicated its
expression in cancer progression and metastasis [53]. We observed
LIMLE protein also in the nucleus and identified a NES signal
that allows molecule exchange between the cytoplasm and nucleus
through a nuclear pore complex. Similarly to actin, which contains
two NES [59], LIMLE may shuttle between the cytoplasm and
nucleus to play a role in both compartments. Indeed, in addition to
playing a fundamental role in the cytoplasm, actin has been
described to bind RNA polymerase and to promote chromatin
remodeling [60,61,62,63].

We observed no role for LIMLE in the up-regulation of co-
stimulatory molecules or in cytokine expression in DCs in response
to TLR-L or in MLR. However, inhibition of LIMLE in DCs
reduces the proliferation and IFNYy secretion of responding effector
T cells. Therefore, LIMLE is not involved in DC maturation but
rather plays a role in their ability to stimulate T cells. LIMLE,
which is strongly up-regulated in DCs following inflammatory
maturation, could be required for immune synapse formation with
T cells to efficiently prime T cells. Indeed, recent studies have
assigned an active role of DC actin cytoskeleton during immune
synapse formation between T cells and DCs to allow efficient T
cell activation [64]. We did not observe an effect of LIMLE
expression in the expansion of regulatory T cells. Moreover, the
immuno-regulatory cytokine IL-10 tends to decrease the expres-
sion of LIMLE suggesting that LIMLE inhibition could prevent
expansion of effector T cells while sparing regulatory T cells.
Therefore, a different expression of LIMLE in mature versus
immature DCs may promote differently the formation and the
stability of the immune synapse to generate either classical effector
or regulatory T cells [65,66]. For example, it has been shown that
the protein kinase C by its different localization in the immune
synapse between effector and regulatory T cell offers therapeutic
implications to block undesirable inflammatory responses [67].
Indeed, inhibition, in effector T cells will reduce effector function,
and in regulatory T cells will increase suppressor function. LIMLE
by acting on DC-T cell interaction may also modulate the fate of
effector T cells versus regulatory T cells and therefore the nature
of the adaptive immune response. Indeed, it has been shown that
BMDC deficient in the Wiskott-Aldrich Syndrome Protein
(WASP), a regulator of the actin cytoskeleton reorganization,
present no alteration of maturation or antigen endocytosis and
processing but have a reduced ability to stimulate specific T cells
due to an alteration in the immune synapse structure [58].

PLOS ONE | www.plosone.org
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Interestingly, it has been shown that formation of the immuno-
logical synapse bears striking similarities to cilia formation and
cytokinesis [68]. All share the unusual property of forming around
the site of centrosomal docking at the plasma membrane. The
synapse is a focal point for both exocytosis and endocytosis, both of
which are triggered by localized cell signaling at the plasma
membrane. Signaling triggers massive reorganization of both the
actin and microtubule cytoskeletons, with the centrosome moving
right up to plasma membrane allowing the synapse formation.
LIMLE may play a role in this focal point important for cilia,
cytokinesis and synapse formation. It will be interesting to further
investigate the role of LIMLE in DC/T cell immune synapse
formation. We did not observe an effect of LIMLE inhibition on
DC migration in chemotaxis experiments (data not shown). This
does not exclude a role for LIMLE in cytoskeleton rearrangement
that is important for motility or mobility.

To conclude, we describe in this study a new molecule strongly
expressed by inflammatory activated DC and important for
efficient T cell priming. LIMLE could be involved in the dynamic
function of the specialized structure of the cytoskeleton, important
for cell adhesion, migration, motility or immune synapse
formation in these cells. In the future, LIMLE may represent a
new therapeutic target to regulate DC activity and immune
responses.

Supporting Information

Figure S1 A) Viability of rat LPS-stimulated BMDC (transfected
48 hours with control or two LIMLE specific RNAi). Data were
analyzed by DAPI exclusion by flow cytometry and are expressed
in percentage of live cells. Data are shown as the mean +/— SEM
of 3 independent experiments. B) Dot plot gate used and
representative histograms of MHC class I, MHC class II, CD80
and CD86 expression by rat unstimulated or LPS-stimulated
BMDC:s transfected 48 hours with control or two LIMLE specific
RNAi. Analysis was performed by flow cytometry. The same
results were obtained in five independent experiments. C)
Quantification of 1L-6, IL-12, IL-10 cytokine production by rat
LPS-stimulated BMDC (transfected for 48 hours with control or
two LIMLE specific RNAi). Data were quantified by ELISA (BD
Biosciences) and are shown as the mean * SEM of n =3 samples
pooled from three independent experiments.

(TIF)

Figure 82 A) Viability of mouse LPS-stimulated BMDC
(transfected 48 hours with control or two LIMLE specific RNAi).
Data were analyzed by DAPI exclusion by flow cytometry and are
expressed in percentage of live cells. Data are shown as the mean
+ SEM of 7 independent experiments. B) Dot plot gates used and
representative histograms of MHC class I, MHC class II, CD80
and CD86 expression by mouse unstimulated or LPS-stimulated
BMDC s (gated on CD11c") transfected with control RNAi or two
LIMLE specific RNAi. Analysis was performed by flow cytometry.
Same results were obtained in five independent experiments.
(TIF)

Figure 83 A) Gate strategy, Representative flow cytometry
analysis gates used to quantify the proliferation of OT-1 T cells
stimulated in vitro with mouse transfected BMDC (shown in
figure 2F). Arrows show next gate. B) Dose-effect of proliferation
of OT-1 CD8+ T cell stimulated (for 4 days) with OVA257-264
peptide (0.001-10 ng/ml) or OVA protein (0-1000 pg/ml) loaded
mouse LPS-stimulated BMDCs (transfected for 24 h with control
or two LIMLE specific RNAi). Data are shown as the mean =
SEM n =2 samples from one experiment representative of four
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independent experiments. Data were expressed as % of prolifer-
ation (CFSE dilution).
(TIF)
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Résumé

Actuellement, les travaux réalisés en transplaom
visent a induire une tolérance a long terme etiipge
du greffon. Une meilleure compréhension
mécanismes associés a cette tolérance permetra
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immunologiques impliqués dans un modéle
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tolérance spécifigue du donneur chez de nou\
receveurs via le T@-et I'lL-10, avec un phénoty
majoritairement mémoire ou plasmablaste (IgGM*
CD27"). Suite a ce transfert, les LB migr
majoritairement dans le greffon ou ils gardeatnl
phénotype IgM IgG, pour médier localement
réponse immunitaire et promouvoir I'expansion
lymphocytes T (LT) régulateursn vitro, ces LB sor
capables d’inhiber la sécrétion de ToNpar les LT €
suite a une stimulation anti-CD40, ils ne peuven
moduler I'expression de différents génes &6 ou
Prdml. Cependant, ils updgulent I'expression
molécules inhibitrices comme CD23 et Bankl, 1
également Granzyme B. Ces LB retrouvés ici mor
des similitudes avec ceux observés chez 'Homeae,
modele offre une grande opportunité pour étudiae
précisément le role et le potentiel thérapeutiqee
Breg, afin de les moduler dans des études cliniques
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in rat model

Abstract

Currently, the transplantation research aims taide
long term donowspecific graft tolerance. A bet
comprehension of toleranessociated mechanis
could help to improve treatments and identify
therapeutical strategies. The purpose of this shiess(
to characterize immunological mechanisms involwa
a model 6 cardiac allograft tolerance in rat. A fi
study of the B cell response in tolerant rats adldwat
to show an accumulation of inhibited profile asatei
B cells. Here, we demonstratthe presence
regulatory spleen B cells (8 mostly IgD IgM*
CD27" suggesting a memory/plasmablast pheno
able to transfer a donapecific allograft tolerance
new recipients via IL-10 and T@Fdepender
mechanisms. Following transfer, these cells mi
preferentially to the graft to locally medi
immunosuppression, where they maintain an immi
IgM* 1gG phenotype and promoie situ the expansic
of FoxP3 Teg Invitro, these B cells suppress THF
secretion by T cells in MLR and following ar@b4C
stimulation, they are not able to modulate Bd6
Prdm1l expression. However, they rgmulate th
expression of the inhibitory molecules CD23
Bankl, and Granzyme B (GZB). Therefore, given
it recapitulates several findings from patients] aima
our By seem to maintain a stable phenotypéoieing
transfer, our model offers the unique opportunib
decipher the role and therapeutical potential @fst
Beg to modulate them in transplantation and canc
clinic.

Key Words
Transplantation, tolerance, B cells.



