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ABBREVIATIONS

Abbréviations

Ac: Anticorps

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

ARN: Acide RiboNucléique

ATP: Adenosine-5-TriPhosphate

CPA: Cellule présentatrice d’antigene

BCR: B Cell Receptor

BDCA-: Blood Dendritic Cell Antigen-

CBS: Cystathioning-synthase

CCR: C-C chemokine Receptor

CD: Cluster of Differentiation

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CO: Monoxyde de carbone

CSE: Cystathionase ou Cystathioninbrase
CTL: Cytotoxic T Lymphocyte

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4
CXCR: C-X-C chemokine Receptor

Cys/Cys: Cystéine/Cystine (réducteur/oxydant)
DAMP: Danger-Associated Molecular Pattern
DC: Cellule dendritique

DTH: Delayed-type hypersensitivity

EAE: Encéphalite Autoimmune Expérimentale
Fc: Fragment crystallizable

FoxP3: Forkhead box P3

GM-CSF: Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulatirgter

GSH: Glutathion

GSSG: Glutathion oxydé

GVHD: Graft-Versus-Host Disease
HIV: Human Immunodeficiency Virus

HLA: Human Leukocyte Antigen




ABBREVIATIONS

HO-1: Heme oxygenase-1

H,S: Sulfure d’hydrogéne

Hsp: Heat shock protein

ICAM-: Inter-Cellular Adhesion Molecule-

IDO: Indoléamine 2,3-DiOxygénase

IgG2a: ImmunoGlobuline d’isotype G et d'allotype 2a
IFN-: InterFeroN

iINOS: inducible Nitric Oxide Synthase

I/R: Ischémie/Reperfusion

IL-: Interleukine-

LAG-3: Lymphocyte-Activation Gene-3

LPS : LipoPolySaccharide (si non précise, ligand tR-4)

mDC: myeloid Dendritic Cell

MDSC: Myeloid-Derived Suppressor Cells
MoDC: Monocyte-derived Dendritic Cell

NF-«B: Nuclear FactoxB

MLR: Mixed Leukocyte Reaction

NK: Natural Killer

NO: Protoxyde d’azote

PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern
pDC: plasmacytoid DC

PPG: Propargylglycine

PRR: Pattern Recognition Receptor

ROS: Reactive Oxygen Species

STAT: Signal Transducer and Activator of Transgoipt
TCR: T Cell Receptor

TGF: Transforming Growth Factd:-

Thl: T helper type 1

TLR: Toll-Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor

Treg: Lymphocyte T régulateur
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Avant-propos

Le systeme immunitaire est un élément clé dansdmtien de notre intégrité et de
notre survie puisque sa fonction est centrale diétimination des pathogénes, mais aussi

dans l'allergie, 'autoimmunité, le cancer et lgeteen transplantation.

La transplantation est devenue une thérapeutiquehoie aprés défaillance terminale
d’'un organe depuis la découverte des diverses dsognmunosuppressives. En dépit de leur
intérét, les immunosuppresseurs actuels ne sempé&npouvoir pallier a tous les rejets et
sont trés souvent associés a de nombreux effetdaices i(e. cancers, autoimmunité,
infections, néphrotoxicité). En effet, 'adminigican chronique de ces molécules induit une
toxicité rénale et une dépression non-spécifiqupeesistante du systeme immunitaire. La
découverte de cellules régulatrices.g( lymphocytes T régulateurs) limitant la réponse
immune de maniéere spécifique contre certains amtigi@ ouvert une nouvelle perspective : il
serait possible d’'induire, chez le receveur, urt é@ tolérance spécifique vis-a-vis du
transplant sans avoir a utiliser des immunosupptessde facon chronique, et donc sans
interférer avec l'intégrité du systeme immunitatedu rein. Notre équipe recherche les divers
mécanismes impliqués dans la tolérance en trartggitam afin d’élaborer de nouvelles

molécules immunosuppressives spécifiques.

L’induction de réponses immunogéenes ou tolérogétigeend, en grande partie, du
statut d'activation des cellules présentatricesntiti@nes, et en particulier des cellules
dendritiques. Preuve en est que la plupart des le®dide tolérance en transplantation
développés au laboratoire sont dépendants dediackes cellules dendritiques. Cependant,

les facteurs controlant I'activation de ces cellule sont pas tous connus, ni compris.

Récemment, un nouveau gasotransmetteur a étéfiéené sulfure d’hydrogene. Ce
gaz, produit de maniére endogene et enzymatique,gtusieurs réles physiologiques dans le
systeme cardio-vasculaire, dans le systéme nem®ix aussi dans l'inflammation. Malgré
les différents rbles des deux autres membres danhdlle des gasotransmetteurise( le
protoxyde d’azote et le monoxyde de carbone) dangponse immune, celui du sulfure
d’hydrogéne n’est pas encore établi. Hors du syst@erveux, il semble que ce soit la
cystathioniney-lyase qui produise majoritairement ce gaz. Cetieyme est aussi impliquée
dans la production de cystéine, un acide aminér&odbnt la présence est limitante dans la

formation du glutathion. Or, le glutathion est ummlécule antioxydante majeure dans
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’lhoméostasie du potentiel redox, et est importatdaas I'activation et la prolifération des
lymphocytes T. Nous nous sommes donc intéressé@mpatt de la cystathioninglyase
dans la réponse immune en transplantation, cettgnes jouant un réle central dans la

production de sulfure d’hydrogeéne et dans cellgldtathion.
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Introduction

|.  Immunologie de la transplantation

A. Historigue de la transplantation et limites actuef

Les termes de «greffe » et de «transplantatiodésignent tous deux le fait
d’'implanter un tissu. Cependant, le terme de «sptamtation » réfere a 'implantation d’'un
tissu vascularisé e(g. organes, parties d’organes) nécessitant un acteurglwal d’

« anastomose » (les vaisseaux sanguins de 'omam®nneur doivent étre joints a ceux du
receveur), tandis que le terme de « greffe » réddiienplantation d’'un tissu non-vascularisé

(e.g.cellules) ou ne nécessitant pas d’anastomose techicurgical é.g.peau).

Plusieurs types de greffes, ou transplantationssteex et sont fonctions de la
comparaison entre les fonds génétiques du donrtedu eeceveur, ainsi différenciera-t-on
'autogreffe, I'isogreffe (ou greffe syngénique)allogreffe (ou greffe allogénique), et la
xénogreffe (ou greffe xénogénique). L'autogreffgndie que le greffon est issu du méme
organisme que le receveur : le donneur est le eereta greffe syngénique fait référence a
une greffe entre donneur et receveur de fonds ggeét identiquesi.g. vrais jumeaux). La
greffe allogénique fait référence a une greffe eemlionneur et receveur de la méme espéce
mais dont le fond génétique est différent, ménapparenté. Enfin, la greffe xénogénique fait
référence a une greffe entre donneur et receveespdtes différentese.§. porc vers

’homme).

1. Premiere greffe/transplantation

Le concept de « greffe » (sans distinction avecdasplantation) est arrivé en Europe
dés le 8™ siécle, comme l'attestent certains tableaux conpaeexemple, celui représentant
une personne atteinte de gangréne a la jambe at ay@ transplanté par St Come et St
Damien avec la jambe d’un éthiopien. Cependantdmaus’accordent a dire que la premiére
greffe daterait du F§®au 29 siécle avant J.C., par celui qui est considéréncere « pére de
la chirurgie », Susruta. Ce chirurgien indien auaéors effectué une autogreffe de peau avec
pour objectif de faire une rhinoplastie (Loulketsal, 2010). Le terme de « transplantation »
est arrivé au XVIi™ siécle par John Hunter (R. Carter, 1993). Cepenglasgu’au XXéme

siécle, les chirurgiens se limitaient a des greffestissu, car les techniques disponibles ne
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permettaient pas de contréler les saignementsdieia résection d'organes et de rétablir la

circulation aprés transplantation.

2. L’essor de la transplantation grace aux avancéefdshirurgie

La transplantation étant impossible aux vues desnigues de chirurgie disponibles,
Carrel (chirurgien francais) et Guthrie (physiokigi américain) ont alors créé une méthode
de suture vasculaire pour joindre bout-a-bout deaisseaux sanguins et ont permis la
création de clamps d’artere afin d'empécher lagdet sang, ce qui a permis I'’émergence de
la transplantation d’organes (P. J. Morris, 20@Bpendant, malgré I'engouement engendré
par ces découvertes, une nouvelle composante etfgi€cher I'essor de la transplantation : le

rejet.

3. Le rejet ou la composante immunologique

Le Professeur Mathieu Jaboulay est le premier éicamp la transplantation rénale a
I'hnomme : il préléve le rein d'un porc et le trdagpe au coude d'une femme gravement
malade mais I'échec est immédiat. En 1933, le r8ssguey Voronoy, qui travaille sur la
transplantation depuis de longues années, par&iane conclusion majeure le<rejet est un
evénement immunologique Il décide alors de réaliser la premiére allg@antation rénale
chez 'homme a partir d’'un donneur décédé. Quatuesj apres greffe, la patiente décede,
mais un nouveau pas a été accompli. Malgré dessedsaransplantation entre donneur et
receveurs ABO-compatibles, les organes restenesejees rapidement. En 1936, le concept
d’« histocompatibilité » liée a la génétique vaeéimtroduit par Gorer. Il découvre que, en
fonction de la souche génétique de la souris dametireceveuse, des tumeurs greffées sont
rejetées en cas d’histoincompatibilité, et toléréascas d’histocompatibilité (Strominger,
2002). Ces travaux ameéneront a la confirmation gstemes majeurs et mineurs
d’histocompatibilités chez tous les mammiferes. shirles premieres allotransplantations
rénales utilisant des donneurs vivants apparergé&ntvle jour en France en 1952, sous la
conduite des Professeurs Jean Hamburger, JeanevetyBené Kiss (Michaet al, 1953), et
par Merrill et Murray a Boston en 1954 entre derais/» jumeaux (Merrillet al, 1956).
Néanmoins, les différences antigéniques entre doanet receveurs, méme dans le cas de
donneurs vivants apparentés (excluant le cas desiso»> jumeaux), impliquent que le rejet
du transplant reste inévitable. Le receveur de geipartir d’'un donneur vivant apparenté, ne
survécut que 3 semaines. La transplantation emtre \dais jumeaux », elle, est la premiere

réussite puisqu’elle a permis de prouver que léepae la fonction rénale était entierement
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réversible par cette technique. Désormais, I'olfj@était clair : reproduire cette réussite chez
des patients qui n'ont pas de jumeau. A cette @e&rides progres chirurgicaux et la
réanimation étaient tels qu’ils n’étaient plus festeurs limitant la survie des patients
transplantés : il ne restait donc plus que la caapte immunologique. En 1958, Jean
Dausset et George Snell découvrent le complexe umajéistocompatibilité (CMH) de

’homme, le systeme HLA (Human Leukocyte AntigeBa(sset, 1958). Les connaissances
sur le systeme HLA permettent ainsi d’établir lampatibilité donneur-receveur avant

transplantation et de limiter considérablementégsts séveres en transplantation.

4. Limiter la réponse immunitaire : I'ére des immungBIesseurs

En 1959, Merill et Hamburger ont compris quil &bt un traitement
immunosuppresseur afin d’empécher les réponses imasndirigées contres ces HLA, ainsi
vont-ils réussir pour la premiére fois une allog@lantation en irradiant le receveur (plus de
20 ans de survie). Cependant 'immunosuppressiorrzaliation totale du corps a vite été
abandonnée, étant donné les complications (infectimortelles) liees a une aplasie
médullaire. L’azathioprine et les corticoides sdes premiers immunosuppresseurs
médicamenteux a avoir été utilisés et dont lesltasuétaient tres prometteurs. Il existait
alors enfin une alternative réaliste a la dialysétesa une défaillance rénale de phase
terminale, méme si les taux de survie n’étaienttpEsbons (40% de survie des patients, un
an apres transplantation). Au début des années, 1880yclosporine A est introduite en
transplantation (P. J. Morris, 2004). Cette moléaulpermis une forte réduction de la perte
des transplants rénaux ainsi que des transplardsede et de foie. Dés lors, la transplantation
d’organe connaitra un énorme succes et deviendraitement de choix en cas d’insuffisance
terminale d’'un organe vital. Toute une variété dfionosuppresseurs a ensuite été
développée puis utilisée, améliorant considérabtereetaux de survie des patients (le taux
de survie a un an d'une greffe rénale est aujourdhipérieur a 90% dans la plus part des

centres contre moins de 30% dans les années 1970).

5. Limites et enjeux actuels de la transplantation

La transplantation est devenue un acte thérapeutiguchoix, comme en témoignent
les plus de 4700 transplantations effectuées enceran 2010, et les 81% de survie a 5ans
apres greffe (données de I'Agence de la Biomédgciependant, alors que le nombre de
patients inscrits dans la liste d’attente d’'uneg@antation de rein est passé de 6200 a 7600
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personnes de 2007 a 2010, le nombre de patieststigément greffé n’a pas augmenté entre
2007 et 2010, plafonnant a 2900 personnes, soit 88%mombre d’inscrits. La pénurie
d'organe est aujourd’hui le probléme majeur pouquid la xénotransplantation et la
transplantation de tissus composites semblente&rgolutions potentielles, cependant, méme

si elle reste le probleme limitant, elle n’est peatique, pas la seule.

Malgré I'apport indéniable qu’a pu apporter 'imnusuppression dans le succes de la
transplantation, 'immunosuppression chronique mignt, ou ne traite, toujours pas tous les
types de rejet, comme le rejet chronique a longnéeou les rejets humoraux aigus. Elle est
aussi responsable d’'importants effets secondd@lkssgu’une néphrotoxicité médicamenteuse
et un affaiblissement important du systéme immineitdu patient, aboutissant a des risques
majorés de développement de cancers ou d’infectioces stratégies visant a améliorer les
traitements anti-rejets de maniere plus spécifiguaon toxique, afin d’évoluer idéalement
vers un état de tolérance ou le greffon ne sera$ pejeté méme en absence
d'immunosuppression, sont donc d’actualité. La eeche expérimentale sur I'animal permet
de mieux comprendre les différentes phases dudejgreffe et les effecteurs impliqués dans
ces meécanismes. Ainsi, cibler plus spécifiquemesieffecteurs du rejet permettrait de mieux
le prévenir. De nombreux protocoles expérimentdinddction de tolérance ont été mis au
point ces dernieres années chez I'animal. Ces iexpBtations permettent le développement

de molécules potentiellement utilisables chez I'hn

L’'immunosuppression actuelle ne prévient pas tagjola perte progressive du
transplant sur le long terme. Ceci est en partié dies épisodes répétés de rejet (cellulaire
et/ou humoral) qui altérent la fonction du trangsplau cours du temps. L'un des enjeux
actuels est donc de prévenir ces épisodes deafajeti’empécher les Iésions occasionnées,
aboutissant, & terme, & une dysfonction chroniqueyréffon. Pour cela I'objectif est de
trouver, de maniere non-invasive, des marqueuragst@ues associés au rejet et/ou a la
tolérance afin d’administrer, en fonction du statnmunologique du patient, un traitement
adapté évitant I'apparition de Iésions chroniguedversibles liées a ces phases de rejet, et

entrainant la perte progressive du transplant.
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B. Fondamentaux de I'activation lymphocytaire T

Le systéme immunitaire est le principal systemeléfense de I'organisme. Il permet
de le protéger contre l'invasion de pathogenesctigex (bactéries, virus, champignons) et
donc de distinguer le « soi » du « non-soi » (cdpahce concept, datant de plus de 60 ans,
est remis en cause, et I'hypothese du « danger dleola « continuité » semblent plus
appropriées) (Matzinger, 1994; Pradeu & Carosefl@D6). En fonction du type de
transplantation (syngénique, allogénique ou xéniogé), le systéme immunitaire va
développer une réponse tres variable : alors ques ta cas d'une greffe syngénique, la
réponse développée sera minime, lors d’'une gredfegenique la réponse sera tres forte.
Seules l'allotransplantation et la xénotransplaomatinduisent un rejet. Les prochaines
sections seront décrites dans un contexte de teariapon allogénique ; contexte dans lequel
la grande majorité des transplantations sont eféass.

Les principaux effecteurs cellulaires de la réponmsenune contre des tissus
allogéniques sont les lymphocytes T et B, nécedsitme activation par les cellules
présentatrices d’antigene (CPAe. principalement les cellules dendritiques). En abse
d'immunosuppression, apres reconnaissance du cae@l®H/peptide portés par les CPA,
les lymphocytes T recoivent des signaux qui détlenane réponse immune effectrice,
principalement de type Thl (T helper type 1) ou,Tdi®utissant a la dégradation, et donc au

rejet du transplant.

L’activation des cellules T alloréactives nécessités signaux. Le premier signal est
constitué par l'interaction spécifique du TCR (TlIQReceptor) du lymphocyte T avec le
complexe CMH/peptide porté par la CPA. Le secogdaiest fourni par l'interaction entre
les molécules de costimulation, présentes sur &, @t leurs récepteurs exprimés par les
lymphocytes T. La combinaison de ces deux signamnet la synthése et la sécrétion de
cytokines, notamment I'lL-2, constituant le troisié signal de I'activation T. Lors de cette
activation, la cellule dendritique pourra guider devenir des lymphocytes T CD4n
fonction des signaux qu'elle-méme a recu (via lgsiphocytes T, les pathogenes, le
microenvironnement). En fonction de la polarisatigm lymphocyte T CD% la réponse
immune se dirigera alors principalement vers ungomge anticorps, dépendante des
lymphocytes B (via les Th2), ou vers une répondielage, dépendante des lymphocytes T

CDS§' (via les Th1l) (cfFigure 1).
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Figure 1: Principes d’activation a 3 signaux des lymphaiogt T CD4+ et polarisation
Th1-Th2.

1. Le signal antigénique : signal 1

Le TCRo/p est composé d’'une chaineest d’'une chain® dérivées du réarrangement
multiple des segments V, D et J nécessaires a&ktion d'un répertoire fonctionnel divers.
Le TCR étant quasiment dépourvu de domaine intoptgsmique, la transduction du signal,

suite a son interaction avec les molécules de CRlidlaisse | ou Il de la CPA, est fournie par
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lintermédiaire de son association non-covalentecale complexe CD3. Ce complexe est,
quant a lui, constitué de 6 sous-unités y et 2 sous unités et , qui en plus des deux
chainesa et p du TCR s’associent aux corécepteurs CD4 (lympleodytCD4) ou CD8
(lymphocyte T CD8) qui déterminent le type de CMH (classe Il ou $pectivement)
reconnu par le TCR. L’engagement du TCR avec leptexe CMH/peptide est la premiere
étape nécessaire a la formation de la synapse imlogigue qui influence les signaux induits
par le TCR. En effet, elle permet I'oligomérisatien la phosphorylation du CD3 par la
protéine kinase p56Lck (Lymphocyte-specific protdyrosine kinase) au niveau des
domaines ITAM ( Immunoreceptor Tyrosine-based Aation Motif) (A. Weiss & Littman,
1994; Iwashimaet al, 1994) afin d’enclencher la cascade de signatisatiécessaire a une

transduction efficace du signal antigénique.

2. Le signal de costimulation : signal 2

Le «second signal » par costimulation est nécessail’activation complete des
lymphocytes T. En son absence, les lymphocytes viedeent anergiques et sont donc
incapables de répondre a une nouvelle stimulat@mini et al, 1993). Cette anergie peut
étre levée en court-circuitant le second signal yrarapport exogéne d’lL-2, composant
majeur du troisieme signal (Beverty al, 1992). Ce signal de costimulation, fourni par un
ensemble de molécules amplifie le signal transgait le complexe TCR-CD3. Enfin, les
molécules de costimulation elles-mémes transduisemt signal aux lymphocytes T,
indépendamment du CD3 (Bjorndadtl al, 1989). Quatre grandes familles de molécules de
costimulation sont décrites dans la littératurdeehouvelles molécules de costimulation sont
découvertes régulierement. Entre autres, sont ndiges la superfamille des
immunoglobulines (dont CD28 et CTLA-4 [Cytotoxic Lipmphocyte Antigen-4] ), la
superfamille du TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptiont CD40L [CD40 Ligand] ), la
superfamille des intégrines (dont LFA-1 [Lymphockanction-associated Antigen-1] , VLA-
4 [Very Late Antigen-4] ) et la superfamille desMI'(T-cell Immunoglobulin domain and
Mucin domain). Chacune d’entre elles étant compodéemolécules de costimulation

activatrices et inhibitrices.

3. Le signal des cytokines : signal 3

A la suite des signaux 1 et 2, les lymphocytesdgmssent dans leur cycle cellulaire
jusqu’a la mitose. Lors de ce processus, les sigéatanant des cytokines sont décisifs et

déterminent le devenir des cellules. L'IL-2, pradupar les lymphocytes T helper CDibue




INTRODUCTION- | - Immunologie de la transplantation

notamment un role pivot en induisant des signauprdéfération aux lymphocytes T CD8

et, I'lL-12 dans la différenciation des lymphocyfB<D4 de type Thl. C’est pourquoi son
expression est finement régulée par les signawnamalu TCR, de ses corécepteurs et de
certaines molécules de costimulation. Certainesoubds immunosuppressives, tels que la
Cyclosporine A (CsA) ou le Tacrolimus (FK506), agist en inhibant la calcineurine
nécessaire a la synthése d’lIL-2, bloquant ainspriaifération des cellules alloréactives
(Clipstone & Crabtree, 1992).

4. La polarisation lymphocytaire

Lors du troisieme signal, la cellule dendritiquejeaer le rle du « chef d’orchestre »
de la réponse immune puisque, selon les cytokines/ant étre sécrétées en réponse aux
« dangers » reconnus, et selon le signal de costiiom, le lymphocyte T CD4naif (ThO) va
se différencier en différents types de T helper,aouiliaires (Th), ayant leurs propriétés
propres, en lymphocytes T mémoires, ou en T régutat ayant comme role de
supprimer/limiter la réponse immune. C’est en 1§86 Mossman et Coffman ont décrit pour
la premiére fois la division des lymphocytes T C@4 deux sous types fonctionnels désignés
T helper 1 (Thl) et T helper 2 (Th2) en se basantesir production de cytokines (Mosmann
et al, 1986). Actuellement, plusieurs types de lymphesyk CD4 ont été décrits :

- Des lymphocytes effecteurs : les Thl, les Th2,Tle$7, les T follicular helper
(Tfh), et plus récemment les Th9 et les Th22 ; ndpat les plus connus restent les
Thl et les Th2.

- Des lymphocytes régulateurs : les T régulateursrast (nTreg), les T régulateurs
induits (iTreg), les Trl et les Th3.

Leurs classements a été établi selon leur pramtuade cytokines, leur facteur de
transcription, et par I'expression de récepteurdciigues de certaines chimiokines. Les
cellules auxiliaires de type effecteur n'ont pas wacttion directe (activité cytolytique ou
phagocytique), mais agissent en activant et ergedirit les autres cellules du systéme

immunitaire.

La sécrétion d’IL-12 et/ou d'IFN, par les cellulegendritiques, ou d’IFN-
(InterFeroNy), par les cellules NK (Natural Killer), NKT et lyphocytes T CD4et CDS§,

lors du troisieme signal entraine une signalisatjan via STAT4 (Signal Transducer and
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Activator of Transcription 4) (Abbast al, 1996; I.-C. Ho & Glimcher, 2002) , permet la
différenciation des lymphocytes T CD#aives en lymphocytes Thl (K. M. Murphy &
Reiner, 2002); ces cellules sont impliquées dassréponses cellulaires (lymphocytes T
CD8' cytotoxiques : CTL) et dans les réponses conte mithogeénes intracellulaires. lls
produisent majoritairement de I'lFiN-de I'lL-2 et du TNFB (Tumor Necrosis Fact@}, des
cytokines qui: favorisent une différenciation Tidéviation Thl), activent les NK, la
production d’lgG2a, stimulent la phagocytose edléatruction de pathogénes intracellulaires
par les macrophages notamment. Il a aussi été& dgierj en se liant a ICAM-1 (Inter-Cellular
Adhesion Molecule-1) ou ICAM-2, la molécule d’adiésLFA-1 favorise la différenciation
Thl (Rizzoet al, 1995; B. Salomon & Bluestone, 1998). Ces cellebgsriment le facteur de
transcription T-bet (S. J. Szakb al, 2000), nécessaire a leur différenciation, eelsepteur
de chimiokines CCR5 (C-C chemokine Receptor typdTairner et al, 2007). Plusieurs
pathologies inflammatoires et auto-immunes sonb@dss a un profil de type Thl, dont le
diabéte, la sarcoidose, la maladie de Crohn ounéfasclérose (Csorbat al, 2010;
Romagnani, 2006). En transplantation, une incorbjhédi CMH de classe | et Il favorise une
réponse de type Thl (Le Moime al, 2002) ; les lymphocytes T CD4ont activés de fagon
directe et indirecte et se différencient en Thl pation de I'I[FNy sécrété par les
lymphocytes T CD8 eux-mémes activés par le CMH de classe | de énandirecte.
Egalement, le cas d’incompatibilités des CMH des#al isolées favorise une réponse de type
Thi, les lymphocytes T CD4tant activés par alloreconnaissance indirectifférenciés en

Thi par action de I'lFN-produit par les CDBactivés de maniére directe.

Les lymphocytes Th2 sont quant a eux induits pardauction d’IL-4 par les cellules
dendritiques, engendrant une signalisation via Sd,Amais pourraient aussi étre induits par
une forte costimulation CD28 activant MB- (Nuclear FactokB) et GATA-3 (GATA-
binding-factor 3) (K. M. Murphy & Reiner, 2002), @ar la production d’lL-33 (Yanagaved
al., 2011). lls sont impligués dans la réponse imnmuwnaorale et dans la défense contre les
pathogenes extracellulaires. Ces cellules sonctaisées par la production d’IL-4, d’IL-5,
d’IL-6, d’'IL-10 et d’IL-13. L'IL-4 stimule la prodation d’anticorps d’isotypes 1gG1 et IgE,
alors que I'lL-5 stimule les éosinophiles (Romagn@&®06; Rizzoet al, 1995). Les Th2
expriment le facteur de transcription GATA-3, leepteur de chimiokines CCR3 et sont
décrits comme dominants en cas d’allergies et lobast Récemment des études ont montré
que les Th2 pouvaient se différencier, sous I'actla TGFB, en cellules productrices d’IL-9,
les Th9 (impliguées dans lasthme) (Xingt al, 2011). En transplantation, des
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incompatibilités du CMH de classe Il, seules, isduat préférentiellement des réponses de
type Th2, les lymphocytes T CD4étant les seuls a étre activés de fagon diredtedaecte

(Le Moineet al, 2002). Il est a noter que le T@rempéche la différenciation Thl et Th2, car
il inhibe I'expression de T-bet et de GATA-3 (C.Bilsonet al, 2009).

En transplantation, il est généralement décrit lggelymphocytes de type Thl sont
impliqués dans la phase de rejet aigu du transgRiidios et al, 1997; Atalaret al, 2009),
alors que les lymphocytes de type Th2 sont impBaigns le rejet chronique (llligees al,
2009; Koshibeet al, 2003). Cependant des études montrent qu’un prbfll est favorable a
l'induction de tolérance (Amarnatt al, 2011), et que le rejet chronique est lié a upemsée
combinant Thl et Th2 (llligenst al, 2009; Obatat al, 2005). D’autres travaux montrent
gue le rejet aigu et chronique sont induits pafTle$, et que les Th2 empéchent I'apparition
du rejet (Waaga-Gasset al, 2009; Loverreet al, 2011). Malgré un rdéle encore mal défini

des Th2 dans le rejet, celui des Thl semble brend@&létére dans tous les cas.

Les lymphocytes Th17, découverts réecemment, sduitspar la production d’IL-6 et
de TGFB. Comme leur nom lindique, ils produisent de I'll7; et ils expriment le facteur de
transcription RORT (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptisioform T). L’IL-23,
ainsi que I'lL-21, permettent leur prolifération k&t sécrétion d’IL-17. On retrouve ces
cellules a linterface entre I'environnement extéri et intérieuri(e. peau, tractus digestif).
Elles permettent d’éliminer les champignons et érdes en sécrétant des défensines et en
recrutant des cellules « éboueurs » tels que lesraphiles. Comme I'IL-17 entraine la
production de TNF, d’IL-6 et d’IL-, ces cellules sont décrites comme trés inflammedat
responsables de maladies auto-immunes, telles’gueephalite autoimmune expérimentale
(EAE), la maladie de Crohn, le psoriasis, ou lateallcéreuse (Afzali, Lombardgt al,
2007; A. Kimura & Kishimoto, 2011). Les lymphocyt&h17 seraient aussi impliqués dans
les phases précoces du rejet.

Les Tfh (T follicular helper) ont, eux aussi, étécduverts récemment, et sont
retrouvés dans les ganglions lymphatiques au nidesufollicules du cortex. Ces cellules
sont induites par action de I'lL-6 et de I'lL-21.eB lors, elles acquiérent le facteur de
transcription Bcl6 (B cell lymphoma 6 protein), expent le récepteur de chimiokine CXCR5
(C-X-C chemokine Receptor type 5), et migrent di@ssfollicules des organes lymphoides
secondaires afin de stimuler la maturation et lamatation de classe des immunoglobulines
(Ig) des lymphocytes B (Fazillea al, 2009).

10
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Chacun de ces types de T helper empéche, parobade ses cytokines, la
différenciation des T CD4naifs ThO en helper d’'un autre sous type, mai®rfsera sa
différenciation dans le méme sous type, c’est panirqn parle de déviation immune vers un
type de helperg.g. déviation Thl, Th2,...). Cependant, il est importdet noter que ces
cellules possedent une certaine plasticité, c'esteaque, en fonction de stimuli qui restent a

déterminer, elles peuvent passer d’'un type de halpe autre (Bluestoret al, 2009).

Ces lymphocytes empéchent I'activation et la péodifion des lymphocytes T. On
peut les diviser en deux familles: les lymphocyifesegulateurs innés.é. nTreg) et les
lymphocytes T régulateurs acquis ou induits. (Treg, Trl et Th3). Cette nomenclature vient
du fait que, alors que les nTreg sont induits dinshymus, les iTreg sont induits en
périphérie (Cottrez & Groux, 2004). Faisant I'obgun nombre croissant d’études, la
caractérisation de ces cellules, et les divers nmigces suppresseurs employés, sont

progressivement définis.

Les nTreg expriment le CD25 (sous-unitdu récepteur de I'lL-2), CTLA-4 et FoxP3
(Forkhead box P3 ; un facteur de transcriptios)s#éraient issus d’'une sélection négative qui
n'a pas aboutit a une délétion, grace a une redssarece d’affinité intermédiaire des
autoantigenes présentés dans le thymus. Pour Enérafion, il semble que les cellules
épithéliales thymiques issues de la moelle soreptiquées, et que le facteur de transcription
aire (Autolmmune REgulator) soit nécessaire (MA&dersonet al, 2002). Ces cellules sont
spécifiques de I'autoantigéne pour lequel elleséddteduquées, et effectuent leur suppression
par contacts, en utilisant divers mécanismes,deés CTLA-4, mais qui restent encore mal
définis. Dans certains cas, il a été montré qu'gllssse agir par sécrétion d’'IL-10 (Suféa
al., 2006) et/ou de TGB-(Levingset al, 2002). Une récente étude a montré que les nTreg
pourraient se transformer en T folliculaires régpuias (Tfr),in vitro. Ces cellules, exprimant
Bclé et CXCR5, seraient présentiesvivo dans les centres germinatifs afin de limiter la
maturation des lymphocytes B (Y. Chueigal, 2011). Les nTreg semblent impliqués dans la
tolérance en transplantation, puisque linductian tdlérance est bloquée dans plusieurs

études lorsque les nTreg sont déplétés (K. J. VeoBdkaguchi, 2003).

Les iTreg ressemblent en tous points aux nTreg résspn de CD25, FoxP3,
mécanismes suppresseurs), mis a part : leur ormireggu’ils sont induits en périphérie.g.
organes lymphoides secondaires, tissus inflamraé#s antigénes reconnus, car ils peuvent

11
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reconnaitre des antigenes ayant diverses origmes S0i, alloantigenes, allergénes,...). Il
peuvent cependant étre différencié des nTreg,lsaréxpriment pas le facteur Helios (un
facteur de transcription de la famille lkaros) (Witon et al, 2010). Les conditions
permettant leur développement ne sont pas encem définies, mais il semble qu'une
stimulation du TCR, la présence d'll-2 et de T@Fsoient nécessaires en absence de
costimulation activatrice (Curotto de Lafaille & fiadlle, 2009).In vitro, on peut les obtenir
apres une stimulation du TCR et une costimulati@?2& en présence d’'IL-2 (Shatey al,
2009). Les iTreg s’averent étre impliqués dansiplus protocoles inducteurs de tolérance
vis-a-vis d’un transplant allogénique (Cobbeldal, 2004; Emamaulleet al, 2010; Poirier

et al, 2010).

Que ce soit les nTreg ou les iTreg, en exprimafddeeur FoxP3, ces cellules peuvent
perdre leurs activités suppressives et se difféeeren cellules effectrices (X. Zhaet al,
2009). Récemment, un mécanisme d’expansion deg BiraTreg dépendant de I'lL-4 a été
décrit (Pillaiet al, 2009). Plusieurs études montrent que les Traegrels ou induites sont
impliquées dans la tolérance périphérique, afivitBé les réponses autoimmunes (Brusko
al., 2008). La présence persistante d’alloantigenas guerainer I'expansion des nTreg et des
iTreg alloréactifs, mais ces cellules peuvent apssdre leurs fonctions suppressives (K. J.
Wood, 2011). En transplantation, les stratégieppigant sur une utilisation des fonctions
suppressives spécifiques des Treg vis-a-vis ddsle®lalloréactives, en augmentant la

présence de iTreg et nTreg (en les génénavit/o et/ouin vitro), s’averent étre prometteuses.

Les cellules Trlsont antigéne-spécifiques, n’expritrpas FoxP3, et sont induites en
périphérie par activation du TCR en présence dOLH#lles pourraient étre induites par des
cellules dendritiques produisant moins d’IL-12 déispd’lL-10, ou/et ayant un défaut de
costimulation (Shevach, 2006; Cottrez & Groux, 20Q.eurs mécanismes de suppression
passent par la production d’'IL-10 et de T@Mloquant la différenciation Thl et Th2 (Add
al., 2005); mais ces cellules pourraient aussi agmdeiére contact-dépendant (Viegtal,
2004).

Les cellules Th3 sont, quant a elles, induitesdmafaibles doses d’antigénes par la
voie orale et sont productrices de T@GH?eu d’études les identifient comme dominantes dan
les différents modeles observés (Shevach, 200&-8iampeet al, 2009).
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C. Lerejet

Le rejet de greffe (ou de transplant) est la cooagibn majeure de la greffe. Ce
phénoméne intervient sous différentes formes etemtd®pessentiellement des réactions

immunologiques du receveur contre le greffon duneéom. A terme, il aboutit & une

dysfonction non réversible du greffon.

1. Les facteurs pré-greffes influencant la survenuesjet

En France, 90% des reins transplantés étaientveel@ partir de donneurs en mort
encéphalique en 2010. Cependant, I'état de moébcagle a un impact négatif sur le devenir
du transplant. Les reins transplantés a partir @@neurs en mort cérébrale ont une survie
diminuée par rapport a ceux de donneurs vivantméme tranche d’age (Terasali al,
1995). Ces greffons sont potentiellement endommagest le prélevement, car I'état de mort
cérébrale s’accompagne de changements systémiquiesrraonaux des que la pression
intracranienne augmente, conduisant globalement e& @hénoménes ischémiques.
D’'importants mécanismes immunologigues sont ausso@eés a la mort cérébrale et
conduisent a augmenter I'immunogénicité du greffBos et al, 2007) par activation de
'endothélium, surexpression de molécules d’adheéit et P- sélectines, VCAM [Vascular
Cell Adhesion Molecule 1] , ICAM, LFA-1) et du CMHKe classe Il et sécrétion de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-1, |[LH2-6, TNFa, TGF{3, IFNy...). Tous
ces mécanismes induisent un gradient chimiotactgqiefavorise l'infiltration leucocytaire
dans les tissus, dont le futur greffon (qui serapldi@e par les mécanismes
d’'ischémie/reperfusion), et expliquant que cesfgrnsf sont sujets a des épisodes de rejet et
de retard de démarrage plus fréquents (Pratsetkal, 2005), mais également a des

dysfonctions a long terme plus fréquentes (Pratsehhkl, 2008).

Le stress d’'une chirurgie invasive est inducteucytekines pro-inflammatoires, telles
gue le TNF, I'lL-1 et I'lL-6 activant I'immunité innée, celliaire et humorale. Une incision
chirurgicale est suffisante pour générer une répalestype Thl (activation des monocytes,
macrophages et des lymphocytes T cytotoxiques)s glo'une déviation vers une réponse de
type Th2 (activation des €osinophiles, des mastsogt des lymphocytes B) est plutdt décrite
dans les interventions chirurgicales plus invasivelées qu’une transplantation d’organe ou
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une chirurgie « ouverte » (E. Let al, 2000). La chirurgie peut également étre respdasab
d'un désordre de la microvascularisation suite & yerte de sang intra-opératoire
significative (Ni Choileain & Redmond, 2006), ceigentraine une accumulation de
leucocytes adhérents a I'endothélium de ces vaigsea une augmentation de la perméabilité

vasculaire.

Le phénomene d’I/R est un des facteurs « non-imiogitgues » influencant le plus le
devenir du greffon. Une ischémie est une diminutleri’apport sanguin a un organe, qu’'elle
soit « chaude » (durant le prélevement) ou « freideériode entre la fin du prélevement et la
restauration de la circulation de lI'organe lorsladransplantation), toutes deux déléteres,
méme si le froid freine le métabolisme et donc llEsons occasionnées. Du fait d'une
diminution de l'apport sanguin, I'ischémie entrainee privation d’oxygene, et donc un
phénomene d’hypoxie cellulaire aboutissant a I'anglation de radicaux libres et de produits
du métabolisme. Le manque d’'oxygene empéche lgpploogation oxydative de fonctionner
et donc de produire de I'ATP (Adenosine-5'-TriPhioafe), conduisant a une acidose
tissulaire par glycolyse anaérobie afin de coml@emanque en ATP. La privation en ATP
induit également l'inhibition de certaines pompé&sessaires au maintien des potentiels de
membrane. C’est le cas de la phosphatase memleasaiK ™, qui va laisser alors le sodium
entrer et s’accumuler dans la cellule, entrainam¢ importante entrée d'eau dans le
cytoplasme et par conséquent un cedéme du tissisdRkaet al, 2008). Ce n’est cependant
pas tant I'ischémie qui est la plus délétére, npaisot la reperfusion du greffon qui est la
phase inductrice des lésions dues a lischémie. phexessus de réparation, qui se
développent durant plusieurs heures a plusieurss japres I'ischémie, s’accompagnent
également de nombreux mécanismes d'apoptose, gl@age et de nécrose. Comme
I'apoptose requiert de I'énergie et la synthesgmd€ines, elle se déclenche principalement
apres reperfusion. La reperfusion est égalemepbrssible : d’'une activation importante de
limmunité innée par la libération de ligands enelogs de PRRs (Pattern Recognition
Receptors), de la création d’'un environnement pagalant, et de l'augmentation de
limmunogénicité du greffon. Comme la mort cérébratklle induit la surexpression de
molécules d’adhésion par les cellules endothéliaede recrutement leucocytaire, en
particulier de polynucléaires neutrophiles qui arléour vont sécréter des cytokines pro-
inflammatoires dans le greffon. Ce phénomene créangradient chimiotactique va ainsi

initier le recrutement d’autres leucocytes. Lesigraux de danger » ou « alarmines »,
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évoqués par Matzinger (Matzinger, 1994), pourra@ne¢ a l'origine du recrutement et de
I'activation leucocytaire induits par les phénongde reperfusion (Kosieradzki & Ravski,
2008). Les signaux de danger (DAMP ; Danger-Asded Molecule Pattern) peuvent étre
des ADN (Acide DésoxyriboNucléique), ou ARN (AcidboNucléique) du greffon, des
protéines oxydées, des lipides, ou de l'acide @rigctivant les différents Toll-like receptors
(TLRs). Plusieurs études montrent I'implication doamte du TLR-4 dans les phénoménes
d’'I/R, puisque les Iésions occasionnées sont abseatitez des rats knock-out pour le TLR4
(P. Zhaoet al, 2009), mais aussi pour le TLR-2 (Arslat al, 2010). De maniére
intéressante, il semble que les cytokines de tyk ifiduites par I'ischémie/reperfusion, et
tout particulierement I'lL-12 (dans une moindre omesl'IFN-y), jouent un réle majeur dans
les lésions engendrées (de Paival, 2009). En transplantation rénale, le phénomehiR d’
prend une ampleur importante au-dela de 24h deecgaison, justifiant une logistique
importante pour réduire les temps de transplamtatia premiére conséquence du phénomene
d'I/R est le retard de démarrage du greffon, défiai une insuffisance fonctionnelle de
'organe greffé. En plus d’'une prévalence accruerdgets aigus et chroniques induite par les
phénomenes liés a I'l/R, il existe une corrélatiem greffe rénale, entre I'l/R et des

dysfonctions chroniques a long terme (Pratsaikad, 2008).

2. Les prémices du rejet : I'alloreconnaissance

Les mécanismes par lesquels les lymphocytes T ceveer reconnaissent comme
« étranger » le tissu allogénique du donneur (iddivde la méme espéce, mais de fonds
génétiques différents) constituent I'alloreconrae® (Rogers & R. I. Lechler, 2001) ; une
étape mettant en exergue le role crucial des eslldéndritiques dans la mise en place d'une
réponse immune contre le transplant, et donc, dansdevenir. Elle s’effectue par le biais
d’alloantigenes issus du donneur, qui sont lesuitedle genes polymorphes divisés en deux
familles : les complexes majeurs d’histocompatibi(iCMH, divisés en deux catégories : les
molécules de classe |, et celles de classe llp®tahtigenes mineurs d’histocompatibilité
(AgmH). Les CMH induisent des réponses immunes fioéies, tandis que les antigenes
mineurs n’induisent des réponses que trés raremaméponse immune dominante sera celle
dirigée contre les CMH. L’alloreconnaissance peutasre selon trois mécanismes différents :
la voie directe, la voie indirecte et la voie safimecte de présentation antigénique. Ces voies

peuvent étre impliquées dans le rejet d’allogrd&#dacon simultanée (dfigure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des réponses cedhkilam transplantation.

En rouge, en cas d’incompatibilités de classe Illeten bleu en cas
d’'incompatibilité de classe Il isolées. Les actiaes|'IL-12 et de I'lL-4 sur le
devenir de la réponse sont données a titres infidfena

16



INTRODUCTION- | - Immunologie de la transplantation

a. L’'alloreconnaissance directe

L’alloreconnaissance directe est le premier méoamid’alloreconnaissance a avoir
été découvert et représente la voie majoritairee E$t définie comme la reconnaissance
directe, par les lymphocytes T du receveur, de cubds intactes du CMH sur les cellules du
donneur (classe | : sur toutes les cellules ; eléisssur les CPA majoritairement). Les CPA
du donneur migrent vers les organes lymphoidesnse@s du receveur (car activées par
linflammation liée a la chirurgie) et activent airfortement les lymphocytes T du receveur
(C. Danielet al, 1998). Le fait que la reconnaissance du CMH parlymphocytes T soit
directe (pas de digestion, ni de présentationahalligenes sur les CMH du receveur), avec le
fait que la fréquence en lymphocytes T spécifiqies molécules de CMH allogéniques soit
importante, font que la réponse allogénigue engendst trés rapide et vigoureuse (Afzali, R.
l. Lechler,et al, 2007). Les études de Talmage ont montré I'impaeale cette voie puisque,
en déplétant les leucocytes issus du transpladbduaeur, le rejet d’allogreffes thyroidiennes
était prévenu, tandis que la réinjection de CPAldnneur (macrophages) rétablissait le rejet
(Talmageet al, 1976). Cette voie est majoritaire sur une péricalgrte post transplantation,
car les CPA du donneur vont mourir et sont éliménaa court du temps. Cependant, les
lymphocytes T CD8 pourront toujours utiliser cette voie, étant doru& les cellules du
transplant, dont I'endothélium, expriment le CMHdasse | (Kreisel, Krupnick, Gelmaet
al., 2002). La voie d’alloreconnaissance directe senplier un réle prépondérant dans les

rejets aigus précoces lorsque les CMH | et Il smcampatibles (M. Y. Brauet al, 1993).

b. L'alloreconnaissance indirecte

Cette voie réfere a la reconnaissance de peptigéssd issus du CMH allogénique du
donneur, et présentés par les CMH du receveurn@bdet al, 1998). Ce mécanisme est la
voie classique d’'une réponse immunitaire contrantigéne, ou une CPA appréte un peptide
étranger de pathogéne sur ses CMH pour développeréponse immune contre celui-ci.
D’une maniere générale, un antigene exogéne éltoéintigene) est digéré et apprété sur les
CMH de classe Il (et donc par les CPA), ainsi dedconnaissance indirecte générera
principalement des Lymphocytes T CDalloréactifs, cependant, de maniére moins frégyent
ces antigénes peuvent étre apprétés sur les CMEladse | par « présentation croisée »
(Morén et al, 2004), générant donc des Lymphocytes T CalBréactifs (M. L. Albertet
al., 1998). L'importance de cette voie est suggérée des etudes dimmunisations sur
animaux avec des peptides de CMH allogéniques fpauidéfinition, seront présentés par la

voie indirecte) entrainant un rejet vigoureux daldgreffe. De méme, lors d’'une réponse
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anticorps contre des tissus transplantés, l'adtimatles lymphocytes B est dépendante de
laide des Iymphocytes T CD4 stimulés via [lalloreconnaissance indirecte. En
transplantation, I'alloreconnaissance indirecte ta éorrélée avec l'apparition du rejet
chronique (Benichou, 1999; Heeger, 2003) ainsi dams le développement du rejet aigu
d’allogreffe chez le rongeur (Fangmaenal, 1992) et chez 'hnomme (Z. Liet al, 1996).
Plusieurs études clinigues ont mis en évidencdajfréquence des lymphocytes T activés par
la voie indirecte de présentation augmentait auscdu temps chez les patients présentant un
rejet chronique a la suite d’'une transplantatiorcorur, de foie ou de rein (Horniek al,
2000; Vellaet al, 1997; Z. Liuet al, 1996) .

c. L'alloreconnaissance semi-directe

Récemment, plusieurs études ont montré que deScaies intactes a la surface des
cellules, dont le CMH, peuvent étre transféréesedpt cellules du systéme immunitaire; ces
cellules devenant capable de stimuler des répohsgk F. Huanget al, 1999; Tsanget al,
2003). Selon ce principe, les DC (Cellules Dengii¢is) du receveur pourraient donc obtenir
des CMH de classe | et Il a partir de cellules dargbur par alloreconnaissance semi-directe,
stimulant ainsi de fagon directe les lymphocyte€D4" et CD8, tout en présentant des
peptides digérés et apprétés sur des CMH de clhsde receveur qui stimulent les
lymphocytes T CD2% par voie indirecte. Cependant, elle ouvre ausspdssibilité qu’un
lymphocyte T pourrait acquérir une propriété stiattice ou inhibitrice (tout comme une
CPA) de lymphocytes T CD4en présentant a sa surface des CMH de classptitips.
Cliniqguement, la contribution relative de I'allommaissance semi-directe au rejet n’a pas

encore été démontrée.

3. La phase effectrice du rejet

Une fois l'alloreconnaissance amorcée, la phasectite du rejet se déclenche
(Rochaet al, 2003). Elle se décline en deux réponses : urens&pcellulaire précoce, et une
réponse humorale généralement plus tardive. Tamgis la réponse cellulaire est
caractéristique de I'activation des lymphocytesalréponse humorale se référe a une réponse

dépendante des anticorps produits par les lymphedyt

La génération de lymphocytes T CD&ytotoxiques (CTL) spécifiqgues des

alloantigénes est le mécanisme immunologique effectmajeur du rejet. Les CTL sont
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activés par les molécules CMH de classe | du danmeésentées, dans le transplant, par les
CPA, mais aussi par les cellules endothélialesatunélur, sous assistance des lymphocytes T
CD4" de type Thl (Speiser & Romero, 2010). L'activatidas CTL par les cellules
endothéliales peut, a elle seule, induire un @Epa (Kreisel, Krupnick, Balsarat al, 2002).
Méme si la nécessité d'un signal antigénique parCMH de classe | est reconnue,
limportance de la costimulation dans l'activatiae ces CTL reste, quant a elle,
controversée. Aprés transplantation cardiaque, &éledes ont montré qu’un blocage de
l'interaction CD40-CD40L avait un effet inhibitedirect sur I'activation des CTL (Y. Zhai
et al, 2003; Guillonneawt al, 2007) d’autres montrent I'inverse (N. D. Jore¢sl, 2000).
Cependant lorsque ces voies majeures de costiomlasont bloguées (CD28/B7,
CD40/CD40L), les molécules alternatives de costatioih (LFA-1, LIGHT [homologous

to Lymphotoxins, exhibits Inducible expression, qates with herpes simplex virus
Glycoprotein D for HVEM, a receptor expressed blymphocytes] ) doivent prendre le relai
et jouer un role important dans I'activation desLQCorbascioet al, 2002; Scheet al,
2002).

Dans les trois premiers jours suivant I'activato®s précurseurs de CTL, la formation
de granules cytotoxiques (contenant notamment edsrmes et granzymes, mais aussi de la
serglycine, de la calréticuline, du FasL [Fas Lidjaet de la granulysine) peut étre détectée (J.
H. Russell & Ley, 2002). Des lors que le TCR etdB8 du CTL s’engagent dans une
interaction spécifique avec le CMH de classe ladedllule cible, les granules fusionnent avec
la membrane du CTL libérant ainsi son contenu d&synapse immunologique. En présence
de calcium, les perforines s’assemblent en polgpieds et s'inserent a la membrane de la
cellule cible pour faciliter I'import de granzyme @Jetkar et al, 2002). Cette chaine
d’événement est connue sous le nom de la voie digase des granules (GE) et aboutit a
I'apoptose de la cellule cible via plusieurs vdiges que le clivage direct de la procaspase-3,
et I'activation indirecte de la procaspase-9 (Suétbal, 2000; G. Q. Wangt al, 2001). De
facon intéressante, dans des transplants de caoauaira allogéniques, l'intensité du
marquage de la caspase-3 correle avec le rejsafdlaet al, 2001), tandis que I'inhibition
de la caspase-8) vivo chez le rat, prolonge des transplantations de atlgeéniques (Kown
et al, 2000). Les CTL utilisent aussi la voie Fas-dé&agrie pour induire I'apoptose et la
cytolyse de la cellule cible. FasL est stocké dasgyranules cytotoxiques puis libéré dans la
synapse immunologique, mais elle est aussi présemtia membrane des CTL pour agir
directement sur le récepteur Fas présent a lacguda la cellule cible (Jet al, 1994). Des
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études montrent le réle dominant de la voie GE@nparaison a celle Fas-dépendante dans
le rejet. Ainsi Kupnick etl. ont-ils démontréi vitro que, la réponse cytotoxique des CTL
sur des cellules endothéliales du donneur défieserin Fas et FasL n’était pas perturbée
(Krupnicket al, 2002).

Malgré un réle prouvé des differentes moléculesliopmpes dans la cytotoxicité
meédiée par les CTL et donc dans le rejet, dangr@dsuirconstances elles peuvent avoir un
réle protecteur puisqu’il a par exemple été suggéetles perforines des cellules du donneur
pourraient réguler la réponse immune du receveuinénisant I'apoptose de ces cellules
(Boseet al, 2003). Ainsi une étude a-t-elle montré chez I'nmenque I'expression de FasL
était inversement corrélée a la survenue d’'un @ sur les biopsies de rein allogéniques
(Porteret al, 2000). Une autre étude a montré que la surexpreds FasL sur une allogreffe
thyroidienne empéchait le rejet et résultait en soppression de l'activité des CTL

spécifiqgues du donneur (Tourneairal, 2001).

Des études récentes suggerent I'implication ddalesINK dans le rejet allogénique
de greffes de moelle osseuse (W. J. Murghyal, 1987) et dans la régulation de la
prolifération des LT CD% responsables des phénoménes de GVHD (Graft-vhosis-
disease) associés (Noval Riwetsal, 2010), mais aussi dans le rejet d'organes (Ogue,
2001; A. ltoet al, 2008). Ces cellules doivent, elles-aussi, étrgliquées dans le rejet car
dans un modele de transplantation cardiaque chet, lene étude montre qu’'un blocage de la
costimulation CD28 n’était pas suffisant pour imduune survie a long terme tant que la
déplétion des cellules positives pour le récephiiim’était pas réalisée (Mai@t al, 2001).
Cependant, I'importance de ces cellules dans utegtndans lequel les lymphocytes T ont

une fonction normale n’a pas été clairement déngentr

L’hypersensibilité se référe a des réactions imdbgs meédiées par le systéme
immunitaire et est classifiée en quatre différages (I, II, I, 1V). En transplantation, se
déclare une hypersensibilité de type IV: la DTHa téponse DTH est dépendante de
I'activité des lymphocytes T CD4le type Thl. Aprés activation, induite par lesaitigénes
en présence d’'IL-12, ces cellules vont sécréterogeskines, telles que I'lFN-et le TNF
(Gallin, 1999; K. Kobayashet al, 2001). Ces cytokines ont des actions pro inflatoimes
multiples, incluant I'activation des monocytes esdnacrophages, des cellules qui sont une
des composantes les plus importantes de linfiltedtulaire du transplant. Ce phénomeéne
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induit une amplification de la production de cytwds et de chimiokines, la génération
d’enzymes protéolytiques, de protoxyde d’'azote (NDY'autres facteurs solubles perpétuant
une réponse inflammatoire locale. Tout ceci a upaich direct sur le fonctionnement du
transplant en agissant sur la tonicité vasculdé@r@ermeéabilité et I'intégrité des tissus. Une
fois que la réponse DTH est amorcée, les médiasalubles résultant (principalement les
métabolites du métabolisme de I'acide arachidonigets que les prostanoides et les
leukotrienes) agissent de maniere antigéne-indgdad en induisant un gradient

chimiotactique et en activant les cellules du systénmunitaire.

Des expériences de transfert adoptif suggerentnguréponse DTH allogénique est
capable, a elle seule, d’induire le rejet de geeffie peau. Ainsi, les travaux de Dalloul
montrent-il que le transfert adoptif de lymphocyfe€D4" (& partir de souris CD8 pouvait
entrainer un rejet de greffes allogéniques de phaa des souris SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency ; souris déficientes en lymphosyfe et B), en I'absence de réponse T
cytotoxique (Dallouket al, 1996). En utilisant le méme modéle de greffe eleup VValujskikh
et al. ont montré que le transfert adoptif d’'uigmée cellulaire Thl alloréactive, reconnaissant
les peptides du CMH du donneur par la voie inda@€circonstance dans laguelle une réponse
T cytotoxique, nécessitant une alloreconnaissaiveetd, n’est pas possible), était capable
d’'induire un rejet (Valujskikret al, 1998). De plus, les greffes étaient infiltréesntniere
prédominante par des macrophages, un phénomer@o@mnt un mécanisme effecteur de
type DTH. En mesurant I'intensité d’'une réponse Dddhneur-spécifique par injection chez
le receveur (en sous cutané) des antigenes du aigrihest montré que, chez 'lhomme ou
chez les rongeurs, la perte du transplant est i@gssocune réponse DTH systémique
vigoureuse, alors qu’une survie a long-terme duosplant est associé a une réponse DTH
limitée ou absente, par action de I'lL-10 et du FBRotamment (VanBuskirkt al, 2000).

Malgré le fait qu'un profil cytokinique de type Th@mpéche généralement une
réponse cellulaire, il peut aussi induire un réejettype humoral (J. Karczewski al, 2008;
Franchimont, 2004) et des études récentes suggguente profil pourrait induire un rejet de
type DTH-like médié par les éosinophiles (Le Moieeal, 2002). Ces cellules seraient
recrutées par I'lL-4, I'lL-5 et I'lL-13 dans le tnaplant, des cytokines produites par les
lymphocytes de type Th2, et elles sécrétent dekotegnes, des especes réactives de
'oxygéne (ROS), et des granules contenant detipes ayant une forte activité toxique
pour les tissus. Le Moine at. ont ainsi étudié un modele d’allogreffe de peagzda souris,

pour lequel uniqguement les CMH de classe |l étaimmrumpatibles, apres déplétion générale
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des lymphocytes T. Dans le greffon, qui était atejsté de maniére chronique au bout de 60
jours, le profil cytokinique était de type Th2, awene forte expression d’lIL-4 et d’IL5 mais
pas d’'IFNy. D’'un point de vue histologique, les greffons étiprincipalement infiltrés par
des éosinophiles et étaient atteint de vasculopatBn neutralisant I'lL-4 par injection
d’anticorps, la vasculopathie et linfiltrat éospiolique étaient abolis, tandis que I'utilisation
d’anticorps neutralisant I'lL-5, ou l'invalidatiopar KO (Knock-Out) de I'lL-5, prévenait
l'infiltration par les éosinophiles sans empéclevasculopathie (Le Moine, Flamarad,al,
1999; Le Moine, Surquiret al, 1999; M. Y. Brauret al, 2000). Plusieurs études chez les
rongeurs montrent donc I'importance des éosinophdEns une configuration ou le rejet est
médié par une réponse de type Th2 ; cette observatit d’autant plus intéressante que des
infiltrats importants en éosinophiles sont souvemnistatés dans les rejets d’allogreffes chez
’homme (Almirall et al, 1993; O. M. Martineet al, 1993).

La réponse anticorps dirigée contre les alloandgéaest la troisieme composante
majeure du rejet. Méme si la production d'immunbglmes est la fonction propre des
lymphocytes B, la contribution des lymphocytes DAC de type Th2 est impérative pour

permettre leur croissance, leur différenciationagerme, la production d’anticorps.

Les lymphocytes B sont les cellules pivots de Il'iomité humorale spécifique
(Parham, 2009). Ills accomplissent cette fonctionl'pgtermédiaire du récepteur spécifique
pour I'antigéne qu’ils expriment a leur membranieyhunoglobuline de surface (slg). lls ne
possédent gu’'une seule spécificité antigéniqueregte la méme sur des isotypes différents.
Le stade ultime de l'activation des lymphocytesaB leur antigéne spécifique les différencie
en plasmocytes dont la seule fonction est de ®¥cuét anticorps porteur du méme paratope
gue I'slg des lymphocytes B primordiaux. En péripiéles lymphocytes B naifs vont
rencontrer leur antigene spécifique dans le ganglgmphatique au sein du follicule
lymphoide. Leur maturation finale nécessite la gnés de cellules folliculaires dendritiques
qui leur présentent I'antigéne. Pour la majorités @gmtigenes, il est nécessaire d’avoir
également la collaboration de lymphocytes T auxdié CD4 de type Th2. Ces derniers
interagissent avec les lymphocytes B qui leur priese 'Ag par leurs molécules de CMH de
classe I, I'interaction de molécules de costimaola{CD40/CD40L, ICOS/ICOSL [Inducible
COsStimulator Ligand] et CD28/B7) et de cytokinesilguisécretent (IL-4, IL-5, IL-6 et IL-

10). Cette différenciation a lieu dans le centeraerminatif du follicule secondaire : par un
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mécanisme d’hypermutations somatiques, les ceistds de la zone sombre augmente
diversité et l'affinité de leurs slg que leurs dasdants (centrocytes) sélectionnent au col
de l'antigéne dans la zone clairu centre germinatif, avant de donner naissanceasds
plasmocytes sécréteurs d’anticorps, soit a des hpayies B de type mémoi Lors d’'une
premiere rencontre avec un antigene donné (régmmeaire) ou lors de la réintroduction

méme antigene éponse secondaire), la réponse différe par le dé&pparition, sa rapidité
son intensité, l'affinité et lisotype des antice (cf. Figure 3). La réponse anticorf
secondaire apparait apres une phase de latencequitis. Elle atteint un platede niveau
plus éleveé avec des anticorps d’affinité plus fettee nature IgG principalement, alors qu

sont de classe IgM pour la réponse prim

Réponse Réponse
anticorps primaire anticorps secondaire
Primo- Infection )r e
infection répétée | Plasmocytes r ‘K
. }'

ti L} hoides

' IgM '
Plasmocytes dans les %‘

Figure 3 : Représentation schématique et principales caratitgres dsréponss humorales
primaireset secondaiis dans le temps.

(D’aprésAbbas, Bases de 'immunologie Fondamentale, )
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La liaison des alloanticorps sur les antigenes ddHCexprimés sur les cellules
endothéliales du transplant entraine une réponspleae impliquant le complément (IgG et
IgM) et la cascade de coagulation qui conduit @danisation des cellules cibles et qui
recrute et active les cellules inflammatoires enl résulte des dommages délétéres sur le
transplant. Les alloanticorps peuvent aussi induite ADCC (Antibody-Dependent Cell-
mediated Cytotoxicity). Au travers de leurs récameFc (Fragment crystallizable), les
macrophages et les cellules NK se lient au fragrierde I'anticorps entrainant la lyse de la
cellule cible. Le «cross-linking » des réceptelirs des cellules NK déclenche une
cytotoxicité médiée par les granzymes et perforirmdsrs que, sur les macrophages cela
entraine la libération de médiateurs tels que le 883 ROS, et du TN&- Les alloanticorps
et le complément sont impliqués dans diverses mastaifions cliniques du rejet hyperaigu, du
rejet aigu humoral, et du rejet chronique. Cependdans certaines circonstances les

anticorps et le complément peuvent avoir des efffétefiques.

4. Phases cliniques du rejet

D’un point de vue clinique, on distingue plusieph&ases de rejet qui sont fonctions de
la rapidité de sa manifestation, des l|ésions Hgiques induites et des mécanismes
immunologiques responsables de son déclenchemantlaksification de Banff, qui est en
perpétuelle évolution, rassemble des criteres ataim®s qui permettent un diagnostic de la

phase clinique du rejet et de sa sévérite.

Le rejet hyper aigu intervient seulement quelquesutaes a quelques heures aprés une
transplantation d’organe chez des patients ditetiypnunisés. Ce rejet est di a la présence
d’anticorps préformés, dirigés contre les CMH dwunrdeur, qui se lieront aux cellules
endothéliales du transplant et activeront la volassique du complément. Le terme
d’hyperimmunisés en allotransplantation se réferdea individus ayant des titres élevés
d’anticorps dirigés contre la majorité (>80%) deslénules du CMH de classe | ou Il (HLA
chez 'homme) (G. M. William®t al, 1968). Ces anticorps ont généralement été mduit
aprés une transplantation antérieure, une tramsfusanguine ou une immunisation foeto-
maternelle lors d'une grossesse non menée a te®omitfan, 2000). Lors de la
revascularisation, ces anticorps, s'ils reconnaisseur cible sur I'endothélium, induisent
I'activation de ce dernier, se traduisant par lidsdion rapide d’un phénotype pro-coagulant

conduisant a une thrombose des vaisseaux, et paroduction d’IL-8 et de MCP-1
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(Monocyte Chemotactic Protein-1) recrutant neutileghet monocytes situ (Wasowskaet

al., 2001). Le facteur de von Willebrand (cWF) estarglé a la surface des cellules
endothéliales et induit la formation et la staliisn du thrombus plaquettaire (Lasky, 1992).
L’expression de la P-Sélectine par les cellulesotrédiales activées va permettre aux
neutrophiles et monocytes de s’y fixer, car ils rement son ligand PSGL-1 (P Selectin
Glycoprotein Ligand-1), et va entrainer leur exasation dans le tissu du transplant (McEver
& Cummings, 1997). Par ailleurs, les anticorpsf@réés activent également la voie
classique du complément qui va, par les produitsedecomposantes précoces C3a et Cbha,
jouer le réle d’anaphylatoxines en attirant ledute$ inflammatoires et plaquettes dans la
surface ciblée, et agresser I'endothélium par de&n@meénes de cytotoxicité induits par ses
composantes tardives, formant le complexe d’attaguembranaire (MAC, C5b-9)
(Nakashimeet al, 2002). Une fois que la cellule endothéliale esirddée, le facteur de tissu

(TF) relargué se lie au facteur Vlla et activedaeade de coagulation.

Cliniguement, cela se traduit par de tres violesjsts (parfois avant méme que les
chirurgiens n’aient refermé le patient) qui conduatsa I'arrét brutal des fonctions du greffon
et qui se caractérisent notamment par des lésintsti@liales, des thromboses capillaires et
une nécrose hémorragique du greffon. L'analyseesyatique de la présence de ces anticorps
avant la transplantation (test de cross match)a eecherche de compatibilité HLA entre
donneur et receveur, ont permis de prévenir ce tigpeejet, devenu rarissime. De fait, ces
patients, développant un grand nombre d'anticorpEfopmés, restent souvent sur liste
d’attente sur une longue période jusqu’a obtendiom greffon compatible. De nos jours, en
cas de cross match positif, aucun traitement ntegtable d’empécher ce type de rejet
aboutissant de maniére invariable a la perte dasplant, cependant des protocoles

expérimentaux de désensibilisations offrent quedagspoirs.

Hormis le rejet hyperaigu devenu exceptionnel, lejetr cellulaire est
chronologiquement le premier type de rejet augaekgposée une allogreffe. En absence de
traitement immunosuppresseur, le rejet aigu a niédizellulaire apparait dans la semaine
suivant la transplantation dans les modéles petitsgrands animaux, plus généralement
durant les premiers mois suivant la transplantatioez ’'homme sous immunosuppression.
Ce rejet aigu a meédiation cellulaire est dépenddmtl’activation lymphocytaire T du

receveur : CD4 auxiliaires principalement Thl (@bet al, 2005) et CD8 cytotoxiques
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(Auchinclosset al, 1993; Pietraet al, 2000). Ce type de rejet est dépendant de la ceampe

T, car les souris déficientes en lymphocytes T exevpnt pas rejeter leur transplant dans un
contexte de CMH différents. L'activation lymphodyga T est amorcée a la suite de la
reconnaissance d’antigenes alloréactifs dans lganes lymphoides secondaires et apres
revascularisation, au niveau de I'endothélium deffgn (Lakkiset al, 2000). Le contexte
proinflammatoire au niveau des cellules endothediadu greffon (T. Collingt al, 1984;
Pober & Cotran, 1990) va alors faciliter le recragmt de cellules T effectrices et de
macrophages au niveau du site de linflammationiteSa I'activation endothéliale, ces
cellules envahissent alors le greffon et en altédemectement son fonctionnement. De plus,
I'activation de cellules cytotoxiques induit desepbmeénes cytolytiques au sein du greffon
via l'activation de la voie proapoptotique Fas/FadlLpar I'exocytose de perforines et de
granzymes (Kreisel, Krupnick, Balsast,al, 2002). Tant que I'élément étranger déclenchant
le rejet est reconnu, le processus inflammatoirdyre et linfiltrat leucocytaire se densifie.
Les lymphocytes B ne semblent pas directement jonale prépondérant dans ce type de
rejet ; pourtant leur présence dans les biopsieshlee corréler avec les formes les plus
séveres, constituant un facteur de mauvais prandstisurvie de la greffe (Sarwet al,
2003). En clinique, le rejet aigu a médiation dalhe est plus ou moins rapide et violent
(suivant I'immunosuppression en cours) et se caraet par une infiltration interstitielle,
tubulaire (pour le rein) et vasculaire, plus ou msodense de lymphocytes et de macrophages
auxquels peuvent s’associer dans certains rejetsgrdele élevé des polynucléaires
neutrophiles et éosinophiles. Ce type de rejetne@intenant assez bien prévenu par les
protocoles classiques d'immunosuppression (préeelantour de 7 a 10%). Globalement, le
renforcement de I'immunosuppression (comme l'aettraitements lymphodéplétants) est

assez efficace.

Un rejet a composante humorale peut survenir aguésjues semaines a quelques
mois apres transplantation (Sayegh & Colvin, 2003associe, dans la plupart des cas, la
présence d’anticorps cytotoxiques dirigés contre detigenes du donneur et des lésions
tissulaires particuliéres : atteintes de la micsowarisation avec des lésions de type
capillarite ou endothélite conduisant globalemeninga dégradation des greffons évoluant
vers des phénomeénes de microthromboses et d’iseh@raventhalet al, 1993). Dans la
plupart des cas, les alloanticorps sont dirigésctitment contre les molécules de CMH du
donneur. Chez 'lhomme, ces alloanticorps sont les @ouvent des anticorps cytotoxiques
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dirigés contre des molécules du CMH de classe moins frequemment de classe 1l (30%

des rejets a composante humorale) (Mauiyyedi & @pR002). Enfin, des antigenes autres

gue le CMH (antigenes érythrocytaires du system® Adhtigénes mineurs ou spécifiques du
tissu) ont également été mis en évidence, maiagfbeaucoup plus anecdotique (Sumitran,
2000).

De la méme maniere que pour le rejet hyperaigdixition des anticorps sur les
cellules endothéliales active la voie classique cdmplément jusqu’'a la formation du
complexe d’attaque membranaire. Il s'agit 1a d’'wes dnécanismes principaux de ces rejets
dits « humoraux ». Ces alloanticorps facilitentlégeent 'opsonisation des cibles pour les
macrophages et les cellules NK qui, grace a lewsepteurs de fragments Fc

d'immunoglobulines, peuvent fixer et lyser les gkds endothéliales par ADCC.

L’endothélium joue un réle important dans cette giygathologie. Son activation,
notamment par des cytokines telles que I'IlL-1 &N-y, induit 'expression de molécules
d’adhésion (E-sélectine, ICAM), du facteur tisstdaiet de l'inhibiteur de Il'activité du
plasminogene, entrainant un état globalement plasgagulant et proinflammatoire de la
cellule endothéliale. De plus, I'ischémie-reperfusinduit une stimulation des plaquettes,
ainsi qu’une activation du complément (comme ldgarps) par la voie classique ou alterne,
renforcant encore a I'activation de ces celluledotiméliales. Les cellules NK peuvent rompre
lintégrité de cet endothélium et aussi I'activémfin, les alloanticorps seuls pourraient
délivrer un signal activateur via les intégrines dellules endothéliales (Saadial, 2004).
D’autres mécanismes pathogéniques impliquent I'msapde la cellule endothéliale, induite
par I'ischémie, des cytokines ou des cellules imftaatoires, causant ainsi la libération de
cellules endothéliales de leur matrice dans lautaton (éléments inflammatoires dans le
sang). Cette perte de lintégrité vasculaire expdésematrice sous-endothéliale a la
coagulation. Enfin, I'apoptose prive I'endothéliude ses fonctions normales telles que
I'inhibition de la coagulation et de I'inflammatid@. E. Holzknechet al, 2002). Méme si le
rejet aigu a composante humorale est différenciéefi@ a composante cellulaire, il semble
gue les alloanticorps et le complément particigehactivation des lymphocytes T et NK, et
donc au rejet a médiation cellulaire. Plusieurs nd@s soulignent une coopération des
composantes humorales et cellulaires lors de ré&soinsmunes endommageant le transplant
(Wasowskeet al, 2001; Pratet al, 2002).
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Le rejet humoral aigu s’accompagne, le plus soyveatlésions hémorragiques, de
thromboses intra-vasculaires, d’atteintes enda@siavec une infiltration sous endothéliale
d’éléments lymphocytaires activés, de macrophag@#a, de polynucléaires neutrophiles, et
de lésions de nécrose avec cedeme et lyse de lararentellulaire (McCarthy & I. S. D.
Roberts, 2002). Contrairement au rejet aigu a niédiaellulaire ou I'on retrouve un infiltrat
interstitiel cellulaire massif, dans le rejet ageomposante humorale, l'infiltrat cellulaire se
limite le plus souvent a la périphérie des vaissedwu niveau immuno-histologique, la
meédiation humorale de ces rejets se révele notampaerne dépot de facteurs de dégradation
du complément au sein du greffon, tels que le G3sudout le C4d (devenu le marqueur
histologigue majeur dans les capillaires pérituibeta en association avec la présence
d’anticorps anti-donneur circulants) (Soketzal, 2008). En clinique, le C5b-9 de méme que
les IgM et IgG sont peu recherchés car ils soremant positifs du fait de leur rapide

élimination des surfaces cellulaires.

Méme si les alloanticorps sont considérés a pre&mieére comme néfastes, dans
certains cas ils ne sont en aucun cas prédictifs mtjet (B. D. Taitet al, 2009; Bohmiget
al., 2009). Cependant, ces méme anticorps sembleningdliqués dans le rejet chronique.

Ce type de rejet est caractérisé par une destnuietide, progressive et irréversible des
structures et fonctions du greffon. Au cours dedmsieres années, elle est devenue une des
causes principales de retour en dialyse. De patigsgé toujours mal définie, le rejet
chronigue serait cependant médié par les alloaptcet le complément. Russell et Ley ont
montré que, en transplantation cardiaque, lorsgqaesburis receveuses étaient déplétées en
lymphocytes T CD4 et CD8, le transplant était accepté a long terme mais cgla
n‘empéchait pas des lésions typiques du rejet aimen(lésions des coronariennes) (P. S.
Russellet al, 1994). Lors de cette étude, ils ont aussi renéague l'intensité des lésions
était corrélée a la quantité d’alloanticorps présluEn accord avec ces résultats, lorsqu’ils
effectuaient ces transplantations sur des soufisielites en lymphocytes B, celles-ci ne
développaient pas de lésions artérielles typigues tkjet chronique alors que le transfert
d’alloanticorps spécifiques du donneur les restaudaorsque des anticorps bloquant
I'interaction CD40-CD40L (empéchant donc lintetiact lymphocytes T /lymphocytes B)
sont administrés en transplantation cardiaque thapuris, le transplant est accepté a long

terme sans aucune lésion histologique des vaisssateux-ci expriment alors fortement des
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genes protecteurs tels que 'héme oxygénase-1 (HEnzyme impliquée dans le catabolisme
de I'hneme), Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large, idcule anti-apoptotique) et A20 (inhibe
lactivité de NF«B). Lorsqu’ils sont induits dans des cellules ehébales, ces génes
permettent, lors de cultureg vitro avec des cytokines de type Th2 en présence
d’alloanticorps, d’empécher I'activation des cedulendothéliales.é. baisse d’expression de
I'E-sélectine). In vivo, lorsque des anticorps déplétant les lymphocyte€O4" sont
administrés avec des métalloporphyrines, un agehicteur de HO-1, les lésions dues au
rejet chronique sont presque entierement abolie$amoptose dans le transplant, décrite
comme un meécanisme majeur du rejet chronique npatides anticorps (Plissonniet al,
2000), (n vitro etin vivo les alloanticorps induisent, entre autres, I'apsetdes cellules
endothéliales du donneur) est diminuée (Hanackl, 1998). Des études suggérent que, en
transplantation rénale, les rejets chroniques sprécédés d'une forte production
d’alloanticorps dirigés contre les molécules HLA, que l'apparition d’anticorps dirigés
contre les CMH de classe Il sont un facteur deugsde développer un rejet chronique, tout
comme la survenue antérieure d'épisodes de rejgts dPelletieret al, 2002). Dans la
plupart des cas ce type de rejet est associé aatfih Th2 (Pirenneet al, 2005), mais peut
aussi associer Thl et Th2 (Obataal, 2005).

Histologiquement, le rejet chronique est égalemasgsocié a divers signes de
souffrance chronique : glomérulopathie d’'allogrgffédoublement de la membrane basale du
glomérule) et/ou épaississement fibreux de lintidas arteres et/ou des capillaires
péritubulaires multicouches et/ou fibrose inteiedta et atrophie tubulaire.

La diminution de Treg en périphérie semble étreéatée au développement de ces
Iésions chroniques, alors qu’elles ne sont pas autges chez les patients opérationnellement
tolérants par rapport a des individus sains (Letial, 2006). Enfin, de nombreuses études
mettent en évidence le role du blocage de la cotdimon (notamment de la voie CD28/B7)
et I'absence de développement de rejet chronigez ¢& rongeur (Haspadt al, 2005;
Guillonneauet al, 2005).

D. La tolérance

La tolérance immunologique se caractérise par ¢abs de réactivité spécifique vis a
vis d’antigenes particuliers. Chez les individusmaux, ces antigenes sont ceux du « soi », et
la rupture de cette tolérance aboutit au dévelogpérde I'auto-immunité. Dans le cas de

I'allotransplantation, le développement d’'une tatére permet I'acceptation sur le long cours

29



INTRODUCTION- | - Immunologie de la transplantation

du greffon malgré linterruption du traitement imnasuppresseur, tout en conservant une
réponse normale vis-a-vis d’autres antigénes. Elafidn d'un état de tolérance devrait
permettre, chez 'homme, de supprimer les traitamenmunosuppresseurs, dont l'usage a
long terme a de nombreux effets secondaires, giréeenir le rejet chronique. Un état de
tolérance a été deécrit chez de rares patients ayeété leur traitement immunosuppresseur
pour non-compliance, ou a cause de I'apparitiomdancer. L'induction de la tolérance a été
initialement décrite dans les années 1950 (Billarglet al, 1953). Aujourd’hui, deux types
de tolérance sont définis : la tolérance centrala ®lérance périphérique qui regroupe, elle-
méme, plusieurs mécanismes. Cette section se dom@sur les mécanismes de tolérance
des lymphocytes T, acteurs majeurs du rejet. Cex dwjustifie par le fait qu’une tolérance
des lymphocytes T empéche les lymphocytes B ddittizés : le signal « help » (fourni par
les lymphocytes T CD4helper) étant absent (Sykes, 2007).

1. Latolérance centrale

Le mécanisme majeur par lequel est orchestréddeatiwe des lymphocytes T, est la
délétion des cellules T autoréactives dans le tlsyrliau d’éducation des lymphocytes T
immatures (J. F. Miller, 1961). Les lymphocytesnimatures migrent de la moelle osseuse
vers le thymus ou ils rencontrent des peptidesvégrdes protéines du « soi » liés a des
molécules du CMH, apprétés par les cellules épilasl thymiques (Delves & Roitt, 2000).
Les thymocytes (lymphocytes T immatures du thynsasjt alors doubles-positifs (CD4t
CDS8") et vont subir une sélection positive et négativars de la sélection positive, qui se
déroule dans le cortex, ils survivent aux signai@paptose uniguement dans le cas ou leur
TCR a une interaction, mais de faible avidité, gesrcomplexes CMH/peptides (Hogquist &
Bevan, 1996). En fonction de la classe de CMH reoopar le TCR, ils vont perdre le
corécepteur CD8 ou CD4. Lors de la sélection négatjui se déroule dans la medulla, les
cellules ayant une interaction de forte avidité caves complexes CMH/peptides sont
éliminées, limitant ainsi I'existence de lymphosy{E autoréactifs responsables de maladies
auto-immunes (Nossal, 1994). Les lymphocytes Targs{environ 3%) maturent dans le
thymus et migrent en périphérie (Shortnetmal, 1990). Afin de s’assurer de I'absence de
lymphocytes T autoréactifs, le thymus favorisedbestion positive de cellules T régulatrices
naturelles CD4CD25 FoxP3 (Sakaguchi, 2004; Watanale¢ al, 2005) par le biais des
cellules dendritiques résidentes. Les celluleshépiles médullaires permettent aussi le
développement des cellules T régulatrices (Tredaeorisant I'expression de FoxP3 dans les
thymocytes doubles positifs (Aschenbrengieal, 2007; Sakaguclat al, 2010).
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En transplantation, une tolérance centrale peué é@&btenue a la suite du
développement d’'un chimérisme hématopoiétiqueespondant a la colonisation du thymus
par des cellules hématopoiétiques du donneur quti participer a la sélection du répertoire
lymphocytaire (Goldrath & Bevan, 1999). Les thymiesy capables de reconnaitre les
autoantigenes, mais également les antigenes dwedgrsomme éléments du « soi » meurent
ainsi par apoptose, suite a la sélection négateves de thymus. De nombreuses études
montrent ainsi que I'établissement d’'un chimérisnéenatopoiétique en allotransplantation
conduit a un état de tolérance immunologique, mahesnent chez le rongeur, mais aussi chez
le porc, le primate et chez 'lhomme (Sykes & Sadl®88; T. Kawaiet al, 1995; Bihleret
al., 2002; T. Kawakt al, 2008). Cependant, les applications cliniguesregdimitées et peu
développées, notamment en raison de la toxicitérde@ements d’induction (greffe de moelle

combinée, irradiation totale ou thymique, ...).

2. La tolérance périphérigue

Empécher toute réponse auto-immune par inductidoldeance centrale implique que
tous les autoantigénes soient présentés dansrtaughyPlusieurs étant absents ou en quantité
insuffisante, I'organisme a développé un autre typdolérance pour pallier a la présence de
lymphocytes T autoréactifs ayant échappé a laaont& centrale : la tolérance périphérique.
Plusieurs mécanismes de tolérance périphériqueniost été décrits, agissant de maniere
isolée ou en synergie, afin d’aboutir a une toléeades lymphocytes T vis-a-vis d’antigénes

spécifiques (cfFigure 4).

L'importance de l'ignorance immunologique a été déimée en utilisant des souris
exprimant un TCR transgénique reconnaissant unideepiral particulier. En les croisant
avec des souris transgéniques exprimant le peptidesurface des flots pancréatiques, les
auteurs ont remarqué qu’elles ne développaient deagliabete, et ce malgré une forte
réactivité des cellules T vis-a-vis du peptidevitro (P. S. Ohashet al, 1991). Ces souris
n’étaient donc pas tolérantes, mais elles « igeatat les cellules cibleim vivo. La faible
guantité d’antigenes, la séparation physique emtreantigene et les lymphocytes &.d.
barriere hématoencéphalique) et la présentationtigenes sur des CMH en absence de
signaux de costimulation, sont des facteurs caubgmorance immunologique (Sykes,
2007).
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SITUATION NORMALE IGNORANCE DELETION
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ANERGIE INHIBITION SUPPRESSION

Pas dactivation Pas dactivation Pas dactivation

Figure 4 : Schématisation des mécanismes de tolérancenpédpe.
Hormis la déviation immune Th1-Th2 (&fig.1).

b. La délétion

La délétion est un mécanisme de la tolérance faiatarvenir une mort par apoptose
(ACD ; Apoptosis Cell Death). En absence de codation, la présentation d’antigéne
n'empéche pas seulement l'activation des lymphacyfe mais peut aussi induire leur
délétion par ACD (Ferbeat al, 1994). Le manque de facteurs de croissance,lpsguels il
y a compétition entre les lymphocytes T activésit ggalement entrainer une délétion de ces

cellules (Forsteet al, 1995). Enfin, 'apoptose des cellules T peut &reasionnée par le
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signal Fas/FasL, dénommeé AICD (Activation-Inducedll@eath) lorsque le lymphocyte
rencontre de fortes quantités d’antigene et/ou wteément activés (Critchfieldt al, 1994),
par un mécanisme Fas/FasL dont I'importance a étéodtrée de plusieurs maniéres. Ainsi
des patients déficients en Fas développent-ilsrddadies lymphoprolifératives (Wordh al,
2006), alors que le HIV (Human Immunodeficiency gy utilise cette voie en augmentant
I'expression de FasL sur les macrophages infeatélsjsant I'apoptose des lymphocytes T
ayant établi un contact avec ces cellules (Baeteyf, 1997).

L’état anergique des lymphocytes T se caractémsd gbsence de production d’IL-2
lorsqu’ils rencontrent I'antigene pour lequel lelICR est spécifique. L'anergie des
lymphocytes T se développe lorsque celui-ci remeodes complexes CMH/peptides sans
recevoir de maniere adéquate des signaux accessoimde costimulation par les CPA (M. K.
Jenkins & Schwartz, 1987; J. D. Powell, 2006), otsdu’elles recoivent des signaux de
costimulation inhibiteurs via CTLA-4 (Walunas & Ristone, 1998) ou PD-1 (Programmed
Death-1) (Chikumaet al, 2009). Les cellules T peuvent aussi étre renduergiques
lorsqu’elles rencontrent des peptides pour lesqeitds ont une faible affinité (S. M. Alaet
al., 1996). Certaines CPA comme les macrophages (Heted, 2006) et les cellules
dendritiques tolérogenes (Ruteba al, 2006), immatures ou maturées sous des conditions
spécifiques, ont la capacité de rendre les lymptescyr anergiques par la sécrétion de
cytokines suppressives et par une costimulatiodégaate. L'anergie peut étre « levée » par
la présence d'IL-2 (Schwartz, 1992) ou sous desditions proinflammatoires e(g.
infections) (Réckeret al, 1992; Knoecheét al, 2006). En présence continue d’antigene, les
cellules T anergiques peuvent subir une délétiots(IChaiet al, 1998). Ainsi lorsque des
souris recgoivent un greffe de moelle osseuse éttsaitée par blocage de la costimulation, les
cellules T CDZ réactives vis-a-vis du donneur sont rendues ameegi puis délétées au bout
de quelques semaines (Kumtt al, 2004). Les lymphocytes T anergiques peuvent aussi
limiter I'activité des autres cellules T (Vendatdtial, 2000), et méme les différencier en Treg
(Bueret al, 1998), probablement en conditionnant les CPA ifditon de I'expression des
molécules de CMH et de costimulation) et/ou en pisght de I'lL-10. |l est a noter que le
transfert de cellules anergiques prolonge la suitédlogreffes de peau (J. G. Chet al,
1998). Enfin, les lymphocytes T régulateurs peuwemduire a I'anergie des lymphocytes T
(Vanaselet al, 2006).
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d. La déviation immune Th1/Th2

Comme décrit précédemment (sectloB.4), lors de l'activation des lymphocytes T
CD4', ceux-ci subissent, en fonction du microenvironeetmet notamment des CPA, une
polarisation vers un sous-type de lymphocyte T dreffyant des actions différentes. Ainsi les
lymphocytes Thl sont-ils induits par I'lL-12, I'lFN I'IFN-a, et produisent de I'IFN; de
l'lL-2 et de la lymphotoxina, des cytokines stimulant une réponse cellulairetreoles
pathogénes intracellulaires en activant les callybagocytaires et la production d’lgG2a,
alors que les Th2 sont induits par I'lL-4, I'lL-3 produisent de I'lL-4, de I'IL-5, de I'lL-9 et
de I'lL-13, des cytokines favorisant une réponstcarps contre les parasites extracellulaires
en induisant la production d’'lgG1 et d’IgE, ainsiegl’activation des éosinophiles (Mosmann
& R. L. Coffman, 1989; Romagnani, 1991; Rizcal, 1995). Lorsque le lymphocyte ThO se
différencie en un sous-type, celui-ci empéche lansation d’autres ThO en un autre sous-
type, tout en favorisant la polarisation vers lemmésous-type ; on parle alors de déviation
immune Thl ou Th2. Plusieurs études montrent qeed@mnses Thl dominantes (déviation
Thl) sont impliquées dans la pathogénése de meslddimaines caractérisées par la
formation de granulomes (agrégats de macrophagesne dans la sarcoidose, la maladie de
Crohn, et l'athérosclérose ; tandis qu’'une déwiatimmune Th2 est impliquée dans les
phénomenes allergiques. Méme si ce n'est pas tmujeicas, les cytokines produites par les
lymphocytes de types Th2 sont liees a une bais$aute-immunité dans 'EAE et le diabéte
(D. A. Young et al, 2000; L. M. Bradleyet al, 1999). En transplantation, un état de
tolérance, et l'utilisation des divers traitememsmunosuppresseurs, sont généralement
associés a une déviation Th2 (Franchimont, 200dettaet al, 2007; J. Karczewslet al,
2008; X.-F. Jianget al, 2010), en modifiant I'activité des cellules deatigues et notamment
la sécrétion d’'lL-12, tandis que des traitementduateurs de déviation Th2 (de maniere
indirecte par inhibition de la différentiation Thay par induction directe de Th2) retardent
'apparition du rejet aigu (Amarnatt al, 2011; A. Xieet al, 2011; H. Yinet al, 2010) ou
facilitent I'induction de tolérance (D. Zhamgal, 2010).

e. L’inhibition
Un autre mécanisme de la tolérance périphériqud’iesibition de I'activation du
lymphocyte T de son propre chef. Par exemple, engsigeant sur les molécules CD80 et
CD86, et ayant une meilleure affinit¢ que CD28,malécule CTLA-4, présente sur les
lymphocytes T activés, inhibe leur activation (Chens & J. P. Allison, 1999). D’autres

molécules présentes a la surface des lymphocytedulsent, elles aussi, I'inhibition de leur
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activation telles que PD-L1 (Programmed Death-lahij 1 ; une molécule de costimulation
inhibitrice) (Freemaret al, 2000), LAG-3 (Lymphocyte-Activation Gene-3) (Hdaat al,
1994), et plus recemment VISTA (V-domain Ig Suppoef T cell Activation) (L. Wangt
al., 2011).

f. Lasuppression

La tolérance périphérique peut étre induite par delules suppressives inhibant
l'activation, ou les fonctions effectrices, des lulels avoisinantes. Parmi ces cellules
suppressives, les cellules T régulatrices (Treg)relies et induites, toutes deux CDED25
Foxp3, constituent les populations les plus étudiéepestvent moduler I'immunogénicité
des cellules dendritiques. C’est par exemple enleomas des Treg qui, via I'interaction de
leur CTLA-4 (exprimé de facon constitutive a leurface) avec son récepteur B7, peuvent
rendre tolérogénes les DC et induire I'expressienllO (Indoléamine 2,3-DiOxygénase)
(Fallarino et al, 1998). L'expression d'IDO a pour conséquence ctirede priver le
microenvironnement en tryptophane, un acide am#eessaire a I'activation T (Mellor &
Munn, 2004). Ces Treg peuvent en outre induire smes-expression de B7 sur les CPA,
encore une fois par CTLA-4, les rendant ainsi inureg et tolérogéniques, ou non-
immunogéniques (Wingt al, 2008). Enfin, bien d’autres mécanismes impliquid@-1,
LAG-3, PDL-1 ou encore HLA-G ont été largement d€adans la tolérance allogénique (Q.
Tang & Bluestone, 2008). Nombres de ces mécanismiepar ailleurs été sélectionnés puis
conservés depuis plusieurs millions d’années paiatare dans la tolérance foeto-maternelle
(greffe semi-allogénique) chez les mammiferes. gurént notamment [|'expression
placentaire de HLA-G inhibant I'action cytolytiques cellules NK par les récepteurs KIR
(Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors) (P. Meawu et al, 1998), d’'IDO inhibant les
lymphocytes T, et surtout un réle majeur des Treggenmelles mais également celles du
foetus. En effet, la déplétion des Treg chez desssgastantes induit le rejet de la plupart des
foetus (Aluvihareet al, 2004; Darrasse-Jez¢ al, 2006), alors que, plus récemment chez
’homme, des cellules maternelles traversant leguita pour résider dans les ganglions du
systeme immunitaire foetale ont été décrites. Bhdsisent la génération de Treg chez le
foetus qui a leur tour inhibent les réponses foetdilggées contre la meére ; phénomene qui
persiste au moins jusqu’a I'adolescence (Meldal, 2008). D’autres cellules suppressives,
telles que les MDSC (Myeloid-Derived SuppressorIseltilisent par exemple iINOS
(inducible Nitric Oxide Synthase), une enzyme dégra I'arginine en protoxyde d'azote
(NO, un gasotransmetteur), afin de supprimer lamép allogénique T dans un modéle de
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tolérance en transplantation rénale aprés blocada dostimulation CD28/B7 (Dugast al,
2008).

3. Latolérance clinigue en transplantation

En transplantation, la tolérance représente undétas lequel le systeme immunitaire
du receveur ne réagit pas contre les tissu du donmeut en conservant la capacité de
répondre contre d’autres antigenes. (pathogenes, tissus d’un donneur tiers). Actuelfgme
I'arsenal de drogues immunosuppressives utiliskesjaement chez I’homme pour éviter le
rejet ne permettent pas de conserver une répomsarimcontre des antigenes tierce partie, et
sont associés a une augmentation significativerdgsies d’infections, de tumeurs, et de
toxicité, tandis que I'apparition du rejet chrorequeste toujours aussi €élevée depuis 25ans
(Sykes, 2007).
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ll. Les cellules dendritiques (DC)

A. Bref historique

Découvertes dans les années 1860 dans I'épideameellules dendritiques étaient
alors décrites pour avoir une origine neurale @tét appelées « cellules de Langerhans » par
celui qui les avait découvertes, Paul Langerhamsdkerhans, 1868). Ce n’est que dans les
années 1970 qu’on leur trouva une fonction dansy#éme immunitaire car elles étaient
nécessaires a l'obtention d’'une réponse humordlejuielles furent appelées « cellules
dendritiques » du fait de leurs longs prolongememtsplasmiques (R. M. Steinman & Cohn,
1973). En plus de leur aspect morphologique pragee cellules étaient caractérisées par une
forte mobilité, une propriété d’adhérence au veateu plastique, une faible densité, une
faible activité endocytaire et I'absence de réaaprix fragments Fc des immunoglobulines
(R. M. Steinman, 1991). Dans le sang ou les orghmaghoides secondaires, ces cellules ne
représentent que 1% de la population leucocytaiest pourquoi I'étude ces cellules a
toujours été difficile. De nos jours, les technisjude différenciation irvitro a partir de
progéniteurs médullaires et de cytofluorométrie ferx ont permis de les étudier plus
facilement et précisément. Actuellement, la popoatie DC la mieux connue reste la cellule

de Langerhans.

Il est établit qu’il existe plusieurs populations BC, aux fonctions différentes, et que
ceci est lié a leur état de différenciation et thation, et donc a leur localisation dans
'organisme (Banchereau & R. M. Steinman, 1998% D& sont les cellules qui déclenchent
une réponse immune face aux diverses agressionms@mementales, physiques, chimiques et

biologiques.
B. Généralités

Les DC sont une population rare de leucocytes maagement distribués au sein de
'organisme. Ces cellules sont spécialisées dartadure, le transport, I'apprétement et la
présentation d’antigénes aux lymphocytes T. Lele €8t essentiel dans I'établissement et la
modulation de la réponse T, mais aussi de la répBret NK. Les DC se développent a partir
de progéniteurs de la moelle osseuse qui donneempréecurseurs de DC circulant dans le
sang et qui migreront vers divers tissus pour Hérdncier en DC immatures. Ces dernieres
agissent alors comme des sentinelles spécialisées da capture des antigenes

environnementauxe(g. bactéries, virus, toxines, allergénes, autoanéiggrmais également
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dans la détection de signaux de dangers poterfBaisinfection, inflammation, nécrose).
Lorsque les DC détectent ces signaux délivrés tdineent par I'environnement, elles
s’activent, maturent, et migrent vers les orgagayphoides secondaires pour y présenter les
peptides antigéniques sur les molécules du CMHlakse | et Il. La maturation induit une
augmentation de I'expression des molécules du CMHlee costimulation, tandis que la
migration des DC via les vaisseaux lymphatiques Wes zones T des organes lymphoides
drainants s’effectue sous l'influence de gradietfgschimiokines. Une fois dans les zones T,
les DC transmettent les informations du type dégmg@ne rencontré aux cellules T naives,
conduisant a I'élaboration d’'une réponse immuretapécifique. Seules les DC ont cette
capacité de capturer l'antigéne et d’activer emesdiés cellules T naives. Il s'agit d’'une
caractéristique majeure des DC (Banchereau & RSteinman, 1998), leur conférant le nom
de CPA professionnelles (Matzinger, 1994). Les wvent aussi réguler les réponses en

modulant 'amplitude et le type de la réponse.

Il existe 3 types de CPA : les macrophages, lephguytes B et les DC. Alors que les
fonctions primaires des macrophages et des lympasd sont respectivement d’éliminer le
pathogénes et de produire des immunoglobulingséeentation de I'antigéne aux cellules T
est la seule fonction connue des DC matures. AassDC existent-elles sous deux formes,
(matures et immatures) dont les fonctions respestsont séparées dans le temps et dans
'espace. Les DC immatures sont présentes danskss ou les elles capturent I'antigene.
S’ensuit la maturation et la migration des DC Mess organes lymphoides apres détection
d’'un danger. Dans les organes lymphoides secosddae DC matures ont pour fonction
principale de présenter les antigenes aux lymplescyt Deux mécanismes généraux ont été
proposés par lesquels les DC peuvent établir ulégatoce périphérique. Le premier est
gu’une population de DC dite régulatrice est impdéigq (F. P. Huangt al, 2000). Le second
est que toutes les DC peuvent induire, soit unensp tolérogéne, soit une réponse
immunitaire. Cette distinction dépend de I'état rdaturation ou d’activation des DC. Le
modele classique fait une distinction nette eregeDC immatures et matures qui induisent
respectivement la tolérance et I'immunité (R. MeiSinanet al, 2000; M. V. Dhodapkaet
al., 2001). Les DC immatures pourraient induire laétahce en tuant ou en rendant
anergiques les cellules T, ou en générant des lgoypes T régulatrices (Roncarod al,
2001). Cependant il a aussi été proposé que leataé soit induite par des DC dites semi
matures pas completement activées (M. L. Albedl, 2001; R. M. Steinman, Hawiger & M.
C. Nussenzweig, 2003; R. M. Steinman, Hawiger, i, &t al, 2003). Ces différents états de
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maturation des DC leurs conferent ainsi une grahasticité, et met en exergue le réle clé de

la maturation dans l'initiation de la réponse imiitaine.
C. Localisations

Les DC sont des cellules rares qui colonisent lesypartiments tissulaires de
'organisme et dont la fonction de CPA permet uaptagre et une présentation antigénique

optimale pour une réponse immune efficace (R. Mingtan, 1991).

1. Les cellules dendritigues de la peau et des mu@seus

Représentant 2 a 4% des cellules de I'épidermes @ndrphologie tres étirées, les
cellules dendritiques de I'épiderme, ou celluleLa@gerhans, forment un réseau de cellules
dans un lieu privilégié pour la surveillance immiagique (N. Romanket al, 2001). Ces
cellules se caractérisent par I'expression de lamggmais qui serait aussi exprimée par
d’autres DC), la présence de granules de Birbedklgdleauet al, 2000) et I'absence
d’expression de lintégrineE 27 (CD103). Les granules de Birbeck sont des otgani
intracellulaires qui auraient probablement un @tetant que compartiment d’apprétement
antigénique et disparaissent lors de la maturatierces cellules. Le derme, quant a lui,
contient des DC qui s’apparentent aux DC inteeskis, et sont divisés en deux populations :
celles exprimant la langerine ainsi que CD103,eies qui ne les expriment pas (Meretd
al., 2008). Les muqueuses des tractus digestif, s, et génital sont également des lieux
stratégiques pour la surveillance et la capturéggé@nigue. On y retrouve un réseau de DC
immatures proches des cellules de Langerhanssté nen réseau au sein de l'intima des
vaisseaux qui a réecemment été mis en évidence doaisla fonction reste inconnue, mais

seraient peut-étre impliquées dans I'athérosclé@gbulsky & Jongstra-Bilen, 2010).

2. Les cellules dendritiques interstitielles

Tous les tissus non lymphoides contiennent moind%ede cellules dendritiques
interstitielles, hormis les tissus dits de privédgimunologiques tels que la cornée centrale et
le parenchyme cérébral pour lesquels elles somnédxs. Ces cellules, qui colonisent les tissus
par voie sanguine, sont de morphologie irrégulegtrexpriment fortement les antigénes de
classe Il du CMH (Steinigeat al, 1984).
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3. Les cellules dendritiques des organes lymphoides

Retrouvées essentiellement dans les zones T, lag@€sentent 0,5 a 2% des cellules
des organes lymphoides (R. M. Steinnedral, 1997). Dans le thymus, elles se localisent
dans la zone médullaire et a la jonction corticauli@ire, ou elles jouent un roéle dans la
sélection négative des thymocytes (Brockerl, 1997). Elles sont présentes dans la zone
marginale de la rate, ainsi que dans le cortexfoitieulaire des ganglions lymphatiques (K.
Inabaet al, 1984), mais leur phénotype difféere quelque pewalai des DC des zones T.
Enfin, les tissus lymphoides associés aux muque(aeg/gdales, plaques de Peyer)

contiennent également des DC.

4. Les cellules dendritiques de la lymphe et du sang

La lymphe, circulant des tissus périphériques vi@s ganglions lymphatiques
drainant, contient des cellules qui ont un aspemiléven microscopie et ayant les
caractéristiques des DC. Ces cellules transitefiagtn constitutive dans la lymphe afférente
et se localisent dans les zones T des ganglionphgtiques ou elles vont probablement y
mourir aprés quelques jours, car on ne retrouvedga®C dans la lymphe efférente qui

contient essentiellement des lymphocytes T naifs.

Dans le sang, les DC représentent environ 0,5 ad2%'ensemble des cellules
mononuclées et sont principalement immatures, ronigetrouve surtout des précurseurs

directs de DC tels que les monocytes, représetarit2% des leucocytes.

D. Les populations de cellules dendritiques

Les cellules dendritigues sont hétérogenes, ai@iside des DC a-t-elle révélée que
plusieurs populations de DC, phénotypiquement ettionnellement différentes, existent et
permettent une certaines plasticité de ces cellllegr localisation, stade de maturation et
ontogénie a permis de caractériser différentes lptipns de DC. Il existe deux classes
(Shortman & Y.-J. Liu, 2002) de DC : les DC myéksdCD11¢ dites « conventionnelles »
(mDC), regroupant les mDC1 (CD1€D141) et les mDC2 (CDIcCD14T) (C. C. Chang
et al, 2000; Piccioliet al, 2007), et les DC plasmacytoides C1qDC) qui ne sont, au
repos, pas réellement considérées comme des « Bi@nt,donné leur forme circulaire (non
dendritique) et I'absence de propriété CPA (Shont&a’.-J. Liu, 2002; Reiziet al, 2011).

Nous parlerons ici des DC chez 'homme et le Risix espéces faisant partie

intégrante des travaux effectués lors de ma these.
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1. Chez I'hnomme

Du fait de la difficulté d’obtenir des échantilloaa quantité suffisante pour y extraire
ces cellules, tres peu d’études sur les DC humaineété réalisées.

Ces cellules, résidant dans I'épiderme et les mugpseépithéliales a I'état immature,
expriment le marqueur leucocytaire CD45 et les mewgs myéloides CD13 et CD33. Elles
expriment aussi le CD1a et les molécules d’adhé€ibilb, CD11lc, CD18, CD44, CD54,
CLA (Cutaneous Lymphocyte Antigen), et I'E-cadhérirRetrouvée sur les kératinocytes,
'E-cadhérine permet la liaison entre ces deux dypellulaires (A. Tangt al, 1993). Les
marqueurs spécifiques des cellules Langerhans leo8D207 (langerine), le CDla et les
granules de Birbeck (C.-C. Chat al, 2011). Ces cellules peuvent étre généndéestro par
différenciation de cellules souches CD34n présence de GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony-Stimulating Factor) et de T&lFtechnique induisant aussi une
différenciation en DC interstitielles (Cawt al, 1996). Des études ont montré que les
granules sont impliquées dans I'endocytose grasesaécepteurs, et dans la présentation de
'antigéne (Mc Dermottet al, 2002). La langerine serait impliguée dans la &égge des
granules (Verdijket al, 2005), et dans le trafic des antigenes extrdeals sur le CMH de
classe | (Valladeaat al, 1999). Ainsi langerine et granules de Birbeck Islemt-ils lies a la
présentation des complexes CMH/peptides. Une fatures, ces cellules migrent vers les

ganglions lymphatiques via les vaisseaux lymphasqu

Ces cellules de type myéloides sont situées aamides capillaires ainsi que dans la
partie haute du derme a I'état immature. Ellesigseht en deux différentes populations en
fonction du niveau d’expression de CD1a, et derésgnce de CD14 (Nestd al, 1993).
Ces cellules expriment la lectine DC-SIGN (Dendri@ell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin, ou CD209) (Tueviet al, 2002), méme si, dans des
conditions particulieres, les macrophages peuvassid’exprimer (Soilleuxet al, 2002),
mais pas les granules de Birbeck. Ces DC ont &ézapeu étudiées, cependant elles
pourraient correspondiia vivo aux DC dérivées de monocytes et peuvent étre gésiér
vitro & partir de monocytes en présence de GM-CSF et4)’'thu a partir de cellules CD34
en présence de GM-CSF et de TWHCaux et al, 1997). Il est suggéré que les DC
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interstitielles, qui ont un phénotype proche desd&S centres germinatifs, migrent dans les
follicules lymphoides (Pulendraat al, 2001).

Dans le thymus, deux populations de DC CD1é&t CD4 ont été décrites selon
'expression du HLA-DR et du CD11b. Ainsi, il exéstune population minoritaire au
phénotype CD1Ib et HLA-DR' et une population majoritaire CDIllet HLA-DR™
(Bendriss-Vermarest al, 2001; Vandenabeelet al, 2001). Les DC CD1Tbexpriment le
CD14 et semblent immatures, étant donné qu’ellexpriment pas le CD83, tandis que les
DC CD11B n’expriment pas le CD14 mais semblent matureselbes expriment le CD83, le
CD80 et le CD86. Ces DC thymiques semblent s’éifierdnciéesin situ plutdét que de
provenir directement du sang a l'état différendiffin, une troisieme population existe,
exprimant le CD4, HLA-DR mais pas CD11c : les dekudendritiques plasmacytoides.

Dans les organes lymphoides secondaires plusigoes tle DC sont présents. Ainsi,
les pDC sont-elles majoritaires dans les amygdadsex]jis qu’'on y retrouve quatre autres
populations de DC représentant des DC interdigi(€esuardet al, 1997; Summerst al,
2001). Dans les tissus lymphoides associés austimgetels que les ganglions lymphatiques
mésentériques on retrouve principalement des D@h@émotype mature, tandis que dans les
ganglions axillaires et sous cutanés on retrouda DC au phénotype immature (K.
Takahashet al, 1998; Richteret al, 1995; K. Takahaslet al, 2001). Pour ce qui est des
DC spléniques, ces cellules semblent immaturegpigites n’expriment ni le CD80, ni le
CD83, mais expriment HLA-DR, CD4, et CD40 (Mcliragt al, 2001) ; elles semblent
correspondre a la population de DC myéloides dg.san

L’acces et la disponibilité du sang humain a perumis étude plus approfondie des
DC du sang, en comparaison aux organes lymphoidesOonaldet al, 2002). Deux
précurseurs immédiats des DC ont, ainsi, été isdEspré-DC1 et les pré-DC2 (Rissostn
al., 1999).

Les pré-DC1 correspondent aux monocytes, le préauils plus utilisén vitro pour
obtenir des DC myéloides, que I'on appelle alordD@agMonocyte-derived Dendritic Cell).
Exprimant le CD14, ils sont pourvus d’'une grandasptité puisque lorsque cultivés en

présence de M-CSF (Macrophage-Colony Stimulatingtdfa (Cauxet al, 1997), ils se
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différencient en macrophage, tandis qu’en présdec8M-CSF et d’IL-4, on obtient une DC
immature appelée DC1 (N. Romaatial, 1996; Sallusto & Lanzavecchia, 1994). Alors que
I'IL-6 favoriserait une différenciation en macrogfea le TNFe orienterait une différenciation
en DC (Chomaragt al, 2003). Les monocytes expriment les marqueurs oiges$ ainsi que
de faibles quantités de CMH Il et de molécules agimulation (Pulendraat al, 2001). lIs
possédent une forte capacité de capture antigéna&juexpriment le MMR (Macrophage
Mannose Receptors, récepteurs d’endocytose) aiesilifférents TLR, tels que le TLR-1, -2,
-4, -5 et-8, leur permettant de répondre a de nembpathogénes. En utilisant un modele de
traversée de l'endothéliunm vitro, il a été suggéré une explication plausible de la
différenciation du monocyte en D@ vivo (Randolphet al, 1998). Les monocytes
migreraient a travers les cellules endothélialeglaceraient dans la matrice de collagéne et,
en faisant le trajet inverse, se différencieragats en DC. Il a réecemment été démontré que
les monocytes se différenciaiemt situ, dans les ganglions lymphatiques, aprés infection
(Cheonget al, 2010), mais aussi que les T helper pouvaientiiadeur différenciationin
vivo (Alonso et al, 2011). Deux populations de DC CDI1cessemblant aux monocytes et
correspondant aux DC d’origine myéloide ont étéodeertes en méme temps que les pDC
CD11c- (O’Dohertyet al, 1994), (Grouarekt al, 1997). Ainsi trouve-t-on dans le sang trois
populations de DC : les pDC qui sont CD1RBDCA-2" (Blood Dendritic Cell Antigen-2) et
BDCA-4", les mDC1 qui sont CD11@t BDCA-T, et les mDC2 qui sont BDCA-3D. N.
Hart, 1997; S. P. Robinsat al, 1999; Dzionelet al, 2000; Lindstedét al, 2005) .

Les pDC ont aussi été appelées cellules T plaswi@eg (du fait de I'expression de
CD4 et du pré-TCR), monocytes plasmacytoides, et pré-DC2 (Growdrdl, 1997). Elles
expriment fortement le récepteur de I'lL-3, les FIZRet -9, et sont connues pour étre la
source majoritaire d’'IFN de type 1 dans l'organisfReiziset al, 2011). La culture de ces
cellules avec de I'lL-3 et du CD40L induit leur medtion et induit la différentiation de
lymphocytes T CDZ naifs en lymphocytes Th2, c’est pourquoi ces teslont été appelées
pré-DC2, et DC2 a I'état mature (Rissaatral, 1999). Cependant, étant donnée la plasticité
de ces cellules (elles peuvent se différentier €ncbnventionnelles) en fonction des stimuli
percus, actuellement le terme DC2 dénote uniquemneatdifférence cellulaire et non une

différence fonctionnelle liée a la polarisationntuite.
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La base des connaissances des DC humaines stestgaentiellement a partir de DC
générées a partir de la moelle. En ce sens, celaepad’éclaircir 'ontogénése des DC,
d’étudier le role de différents facteurs et cyt@dgnmais aussi de développer des approches
thérapeutiques. Trois populations difféerentes diEcymseurs sont utilisées pour générer des

DC humaines en culture (dfigure 5)

Le précurseur le plus précoce utilisé est la foactle cellules CD34isolée a partir de
la moelle osseuse ou issues du sang de cordonicahbin milieu semi-solide, cette fraction
est capable de former des colonies de DC (J. WnY¥etal, 1995). Par la présence de GM-
CSF et de TNFe, deux précurseurs immeédiats et voies de difféeioci de DC sont
possibles (Caurt al, 1996). La premiére est dépendante de P&fE-conduit a la formation
de DC produisant des granules de Birbeck et I'esgiom de langerine, ressemblant donc a
des cellules de Langerhans (Strablal, 1996). La deuxieme conduit a la formation de
précurseurs exprimant le CD14 ressemblant aux nype®et génere des DC ressemblant aux

DC interstitielles.

Les monocytes du sang restent les précurseursldsscpuramment utilisés pour la
génération de DC humain@s vitro, par I'utilisation d’IL-4 et de GM-CSF, produisadées
DC1 (Sallusto & Lanzavecchia, 1994). On appellersaloes DC: MoDC. Comme dit
précédemment, en utilisant un modele de traversd@nidothéliumin vitro, il a été suggéré
une explication plausible de la différenciation donocyte en DGn vivo (Randolphet al,
1998). Les monocytes migreraient a travers lesilesllendothéliales, se placeraient dans la
matrice de collagéne et, en faisant le trajet iswese différencieraient alors en DC. |l a été
démontré récemment que les monocytes se difféientian situ, dans les ganglions
lymphatiques, apres infection (Cheoegal, 2010), mais aussi que les T helper pouvaient

induire leur différenciatiom vivo (Alonsoet al, 2011).
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Figure 5. Schématisation des cellules dendritiques généméeso.

2. Chezle rat

La plupart des études ont utilisé I'histologie pearactériser les DC dans les tissus
lymphoides et non lymphoides, tels que dans lempas, le foie, et les intestins (D. N. Hart
& J. W. Fabre, 1981; P. G. Hadt al, 1988; Maricet al, 1996). Cependant, aucune de ces
études n’a permis de classer les DC en différgmpsilations et I'ontogénie des DC chez le
rat reste mal connue. Les travaux de MacPhersompemis d’identifier deux populations
distinctes de DC qui expriment fortement le CD168onnu par I'anticorps OX62 (Pugh
al., 1983; Brenan & Puklavec, 1992). Ces deux typeB@ese différencient par I'expression
de CD4 et de CD1#2(SIRPe [Slgnal Regulatory Proteia} ). Ainsi trouve-t-on des DC
CD4" SIRR:" et des DC CD4SIRRy (L. Liu et al, 1998). CD103 est considéré comme
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marqueur spécifique des DC chez le rat, alors tpeg Ehomme et la souris, cette intégrine
est considérée comme un marqueur des lymphocyierarépithéliaux (Cerf-Bensussah

al., 1987; Schoret al, 1999). Chez le rat, il a été montré que I'anfiso®X62 marquait, en
plus de certaines populations de DC (les DC « gsik¢ mais pas les cellules de Langerhans),
les lymphocytes T intra-épithéliaux de I'épiderntade I'intestin gréle (Brenan & Puklavec,
1992; Brenan & Rees, 2000). Comme chez 'lhomme,O€s n'expriment pas le CD8
(contrairement aux DC murines), cependant dansaiosrtmodéles tumoraux ou d’EAE,
certaines études montrent une expression de CBS8sarface de cellules OX62Chauxet

al., 1993; de la Mata&t al, 2001; Petterssoet al, 2004). Les travaux de Josien ont montré
gue les DC, chez le rat, expriment le récepteur RKIRaprés une nuit de culture, et que les
DC spléniques (et non du thymus ou des gangliomsycent une activité cytotoxique
calcium- et TNF-indépendante de type NK contre ligre2e tumorale YAC-1 (Josiegt al,
1997). lIs I'ont identifiée en tant que cellules £3IRR CD103. Peu d’études décrivent la
génération de DC a partir de précurseurs de lalemoskeuse, cependant il est possible de
générer des DC a partir de moelle par I'utilisatienGM-CSF et d’'IL-4 (Talmoet al, 1998;
Graueret al, 2002).

E. Développement des cellules dendritiques chez I’lhamm

Malgré la caractérisation de différents progénieatrcytokines par les études de mise
au point de génération de D€vitro, il est a noter que les voies de différenciatiéellement

empruntées vivone sont pas clairement établies.

Dans la moelle osseuse, les cellules souches hpaiétijues CD34se différencient
en progéniteurs lymphoides communs (CLP ; Commmuonphoid Progenitors ; précurseurs
des lymphocytes T et B, et des cellules NK) et mgéniteurs myéloides communs (CMP ;
Common Myeloid Progenitors ; précurseurs des gomytgs, érythrocytes, mégacaryocytes,
monocytes et macrophages) (K. Akashal, 2000) (cf.Figure 6). Dans la moelle osseuse et
le sang, les cellules souches hématopoiétiques aororigine des deux précurseurs
immédiats de DC : les pré-DC1 et pré-DC2 ; corragdpat, respectivement, aux monocytes
et aux pDC. Ces deux types de précurseurs senaigjoritairement issus d’'un progéniteur
commun aux macrophages d’origine myéloide (CMP)rimgnt FIt3 (Fms-like tyrosine
kinase 3), mais plusieurs études démontrent angsparticipation d’un progéniteur commun
aux lymphocytes B (CLP), exprimant lui aussi FIt3 YWu & Y.-J. Liu, 2007). FIt3 et FIt3
ligand semblent étre des facteurs majeurs dansBostasie des mDC, et, de maniére plus

46



INTRODUCTION- Il - Les cellules dendritiques (DC)

cruciale, dans celle des pDC puisque, alors quesass déficientes en Flt3 ligand voient le
nombre de leur DC diminuer (H. J. McKene& al, 2000), sa présence augmente leur
génération (4 a 8 fois plus de DC apres administrate FIt3 ligand chez des volontaires
humains) (Maraskovskyet al, 2000). Par génération de D@ vitro, les voies de
différenciation issues des CMP sont mieux connRed. Steinman & K. Inaba, 1999). Sous
action du GM-CSF, d’IL-4, et du TG;-les précurseurs myeéloides CD14- se différen@ant
cellule de Langerhans et migrent sous la peawevmadrqueur CLA (Strun&t al, 1997), alors
que les précurseurs myéloides CD#%4 différencient en DC immatures semblables aux DC
interstitielles (Cawet al, 1997).

Les pré-DC1 expriment le marqueur CD14, et posgddecapacité de se différencier
en DC immature DC1 ou en macrophage. Ce phénonednkls se produira vivo, comme
des expériences le montrentvivo chez la souris (Randolgt al, 1999), etin vitro par des
expériences de « trafficking » mimant la diapédebez 'homme (Randolpbkt al, 1998).
Les voies de développement des pDC, ou pré-DCtmnieassez mal connues. Cependant, la
présence de FIt3 ligand et I'expression de sonptéae FIt3 semblent étre primordiaux pour
le développement de ces cellules, tout comme lesgion du facteur de transcription E2-2 (et
réciproguement de son inhibiteur 1d2) puisque degéniteurs hématopoiétiques déficients
en E2-2 ne se développent pas en pDC (@&saé, 2008). Enfin, le G-CSF semble important
pour leur mobilisation hors de la moelle osseuski(fati et al, 2000; Pulendraret al,
2000).
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Figure 6. Représentation du développement des DC a parta choelle.

cDC : conventional DC; CLP: Common Lymphoid Reogors; CMP :
Common Myeloid Progenitors; GMP : Granulocyte aihcrophage
Precursors ; HSC : Hematopoietic Stem Cells ; M:DMacrophage and DC
Precursors; MEP: Megakaryocyte and Erythrocyte g@mndors; MPP :
Multipotent progenitors. Selon Wu et Limmunity2007.

F. Les cellules dendritigues : maturation et TLR

La maturation/activation permet aux DC d’acquérme donction de CPA optimale

pour induire une réponse T, de par la surexpresssmmolécules de costimulation, du CMH

de classe I, et par la production de cytokinesgReSousa, 2006). En général, I'activation

des cellules dendritiques s’effectue lors de lameaissance de motifs moléculaires conservés

par les pathogénes appelés PAMP (Pathogen assboialecular pattern) (Janeway, 1989),

ou de molécules du soi assimilées comme un dangezlés DAMP (Danger Associated

Molecular Pattern) (Shimizu & Fujii, 2008), par IBRR, et plus particulierement par les

TLR. Ces récepteurs régulent l'activation de laoré&ge innée, mais aussi de la réponse

adaptative (Janeway & Medzhitov, 1998). L’activatales DC peut aussi se faire via d’autres

PRR qui ne seront pas abordés dans cette thésequel les NLRs (Nucleotide-binding
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oligomerization domain-Like receptors) (van Vlatal, 2007).1l est a noter que, lorsque les
lymphocytes T et les DC se rencontrent, l'intex@atiCD40-CD40L peut induire la maturation
des cellules dendritiques (Cawt al, 1994), mais il semble surtout qu’elle amplifie la
maturation des cellules dendritiques (permettam fomte production d’IL-12) (O. Schulz,
Edwards.et al, 2000; Celleet al, 1996). De méme des cytokines telles que le aNfEles
IFN peuvent induire la maturation de ces celluhlagjs aussi divers cocktails cytokiniques
(Castielloet al, 2011).

1. Les Toll-like recepteurs (TLR)

L’importance des récepteurs Toll dans I'immunitééa a été initialement décrite chez
la drosophile ; les récepteurs Toll avaient aldes identifiés comme nécessaires durant le
développement embryonnaire pour I'établissemernitade dorso-ventral (Hashimotet al,
1988). Du fait de la similarité de sa signalisati@ttivation de NReB) avec celle de
l'interleukine-1 chez les mammiferes, les domaiméscytoplasmiques étaient semblables et
correspondent maintenant au domaine TIR (Toll/IRdceptor). Finalement, 9 Toll ont été
découverts chez cet insecte, et jouent un réle ddefls la défense immunitaire contre les
pathogénes de cet insecte (Belvin & K. V. Andersb®96). Peu de temps plus tard, un
homologue humain appelé TLR est découvert (Medehataal, 1997), alors qu’aujourd’hui
11 membres ont été trouvés (TLR-1 a -11) ; cepenkiaionzieme ne semble étre qu’un
pseudogéne (sauf chez la souris) (Roach, 2005)récepteurs sont classés en 6 familles, en
se basant sur les classes de pathogenes recoriaus dmologie : les TLR-2 (TLR-1,-2, -6,
-10), le TLR -3, le TLR-4, le TLR-5, et les TLR {9LR-7, -8, -9). Les TLR sont des
glycoprotéines de type | et posseédent des domaixteacellulaires riches en leucine (LRR ;
Leucine-Rich Repeats), contrairement au réceptear I'tL-1 qui a un domaine

immunoglobuline-like.(Belkt al, 2003).

Les lipoprotéines des pathogenes tels que les riectdésram négatives, les
mycoplasmes, I'acide lipoteichoique des bacté@am positives ou les composés
protéoglycanes (zymosan) (O. Takeuehi al, 1999; Takedaet al, 2003) et le LPS
(LipoPolySaccharide) des non-entérobactéries (@iffé du LPS des bactéries Gram
négatives) (Hirschfelet al, 2001) sont reconnus par le TLR-2. Le TLR-2 peuter un

hétérodimere avec le TLR-1 ou -6, et permet respoent la reconnaissance de lipopeptides
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triacyls ou diacyls (O. Takeucht al, 2002). Des études montrent que des ligands endege

pourraient aussi activer le TLR-2 tels que les Bbatk protéines (Hsp) (Erridge, 2010).

Méme s'il existe d’autres mécanismes indépendant§lLdr-3 (Dieboldet al, 2003),
celui-ci permet la reconnaissance de ’ARN doubia produit essentiellement par les virus
et entraine la production d'interféron de type lleffopoulouet al, 2001). Une ligand

synthétique du TLR-3 permet son étude : I'acidg/ipokinique-polycytidilique [Poly(l :C)].

Ce TLR est essentiel dans la reconnaissance dudeB3actéries Gram négatives
(Poltoraket al, 1998), mais semble aussi impliqué dans cellagémdls endogenes, appelés
DAMP, comme les Hsp60 et 70, la fibronectine, legosaccharides d’acide hyaluronique,
'héparane sulfate et le fibrinogéne. Cependantyvéaacité des travaux identifiant les
différents ligands endogénes est remise en caws@adla possible contamination de ces
molécules avec du LPS (Erridge, 2010). Ainsi deslé€t leur conféreraient-elles plus un role
en tant gqu’'« assistant » de la reconnaissance ABEPRpar sensibilisation du TLR ou par
liaison au PAMP) ; les études montrant que le LB& @gtre reconnu par les Hsp70 et 90, ou
le CXCR4 vont en ce sens (K. Triantafiletial, 2001).

La reconnaissance du LPS n’'implique pas uniquereeiilR-4 mais aussi la LBP
(LPS Binding Protein) présent dans le sérum etDd4c(qui existe aussi sous forme soluble
sCD14) exprimé par les monocytes et macrophagesafd,in fine, un complexe (Q. Jiang
et al, 2000; da Silva Correiat al, 2001; da Silva Correia & Ulevitch, 2002). La @ioe
MD-2 (Myeloid Differentiation factor-2) peut, quaatelle, augmenter la sensibilité du TLR-4
vis-a-vis du LPS (Shimazwet al, 1999). Le LPS peut aussi étre détecté dans les
compartiments intracellulaires par NOD-1 (Nucleetldnding Oligomerization Domain, un
autre PRR comportant un domaine LRR) (Inoleral, 2001).

Les composeés protéiques du flagelle, et plus pdigrement les domaines conserves
de la flagelline sont reconnus par le TLR-5 (F. &khyet al, 2001).
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e. TLR-7 et-8

lIs sont impliqués dans les réponses antiviraledoat, dans la production d’IFi-
(Hemmiet al, 2002). L'imidazoloquinoline, un composé syntheégpermet son étude, mais
ses ligands naturels semblent étre des motifs d’AlRhes en guanine et uracile (Diebeid
al.,, 2004). Les ARN modifiés, ou méthylés, correspomdaux ARN de mammiféres,
diminuent la production de cytokines et de margsi@liactivation par les DC, alors que les
ARN non modifiés, correspondant aux ARN mitochoadxi et bactériens, les activent
(Kariko et al, 2005).

L’ADN aux motifs CpG non méthylés d’origine bact#rhe sont reconnu par ce TLR
(Hemmiet al, 2000; Cornéliest al, 2004). Deux types de CpG existent, de par leucttre
distincte, et induisent une réponse différente.tyyge B induit la production d’'IL-12 et de
TNF-a, alors que le type A induit la production d’IFdNpar les pDC, mais peu d’IL-12 (Krug
et al, 2001; Verthelyet al, 2001). Ce TLR semble impliqué dans les maladiks-Bnmunes
telles que le lupus systémique et I'arthrite rhwide (Leadbettest al, 2002; Vigliantiet al,
2003; Bouléet al, 2004).

g. TLR-10

Ce TLR est fortement exprimé par les lymphocyteddhs les poumons et faiblement
dans les tissus lymphoides, toutefois son ligasteraanconnu (Chuang & Ulevitch, 2001;
Hasaret al, 2005).

h. TLR-11

Ce TLR n’existe que sous la forme d'un pseudogdrez ¢homme (D. Zhanet al,
2004).

En plus d'étre différentiellement exprimés seloa tifférentes populations de DC,
mais aussi de leur état d’activation, d’autresutedi contribuant aux réponses inflammatoires
comme les macrophages, les monocytes et les mast@xpriment des TLR (Muziet al,
2000; McCurdyet al, 2001; Supajaturat al, 2001). Des études ont montré que la plupart des
tissus expriment au moins un TLR, contribuant, tecoge, aux réponses inflammatoires
(Zarember & Godowski, 2002). Au sein de la celllés TLR sont distribués a différents
endroits. Ainsi trouve-t-on les TLR-1, -2, -4, -6-6 a la surface de la cellule, alors que les

TLR-3, -7, -8, et -9 sont exprimés dans les conparits intracellulaires comme les

51



INTRODUCTION- Il - Les cellules dendritiques (DC)

endosomes (Hekt al, 2003; Matsumotet al, 2003; Latzet al, 2004). L’expression des
TLR est modulée par différents facteurs, ainsi ageession (e.g. ischémie-reperfusion,
invasion microbienne) ou la présence de cytokinat-pke influencer leur expression
(Pulskenset al, 2008). Chez les macrophages, une infection viralait une augmentation
des TLR-1, -2, -3, et -7, et une diminution du TERF. Nomuraet al, 2000), alors qu’en

bloguant I'lFN- etp, 'augmentation est prévenue.

2. Signalisation des TLR

Chez les mammiferes, deux types de voies de sggtiaih de TLR existent et peuvent
étre activés conjointement (TLR-4) ou séparémerioeation du TLR activé. Quelque soit la
voie empruntée, la signalisation est dépendanteedinieraction entre les domaines TIR de la
partie cytosolique du TLR et des molécules addpeartransduisant le signal (L. A. J.
O’Neill & Bowie, 2007). La signalisation des TLRwdent de plus en plus complexe, de par
le fait que les TLR peuvent se dimériser, et queokabinaison de ligands de TLR différents

entraine des intéractions entre les voies de ssztiain.

L’importance de la molécule MyD88 (Myeloid Differgation 88) a été démontrée sur
des souris déficientes en MyD88 qui ne répondesit @a peu, aux ligands des TLR-2, -4, -5,
-7 et -9 (T. Kawaket al, 1999; O. Takeuclet al, 2000; Adachet al, 1998). Sur ces souris,
I'activation des cibles connues des TLR que sorikBFJNK (JUN N-terminal Kinase) et
p38 est absente pour tous les TLR, excepté poltkRe4 et le TLR-3 (Kaisheet al, 2001,
Alexopoulouet al, 2001) qui utilisent, respectivement, la voie ipeiédante de MyD88 de
maniére conjointe, ou exclusive. MyD88 est une wulk® adaptatrice contenant un domaine
TIR, un domaine intermédiaire et un domaine de {2l ; Death Domain). Que ce soit pour
les TLR, ou les molécules adaptatrices, dans lenraithe TIR, deux régions particulieres ont
été étudiées et sont appelées « boucle BB » etiglido®D » (L. A. J. O'Neill & Bowie,
2007). Il a ainsi été montré que la boucle BB diRT2 et la boucle DD de MyD88 étaient
nécessaire pour que ces deux protéines intéragidseXu et al, 2000; Dunneet al, 2003),
tout comme les boucles DD du TLR-2, et BB du TLRdur se dimériser (Gautaet al,
2006). Exceptions faites des TLR-4 et -2, nécassita recrutement de la molécule
adaptatrice MAL (MyD88-Adaptator-Like ; aussi consous le nom de TIRAP) (Horngt
al., 2001; Kagan & Medzhitov, 2006) par interactioriRITIR pour mobiliser MyD88 sur le

TLR, pour tous les autres TLR activés, MyD88 estatement recrutée par interaction TIR-
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TIR. Il est a noter que MAL nécessite d'étre phasple par BTK (Bruton’s Tyrosine
Kinase) afin de poursuivre la signalisation (Jeffeet al, 2003; P. Gragt al, 2006), et que
MAL peut-étre dégradé par SOCS1 (Suppressor Of KhaoSignalling 1) (Manselét al,
2006). Les membres de la famille IRAK (IL-1R-Assit Kinase) sont ensuite mobilisés.
IRAK4 semble étre la premiére kinase impliqguée spiRAK1 est recrutée. Un variant de
MyD88 induit apres LPS (ligand du TLR-4), appeléD88s, ne possede pas l'interdomaine
nécessaire a lintéraction avec IRAK4 et apparaiha étre un régulateur négatif de la
signalisation (Burngt al, 2003). De maniére intéressante, MyD88s n’inhiag lfactivation
de JNK, indiquant que JNK ne nécessite pas l'atitimale signal via IRAK4 (Jansseesal,
2003). Lorsqu’lRAK2 est surexprimé, il peut interagvec MyD88, tandis qu’IRAK-M
empécherait la dissociation d'IRAK1 et IRAK4 aveyD¥88 (K. Kobayashiet al, 2002).
IRAK1mobilise TRAF6 (TNF-Receptor-Associated Factd), qui recrute TAK1
(Transforming-growth-factop-Activated Kinase 1), TAB2 (TAK1-Binding Protein, 2t les
facteurs d’ubiquitinylation UEV1A (Ubiquitin-conjading enzyme E2 Variant 1A) et UBC13
(UBiquitin-Conjugating enzyme 13) (Z. J. Chen, 2D06e complexe modifie TRAF6 et
TAK1, ce qui permet I'activation de NikB, de p38 et de JNK (par activation des kinases
correspondantes). Le CD14 semblerait nécessairaeasignalisation via myD88 lors de
I'activation des diméres TLR-2 et -6, ou lorsquelLleS (ligand du TLR-4) est «lisse »
(contient I'antigene O), contrairement a celui @sit « rugueux » (Z. Jiangt al, 2005).
Lorsque les TLR-7, -8, ou -9 sont engagés, la $igateon via MyD88 est requise pour
produire les IFN de type | (Hondz al, 2005), et plus particulierement pour activer IRF7
( Interferon Regulatory Factor 7 : les IRF sont temaille de facteurs de transcription) et la
production d’'IFNe (T. Kawai et al, 2004). Pour ces TLR, il semble gqu'un complexe
MyD88-IRAK1-IRAK4-IRF7 se forme, ou IRF7 est phogpilé par IRAK1 (Hochreiret al,
2004). Respectivement, l'activation d'IRF5, et dAR (particulierement sur les DC
myéloides) (Negishet al, 2006) par interaction avec MyD88, est nécessailenduction
d’'IFN de type |, mais aussi a celle de cytokinesnflammatoires telle que I'lL-12, I'lL-6 et
le TNF-u pour tous les TLR (Takaoket al, 2005). De maniére intéressante, il semble que
I'IFN-vy ait un effet de « priming » sur I'action des TldR cela semble lié au fait qu’il induise
IRF1 (Negishiet al, 2006). TRAF3 s’avere, lui aussi, interagir avey[8 lors de
I'activation des TLR-4 et -9, puisque l'inductioe tIFN de type | et I'IL-10 est inhibée sur
des cellules déficientes en TRAF3 (H. Hackeéral, 2006). Il est intéressant de noter que
lorsque le TLR-4 est activé par du LPS, I'activatide NF«B est retardée en comparaison

aux autres TLR. Des études montrent quexBFest activé en deux phases : une que la voie
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MyD88 active rapidement, et I'autre indépendanteMy®88 via la production autocrine de
TNF (Covertet al, 2005; Werneet al, 2005). La combinaison de ces signaux permet la
stabilisation de I'activation de NkB. Le TGF$, une cytokine anti-inflammatoire entraine la
dégradation de MyD88, et peut donc interférer daesignalisation dépendante de MyD88
(Naiki et al, 2005).

La signalisation via MyD88 n’est pas spécifique @ie® ni de récepteur a domaines
TIR, ainsi les récepteurs de I'lL-1, I'lL-18 et FN-y dépendent-ils aussi d’'une signalisation
via MyD88 (Adachi et al, 1998; D. Sun & A. Ding, 2006) (cfFigure 7).
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Figure 7: Signalisation via MyD88.
Selon O’Neill et BowieNat. Rev. Immunql2007.

Il est & noter que des études montrent que laMgI88 est importante dans le rejet
et la tolérance en transplantation (LaResal, 2007). Ainsi, chez des souris déficientes en
MyD88, un blocage de la costimulation pouvait-ildiire une survie a long terme
d’allogreffes de peau par action des Treg, alors ¢ traitement était inefficace chez les

souris sauvages de la méme souche (Wakeat, 2006). De méme, lorsqu’un blocage de la
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costimulation est efficace pour un induire une Bu long terme d’allogreffes de peau,
I'injection de ligands de TLR, tel que le LPS, aite le rejet (Thornlegt al, 2006). Dans
cette étude, parmi les ligands de TLR testés, I8 induisait le rejet le plus rapide, tandis que
les souris TLR-4 déficientes voyaient la survielele allogreffe augmentée. Cependant, il a
récemment été montré que I'expansion des MDSC ééuendante de la voie MyD88 (De
Wilde et al, 2009; Chalmiret al, 2010).

Cette voie est la seule utilisée par le TLR-3, tampl’elle est utilisée conjointement
avec MyD88 pour le TLR-4 (L. A. J. O'Neill & Bowie2007) (cf.Figure 8). La protéine
adaptatrice TRIF (TIR-domain-containing adaptatastgin inducing IFN) est la molécule
en amont de cette voie de signalisation pour le -BLRindis que pour le TLR-4, son
recrutement est dépendant de la présence de TRARIF{Related Adaptator Molecule)
(Oshiumi, Sasaiet al, 2003; M. Yamamoto, S. Sato, Hemmi, Uematgual, 2003) ; dans
tous les cas, ces molécules sont recrutées paadtibn TIR. La présence de TRAM est
nécessaire pour I'induction de TNF, d'lIL-6, de CD&® de plusieurs génes dépendants de
l'activité d’'IRF3 (Fitzgeraldet al, 2003), tandis que son activation par phosphaoylat
semble dépendante de I'activité de la RKBrotéine Kinase €) (McGettricket al, 2006).

La surexpression de TRIF entraine ['activation donmteur de PI'IFNB (Oshiumi,
Matsumoto,et al, 2003; M. Yamamotet al, 2002), tandis que les macrophages de souris
déficientes en TRIF ont un défaut d’expression’léfI 3, du TNFe, de I'lL-12p40, de I'lL-

6, des marqueurs d’activation CD69 et CD86, etti/ation de IRF3 aprés engagement des
TLR-3 ou -4 (M. Yamamoto, S. Sato, Hemmi, Hoshireb,al, 2003). TRIF semble donc
contrbler la synthéese d’'IFN a travers IRF3, maissalRF5 (Takaokat al, 2005; Fitzgerald

et al, 2003). Une fois recrutée au TLR-3 ou -4, TRIRs$ocie a TBK1 et probablement
avec TRAF3 (Sasadt al, 2005). TRAF6 serait aussi recrutée et activeraitaval NF<B,
mais cela reste controversé (Z. Jiagigal, 2004; Gohdaet al, 2004). Une autre voie
dépendante de TRIF activerait MB; en recrutant RIP1 et RIP3 (Receptor-Interacting
Protein), mais RIP1 I'activerait, et RIP3 I'inhilaér (Meylanet al, 2004; Cusson-Hermance
et al, 2005). De maniere intéressante, des études mowue I'activation d’'IRF3 par la voie
TRIF nécessite l'activation de la sous-unité p65NfexB pour activer des ISREs (IFN-
Sensitive Response Elements) pour le TLR-4, massppar le TLR-3 (Wietelet al, 2003).

En plus d’activer NReB et IRF3, la voie TRIF activerait une troisiemedevde signalisation
distincte, uniquement pour le TLR-3, qui induitp@ptose. Cette voie utilise RIP1, FADD
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(Fas-Associated Death Domain) et la caspase-8.(Kad et al, 2004; Ruckdeschadt al,
2004). Cependant cette voie peut aussi étre astivedes macrophages infectés par des
bactéries via le TLR-4, et sur des DCvivo (De Trezet al, 2005). Enfin, pour le TLR-4 une
derniere voie impliguant RHOB (Ras HOmologue geamify B) et GEFH1 (Guanine-
nucleotide-Exchange Factor H1) a été identifieexgliquerait comment le LPS induirait une
augmentation de I'expression du CMH de classe idpat la maturation des DC (Kameh
al., 2006). Plusieurs molécules endogénes sembleitieinta signalisation TRIF, mais de
manieére non spécifique, en inhibant aussi la voDBB. Ainsi trouve-t-on par exemple
TRAF1 (Suet al, 2006), A20 (Boonet al, 2004), ou la PI3K (Phospholnositoside 3-Kinase)
(Aksoy et al, 2005). La phosphatase SHP2 (SRC Homology 2-deowitaining protein
tyrosine Phosphatase 2) semble quant-a-elle éd@fisuement inhibitrice de la signalisation
dépendante de TRIF (Aet al, 2006). De méme une autre molécule a domaine BIR e
inhibitrice de la signalisation via TRIF, SARM (8te o- and ARmadillo-Motif-containing
protein) ; cette molécule est surexprimée aprewaitin des TLR-3 ou -4 (Cartgt al,
2006).

Plasma membrane

NF-xB mRNA
stability

Figure 8: Signalisation via le TLR-4.
Selon O’Neill et BowieNat. Rev. Immunql2007.

Il est important de noter que la voie TRIF-dépemelaast responsable, via la
production d’'IFN de type |, de la surexpression i@éecules de costimulation et du CMH de

classe Il par les DC. Ainsin vitro, la voie TRIF est-elle essentielle lors de la mettan des

56



INTRODUCTION- Il - Les cellules dendritiques (DC)

DC par le LPS afin d’'induire une réponse des lynuytes T CD4 et CD8 (Hoebeet al,
2003).

Les cellules dendritigues sont capables d’interagiec les cellules de I'immunité
innée, tels que les cellules NK (Fernandgzal, 1999; Altfeld et al, 2011), mais cette
capacité ne sera pas abordée dans cette théseropeéfe remarquable de la DC est
l'interaction qu’elle établit avec les cellules lenmunité adaptative pour I'établissement de

réponses immunes spécifiques optimales.

G. La cellule dendritique : chef d’orchestre de la répse immune

A ce jour, trois types de CPA existent : les mabeges, les lymphocytes B et les DC.
Les macrophages et les lymphocytes B ont commetifongrimaire de supprimer les
pathogenes et de produire des Ig, respectivemestcellules dendritigues matures, quant a
elles, ont comme seule fonction connue la présentafantigénes aux lymphocytes T ; une
caractéristique majeure de ces cellules qui fomtlal des CPA dites professionnelles
(Matzinger, 1994). Les lymphocytes T développente uréponse seulement apres
reconnaissance des complexes CMH-peptide portdep&PA, et, alors que les CDsont
restreints aux CMH de classe |, les CBént restreints aux CMH de classe Il. Les peptides
sont issus de molécules endogenes ou exogenegabg@uis apprétées sur les CMH par les
CPA. Les CPA, et plus particulierement les DC, stmtc les cellules clés a l'initiation d’'une

réponse immune T.

1. Apprétement antigénique

Le CMH est une famille multigénique dont l'importan a été démontrée en
transplantation. Les molécules du CMH sont codesspfusieurs loci regroupés en deux
classes, les molécules du CMH de classe |, et @g¢amles du CMH de classe Il. Chez
’'homme on parle de HLA, tandis que chez le raparle de RT1. Malgré I'existence chez les
CPA du CMH de classe | non classique, CD1 présenies antigenes lipidiques, ce type de
CMH ne sera pas abordé ; il est tout de méme saarg de noter que la reconnaissance du
complexe CD1-antigene par une cellule T peut emrala production d’IL-12 par la CPA
(Fernandez-Laget al, 1999).

a. CMH de classe |

Ces molécules sont formées par I'association nvalente d’'une chaine Iégere non

polymorphe, a2 microglobuline, et d’'une chaine lourde polymorpheomportant trois
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domaines extracytoplasmiquesl (a2, a3), dont les deux premiers forment le site de diais
au peptide, une région transmembranaire, et urierrégtracytoplasmique. Le domaind
est impliqué dans I'association de i microglobuline et constitue le site de liaison du
corécepteur CD8 (Bjorkmaet al, 1987). Toutes les cellules nucléées de l'orgagism
'expriment. Ce CMH présente des peptides de padilee (8a 10 mers) provenant de la
dégradation d’'une protéine endogéne (Germain & Marg, 1993). Ces protéines sont
ubiquitinylées puis dégradées par le protéasomes heptides résultant sont ensuite
transloquées par TAP-1 et TAP-2 (Transporter aasetiwith Antigen Processing) dans le
réticulum endoplasmique pour étre associées awéaulels de CMH | néosynthétisées
(Brodskyet al, 1996; P. J. Lehner & Cresswell, 1996; Cressefedll, 1999). Les complexes
sont finalement orientés vers la membrane via Bapip de Golgi. Lors de la maturation des
DC, les protéasomes se transforment en immunop@iges (Kloetzel & Ossendorp, 2004)
permettant de produire plus efficacement certagtiges antigéniques, notamment viraux
(Cerundoleet al, 1995; Morelet al, 2000). Apres activation des DC, la synthése eelai-
vie des molécules de CMH de classe | sont augmen@ntrairement a celles de classe Il, le
renouvellement de ces molécules est continu méms s DC matures (Rescigeo al,
1998).

b. CMH de classe Il

Elles sont formées par I'association d’'une chamede et d’'une chaine légére
toutes deux participant a la fixation du peptide,cemportant, chacune, deux domaines
extracytoplasmiques, un domaine membranaire, etdamaine intracytoplasmique. Les
molécules du CMH de classe Il ont, généralemerd, axpression restreinte aux CPA telles
gue les DC, les lymphocytes B, les macrophagessetéllules endothéliales. Synthétisées
dans le réticulum endoplasmique, les molécules BiHGle classe Il sont associées a une
chaine invariante qui empéche la fixation des aneg endogénes (Cresswatllal, 1999).
Les antigénes sont dégradés par la voie endocytpines sont acheminés vers des
compartiments spécialisés nommés MIIC (MHC classidh Compartments), riches en
molécules de CMH Il (Nijmaret al, 1995). Suite a I'action de protéases de la famiks
cathépsines, les antigenes sont digérés en pepidssque la chaine invariante (Villadangos
& Ploegh, 2000). L’élimination permet la fixatiom gheptide (Pierre & Mellman, 1998) et ce
complexe est présenté a la surface des CPA. A I@m@ature, les cathépsines sont inhibées
(Lautweinet al, 2002), alors qu’aprés maturation, la synthésent@écules de CMH Il ainsi
gue les protéases sont actives, et les complexdd-@ptides sont exportés a la membrane
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(Trombettaet al, 2003), restant stables durant plusieurs joursethble cependant que les
DC, a I'état immature, puissent exprimer les peggtidu soi complexés au CMH Il de fagon
constitutive a leur surface (Veeraswamtyal, 2003). De cette maniére, les complexes ont
une demi-vie courte car ils sont rapidement endiGyet cela permettrait de constamment
présenter, a un faible niveau, des échantillonsréhertoire antigénique du soi dans les

organes lymphoides, et d’induire une toléranceppérique (N. S. Wilsoet al, 2004).

c. Présentation croisée

Comme vu précédemment, le CMH de classe | esteiest présenter des peptides
d’origine endogéne. Ainsi, une cellule infectée parvirus pourra présenter des peptides
viraux sur ses CMH de classe | afin d’entrainer rgponse antivirale par les lymphocytes T
CDS8’, mais des débris viraux extracellulaires ne pourpms étre présentés sur les CMH de
classe I. Il existe cependant des cellules capaldgmésenter des peptides d’origine exogéne
telles que les DC principalement, et dans une meindesure les lymphocytes B et
macrophages (Amigorena & Savina, 2010). Cette capacappréter et de présenter des
antigenes d’origine exogenes sur des CMH de clhssst appelée présentation croisée
(Bevan, 1987).

Deux voies de présentation croisée existent : i@ egtosolique, et la voie vacuolaire.
Dans la premiere, qui est la majoritaire, les maix antigéniques phagocytées seraient
relarguées dans le cytosol puis rejoindraient lee \bapprétement classique du CMH de
classe | via le protéasome et TAP (Amigorena & 8avR010). Il serait aussi possible que le
phagosome et le réticulum fusionnent, relarguenmtaécule dans le cytosol pour étre
dégradée, puis réimportent les peptides résultant fgs appréter. La voie vacuolaire est
moins connue, mais elle impliqgue que la dégradatonpeptide ne fasse pas intervenir
d’étapes cytosolique (protéasome) et que l'apprétensur le CMH se fasse dans le
phagosome (Ramachandezt al, 2009). L'origine des peptides présentés par ogiie est
diverse et peut provenir des molécules du soi &etrtal, 1997). Seulement certains sous-
types de DC peuvent effectuer la présentation éegishez la souris ce sont les CD@ndis
que chez I'homme ce seraient les DC BDCAGrozatet al, 2010), mais elles exprimeraient
toutes deux le récepteur a chimiokine XCR1 (XC obléme Receptor 1). Comme dit
précédemment, ce mécanisme intervient dans [|'akdoneaissance indirecte en

transplantation.
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2. Maturation et migration des cellules dendritigues

Les DC résidentes en périphérie des organes lyrdphaiont dans un état immature
du fait de leur faible capacité a stimuler des liiogytes T, et de leurs grandes capacités de
capture antigénique. Suite a la capture d’antigesied la maturation, ces DC perdent la
capacité de phagocytose (Sallustoal, 1995), surexpriment des molécules costimulatrices
telles que RANK (Receptor Activator of N&), CD40, CD58, CD80 et CD86 (Banchereau
& R. M. Steinman, 1998) et le CMH de classe Il. Daniere intéressante, lorsque les DC
rencontrent des cellules apoptotiques, elles restenatures, alors que si ce sont des cellules
nécrotiques, elles deviennent matures (Gallugtcial, 1999). Avant maturation, le pH
lysosomal est sous optimal pour la plupart des raesy alors qu’aprés maturation, le pH
baisse par activation des pompes a protons (TramBeMellman, 2005), ce qui permet la
protéolyse des antigenes et leur chargement sumtdécules de CMH de classe Il. La
maturation induit des changements morphologiquesppete des structures adhésives, une
réorganisation du cytosquelette entrainant la ftonade dendrites et I'acquisition d’une
forte mobilité (A. Tanget al, 1993; Banchereau & R. M. Steinman, 1998). Il &stoter,
cependant, qu’'a un stade avancé de maturatiom@edeviennent incapables de répondre a
un second stimulus d’activation, et sont appeléeS paralysées ou « exhausted »
(Langenkampet al, 2000). Plus particulierement, ces cellules dewen incapables de
produire de I'lL-12, et ne sont plus capables diinel une réponse Thl, mais uniquement des

réponses Th2.

Suite a l'activation des DC lors d’une inflammati@ng. suite a une transplantation),
elles acquiérent une mobilité importante pour rejoe les organes lymphoides secondaires,
sites d’activation des lymphocytes T naifs (Yonegagh al, 2005), car ceux-ci restent
incapables d’accéder aux tissus périphériques rdtIgnités a la circulation sanguine ainsi
gu'aux organes lymphoides secondaires (von Andgid. R. Mackay, 2000). Induites par
linflammation, ou constitutives, les chimiokinesn$ des molécules clés dans le trafic des
leucocytes (D. Rossi & Zlotnik, 2000). Les chimimds constitutives sont exprimées au sein
des organes lymphoides, participant notamment @idgation des DC a I'état quiescent
(exprimant notamment CCR1 et CCR5), a la circuhationtinue des lymphocytes T naifs et &
I'architecture des organes lymphoides secondafted ( Lin et al, 1998; Sozzanet al,
1998; D. Rossi & Zlotnik, 2000), tandis que lesnaimkines inflammatoires sont absentes des
tissus normaux, mais induites par différant factelurant une infection ou une agressien.(
ischémie-reperfusion) afin de recruter les leucegyD. Cheret al, 2003). En fonction de la
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population de DC concernée, diverses chimiokinestitoitives sont exprimées, ainsi les DC
myéloides expriment CCL22 (C-C chemokine Ligand 8R2)CCL17 tandis que les pDC
expriment CCL3, CCL4 et CXCL8 (C-X-C chemokine Lmga8) (Pennat al, 2002). De
plus, en fonction du TLR mis en jeu, la DC produiiférent type de chimiokines. Ces
chimiokines interviennent aussi de maniere dirdeias la différenciation des lymphocytes Th
(Luther & Cyster, 2001), CCL2 inhibant par exemigl@roduction d’IL-12 par la DC et donc
I'induction de réponse Thl, ou de maniére indiredés lymphocytes Thl et Th2 exprimant
des jeux de récepteurs a chimiokines spécifig@GedH( Kim et al, 2003), lorsque les DC
sécretent une chimiokine particuliere, elles remmtite sous type de T helper exprimant son
récepteur. Plusieurs récepteurs a chimiokines epptimés par les DC immatures, et sont
perdus aprés maturation (Peratal, 2002).

3. Modulation des réponses Th1/Th2 via les TLR

Alors que, phénotypiquement, I'état de maturati@s ddC module I'amplitude et
I'activation de la réponse immune T par le niveaxpression des complexes CMH-peptides
et des molécules de costimulation (des moléculgdiqoées dans le signal 1 et 2 de
I'activation lymphocytaire T), les cytokines indestlors de la maturation de la DC y jouent,
elles aussi, un role, mais participent notamment golarisation lymphocytaire. Ainsi
plusieurs groupes ont montré que lorsque différdmiR étaient engagés sur la DC, des
profils cytokiniques distincts étaient induits, raibant une polarisation Thl ou Th2.
Généralement, la balance IL-12/IL-10 refléte leetyfe réponse Th engendrée ; I'lL-12 étant
une cytokine pro-Thl et I'lL-10 pro-Th2 (H. @t al, 2003). Cependant, il est & noter que la
production d’IL-10 et de TGB-est impliquée dans la génération de lymphocytégllateurs
(Baratelliet al, 2010; Lohret al, 2006). De plus les IFN, I'lL-18, I'lL-23, I'lL-27 ICAM-1
et les ligands de CCRS5 induisent des réponsesadrtdist que I'lL-4, MCP-1, OX40L, leTGF-
B, PGE et les ligands de CCR2 induisent des réponsegeelih2 (Kapsenberg, 2003).

La plupart des études montre que les ligands de ifdRisent majoritairement des
réponses Thl, alors qu'en absence de ligands de dédréponses Th2 sont générées (Netea
et al, 2005). Ainsi a-t-il été montré que les ligandsTdirR-3, -4, -5, -8, et -9 induisaient des
réponses de type Thl, par la production d’lL-12 Jdaget al, 2002; Re & Strominger,
2001; Kapsenberg, 2003) (ainsi que d’IFN par leR13, -8, et -9) ; le TLR-7 serait, lui aussi,
impliqué dans les réponses Thl par la producti®Ndpour les pDC, et via la production
d’'IL-12 pour les DC myéloides (Dabbagh & D. B. Lep2003). Les études sur le TLR-1, -2
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et -6 sont assez controversées. Cependant, lesdéigdu TLR-2 en monomére, ou en
hétérodimeres avec le TLR-1 ou -6, induisent égemses Th2, de par I'absence d’'IL-12 et
la production d’'IL-10 (Mazzoni & Segal, 2004). llaaissi été montré que la signalisation via
le TLR-2 peut induire des Treg par la productiond0 (Singet al, 2002; S. Yamazalet

al., 2011) favorisant une réponse Th2; il est possitpe la sécrétion d’IL-10 agissent

directement sur la DC de maniére autocrine quidewenant ainsi tolérogéne, permet la
génération de Treg.La combinaison de plusieurantlg de TLR, peut aussi induire des
réponses Th2 (d’ Ostiaet al, 2000).

4. L'interleukine-12 (1L-12)

L’IL-12 est une cytokine ayant la particularité sl composée de deux sous-unités, la
p40 et la p35, formant un hétérodimeére, IL-12p7, lmison covalente (pont disulfure). Le
récepteur de I'lL-12 (IL-12R) est compose, lui ausde deux chaines [I'IL-12R,
reconnaissant I'lL-12p40, et I'lL-12R reconnaissant I'lL-12p35 ou l'IL-12p70 entiere.
L’IL-12RB1 est associée a Tyk2 (Tyrosine kinase 2), aloesl'tiut12Rp2 est associée a Jak2
(Janus kinase 2). La signalisation apres activationécepteur induit I'activation de plusieurs
facteurs de transcription STAT, mais le principsi 8TAT4 (Trinchieriet al, 2003). Cette
cytokine est produite par les monocytes, les mdmages et les DC. Alors que I'lL-12p40 est
sécrétée en exces faisant qu'on la retrouve sowsefale monomeres, et est fortement
inductible, I'lL-12p35 n’est retrouvée que sousfdame de I'hétérodimere, I'IL-12p70, et
n'est pas tres inductible. Il est décrit que lassanité p40 pourrait se dimériser, pour donner
un homodimeére de p40, ayant des actions antagemstélL-12 (X. Ma & Trinchieri, 2001).
L’IL-12 est une cytokine inductrice d'IFMar les lymphocytes T, les NK, et il a été montré
sur plusieurs études qu’elle est nécessaire pomguktion et le maintien des réponses Thl,
notamment dans les réponses contre des bactéess;hdimpignons, des virus et parasites
intracellulaires (Lyaklet al, 2008), et donc dans les réponses cellulairesayitpues. Mais |l
semble que I'lL-12 soit, dans certains cas, respiolesdu maintien des réponses Thl
uniquement (A. C. Mulleet al, 2001). Le rble essentiel de I'lL-12 dans I'étabément et/ou
le maintien d’'une réponse Th1l reste controversgsiAalors que dans certains cas la réponse
immune Thl nécessite uniquement l'action de I'isNdans d’autres ce n’est que celle de
lIL-12 (X. Ma & Trinchieri, 2001). La production’tlL-12 est principalement causée par
activation des TLR et d’autant plus lorsque plusielLR sont activés (surtout lorsque les
voies TRIF et Myd88 sont activées). L'IFNet I'intéraction CD40/CD40L peuvent aussi
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augmenter la production d’lIL-12 tandis que I'lL-Ed le TGFB l'inhibent (X. Ma &
Trinchieri, 2001).

Au niveau transcriptionnel, la p40 est principalemeduite par le LPS et I'IFN; et
nécessite I'activité de la p38 MAPK, tandis qu'ERKJINK linhibent. Le promoteur de la
p40 contient un site de fixation de NB- et un siteets (E-twenty six). Le siteets interagit
avec un complexe comprenant, entre aat®2 IRF-1, et NF«B (c-Rel) tandis que le site de
NF-xB intéragit avec NReB (p50/p65 et p50/c-Rel ; c-Rel semblant plus inguae). Les
facteurs de transcription de I'lL-12p35 ne sont pasllement connus, mais le promoteur
contiendrait un motif Spl (Specificity protein-X.(Ma & Trinchieri, 2001).

Récemment, trois nouvelles cytokines hétérodimésqont été découvertes et font
maintenant partis de la famille de I'lL-12. En effa sous-unité p40 de I'lL-12 peut aussi
s’associer a la sous-unité p19 pour former I'lL-@dis que la sous-unité p35 peut s’associer
a EBI3 (Epstein-Barr-virus-Induced-gene) pour formié-35 (une cytokine inhibitrice
produite par les Treg), et I'lL-27 est composéeBIEet de la sous-unité p28 (M. >at al,
2010).

5. Les cellules dendritiques tolérogenes

Méme si les cellules dendritiques sont connues ptsarimmunogénes, elles ont aussi
la capacité remarquable d’étre tolérogenes. Damageelles peuvent entrainer I'induction de
lymphocytes T régulateurs ou la délétion/anergig lgmphocytes T effecteurs, participant
ainsi, a l'établissement, et a la maintenance, dtat de tolérance vis-a-vis de certains
antigénes. Au niveau de la tolérance centraleD@shymiques semblent essentielles dans la
sélection négative des thymocytes ; leur dépléimpéche la délétion clonale des thymocytes
(Brocker et al, 1997; McCaughtryet al, 2008). De plus, il a été montré que ces DC
pouvaient induire des Treg FoxP3Watanabeet al, 2005). Les DC semblent aussi
impliquées dans la tolérance périphérique puisqne ablation des DC entraine une
autoimmunité, en « cassant » la tolérance au solytephocytes T CD4(Ohnmachtet al,
2009). Plus spécifiqguement, la présence des cslldée Langerhans et des pDC seraient
nécessaires a cette tolérance (Birnbetr@l, 2008). Les propriétés tolérogéniques des DC
dépendent de plusieurs facteurs tels que leudétataturation, I'exposition a des agents anti-
inflammatoires et immunosuppresseurs, les stimudrabiens percus, et les signaux fournis

par I'environnement (Manicassamy & Pulendran, 2011)
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I a été proposé que les DC immatures entrainerst mgponses tolérogenes,
contrairement aux DC matures, qui induisent desnmggs immunogénes. Les DC immatures,
exprimant de faibles niveaux de CMH Il et de molésuwde costimulation, induisent souvent
'anergie/délétion des lymphocytes T, ou I'expansae lymphocytes T régulateuirs vivo
(M. V. Dhodapkaret al, 2001; Mahnkeet al, 2003). L'expression des molécules de
costimulation semble importante dans la toléramesque la sous-expression de CD40,
CD80, ou CD86 et la surexpression de CTLA-4, serc, les rend tolérogenes et peut
empécher I'apparition du rejet ou supprimer lesatigls autoimmunes (X. Liareg al, 2003;

X. Zheng et al, 2009; Tanet al, 2005). Les stratégies s’employant a utiliser §&3
autologues immatures pour I'établissement d'uneéréwice en transplantation semblent
prometteuses (Hilet al, 2011). Les DC matures sont, quant a elles, cénsé$ comme
immunogéniques de par les hauts niveaux d’expnessio CMH Il et des molécules de
costimulation présentes sur ces cellules. Cependant certains cas, ces cellules peuvent
induire des lymphocytes T régulateurs. Par exenpisgue I'interaction DC-DC médiée par
I'E-cadhérine est cassée, les DC maturent (augmiemtde I'expression du CMH 1l et des
molécules de costimulation) mais ne sécretent masyokines proinflammatoires, dont
notamment I'lL-12 (A. Jiangt al, 2007). L'activation de la voie Wifi-catenin semble, ici,
cruciale dans l'acquisition de propriétés toléragenCes DC produisent de [I'IL-10,
permettant d’induire des réponses tolérogénes. d gonc deux théories s’opposant, la
premiere impliquant une association entre un ébirdgene et immature, et une autre

associant un état tolérogene a un état semi-mature.

A I'état basal iie. sans infection ou inflammation), deux types de $2@t, a ce jour,
connus pour avoir des propriétés tolérogenes pES et les DC exprimant IDO. Les pDC
peuvent induire des cellules T régulatrices, médi¢olérance des lymphocytes T spécifiques
d’'alloantigenes, et médier la tolérance orale (lzet al, 2008; Ochandat al, 2006;
Goubieret al, 2008). Les DC exprimant IDO sont CDIp8xpriment le CCR6 et existeih
Vivo, a I'état mature et immature (Mumt al, 2002; Mellor & Munn, 2004). Les mécanismes
de suppression impliquant IDO seront abordés dassdtionV . Les DC peuvent aussi étre
tolérogenes en fonction de I'environnement dansdeglles résident. En effet, aux endroits
exposes a I'environnement extérieur, les DC doiveaintenir un état de tolérance vis-a-vis
des différents types de bactéries commensalessedrtigénes du soi. Ainsi, les DC CD103
des intestins et des poumons peuvent-elles indigiseT régulateurs ou une anergie/délétion
des lymphocytes T, tout comme les DC du foie, npa@igvent aussi induire des réponses

64



INTRODUCTION- Il - Les cellules dendritiques (DC)

immunogénes apres differents stimuli (Manicassanuendran, 2011). De méme, dans les
lieux immunoprivilégiés, tels que dans les yeuxdesystéme nerveux central, la plupart des
DC sont tolérogenes. Enfin, il est a noter quegtatl basal, des DC portant des antigénes
migrent continuellement des tissus aux gangliongplyatiques et permettent de conserver ou
d’'induire un état de tolérance vis-a-vis de cesgganes (Hemmet al, 2001; F. P. Huangt

al., 2000). Les DC peuvent, par I'exposition a cegaimmolécules anti-inflammatoires et
agents immunosuppresseurs, devenir tolérogeneskgtéar & Thomson, 2004). Il a, par
exemple, été montré que les DC génémdastro en présence de vitamine A, de vitamine D,
de prostaglandine E2, d’IDO (par infection aveo/iras exprimant IDO), d’IL-10, de TGB;

de rétinoides, ou de glucocorticoides, présentdiesipropriétés tolérogéniques qui pouvaient
supprimer l'apparition de maladies autoimmunes (Ressamy & Pulendran, 2011). La
surexpression de ces molécules dans les cellufelitgquesin vitro, puis leur réintroduction

in vivo semble efficace pour prévenir I'apparition du rejgogéenique (Coatest al, 2001).

Plusieurs récepteurs présents sur les cellules ritignds peuvent les rendre
tolérogenes. Dans certains cas, les récepteurdngmunité innée ite. TLR, CLR) sont
impliqués dans la conversion en DC tolérogenes,s npeuvent aussi rendre les DC
toléerogénes immunogenes (Manicassamy & Pulendf&#d,)2Dans le cas ou le TLR-2 active
les DC en DC tolérogenes, il semble que cet étatl&aa I'induction, via ERK (Extracellular
signal-Regulated Kinase), des enzymes metaboliBaaide rétinoiqgue, RALDH1 et 2
(RetinAL DeHydrogenases) produisant de I'acidengdtjue, ce qui entraine I'emergence de
lymphocytes T régulateurs (Manicassagtyal, 2009). Lorsque le récepteur de Fc CD32
(FcyRIIB), ainsi que les récepteurs ILT3 et ILT4 (Imghabulin-Like Transcript;
reconnaissent les CMH de classe 1), sont actiygsinduisent I'acquisition de propriétés
tolérogenes et permettent I'expansion de lymphacykerégulateurs (Desait al, 2007;
Manavalanet al, 2003; Brenket al, 2009). Enfin, un récepteur a activité tyrosinease,
MerTK (Mer Tyrosine Kinase) est impliqué dans ldétance induite par les cellules
apoptotiqgues en empéchant I'activation et la méturades DC (Wallegt al, 2008), en partie
par I'expression de SOCSL1 et 3 qui inhibent laaligation via STAT, et donc la sécrétion de
cytokines proinflammatoires. Il est important detemoque la coopération des DC avec
d’autres cellules, tels que les macrophages, leg,Tles iINKT (invariant Natural Killer T
cells), voire méme des cellules non hématopoiésigoeut rendre les DC tolérogéenes ou les

maintenir tolérogénes (Manicassamy & Pulendran1201
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L'importance des DC dans ['établissement, et le ntiem, d’'une tolérance en
transplantation est démontrée, puisque les diffésetraitements inducteurs de tolérance
développés dans notre laboratoire, tels que lasfuiaion du sang du donneur (DST),
I'utilisation de LF15-0195 (un analogue de la d&psrgualine), de CD40lg (molécule de
fusion contentant le CD40 avec le partie Fc d’'ugk bu d’anticorps anti-classe 1l du
donneur, semblent dépendants de I'activité des IiSi€net al, 1998; Chiffoleau, Bériou,
Dutartre, Usal, J.-P. Soulillou & M. C. Cuturi, Z0§) X. L. Li et al, 2010; Degauquet al,
2006).
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. Métabolisme des acides aminés soufrés

A. Le soufre

Le soufre est un élément chimique essentiel paus tes étres vivants. La preuve en
est que, dans une cellule humaine, une moléculsiswontient un atome de soufre (hormis
'eau), tandis qu’une protéine contient, en moyeroreze atomes de soufre (Freitas, 1999;
Glover, 2003). Cet atome, créant une fonction tf#ISH), permet aux protéines de prendre
un repliement caractéristique, et leur donne ungctire tridimensionnelle en accord avec
leur fonction en créant des ponts disulfures alméson entre deux fonctions thiols (R-SS-R),
gue ce soit au sein d'une méme protéine, ou erdsepblypeptides distincts. Au niveau
enzymatique, la fonction thiol est trées importamigisqu’elle sert généralement de catalyseur
au niveau du site actif des enzymes (LehningerQR00Ce soufre se distingue aussi par sa
capacité a pouvoir étre aussi bien un oxydant quéglicteur au niveau redox, ce qui fait de
lui un atome de choix pour la régulation des paeentd oxydoréduction et pour la
détoxification (Greenwood, 1997). Physiologiquemelds propriétés du soufre sont
exploitées au travers des acidesminés soufrés protéinogénes (désignés ci-apidssac
aminés soufrés), la meéthionine et la cystéine, somt les précurseurs des diverses

biomolécules soufrées.

B. Les acides aminés soufrés

Contrairement aux bactéries et aux plantes, lesmigres ne peuvent pas anaboliser
les sulfates, source majoritaire inorganique ddreppour effectuer la biosynthése de leurs
acides aminés soufrés. lls doivent donc incluresdaar alimentation une source de soufre
organique qu’ils pourront cataboliser, notammenpadtir de protéines, contenant de la
méthionine et de la cystéine, qui seront hydrolyséa méthionine est considérée comme un
acide aminé essentiel, car non synthétisable pardiules, contrairement a la cystéine qui est
synthétisée a partir de la méthionine. Cela démsolhimportance d’'un apport alimentaire
riche en méthionine dans le cas ou celui-ci esvqgaen cystéine (J. T. Brosnan & M. E.
Brosnan, 2006).

C. Le métabolisme de la méthionine

Le métabolisme de la méthionine se déroule en fpbases : la transméthylation

(catabolisme de la méthionine), la reméthylatiomafmlisme de la méthionine) et la
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transsulfuration (anabolisme de la cystéine). @elanet la biosynthese de cystéine puis la
production endogéne de molécules soufrées. Il esteér que, la plupart des études qui sont
synthétisées ci-dessous ont été effectuées soieleorgane majeur du métabolisme.

1. La transméthylation

En obtenant de la méthionine par I'alimentatiorileeei devient disponible pour la
production des protéines, ou s’engage dans lanré@thylation. Cette phase consiste en un
transfert du méthyle de la méthionine vers un aecep générant de I’'homocystéine. La
premiéere étape de cette voie forme de la S-adéméslyionine (SAM), une réaction catalysée
par plusieurs isoformes de la méthionine adénosyistérase (MAT ; EC 2.5.1.6) qui
transferent 'adénosyl de I'ATP sur le soufre denhéthionine (Stipanuk, 1986). L’ion
sulfonium généré rend le méthyle qui lui est l@stréactif, ce qui va entrainer la méthylation
d’'une molécule accepteuse par action de différentéthyltransférases spécifiques, et va
dégrader la SAM en S-adénosylhomocystéine (SAH)finErda derniere étape de la
transméthylation consiste en une conversion deAd 8n homocystéine par action de

'adénosylhomocystéinase (EC 3.3.1.1) en libérantatiénosine.

2. La reméthylation

En cas de déficit en méthionine, ce processus stengifaire I'opération inverse de la
transméthylation, c'est-a-dire a convertir I'homstéjne en méthionine. La reméthylation
peut étre effectuée de deux manieres différen@premiere peut étre effectuée partout dans
l'organisme étant donnée la grande distribution ckite enzyme dans les tissus.
L’homocystéine va étre convertie par la méthiorsgethase (MS; EC 2.1.1.13) a travers une
réaction enzymatique dite « ping-pong » (R. V. Bpeeet al, 1990). La MS nécessite la
méthylcobalamine (MeB12) comme cofacteur pour farnde la méthionine a partir
d’homocystéine. Pour cela la MS va convertir le hyEtétrahydrofolate (nTHF) en
tétrahydrofolate (THF), ce qui va permettre la rgkttion de la vitamine B12 en MeB12, et
va entrainer la conversion de I’homocystéine erhiogine. La deuxiéme réaction possible va
étre effectuée par la bétaine homocystéine métimgtérase (BHM ; EC 2.1.1.5) mais sera
limitée au foie. Cette enzyme va transférer un giétlde la bétaine sur 'homocystéine
entrainant la production de diméthylglycine et déthionine. La transméthylation et la
reméthylation constituent le cycle de la méthionine
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3. La transsulfuration

A terme, cette voie permet de convertir I'homociyséen cystéine. Tout d’abord,
’homocystéine est condensée avec la sérine viayathioning-synthase (CBS; EC
4.2.1.22) pour former de la cystathionine. Cetteyere est dépendante du pyridoxal
phosphate en tant que cofacteur, elle contientaumehsur lequel peuvent se fixer le NO et le
CO afin de l'inhiber, et peut étre allostériguemactivée par la SAM (Kamoun, 2004). Enfin,
la derniére étape est catalysée par la cystatl@eniyase, ou cystathionase (CSE; EC
4.4.1.1), une enzyme dépendante elle-aussi du gaidphosphate, qui convertit la
cystathionine en cystéine tout en générant dddtobutyrate et de 'ammonium. Cette voie
joue un réle central dans le métabolisme des aadeisés soufrés car la cystéine est le
substrat limitant de plusieurs biomolécules auxcfiams physiologiques importantes
(Stipanuk, 1986) (cfrigure 9).

METHIONINE

v
HoMmoCYSTEINE

Serine

) CBS
H,0

v

CYSTATHIONINE

H.,O

)css —— PPG

a-ketobutyrate + NH,*

A A
TAURINE 4—---Q-Q-Q--; ------------- CvsTene —C%L . GLuTATHIONE

H,0 H,0

CBS|CSE ———PPG

Pyﬁuvate + NH," Pyruvate + NH,*

| TST
LR » SULFITE
lso
SULFATE
‘EJAPS KINASE

PAPS

Figure 9: Métabolisme de la cystéine.

PPG : Propargylglycine.

69



INTRODUCTION- Il - Métabolisme des acides aminés soufrés

L'importance de la transsulfuration a été démontl@éas plusieurs études. Ainsi
lorsque la CBS ou la CSE ont une faible activii¢ Jarsqu’elles sont invalidées, les niveaux
d’homocystéine, ou de cystathionine, respectivepsmmit augmentés dans le plasma et dans
lurine (Shin & Linkswiler, 1974; Sturmanet al, 1970). L’hyperhomocystéinémie,
caractérisée par des niveaux élevés d’homocystiEine le sang, est dépendante d’'un défaut
de I'activité de la CBS. Elle est associée a de®sathologies telles que I'athérosclérose, des
fibroses des poumons, du foie, et du cceur, ou @léssrdres de ’'homéostasie lipidique ; la
capacité de 'homocystéine a induire un stress atfydn serait probablement la cause, méme
si un lien avec la cystéinémieg concentration en cystéine dans le sang) est puygose
(D. Zhanget al, 2009; Hamelet, Mauriret al, 2007; Hamelegt al, 2008; Raakt al, 2011,
Hamelet, Demuthet al, 2007; Nufio-Ayalat al, 2010). Les animaux déficients en CBS ou
en CSE nécessitent des supplémentations en cysti#inge survivre (Akahoslat al, 2008;

l. Ishii et al, 2010). De méme, l'utilisation d’un inhibiteur ésrersible de la CSE, la

propargylglycine (PPG), blogue la production glatan (voir la sectionll. D. 1) aboutissant

a une toxicité neuronale, ce qui explique la nétesliune supplémentation en cystéine chez
les animaux déficients en CBS ou en CSE (Diwak&a%indranath, 2007). Ces enzymes ont
une distribution assez variée dans le corps, maig$ deux sont fortement exprimées dans le
foie, les reins et le pancréas (Stipanuk & Uekil®@O0 Il est intéressant de noter que les
personnes atteintes de trisomie 21 surexprime@B&, car cette enzyme est codée par le

chromosome 21(Kamoun, 2001).

L'invalidation de la CSE entraine la prolifératioies cellules musculaires lisses et
induit de I'hypertension, tandis que son activiéggnble impliquée dans la fonction des ilots
pancréatiques (G. Yargg al, 2010; G. Yanget al, 2008; G. Yang, G. Tanegt al, 2011). La
CSE semble importante pour le maintien de I'horme&istredox puisque la surexpression de
la CSE est associé a une baisse des ROS (K. Serzakj 2011), mais peut aussi induire
'apoptose de lignées d'lots pancréatiques via mé@canisme impliquant un stress du
réticulum endoplasmique (G. Yamrg al, 2007). La surexpression de la CSE empéche aussi
'apparition des lésions induites par ischémie-riemgon (Calvert, Elstonet al, 2010). Chez
’lhomme, les facteurs de transcription de la CS&er assez peu connus, cependant le
NR1H4 (Nuclear Receptor subfamily 1 group H memdbeou Farnesoid X Receptor), le
NR4A1, et Spl ont été identifiés depuis peu (Reztga, 2009; Yooret al, 2011; G. Yang,
Pei,et al, 2011). Il a été montré qu’une surexpression deS& était induite apres activation
de p38 et JNK, lorsque le glutathion était dép(&t&ndil et al, 2010), ou par le NO sur des
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cellules musculaires lisses (Kamoun, 2004). Le d#ela cystéine et de la CSE dans la

réponse immune sera abordé dans la sebtion

Considérées comme intracellulaires, une étude ggraunontré que la CSE et la CBS
pouvaient étre sécrétées et actives dans le mdidracellulaire (Beardert al, 2010).
Récemment deux nouveaux métabolites découvertemblanthionine et la lanthionine,
semblent étre produits vitro et in vivo parla CBS et la CSE, mais leurs implications

physiopathologiques restent a étre démontréest{®ingl, 2009; Chikuet al, 2009).

D. Le devenir de la cystéine

A moins d’'étre utilisée pour la production des pnoes, la cystéine obtenue via
transsulfuration pourra s’engager dans diversegsvoila biosynthése de glutathion, la
formation de coenzyme A (cette étape ne sera paslédd), la voie du cystéine sulfinate, la

production de sulfure d’hydrogéne ou la biosyntraiseonneur universel de soufre.

1. La biosynthése de glutathion (GSH)

Cette réaction se déroule en deux étapes dépesddiA€P. La cystéine glutamate
ligase (CGL ; EC 6.3.2.2) catalyse la condensadmiystéine et de glutamate pour donner de
la y-glutamylcystéine. Cette étape est la réactiontéime a la production de glutathion. Puis
la glycine est condensée avecylglutamylcystéine par action de la glutathion sgtdlse
(GS; EC 6.3.2.3).

Le glutathion est important pour la détoxificatida certaines molécules et pour son
activité antioxydante (I. Rahman & MacNee, 2000esCla molécule antioxydante la plus
représentée dans l'organisme. Elle joue donc um céhtral dans le maintien du potentiel
redox intracellulaire et extracellulaire, et estelia diverses pathologies impliquant un
déséquilibre du potentiel redor.§. maladies d’Alzheimer, de Parkinson,...) (J. B. Szhul
Lindenau,et al, 2000). Les facteurs de transcription responsatie$inflammation sont
majoritairement dépendants du stress oxydatif. luéathion, qui est antioxydant, est donc
impliqué dans l'activité de ces facteurs, et ddanfldmmation (I. Rahman & MacNee, 2000).

Le rble du glutathion dans la réponse immune deoadg dans la sectidi .

2. La voie du cystéine sulfinate

La voie du cystéine sulfinate aboutit a la productde taurine ou de sulfite. La

premiere étape est commune, elle consiste en ugdaten de la cystéine en cystéine
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sulfinate par action de la cystéine dioxygénase@CEC 1.13.11.20). Ensuite le cystéine
sulfinate peut étre converti en hypotaurine paioactle la cystéine sulfinate décarboxylase
(CSD; EC 4.1.1.29) qui formera alors de la taur{tes mécanismes de la transition
hypotaurine vers taurine restent a étre déterminésle cystéine sulfinate sera convertien
sulfinyl pyruvate par la cystéine sulfinate aminosférase (CSAT ; EC 2.6.1) et liberera
spontanément du sulfite et du pyruvate.

3. La production de sulfure d’hydrogéne%)

Le sulfure d’hydrogéene peut étre produit de deuxigras différentes. La premiére
fait intervenir la cystéine aminotransférase (CAEC 2.6.1.3), cette enzyme utilise la
cystéine avec de I'oxoglutarate pour former du 3eagtopyruvate et du glutamate. Le 3-
mercaptopyruvate est ensuite utilisé par la 3-npoggyruvate sulfurtransferase (MPST ; EC
2.8.1.2) pour former du sulfure d’hydrogene et guupate. La deuxieme fait intervenir les
mémes enzymes que celles de la transsulfuratiest-&‘dire la CSE et la CBS. La cystéine
sera alors directement dégradée en sulfure d’hgthegen pyruvate et en ammonium, par

action de I'une ou l'autre de ces deux enzymes.

Précédemment connu pour avoir 'odeur caractéustiq’ceufs pourris et pour étre
toxique en inhibant le cytochrome c, le sulfureydifogéne est le troisieme gasotransmetteur
découvert, au méme titre que le NO et le CO (Gadalbnyder, 2010). Les membres de cette
famille sont de petites molécules de gaz qui seningables aux membranes, sont généreés (et
régulés) de maniere endogene par des enzymest desrfonctions physiologiques (a des

concentrations particuliéres) médiées, ou nonupates second(s) messager(s).

Il est décrit que dans le cerveau, la majoritéadgroduction de b5 est dépendante de
'activité de la CBS alors qu’en périphérie, c'dst CSE qui en est majoritairement
responsable (Abe & H. Kimura, 1996). Cette molécaleles propriétés antioxydantes et
pourrait contréler les concentrations de calciurtegiH dans le systeme nerveux central (L.-
F. Huet al, 2011). La plupart des études ayant observé dets gfhysiologiques sur les
animaux invalidés pour la CSE décrits précédemmantapres utilisation du PPG, l'ont
attribué au sulfure d’hydrogene. L'utilisation dentieurs de sulfure d’hydrogene, tel que le
NaHS (hydrosulfide de sodium), ont permis, dans d’'induire l'effet inverse d’'une
inhibition de la CSE (ou de la CBS dans le cerveméttant en exergue sont role. Ainsi ce
gaz a-t-il des actions sur la vasodilatation, Kémie-reperfusion, la nociception et sur la

potentialisation a long-terme. Le$la aussi un role dans l'inflammation, mais dess@inti-
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et pro-inflammatoires lui sont attribués (G. Yasial, 2008; Zanardet al, 2006; Ohet al,
2006; Zhiet al, 2007; Bhatia, Sidhapuriwalat al, 2005; Collinet al, 2005; Bhatia, F. L.
Wong, et al, 2005; Calvert, Elstoret al, 2010; Etoet al, 2002). Méme si les cibles dw$i

ne sont pas encore bien connues, il semble gqueaterIx potassiques ATP-dépendants soient
activés et soient responsables de ses effets @opt@iques, anti-nociceptifs, anti-
inflammatoires, vasodilatateur, protecteurs decHié&@nie-reperfusion, et empéchant la
sécrétion d’insuline (G. Tangt al, 2010). De méme, le 43 induirait une augmentation de
l'activité des récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Aspamgt responsable de son implication
dans la potentialisation a long terme (Etal, 2002). Le HS agirait par sulfhydration, en se

liant aux cystéines libres des protéines (Mustafa., 2009).

Malgré le grand nombre d'étude lui attribuant pduss réles physiologiques, les
méthodes de dosages de sulfure d’hydrogéne listeretrés peu sensibles, de plus ce gaz a
sans doute un role trés local de par sa forte ivitgcet de sa faible demi-vie (Calvert,
Coetzeeegt al, 2010; Hughe=t al, 2009). Ainsi voit-on dans la littérature des dgences
importantes dans les concentrations plasmatiquesilfleée d’hydrogéne qui peuvent aller du
nM a des centaines de uM. De plus lorsque des dosinie HS sont utilisés (souvent a des
guantités supérieures a 10uM), chacun peut se dakman I'effet observé est réellement
spécifiqgue du gaz, ou s'il est di a son fort pouvéducteur puisque les différentes études
n’évaluent, généralement, pas I'effet d'autres makés réductrices. De méme, de par sa forte
réactivité, on peut raisonnablement se demand&jait de sulfure d’hydrogene en exogene
(hors de la cellule) ne pourrait pas modifier lausture des molécules présentes a la
membrane sur la partie extracellulaire en les s&di(au sens redox) (Moriarty-Craige & D.
P. Jones, 2004), tandis qu’en conditions physiglogg, ce gaz est produit de maniére
endogene a lintérieur de la cellule et doit prdbatent réagir avec les molécules

intracellulaires de maniéere autocrine.

4. La biosynthése du donneur universel de soufre

Le sulfure d’hydrogene issu de I'étape précéderse axydé de maniere non
enzymatique par des composés héminiques en thratsulCette molécule est réduite par la
thiosulfate sulfurtransférase (TST ; EC 2.8.18)peésence de glutathion en anion sulfure,
sulfite et glutathion oxydé. Ces sulfites sont éesaxydés par la sulfite oxydase (SO ; EC
1.8.3.1) ce qui libére des sulfates (les sulfisssu$ de la voie du cystéine sulfinate entrent

aussi dans cette réaction). Si ces sulfates nepssnexcrétés par l'urine, ils sont métabolisés
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en PAPS (3-PhosphoAdénosine-5’-PhosphoSulfate) geux isoformes d'une enzyme
bifonctionnelle, la PAPS synthétase, qui a uneva€tiATP sulfurylase (EC 2.7.7.4) et APS
kinase (EC 2.7.1.25). Cette réaction se déroule @ondeux étapes : le sulfate est se lie a de
I'ATP via l'activité sulfurylase de I'enzyme, formade I'adénosine 5’-phosphosulfate (APS),
puis 'APS est phosphorylée par une autre moléd\@P, via I'activité kinase de I'enzyme,
en PAPS. La PAPS sera dés lors utilisée en tantcgeezyme de sulfotransférases afin de
permettre la sulfatation de diverses biomolécweg. glycoprotéines, protéoglycanes, ...).
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V. Immunométabolisme

« On est ce que 'on mange » : cette expressioraessi légitime pour le systeme
immunitaire qu’elle ne l'est pour dautres domainekes leucocytes nécessitant des
nutriments en quantités spécifiques pour étre ptaant efficaces (Satyaraj, 2011). Depuis la
découverte des cellules régulatrices modulant p@nge immune, les recherches alliant le
meétabolisme et 'immunité connaissent un essor mapd, de par les divers mécanismes
suppresseurs utilisés par les cellules régulatriogdiquant une modification locale du
métabolisme. Nous décrirons, ici, les rbéles du bwiame (et de I'homéostasie) du
tryptophane, de l'arginine, de 'héme et de la éyst dans la réponse immune, et plus
particulierement dans les mécanismes de suppressipfiqués dans la tolérance en

transplantation.

A. Métabolisme du tryptophane

Chez les mammiferes deux enzymes peuvent catabldisgptophane par la voie de
la kynurénine : l'indoléamine 2,3-dioxygénase (ID&) la tryptophane 2,3-dioxygénase
(TDO). La réaction catalysée par ces deux enzynsésidentique, et représente I'étape
limitante a la production de kynurénine. Cependaxpression de la TDO est confinée au
foie, contrairement a IDO que I'on peut retrouver peu partout, et plus particulierement
dans les CPA (Mellor & Munn, 2004). Sous des caodg particulieres, les cellules de
immunité exprimant IDO peuvent étre des MoDCs ¢dC, des macrophages dérivés de
monocytes, ou les granulocytes (Katizal, 2008; Mellor & Munn, 2004), mais auusi les
cellules endothéliales (Thebaelt al, 2007). Le roéle d’'IDO dans la tolérance a été ddéngo
dans la tolérance allogénique fceto-maternelle ®& sburis traitées avec un inhibiteur
spécifique d’'IDO, le IMT (1-Méthy Tryptophane) (khet al, 1998). Chez les CPA, IDO
peut étre induite par I'lFN-produits par les lymphocytes T, sans doute ppdidi a un
feedback négatif limitant la réponse des lymphaciit@ctivés, mais aussi par I'interaction de
B7 avec CTLA-4 présents sur les lymphocytes T i#guirs. Les métabolites de la réaction
catalysée par IDO sont capables d'inhiber la pegdifion des lymphocytes T CD4mais
aussi de dévier la réponse immune vers un profd (Flattenet al, 2005). Il semble aussi
gue la privation de tryptophane soit importantesdbeffet immunosuppresseur médié par
cette enzyme (L. Zhwet al, 2006). L'expression d’'IDO par les DC peut induilae
différentiation de lymphocytes T CD4en lymphocytes T régulateurs exprimant FoxP3
(Fallarino & Grohmann, 2011).
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Plusieurs études démontrent I'importance d’'IDO dantlérance en transplantation.
Dans notre laboratoire, en transplantation allogémirénale chez le rat, lorsque la tolérance
état induite par un anti-CD28 bloquant, I'activitéDO semblait importante dans le maintien
de la tolérance puisque l'utilisation du 1MT l'ageait (Haspoet al, 2005). Dans un autre
modele de tolérance en transplantation cardiaqueufiissation du CD40Ig, le blocage de
'IFN-y ou d’IDO entrainait le rejet (Guillonnea al, 2007). De plus lorsque le transfert de
lymphocytes T régulateurs permet I'induction détahce en transplantation de coeur, I'fFN-
et IDO sont responsables du maintien de la tolé&g&hbebaulet al, 2007). Enfin I'infection
de transplants allogénique de cceur avec un virpgareant IDO est capable de retarder le

rejet aigu chez le rat (J. et al, 2007).

B. Métabolisme de I'lhéme

Trois isoformes dégradant I'hnéme sont identifieesegour : HO-1, HO-2 et HO-3.
Ces enzymes catalysent la dégradation de I'héniélieardine, Fé* et en CO (I'un des trois
gasotransmetteurs). HO-1 est induite par plusistirauli de stress tels que I'hnéme, les
meétaux lourds, des cytokines inflammatoires et@ (Ryteret al, 2006). L’activité de HO-1
est décrite comme cytoprotectrice dans des comdifitflammatoires déléteres (X.-D. Shetn
al., 2002), mais semble aussi empécher I'apparitiomejiet en transplantation allogénique
(Braudeauet al, 2004). Ainsi des travaux ont-ils montré que Iaté suppressive des
lymphocytes T CD4CD25 FoxP3 était dépendante de I'expression de HO-1 par @D
F. Georgeet al, 2008). Dans notre laboratoire, des cellules degdes tolérogenes générees
in vitro surexpriment HO-1, et inhibent la prolifération lgmphocytes T allogéniques par un
mécanisme impliqguant HO-1. De plus, leur transfeévient le rejet via I'activité de HO-1
(A. Moreauet al, 2009). Les mécanismes d’action sont encore ad&tmais il semble que
les métabolites que sont le CO, ou Ié'Finduisent le développement de DC tolérogénes,
tandis que,in vivo, la biliverdine peut induire la tolérance a desogiéffes d'ilots
pancréatiques (Blancou & Anegon, 2010). Cependaseyait aussi possible que l'activité de
HO-1 entraine une privation d’héme, qui est undiacimportant dans I'activité de diverses
enzymes, telles que celle de la NADPH (Nicotinamfitienine Dinucleotide PHosphate)

oxydase.

C. Métabolisme de 'arginine

Deux enzymes sont principalement impliguées dareatabolisme de I'arginine : la

NOS (Nitric Oxide Synthase) et I'arginase. Troisfdmes de NOS existent a ce jour : INOS

76



INTRODUCTION- IV - Immunométabolisme

(inducible NOS), eNOS (endothelial NOS), et nNOSufional NOS). Ces enzymes
catalysent la dégradation de l'arginine en NO (I'des trois gasotransmetteurs) et en
citrulline. Plusieurs travaux étudient I'implicatia’iNOS en transplantation puisqu’elle est
surexprimée lors des rejets aigus, cependant lfiibn de cette enzyme ou son invalidation
donne des résultats opposés sur le devenir despteauts. Le NO étant fortement oxydant, et
formant des peroxynitrites toxiques, il semble @lwtélétere pour les tissus transplantés lors
du rejet aigu, alors qu’il semblerait que I'expieasd’iNOS soit bénéfique contre le rejet
chronique (Pieper & Roza, 2008). Plusieurs autewt8montrent une activité
immunosuppressive du NO sur les lymphocytes T.iAlaNO empéche-t-il la signalisation
via I'lL-2R et empéche donc la prolifération desnfghocytes T, tandis que sous de fortes
concentrations il peut induire leur apoptose (Beaital, 2003). Il a aussi été montré que le
NO empéche la production d’IL-12 par les macropbkagteque I'invalidation d'iNOS induit
une réponse Thl exacerbée (F. P. Hustngl, 1998; X.-ging Wekt al, 1995). Dans notre
laboratoire, nous avons démontré que [I'activité psegsive des MDSC est en partie
dépendante de l'activité d'iINOS, et était nécessalans un modéle de tolérance en

transplantation allogénique de rein chez le rangdstet al, 2008).

Alors qu’iNOS serait induite par les cytokines gpe Thl, l'arginase 1 serait, quant a
elle, induite par les cytokines de type Th2 (Ragkig & A. C. Ochoa, 2008). L’arginase
catalyse la dégradation de I'arginine en ornitrehen urée. Il existe deux isoformes de cette
enzyme la 1 et la 2. Les propriétés immunosuppressile I'arginase ont été démontrées
lorsque des macrophages exprimant fortement cettgnee étaient capables d’inhiber la
prolifération de lymphocytes T. Les auteurs ontatemarqué que le milieu était appauvri en
arginine, et que I'effet suppresseur était révpeséajout de cet acide aminé (J. T. Kenal,
1977). En effet, les lymphocytes T (et principalemées CD8) nécessitent la présence
d’arginine afin : d’exprimer le CD3 et le CD8, deofiférer, et de développer une réponse
mémoire (J. B. Ochoat al, 2001). Dans une récente étude, les auteurs ontrénque des
MDSC généréem vitro exercent leur activité suppressive via I'arginaset que ces cellules
étaient capables d’empécher la maladie du greffumtre I'h6te apres greffe de moelle
osseuse allogénique par un mécanisme impliquaginase 1, via une privation de I'arginine
(Highfill et al, 2010).
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D. Le métabolisme du glutathion et de la cystéinelegtr homéostasie

1. Le potentiel redox

Les potentiels redox, influengant la structureaefdnction des macromolécules, sont
différents aux niveaux cytoplasmiqué.e( réduit) et extracellulairei.e. oxydé). Les
principaux tampons redox sont le GSH, la cystéys], et la thioredoxine (Trx), avec leur
eéquivalents oxydés la GSSG, la cystine (yst la thioredoxine oxydée (Tre)S
Quantitativement, le GSH/GSSG est le tampon inliileée majoritaire (0,5 a 10 mM ;
contre 80 a 200uM pour la Cys/Gy<t il est principalement sous forme réduite. Son
potentiel varie de -260mV a -230mV lorsque lesutedl proliferent, de -220mV a -190mV
(i.e. plus oxydé) lorsque les cellules sont en difféan ou qu’elles ont arrété leur cycle
cellulaire, et de -170mV a -150mV lorsqu’elles sentapoptose. En extracellulaire le couple
Cys/Cys est quantitativement majoritaire.g.le plasma en contient de 110 a 225uM ; contre
2 a4 uM de GSH/GSSG) et est principalement préesmrg forme oxydéea.€. 75 a 95 % de
ce couple est de la GYsEn paralléle des changements de potentiel reldoss SH/GSSG,
lorsque les cellules proliferent le potentiel d&Clgs/Cys est inférieur a -80mV, il est proche
de -80mV lorsque les cellules se différencientastevde 0 a -80mV lorsque les cellules sont
en apoptose (Z. Yan & R. Banerjee, 2010) Faure 10).

Potentiel redox extracellulaire
Cystéine/Cystine
Apoptose

Prolifération
[0 : -80 mV[ Cﬁ@ o %8 <somy
o
[ ) ©

[-170; -150 mV] [-260 ; -230 mV]

Potentiel redox intracellulaire
GSH/GSSG

[-220 ; -190 mV]

Différenciation/ Arret du cycle cellulaire, -80mV

Figure 10: Changement de potentiel redox en intra- et ecetulaire.
D’aprés Yan et Banerje8jochemistry 2010.
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2. Les lymphocytes T, la cystéine et le glutathion

Pour proliférer, et plus particulierement pour satiser de 'ADN, les lymphocytes T
naifs activés nécessitent une quantité suffisaatglatathion intracellulaire (Suthanthiren
al., 1990). Cependant, la synthése de GSH est dépendaria présence de cystéine, or, le
lymphocyte T n’exprime pas la CSE, et ne peut pgsorter la cystine, car il n’exprime pas la
chaine xCT du transporteur X¢@ui importe de la Cyscontre un export de glutamate)
(Gminderet al, 1991; Eagleet al, 1966; Bannai, 1984). Il semble donc dépendanade
présence de cystéine sous forme réduite afin ohpdrter via ses transporteurs ASC (Alanine
Serine Cysteine). Etant donné la trés faible qteade Cys dans le milieu extracellulaire, il
s’avere que ce sont les CPA qui fournissent, amxphocytes T, la cystéine sous forme
réduite. En utilisant des MoDC, une étude a mogtré les DC relarguent de la Cys dans le
milieu extracellulaire et que ce phénomene est anggnpar le LPS et le TNé-ainsi que par
les lymphocytes T lorsqu’ils reconnaissent un altmgene spécifique (dans ce cas, les DC
relarguaient, en plus de la Cys, de la Trx). Lesde@blaient importer la cystine via le Xet
la réduisaient en intracellulaire pour la sécrétans la foulée (Angeliret al, 2002). Lors de
linitiation d’'une réponse immune induite par imnation, une étude a montré que les thiols
(i.e. molécules contenant une fonction -SH) libries. 6ous forme réduite, en opposition aux
thiols oxydés qui forment des ponts disulfures —Séfaient fortement augmentés dans les
organes lymphoides (Castellatial, 2008). Les auteurs ont alors identifiés que IB&Q.e.

lymphocytes B activés, macrophages et DC) étaesptansables de ce changement.

3. Mécanismes suppresseurs des cellules réqulatrices

Récemment deux études ont remarqué que des celddesatrices supprimaient la
prolifération des lymphocytes T par un mécanismelioppant une privation de Cys. La
premiére est celle de I'équipe de Banerjee, quiidié les lymphocytes T régulateurs FokP3
(Z. Yanet al, 2009). En induisant la prolifération de lymphas/fT naifs par coculture avec
des DC, les DC induisaient une augmentation de €xtsacellulaire, associée a une
augmentation de la concentration de GSH intracetlil sur les lymphocytes T.
L’augmentation de I'accumulation de Cys extracelld (qui était NR<B dépendant), et du
GSH intracellulaire des lymphocytes T, était indé&snte de l'activité de la CSE, mais
nécessitait : I'activité du transporteur X@ont I'expression était induite sur les DC par
contact T-DC), et, dans une moindre mesure, un rexg® GSH par la DC via MRP1
(Multidrug Resistance Protein 1). La prolifératides lymphocytes T, 'augmentation de leur
teneur en GSH intracellulaire, et 'accumulation @gs extracellulaire étaient inhibés de
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maniere dose-dépendante de la quantité de lympé®odyrégulateurs ajoutés a la coculture.
Réciproguement, I'ajout de Cys en extracellulaganettait de lever efficacement l'inhibition
induite par les lymphocytes T régulateurs. De manigéressante, les auteurs montrent aussi
gue les thiols libres membranaires étaient tragelaent augmentés apres coculture T-DC et
gue cette augmentation était empéchée par la m@sks lymphocytes T régulateurs ; sans
doute en conséquence de l'augmentation de cystéthéte en milieu extracellulaire. Leur
étude suivante a montré que les lymphocytes T aéguis semblent, par contact CTLA-4/B7,
empécher I'expression de le-glutamylcysteine-synthetase et donc la productenGSH
dans les DC. De plus les lymphocytes T régulatenisaient en compétition avec les

lymphocytes T effecteurs pour 'import de la Cysragellulaire (Z. Yaret al, 2010).

La deuxieme étude est celle de I'équipe d’OstrandeRberg qui a décrit un
mécanisme suppresseur a peu pres similaire, nfaistied par les MDSC (Srivastaea al.,
2010). lls démontrent que les MDSC n’expriment padransporteur ASC (ni la CSE),
contrairement aux DC et aux macrophages, et que-celserait nécessaire a I'export
extracellulaire de Cys pour la prolifération desnphocytes T. Ainsi, en exprimant le
transporteur X¢ les MDSC accumulent la cystine, et privent da@sxDC et macrophages de
la cystine extracellulaire par compétition. De eethaniere, les DC ou macrophages ne
pourraient pas fournir suffisamment de Cys aux lgogytes T, tandis que les MDSC, étant

déficientes en transporteur ASC, ne sécretent @&dyd (cf.Figure 11).

Les cellules régulatrices utilisent donc le potntiedox et 'homéostasie de la
cystéine et du glutathion comme mécanisme suppresda cystéine semblant importante
pour la prolifération des lymphocytes T sous foméduite, mais aussi sous forme oxydée (en
extracellulaire) afin que les DC puissent l'importda réduire, puis la fournir aux

lymphocytes T.
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SITUATION NORMALE

Prolifération

SUPPRESSION PAR LES MDSC

Pas de prolifération

Figure 11: Mécanisme de suppression des MDSC par privatocydtine.
D’apres Srivastavat al, Cancer Res2010.
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4. Autres effets impliguant le métabolisme et 'hortasie de la cystéine et du

lutathion

Chez des patients infectés par le HIV, des étudestnent une forte baisse en
méthionine et en cystéine plasmatique, de la ogamte glutathion intracellulaire des
lymphocytes T, et de I'expression de la CSE darfsite (Drogeet al, 1988; Breitkreutzt
al., 2000; Roederest al, 1991; Toohey, 2009). De plus ces patients ontalesd’IL-12 trés
faibles (X. Ma & Montaner, 2000). De récents travadiquent que les molécules donneuses
de glutathion seraient prometteuses afin de conuinleréventuelle déficience en réponse Thl,
induite par I'absence d’IL-12 chez les patienteatés par le HIV (Fraternalket al, 2010;
Fraternaleet al, 2011).

Le rble du glutathion est extensivement étudié danshysiologie des CPA. Ainsi,
lorsque des DC sont traitées avec de I'ifosfamiae, équipe a montré que ces cellules étaient
moins immunogenes par déplétion du glutathion caftalaire (Kuppneret al, 2003).
D’autres travaux utilisant le diéthylmaléate (DEBY) tant qu’agent déplétant le glutathion,
montrent que 'augmentation de I'expression deséodes de costimulation CD80 et CD86,
et de la sécrétion d’IL-12 induite par le LPS sas dC, sont inhibéds vitro (H.-J. Kim et
al., 2007). En effectuant des réactions mixtes lymptaoes avec ces DC, les réponses
prolifératives étaient moins importantes. Lorsqu'dnt utilisé le DEMin vivo, dans un
modele de DTH, la réponse était abrogée. Dans ek I'utilisation d’'un donneur de
cystéine, le NAC (N-Acétyl Cystéine), afin de réeppsionner les cellules en GSH,
permettait d’'empécher les effets observés aprdgtiipde GSH. Une autre étude a utilisé le
DEM en transplantation, et a découvert qu’il resatrée rejet de cceurs allogéniques chez la
souris. lls ont aussi identifiés que l'activité¢ d8--«B, induite par le LPS, de cellules
endothéliales et de splénocytes, étaient inhibéelgdraitement au DEM, et que cela
interférait avec I'expression de la molécule d’a&ibg ICAM-1 (G. J. McKennat al, 2006).
Une autre étude montre que le NAC est capable dkfierde ratio GSH/GSSG vers un profil
réduit, et que ceci augmente la production d’'IL-12ais pas celle de TNé&-par les
macrophages (via une hausse de l'activité dexBFgui augmente I'expression de la sous-
unité p40 de I'lL-12), et permet d’induire des rapes de types Thl (K. Alaet al, 2010).
Cependant 'effet du NAC serait biphasique : algue de faibles concentrations augmentent
I'IL-12 et le ratio GSH/GSSG, de fortes concentrasi ont I'effet inverse.
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Pour ce qui est de la CSE, elle a été décrite cogtard faiblement exprimée par les
leucocytes immatures, et il a été suggéré qu’eleésente un marqueur de I'immaturité des
cellules hématopoiétiques (D. Liek al, 1983). D’autre part, il est décrit que son expi@s
est induite par le LPS sur les macrophages, tapusle dexaméthasone (un glucocorticoide
immunosuppresseur) empéche son expression (X.-Yekal, 2010). Enfin, si cette enzyme
n'est pas exprimée par les lymphocytes T, une téagmde a montré que la CSE était induite

apres activation, tout comme le transporteur(&arget al, 2011).
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V. Objectifs

La transplantation est devenue une thérapeutiguehdé&x afin de restaurer une
fonction physiologique défaillante. Paradoxalemelgs immunosuppresseurs actuels
contribuent & son efficacité, tout en la limita#, par leurs effets néphrotoxiques et déprimant
le systtme immunitaire de maniére non-spécifiquén Ale s’affranchir de ces effets
secondaires, l'objectif actuel est d’atteindre uat éde tolérance spécifique vis-a-vis du
transplant. Malgré I'élaboration, chez I'animal, dieers protocoles inducteurs de tolérance
en transplantation, les différents mécanismes ougk restent a étre déterminés, afin de les

rendre plus performants.

Le glutathion ayant un réle dans la réponse immenke, sulfure d’hydrogéne y jouant
potentiellement un réle, nous nous sommes donceisdés a l'implication de la CSE en
transplantation. C’est pourquoi nous avons étudié expression dans différents modéles de
tolérance en transplantation cardiaque et rénaéz ¢b rat, et d’évaluer I'impact de son
inhibition in vivo dans le modele de transplantation cardiaque, e$ d@ux modéles de
réponses immunes de type Thl et Th2. Enfin, noassavoulu évaluer le role de la CSE dans

la physiologie de la cellule dendritique humaimeitro.
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Résultats

|. Article

La cystathionine<y-lyase module les réponses immunes de type Thl en
contrélant la production d’interleukine-12 par les cellules dendritiques, et
une baisse de son expression est associée a urédake vis-a-vis du

transplant.
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Abstract

Antigen-activated T lymphocytes undergo an immumetalerogeneic response in part
according to the activation status of their antigessenting cells (APCs). However, factors
controlling the activation of APCs are not fullyderstood. In this study, we demonstrate that
immune tolerance after organ allotransplantatiorthie rat is associated with a repressed
intragraft expression of several enzymes of thenstiulfuration pathway including
cystathionineyr-lyase (CSE). The pharmacological blockade of CSth wropargylglycine
(PPG) delayed heart allograft rejection and abexyaype IV hypersensitivity but did not
modify antibody responses. The dominant biologefééct of CSE blockade was a specific
repression of IL-12 p40 transcript expression, Wwhiould be reproduced in vitro in
monocytes and dendritic cells (DCs). Repressidib-df2 cytokine by CSE inhibition was not
mediated by changes to nuclear factor-kappa Bydrdgen sulphide, but could be assigned
to a modulation of intracellular cysteine. Intrdgkr cysteine levels were predominantly
controlled by CSE activity, together with extrao&r import via the Xtransporter. Our
results indicate that CSE plays a critical roleagulating IL-12 in monocytes and DCs and is
down-modulated in transplant tolerance, presumahlyicipating in the maintenance of the

tolerant state.
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Introduction

Cystathioniney-lyase (CSE) is a key pyridoxal-phosphate-dependemtyme in the
transsulfuration pathway. Transsulfuration linksttmenine metabolism to the biosynthesis of
cellular redox-controlling molecules, like cysteigdutathione, and taurine. CSE also controls
the metabolism of cysteine into hydrogen sulphidigS], pyruvate and ammonium ions
(Figure 1). CSE is expressed in peripheral tissussreas in the central nervous system, the
transsulfuration pathway and,$ production are driven by the cystathionfasynthase

enzyme (CBS)

T lymphocytes being deficient in CSE and ineffi¢iah importing cystine, the predominant
form of this amino acid in the extracellular miljethey are metabolically dependent on
dendritic cells for cysteine import and glutathiof@SH) synthesfs two molecules with
major anti-oxidant properties required for T cedtieation and proliferatioh®. A control on
cysteine and GSH availability is part of the mecgsanof action of regulatory Tcells (Tregs)
and myeloid-derived suppressor cells (MDSC) to medimmune suppression. Tregs do so
by limiting expression of-glutamate cysteine ligase (GCL) in DCs, the linatenzyme for
GSH synthes’, and MDSC by limiting DC-induced cysteine feediofgeffector T cellé.
GSH is thought to regulate 1L-12 production in D&l macrophages, probably through the
GSH/GSSG balance (the oxidized form of GSH) thatmeines the intracellular redox state
and regulates p38 MAPK and calmodulin expressidn¢chvin turn binds and sequesters c-rel
in the cytoplasth Also, GSH depletion reduces the expression dfiroogatory molecules in
DCs and modifies their ability to stimulate allogenMLR responses of T cellsin vivo,
GSH depletion in antigen-pulsed DCs interferes wttle delayed-type hypersensitivity

response, probably as a consequence of IL-12 sipre%
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H.S is the final metabolite of the transsulfuratiathpvay. Itis now recognized as the third
endogenously produced gasotransmitter after nixide (NO) and carbon monoxide (CO)
that induce important physiological modifications mammals such as vasomodulation,
synaptic sensitivity, inflammation and the moduatiof immune responsés Among
gasotransmitters, the role ohL$l in immune responses is the least understoodasitbeen
deduced from CSE blockade experiments th& Was involved in protecting mice from LPS-
induced endotoxemid pancreatiti§’ and sepsis. However, other studies have shown that
inhibition of H,S production increased leukocyte-endothelium adivereas well as
carrageenan-induced leukocyte infiltration and pmedema, whereas,H donors inhibited
those effectS’® Thus, pro-inflammatory as well as anti-inflamnmgtaoles have been

assigned to b8.

Immune tolerance to transplanted allografts retersas an adaptation of the recipient’s
immune system that either fails to recognize dallmantigens or controls alloreactivity. It is
controlled by the central, thymic depletion of adlactive T cells and/or by peripheral
regulatory cell¥. In experimental transplantation, several T celbbsets with suppressive
activity have been described and amongst them predoe the CD4+CD25+forkhead box
P3 (FoxP3) Tregs. It is becoming increasingly clear that tges other than T lymphocytes
co-operate and form a network of cellular inter@tsi controlling immune responses. These
cells include tolerogenic DCs, alternatively actechmacrophages, mesenchymal stem cells,
B cells and MDSC. Tolerogenic DCs are in an imnmastate and present antigens in a sub-
immunogenic manner, in the absence of costimulatgyals and in a context where
proinflammatory cytokine production is inhibited.ev&ral other mechanisms may be
responsible for the peripheral tolerance induced itayature DCs, among them the

production of interleukin (IL)-10 and transformiggpwth factor (TGF)R*®.
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In this study we linked experimental transplanetahce to the down-regulation of intragraft
CSE and found a role for this enzyme in the regutadf DC function. Our results highlight
the important role of the transsulfuration pathwagd by CSE in directly controlling
intracellular cysteine levels and IL-12 synthesysOICs, independently of 4%. In vivo, the
activity of CSE might also regulate IL-12 levelsdaspecifically control type-1 immune

responses and transplant tolerance.
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Materials & methods
Chemicals and reagents

Ethyl chloroformate, ethyl acetate, (99.8% purity etter), NHOH, sulfosalicylic acid,
Dowex 50 W-X8 resin, L-cysteine, D,L-propargylglgei sulfasalazinef-cyano-alanine,
NaHS, keyhole limpet hemocyanin (KLH) were purclith§®m Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). L-[3,3°H,]cysteine (98 atom%) was obtained from Cambridgetofses
(Andover, USA). All other reagents used for GC/Mfalgses were of analytical grade. GYY
4137 was purchased from Cayman Chemicals (Tallgtorita). Unless specified, all other

reagents were from Sigma-Aldrich.

Organ transplantation and tolerance induction anegtments

Lewis 1W (LEW.1W, haplotype RTY and Lewis 1A (LEW.1A, haplotype Rf)1rats
(Centre d’Elevage Janvier, Le Genest-Saint-Islanée) share the same genetic background
but are MHC | and Il mismatched. Heterotopic trdasis of 8 to 12 week old LEW.1W
hearts into LEW.1A recipients were carried out adow to the technique described by Ono
& Lindsey'®. For syngeneic transplants LEW.1A hearts weretggiabn LEW.1A recipients.
Live-sustaining allografts of LEW.1W kidneys in LEWA rats were performed aseptically,
and a bi-nephrectomy was performed seven days aftersplantation as previously
describe®. Blood urea and creatinine and urine protein/émes ratios were measured
throughout the posttransplant period. Blood urea®8 and blood creatinine<40 mM were
considereds norma. Transplant tolerance induction was obtained Ilmating rats with
either anti-CD28 antibodiés anti-donor anti-class Il antibodfés donor-specific blood
transfusions (DSTJ, with CD40-1g* or with LF015-095, a deoxysperguainalog®. De
novo heart-transplanted rats were injected intrapeeidig for 20 days with propargylglycine

(PPG; 50 mg/kg/day), an irreversible CSE inhibisupplemented with Nacystelyn, a lysine
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salt of N-acetylcysteine (NAL; 500mg/kg/day) givenavoid neuronal toxicity. Heart graft
survival was evaluated by daily palpation throulgé abdominal wall. Rats were maintained
in an SPF animal facility according to the instiintl guidelines of the “Institut National de

la Santé et de la Recherche Médicale” (INSERM).

Mixed-Leukocytes Reaction (MLR)

MLRs were performed as previously descriSe@riefly, T cells from Sprague-Dawley rats
(eight to 12 weeks old) or transplanted rats wengfipd and depleted from His24 (CD45R),
0OX42 (CD11b/c) and 3.2.3 (CD161) positive cellshwibagnetic beads (Dynal, Compiégne,
France). 35 Gy-irradiated APCs (id®lls or 2.10cells) were enriched from transplanted rat
spleens by a 14.5% Nicodenz (Gentaur, Paris, Fyagredient. After five days, proliferation
was measured b¥H-thymidine (GE Healthcare; 1pCi/well) uptake dgrihe last 16 hours of

culture.
Immunostaining

Graft samples were embedded in Tissue Tek OCT canthcsnap-frozen in liquid nitrogen,
cut into 5-um sections, and fixed in acetone. T@sanalysis was performed after saturation
using PBS, 4% BSA, 10% goat serum. Immunohistoldgamalysis of the infiltration was
evaluated using a mixture of CD45 and T&JRmAbs (OX1 + OX30 and R7.3) that were
produced in our laboratory from hybridoma obtaifredn the ECACC (Salisbury, UK). After
washing, cells were incubated for one hour at réemperature with FITC-conjugated anti-
mouse IgG diluted 1/100 (Jackson ImmunoResearcloradries, West Grove, PA) and
mounted with Dako medium (Dako Cytomation) and yred on a Zeiss (Paris, France)
Axioskopz microscope. Images were acquired with easZ AxioCamHRC camera and
processed using Zeiss AxioVisionRel version 4.2veamfe. Control sections were performed

by replacing the primary Abs with dilution buffer.
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RNA preparation, microarray analysis and real-tiongantitative PCR

Total RNA obtained by Trizol extraction was cleanga using RNeasy columf®iagen).
RNA quantity and quality were determined using and@rop spectrophotometer and an
Agilent 2100 bioanalyzer. The Applied Biosystems ganome survey microarray (part no.
4337467) contained 26,857 60-mer oligonucleqtiddes representing 27,088 individual rat
genes. Digoxigenin-UTP labeled cRNA was generatad amplified from 0.5 pg of
totalRNA from each sample using an Applied BiosysteNanoAmp chemiluminescent
reverse transcriptase-in vitro transcription (RTF)Mabeling kit (part no. 4365715). Array
hybridization was performed forl6 hours at 55°C.e@Huminescence detection, image
acquisition, and analysis were performed usingApplied Biosystems chemiluminescence
detection kit (part no. 436875D), analyzer (part 4838036)and version 1.1 analyzer
software (part no. 4336391) according to the mantufar’'s protocol. Microarray raw data
was analyzed by the R language and environmensthdrstical computing and graphics.
Genes were identified using the Panther Proteirsdiflaation System Probe ID database.
Microarray data corresponding to syngeneic kidmapdplantation in the rat and to kidney
allotransplantation induced by anti-donor clasaritibodie$* were deposited onto the Gene
Expression Omnibus web-based data repository, utidereferenceGSE28474. Real-time
guantitative PCR was performed in an Applied BitsysGenAmp 7700 sequence detection
system using SYBR-Green PCR core reagents as pedyialescribetd or TagMan gene
expression assays according to the manufacturesisuctions (AppliedBiosystems). The

following primers were used in this study:

HPRT, CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC (forward)
and TTCGCTGATGACACAAACATGA (reverse); IFN
TGGATGCTATGGAAGGAAAGA (forward) and GATTCTGGTGACAGUGGTG

(reverse); IL12p35, TGATGATGACCCTGTGCCTT (forward) and
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GCATGGAGCAGGATACAGAGC (reverse); IL12p4
TCATCAGGGGACATCATCAAACC  (forward) and CGAGGACGCACATCTG
(reverse); IL13, TATGGAGCGTGGACCTGACA (forward) a
GCGGAAAAGTTGCTTGGAGTA (reverse); INOS, ACCAAACTGTGTGCCTGGA
(forward) and TACTCTGAGGGCTGACACAAGG (reverse); -1,

CCACAGCTCGACAGCATGTC (forward) and GTTTCGCTCTATCTGCTTCCA

(reverse) TGH31, CTCAACACCTGCACAGCTCC (forward) an
ACGATCATGTTGGACAACTGCT (reverse); LA-3,
ATATGAATTCACAGAGGAGATGAGGCAG (forward) anc
ATATGAATTCTCCTGGTCAGAGCTGCCT (reverse IDO,

GCTGCCTCCCATTCTGTCTT  (forward) and TGCGATTTCCACCAAGAGAG
(reverse); IL-6, GCAAGAGACTTCCAGCCAGTT (forward) an
CATCATCGCTGTTCATACAATCA (reverse IL-17A, TGCTGTTGCTGCTACTGAACC
(forward) and AACTT(CCCTCAGCGTTGAC (reverse IL-23p19,
GGACTCGGACATCTTCACAGG (forward) and GGAACGGAGAAGAGXCGCT
(reverse); RORHT, GCAGGAGCAATGGAAGTCG (forward) an
CGCTGAGGAAGTGGGAAAA (reverseHPRT was used as an endogenous cc gene to
normalize the varying startingmounts of RNA. Relativexpression between a given sarr
and a control sample was calculated with t™4“ thresholdcycle method (ABI PRISA
7900 user bulletin 2:124 (1997); PEApplied Biosystems). All samples waralyzed ir

duplicate.

CSE enzymatiactivity measureme

H,S-synthesizing activity was determined as previoasgcribe®’. Briefly, heart transplani
were homogenized (Ultraurrax) in 10(mM ice-cold potassium phosphate buffer (pH 7

The reaction mixture (1 mlLcontainecL-cysteine (10 mM; 4@l), pyridoxal ¥-phosphate (2

94



RESULTATS- |. Article

mM; 40uL) and tissue homogenate (‘uL; 7-12 mg of protein, using the BCA metho
0.5mL of 1% zinc acetate was added in the central welktrfapping evolved .S from the
mixture. After flushing thdlaskswith N, the catalytic reaction was initiated by transfegi
the flask from ice to aBC shaking incubator. After 120 minutes, the neactvas stoppe
by adding 0.5mL of 50% trichloroacetic acid, athe flaskswere left an additional €
minutes to complete trapping o,S. The content of the central well was transfetedn
Eppendorf tube and mixed with 200pL of 1 MMN,N-dimethyl-p-
phenylenediaminedihydrochloride in M H,SO, and left for10 minutes to react. To ea
tube, 50puL of 185mM Fegln 15 mM HSO, was added and left fanother 10 minute:
Following this the optical absorince of the resulting solution at 670nm was meason a
spectrophotometer. The,8 concentration in the solution was calculatedregga calibratior
curve of NaHS. The 6 production is expressed as nmol,S formedpel mg of protein per

hour.

Human monocytéerived DC (MoDC) generation and cell maturau.

Human peripheral blood monocytes (> 90% pure) wbtained from the “Plateforr DTC”
(IFR26, Nantes, France) by countercurrent elutmatiMonocytes were differentiated
immature DC (iDC) byculture (2.1° cells/mL) for five days in RPMI 1640 medium wil
10% FCS, 2mM glutaming,00 U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomy« supplemented with
IL-4 (400 IU/mL, CellGro, Paris, France) and -CSF (1000 IU/mL, Gentaur, Par
France). For their matutian, iDCs< or THP-1 cells were cultured for 2étrs with LPS in the

presence of excipient, PPG, BCA, GYY4137, Nior SAS.

MoDC transfections with siRP

MoDC were transfected isix-well plates at day 4 post differentiation, using R Max

lipofectamine(Invitrogen) and siRNA targeting CSE (Ambion, AMI, 61% knockdown)
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or a scrambled negative control (Ambion, AM4615adinal concentration of 32.5nM. High
transfection efficiency (over 85%) was verified hvituorescent siRNA (Fluorescent Block-
IT, Invitrogen). Maturation of transfected-DCs wpsrformed 24 hours post transfection

using the same protocol as described above.

Assessment of NFKB p65 activation

MoDC were matured with LPS and treated with PPGdioe or two hours. NkB DNA
binding activity was assessed using the TransAM«xBHRamily TF assay kit (Active Motif,
Carlsbad, CA, USA). Nuclear fractions were harveéd$tem cells using the nuclear extraction
kit according to the manufacturer's instructionke TJprotein concentration was determined
using the BCA method (Pierce, Rockford, IL, USAker1g of nuclear extract in cell binding
buffer were added in triplicate wells containing th-GGGACTTTCC-3' NRB consensus

binding site oliogonucleotide.

Sample preparation of human MoDC and THP-1 lystdesysteine content determination by

GC/MS

Cellular maturation was carried out as describeaabCells were resuspended in PBS with
10 nmoles of L-[3.3H,]cysteine added as an internal standard, and dedicm ice. After
deproteinization, cysteine was purified by caticeh&nge chromatography using MH 10

M for elution. Following this, samples and standaadutions were dissolved in 0.2 mM
sodium phosphate buffer (pH=7.5) with 0.15% DTT.

The preparation of standard solution and the deraton of the —NH and —SH groups of
cysteine to obtain their respective N,S-ethoxycaybamethyl esters was as previously
described. Briefly, derivatization was performed using etthfbroformate. After
ethylacetate phase extraction, derivatization ef#68OOH groups was performed with 1 mM

HCI in methanol. Dried samples and standards wéseoled in methanol for GC-MS
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analysis. For the preparation of standards, gramladunts of L-cysteine were added in
phosphate buffer containing 10 nmoles of L-[¥B]cysteine as an internal standard.
Calibration curves were obtained by least-squanest regression analysis of the L-cysteine
to L-[3,3°H,]cysteine peak area ratio versus the L-[343lcysteine molar quantity added to
the sample. The intracellular cysteine concentnatexpressed as nmoles cysteine per million
cells) was calculated using the slope (a), thedefa (b) of the cysteine calibration curve and
the cell count in the sample (c), corrected forgbek area ratio of cysteine at m/z 220 to that

of L-[3,3-°H.]cysteine ( referred to as 2H-Cysteine) at m/z 222:

[L-Cysteine] = Noy.cystein& [ (220L-Cysteine / 2222H-Cysteine) - b] /(axc)

GC-MS procedure

The concentration of L-cysteine and L-[33;]cysteine were determined using a gas
chromatograph (5890 series Il, Agilent TechnologiPslo Alto, CA) coupled with a
guadrupole mass spectrometer (5971A, Agilent Teldgnes, Palo Alto, CA). Amino-thiols
were separated on a fused poly (5% diphenyl/ 95%ethylsiloxane) capillary column (HP-
5MS, 30 m x 0.25-mm inner diameter, 0;2%-film thickness, Agilent Technologies). The
injector and detector temperatures were 270 andQ@%@spectively and the El source was
held at 280°C. The column head pressure was $epsit with a helium constant flow rate of

1.2 mL min~?

. Splitless injection was used. Injected volumesewkeulL. The GC oven was

programmed as follows: initial temperature 120°Q@dHor 0.5min, ramp to 260°C at 10°C
min ~}, then to 290°C at 50°C mif, hold for one minute. Selected ion monitoring ($IM
mode with ions at mass-to-charge ratio (m/z) 229 222 for the N,S-ethoxycarbonyl methyl

ester derivative of natural L-cysteine and L-[%B]cysteine, respectively, was used to

measure cysteine concentration. The ion dwell tiras set at 100 ms.
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Delayed-type hypersensitivity (DTH)

LEW.1W rats were immunized subcutaneously using|206f an emulsion of 5@ig of KLH
mixed in PBS with 50% Freund’'s complete adjuvanelayed-type hypersensitivity was
induced by injecting intradermally 20uL of a KLHIgtion (1mg/ml) on a shaved area on the
back, seven days after immunization. Erythema swgelnd induration were measured using
a caliper within 24-72h. Rats were treated with PRIEng/kg/day and NAL 500mg/kg/day

throughout the experiment.

Dinitrophenol-ovalbumin immunizations

Dinitrophenol-conjugated ovalbumin (DNP-Ova) wasgi& from F.Nisol (University of
Louvain, Belgium). LEW.1W rats were immunized iyith 10 pg of DNP-Ova. Nineteen
days later, sera were collected by blood sinus fomecSerum levels of anti-dinytrophenol
(DNP) IgG1 and IgG2a subclasses were determineghkbyme-linked immunosorbent assay,
as described previoudfy Briefly, 96-well microtiter plates (Immulon, Chiily, VA) were
coated with boving-globulin-DNP at 5ug/mL and diluted sera addedtiaw hours at 37°C.
Plates were developed using horseradish peroxictagegated mouse monoclonal anti-rat
isotypes (IgG1, MARG1-2; IgG2a, MARG2a-1; Univeysitf Louvain). The concentration of
anti-DNP antibody was estimated using standardesugenerated by incubating the DNP-
coated plates with anti-DNP rat monoclonal antib@idys1, LODNP-1; IgG2a, LODNP-16;

University of Louvain).

Cytokine measurements

The MoDC and THP-1 secretion of IL-12p40 IL-12p70;10, IL-6, and TNFe in the
supernatants was assessed by ELISA using OptEBA(RID Biosciences) according to the

manufacturer’s instructions
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Statistical analyses

Statistical significance was evaluated using Manmt#éy tests for the comparison of two

groups. Graft survival was evaluated by Kaplan-Maigalysis using the log rank test.
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Results

CSE is under-expressed in tolerated allografts

Microarray analysis of mRNA from transplanted radriey allografts revealed a consistent
down-regulation of CSE and of several members efttanssulfuration pathway four month
after transplantation in recipients that receivedtaderizing regimen based on the
administration of anti-donor class Il antibodiesas compared with syngeneic grafts (Figure
2A). Quantification by gRT-PCR on independent saspthowed that tolerated kidney
allografts contained on average three-fold less mR\ CSE than syngeneic grafts (Figure
2B). In the same kidney transplant model, a simdawn regulation of CSE was also
observed if tolerance was induced by infusion withtagonist anti-CD28 antibodies,
according to a previously described prot6tqSupplementary Figure 1A). After cardiac
transplantation in the rat, tolerance can also hduded by donor-specific blood
transfusion&’, administration of CD40f§ or of the immunosuppressive molecule LF15-
01953, In these cases, the down-modulation of CSE mRdlAdcalso be observed in tolerant
recipients (Supplementary Figure 1B). In the dosmeeific blood transfusion model, we
could also measure a decrease of CSE enzyme wdtivitardiac allografts (Supplementary

Figure 1C).
CSE inhibition prevented heart graft rejection

To test the effect of CSE inhibition on the hearafgrejection course, we injected the

irreversible CSE inhibitorD,L-propargylglycine (PPGn a daily basis over 20 days. PPG is
known to inhibit the conversion of cysteine teS;1as well as the conversion of homocysteine
to cysteine, because CSE is implicated in thesecoviversion steps (Figure 1). Given that
cysteine is the rate-limiting substrate for glutatie synthesis, a major ubiquitous antioxidant

molecule, we supplemented PPG administration wittysieine donor, Nacystelyn (NAL),
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allowing us to block bS5 release without blocking glutathione synthesisl dimerefore
avoiding neuronal toxicity. Acute rejection of heart allograft in control amils consistently
occurred on day 6 post-transplantation and theeffeadministration of cysteine donor NAL
alone was not significant (median survival of ndeys). By contrast, CSE inhibition by PPG
supplemented with NAL induced a significant deldyrgection (median survival of 26.5
days). Furthermore, two of the six treated recipi@animals tolerated their allograft
indefinitely (Figure 3). Surprisingly, immunohistgjical analysis performed on day six post-
transplantation revealed that allografts were tiafied with CD45mononuclear cells and T
cells, to a similar extent in control or in PPG/N#&kated recipients (Figure 4A and
supplementary Figure 2). On day six post-transptaon, the ex vivo alloreactivity of
recipient T cells against donor APCs in mixed lymgte reaction was normal, and not
different between PPG/NAL treated animals and atéc control animals. Recipient APCs
also showed no defect in their direct alloantigeaspntation capacities to donor T cells
(Figure 4B), or third party T cells (data not shgwHowever, RT-PCR analyses of mRNA
transcripts extracted from these heart transplamfsost-operative day six revealed a specific
down regulation of IL-12p40 in PPG + NAL treatedcipgents, compared to rejecting,
untreated recipients or with NAL-alone treated pemmts (Figure 4C). Other transcripts

including IFNy, TGH3, IL-12p35 and others shown in Figure 4C were notlifired.

CSE modulates IL-12 biosynthesis in monocytes aodoayte-derived dendritic cells by

decreasing intracellular cysteine

We tested then vitro action of PPG on IL-12 synthesis by monocyte-a&tiviuman DC
(moDC) and THP-1 monocytic cells after activation IbPS. In MoDC, LPS stimulation
resulted in the upregulation of CD80, CD83, CD86 &b A-DR and in the induction of IL-
12 synthesis (Figure 5A). Using PPG during the magion process we found that IL-12

protein secretion was dose-dependently repressaith (h-12 p40 subunit and IL-12 p70
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complex were tested). In contrast, secretion 06,IILlE-10 or TNFx was not affected by PPG
(Figure 5B). The PPG dose range used here hadfext eh cell viability (data not shown).
The reduction of IL-12 synthesis was specificallyedo the inhibition of the CSE enzyme
since repression could be reproduced by transfpdtfioDC with CSE siRNA that reduced
CSE mRNA expression by 61% (data not shown), anii2lp40 secretion by 50% (Figure
5C). In addition, BCA, another CSE inhibitor, gasimilar results (Supplementary Figure 3).
Other phenotypic characteristics of mature DC sagkxpression of CD80, CD86, CD83 and
Class Il molecules were not modified by CSE inldpit(data not shown). The effect of CSE
blockade on IL-12 production could not be attritute the lack of HS synthesis since
simultaneous addition of NaHS (data not shown) fo6G¥Y4137 (Figure 5D), two donor
molecules that respectively releasgSHapidly or slowly, failed to restore IL-12 prodioo.
The NFKB pathway, which is a known regulator of IL12-p48@niscriptiori’,was obviously
not involved either in the mechanism of action &@since no modification in the nuclear
NF-kB binding activity could be observed in LPS-treaMdDC after treatment with PPG

(data not shown).

Since CSE is a rate-limiting enzyme in the synthesicysteine from methionine but also in
the catabolism of cysteine into,&l pyruvate and Ni(Figure 1), one major effect of CSE
blockade might be an alteration of cysteine intitatae content. Because IL-12 synthesis is
modulated by GSH, for which cysteine is limiting, we thought cysteilevels might also

impact IL-12 synthesis. We therefore first testduether sulfasalzine (SAS), an inhibitor of

the cysteine Xtransporter, whose physiological role is to impmy$tine which then converts

into cysteine, could mimic the effect of PPG onl2synthesis in DC. We observed that SAS
prevented IL-12p40 subunit (as well as IL-12p70dduction by LPS-stimulated MoDC

(Figure 5E). Next we directly measured intracelldaels of cysteine by gas chromatography
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coupled with mass spectrometry in MoDC, and in thedl cell line, where CSE inhibition
also prevents IL-12p40 secretion induced by LPSlemge (Figure 5F).In THP-1 cells,
although there was no modification in cysteine eahfafter LPS challenge as compared to
non-treated cells, CSE inhibition by PPG clearlgrdased intracellular cysteine levels by
61% without LPS and by 27% with LPS (Figure 6A)tehestingly, in THP-1 cells, X
inhibition with SAS had no effect on cysteine levgFigure 6A), in accordance with the
observation that it could not prevent IL-12p40 ston either (Figure5F), and highlights a
crucial role for CSE activity in the replenishmertthe cysteine content inside this cell line.
In contrast, in MoDC, LPS challenge induced an gpla&tion of intracellular cysteine content
from 0.58nmol to 1.05 nmol per million cells (FiguéB), indicating that the immature state
is associated with less cysteine content in MoDE&Ad8Bhibition in MoDC decreased
intracellular cysteine content to 0.38 nmol with@S, and to 0.71 nmol per million cells
with LPS. Unlike in THP-1 cells, Xinhibition with SAS clearly decreased the intrhdelr
cysteine content of MoDC, giving 0.36 nmol of cyséewithout LPS and 0.59 nmol per cell

million after LPS challenge (Figure 6B).

Because CSE is implicated in the cysteine synth&sisvell as cysteine catabolism, these
results indicate that the rate of CSE-induced aystsynthesis in the transsulfuration pathway

dominates the CSE-mediated cysteine catabolismab®™and THP-1 cells.

CSE inhibition prevents DTH but does not prevenibady responses

Since IL-12 cytokine controls TH-1 type immune resped’, we investigated whether CSE
blockade specifically blocked TH-1 type responsB3H is a type IV hypersensitivity
reaction mediated by TH-1 T lymphocyt®sSensitized animals challenged with an antigenic
intradermoreaction against keyhole limpet hemoayamounted a robust skin DTH reaction.

The reaction was not modified by administrationN®L. However, after administration of
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PPG + NAL, the reaction was mostly abolished (Fegdrand Supplementary Figure 5). In
contrast, animals immunized with ova-DNP mountedp&cific antibody response (the
prototypic TH-2 type of immune response) and thesponse could not be modified by

administration of PPG + NAL (Figure 6).
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Discussion

This study was initiated after we observed that C&tfl several other genes of the
transsulfuration pathway were repressed in differabh models of heart and kidney graft
tolerance. Reciprocally, pharmacological inhibitiohCSEin vivo using PPG resulted in a
significant prolongation of heart allogeneic grafirvival, without modifying the T cells
themselves. CSE blockade in grafted animals resuitethe repression of IL-12 synthesis
within the graft.In vitro, PPG-treated DC also presented a clear alterafiin12 production
after activation. Other parameters such as acbimatarkers, immunogenicity and secretion
of IL-6, IL-10 and TNFe were not modified. Pertaining to this specific antfocused on IL-
12, CSE inhibition prevented TH-1 type but not THyde responsesn vivo. NF«B
activation or a direct action of the gasotransmilgS could not explain the effect of CSE

inhibition on IL-12, which was associated with redd intracellular levels of cysteine.

Transplant tolerance can be maintained by theacfioegulatory lymphocytes and accessory
cells that synergize to suppress allogeneic effdgtophocyte imunoreactivity. Dendritic
cells are seen as dominant regulators of immureraoté’. However, although these cells
have been evidence as instrumental in some of theskel$’, the underlying mechanism(s)
are still unclear. An accepted common feature & dbility to present alloantigens in the
presence of a suboptimal costimulation, resultimg alloreactive T cell anergy, or
differentiation into regulatory lymphocytes. Anothieature is the alteration of cytokine
synthesis that drives T cell differentiation towart-1, TH-2 or Treg phenotypes. In five
different models of organ transplant tolerance jmasly described in our laboratSfyf*?
we found an under expression of CSE. Therefore @lession is probably a common
mechanism independent of the tolerance inductiatopol. CSE is a key transsulfuration
pathway enzyme that links methionine to cysteing tien controls its catabolism, resulting

in the production of k5. We initially thought that & might be responsible for the effect of
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CSE blockade on repression of IL-12 synthesis by D@eed HS is now recognized as a
biologically active gasotransmitter able to modellptoduction of cytokines and chemokines
in leukocyte¥® in addition to the pleiotropic effects on the diavascular systeffi
Moreover, the anti-inflammatory effect of CSE inkitn in vivoin the rat has been correlated
to the induced reduction of,8 releas¥, suggesting that #$ is the final mediator of the
inflammatory effect. Expression of CSE has alsonbsmrelated with cell proliferation via a
H,S-dependent mechanidm In DC and THP-1 monocytes, however, IL-12 refmess
following inhibition of CSE could not be directlyssigned to the effect of )8 deprivation,
since HS supplementation failed to reverse the effect.tA@oargument against a direct role
of H,S in the control of IL-12 transcription was that KB binding activity in the nucleus
was not modified by CSE blockade wherea$ Has NF-kB inhibitory activity*> Another
possible mechanism by which CSE inhibition mighpress IL-12 synthesis is via the
alteration of GSH, which itself regulates IL-12 #yasis in macrophages by modulating the
redox balance However, GSH depletion inhibits NéB activation and prevents APCs from
stimulating allogeneic T cefl& Our observations are different: inhibition of CBEPPG did
not modify the expression of class Il or costimogtmolecules on DCs and did not prevent
their allogenicity. Therefore it is likely that tledfect of CSE blockade and cysteine reduction
on IL-12 is independent of GSH. The intracellulgsteine level is controlled on one hand by
the transsulfuration pathway and on the other hbapdthe import of cystine from the
extracellular milieu. We observed that SAS, aniXhibitor, also resulted in a repression of
IL-12 synthesis in activated DC. Therefore thesguarents indicate that cysteine itself,
presumably also by regulating the redox balanceldcdirectly impact IL-12 transcription in

DCs.
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In vivo, the immunological impact of CSE repression wasrieted to less IL-12. T cell and
DC alloreactivity ex-vivo was normal. The key function of IL-12 is the indant and
maintenance of TH-1 responses, which is essentiathe antimicrobial responses to
intracellular pathogens. Delayed-type hypersensjtig¢ a pure TH-1 type immune response
that is dominantly controlled by IL-12. Antibodyqatuction is mediated by a TH-2 type T
cell help to B cells. Solid allograft rejectionnsediated by both types of responses but TH-2
alloresponses can also be protecfiv€SE blockadén vivo prevented DTH, did not affect
antibody responses and to some extent prolongexyrafts with limited induction of
transplant tolerance. This data is consistent waht reports suggesting that reduced TH-1
responses induced by administration of neutralizing-1L-12 antibodies prolonged allograft
survival®. Interestingly CSE mRNA levels were found redudedtolerated allografts
suggesting a correlation between immune repressnCSE expression. The origin of the
down-regulation in tolerated organs could be dueht absence of graft infiltrating cells
expressing CSE. However we observed that tolemgutafis were infiltrated by mononuclear
cells to a similar extent as in rejected grafts amore infiltrated than syngeneic grafts.
Another possible cause of CSE down-regulation ler&bed allografts might be a regulation
of the transcription of th€th gene (coding for CSE) by graft infiltrating cellshich is
transcriptionally controlled by the farnesoid X eptor (FXR), a bile acid-regulated nuclear
receptor expressed in enterohepatic tissues andraisimune cells such as macrophdges
Along time ago, it was identified that reduced levaf CSE in human bone marrow may be a
marker of cell immaturity®®. Since transplant tolerance is associated witlmagmaft
infiltration by immature D&, it is possible that the low CSE mRNA levels obser here
simply reflect immaturity of graft infiltrating cksl expressing low CSE levels. The fact that
we found that MoDC in an immature state produce lesracellular cysteine than MoDC

matured with LPS, together with the role we uncedeior CSE in the replenishment of the
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cysteine pool in these cells sustain this hypothelsi addition, the previous finding that
presence of DC in spleen cells is required for &degransfer of tolerance from anti-Class Il
antibodies-treated ratsstresses the central role of DCs in transplaetramice. Whatever the
mechanism responsible for low CSE expression grabéd allografts, it is reminiscent of the
immunosuppression state associated with HIV inbecticharacterized by depletion of

cysteine in leukocytés

In conclusion, we found that CSE repression is @ased with transplant tolerance. CSE
specifically controls IL-12 cytokine synthesis byCB® probably by directly controlling the
intracellular cysteine leveln vivo, CSE controls allograft rejection and TH-1 typamone

responses pointing out the role of this enzymenmune regulation.
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Figure 1: Simplified scheme of the cysteine metakisin. Dotted lines with empty arrows show
multi-step conversions. APS Kinase: adenosine ®'sphosulfate kinase. CBS: cystathionfhe-
synthase. . CDO: cysteine dioxygenase. CSE: cystatie+y-lyase. GCL: glutamate cysteine ligase.
H.S: hydrogen sulphide. MPST: mercaptopyruvate swdosferase. PAPS: 3’-phosphoadenosine 5'-
phosphosulfate. SO: sulfite oxidase. TST: thiosaltulfurtransferase.
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Figure 2: Reduced expression of CSE in transplantoterance (A) Tolerance is associated with a
down-regulation of transsulfuration network gen€gne regulation was assayed by microarray
analysis at day 150 post transplantation in rateiveng an allogeneic kidney transplant and anti-
donor Class Il antibodies (Tol) as the toleriziegimer?™. Indicated gene expression fold change was
normalized to syngeneic transplantation. Data aeglable on the Gene Expression Omnibus web-
based data repository, under the GEO accession etlu@BE28474. Stronger associations between
molecules are represented by thicker lines usingISG 8.3 predictions. Fold changes are expressed
as the mean of three animals. APS Kinase: adenbsjteosphosulfate kinase. CBS: cystathionfiae-
synthase, CDO: cysteine dioxygenase, CSE: cystatteg-lyase, GCL: glutamate cysteine ligase,
MPST: mercaptopyruvatesulfurtransferase, SO: sutfidase, TST: thiosulfate sulfurtransferase. (B)
Kidney transplants from rats receiving anti-dondasS Il antibodies (Tolerant) and from syngeneic
transplants (Syngeneic) were assayed for CSE esipre®y qRT-PCR at day 100 post-transplant.

Individual measurements are shown, and bars regrése mean value® < .05.
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Figure 3: Impact of CSE blockade with PPG on cardia allograft survival. The grey line
represents survival of the rejection group withtretatment (n=6), the dotted line shows the rats
treated with NAL at 500mg/kg/day alone (n=5) and lthack line represents rats treated with PPG at
50mg/kg/day supplemented with NAL at 500mg/kg/dayg). *: P< .05.
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Figure 4: Immunological status of cardiac allografts in PPG4eated animals. (A)
Immunofluorescence showing intragraft infiltratioh monocytic cells (Ox1-Ox30 labeling) at day 5
post transplantation (original magnification: x100Qgft panel: untreated, rejecting recipient. Right
panel: PPG/NAL-treated recipients. The scale bamesents 100pum. (B) Panel “T cell response”: graft
recipient (LEW.1A) T cells purified from the spleevere stimulated at a 1:1 ratio with irradiated
donor-type LEW.1W splenocytes used as APCs. Pa&teC“alloreactivity”: graft recipient (LEW.1A)
DC from the spleen were used as APCs to stimulage1al0 ratio purified donor-type LEW.1IW T
cells. White bars represent untreated rejectingpiegs and black bars recipients treated with PPG
NAL. Cells were harvested on day six post trandpléom. Proliferation was measured after five days
of culture. Mean = SD of triplicates from one expwnt representative of three independent
experiments is showrn(C) Recipient rats of allogeneic hearts were eithereated (white bars),
treaded with NAL alone (grey bars) or with PPG/Nfilack bars).Grafts were harvested on day six
post transplantation and mRNA levels of indicatectdrs analyzed by gRT-PCR in comparison with
HPRT expression. Each bar is a mean + SEM of t{ie®, LAG-3, IL-10, IL-6, IL-17, IL-23p19,
RORYT) or 4 (iNOS, HO-1, IFNg, TGFb, IL-12p35, IL-12pAé@nimals. ND: not detected. P < .05.
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Figure 5: CSE inhibition prevents LPS-induced IL-12synthesis by MoDC and THP-1 cells(A)
Maturation with LPS induces the upregulation of icated markers (MFI, mean fluorescence
intensity) and the secretion of IL-12 into the sup¢ant. White bars: non-treated. Black bars: 24
hours after addition of LPS. Data are from one esentative of five independent experiments. (B)
Human monocytes were differentiated for five dapsoiMoDC with IL-4 and GM-CSF and
maturation was induced by LPS for 24 hours, ingfesence of increasing doses of PPG, after which
time supernatants were analyzed by ELISA. Resafisesent the mean relative cytokine secretion as
compared to secretion without PPG, + SEM. Delsrépresent IL-12p70 (n=5), squaras (epresent
IL12-p40 (n=10), triangle &) represent IL-10 (n=4), inverted triangl¥ ) represent IL-6 (n=2) and
crosses X) represent TNFr (n=1) secretion. (C) Monocytes were differentiatkating 4 days with
IL-4 and GM-CSF, and transfected with an siRNAcsfiefor CSE (siCSE), or a scrambled negative
control siRNA (siC) for 24 hours Then, transfected cells were matbsetPS challenge for 24 hours
and supernatants were analyzed. Results reprdsenelative secretion of IL-12p40 as compared to
siC, and show the mean + SEM of four independent exgeaits. (D) Maturation of MoDC was
induced by LPS challenge for 24 hours in the presei either buffer (LPS), GYY4137 (GYY;.H
donor), PPG, or combination of PPG and GYY4137 (PB®Y), and supernatants were analyzed.

Results represent the relative secretion mean -42h40 as compared to LPS alone (LPS), £ SD of
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duplicates from one experiment representative r@fetindependent experiments. (E) Same experiment
as in panel D, but sulfasalazine (SAS), &ystine transporter inhibitor was added. Black birs
12p40. White bars, IL-12p70. Results representrtban relative secretion + SEM of four independent
experiments. (F) Same experiment as in panel DEand THP-1 cells. Results are means + SEM of

two independent experiments.P:< .05; **: P < .01.
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Figure 6: CSE inhibition prevents intracellular cygeine accumulation in THP-1 cells and in
MoDC. (A) THP-1 cells were either non-treated (NT), teshtvith PPG or treated with SAS in the
absence (white bars) or presence (black bars) 8ffoP24 hours. Cells were harvested and analyzed
by mass spectrometry. Results represent the relatiean percentage of intracellular cysteine
concentration as compared to intracellular cystemecentration when THP-1 cells were non-treated
(NT), £ SEM of two independent experiments. (B) aexperiments as in A on MoDC. Results
represent the mean of intracellular cysteine camaton, expressed as nmole of cysteine pécell3,

+ SEM of five independent experiments (except SA8 BPS+SAS, four experiments). P. < .05;

** P <.01.
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Figure 7: CSE activity controls delayed type hypemnsitivity. (A, B) LEW.1W rats were

immunized with KLH and subsequently challenged vathintra-dermoreaction. Erythema (A) and
induration thickness (B) were recorded at 24, 48 & hours. Dotse() represent untreated animals,
squares i) represent NAL-treated animals, while trianglas) (represent PPG/NAL-treated animals.
Each point is a mean = SEM of four animals, exdepthe PPG/NAL-treated group which is a mean

+ SEM of seven animals. ***P < .001.
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Supplementary Figure 1: Reduced expression of CSH idifferent transplant tolerance models

(A) Assessment of CSE mRNA down regulation by qRT-PKiBney transplants from rats receiving
anti-CD28 tolerizing regimefASand from syngeneic transplants were assayed f& @®ression by
gRT-PCR at day 100 post-transplantation. Each $dhé mean + SEM of three animals for the
syngeneic group, and four animals for the tolefanti-CD28) group. (B) Relative expression of CSE
MRNA assessed by DNA microarrays following threféedént tolerance inducing protocols, 150 days
after cardiac transplantation in the rat. DST: famsplant donor-specific blood transfusions
CD40lg: administration of recombinant adenovirusesling for murine CD40f§. LF15-0195:
treatment with a deoxyspergualin anald§uéyngeneic: LEW.1A kidney or heart grafted on a
syngeneic LEW.1A recipient. Each bar is the me&EM of three animals. (G)ssessment of CSE
enzymatic activity after tolerance induction poatdiac transplantation. Rats received a tolerance-
induction protocol (donor-specific blood transfusd®) and an allogeneic heart graft or a syngeneic
graft. Grafted organs were harvested on day seeshtansplantation, homogenized and CSE activity
assessed as described in materials and methods. dbatthe mean + SEM of four animals for

syngeneic transplantations, and three animalferdted transplantation. P<.05.
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Rejection PPG + NAL

Supplementary Figure 2: T cell infiltration of cardiac allografts in PPG-treated animals.
Immunofluorescence showing intragraft infiltratiafi T cells (TCRo/p labeling with the R7.3
antibody) at day five post transplantation (origimaagnification: x100). Left panel: untreated,

rejecting recipient. Right panel: PPG+NAL-treatedipients. The scale bar represents 100um.
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Supplementary Figure 3: BCA, another CSE inhibitor, prevents LPS-induced synthesis by

MoDC. Maturation of MoDC was induced by LPS challenge2d hours in the presence of either
buffer (LPS) or BCA, and supernatants were analyagdELISA. Results represent the relative
secretion mean of IL-12p40 as compared to LPS alis), + SEM from four independent
experiments. **P < .01.
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Supplementary Figure 4. CSE blockade does not modifantibody responsesLEW.1W
rats were immunized with DNP-Ova and treated dudfgdays with NAL or PPG/NAL.
Anti-DNP antibodies of the IgG1 (black histogranasid IgG2a (white histograms) isotypes

were titrated. Each bar is the mean = SEM of finenals.
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ll. Résultats complémentaires

1. Objectifs

Chez les animaux ayant subit une transplantatimgéhique de coeur hétérotopique
(précédemment décrits dans l'article ci-dessus)sravons observé que le rejet était retardé
apres inhibition de la CSE. Cette enzyme étantigéonmme responsable de la production de
sulfure d’hydrogéne hors du systeme nerveux, nousns voulu déterminer si les
concentrations en sulfure d’hydrogéne plasmatidaierd corrélées avec I'apparition du rejet.
De méme nous voulions évaluer si I'inhibition deCIS8E bloquait effectivement la production

de sulfure d’hydrogene
2. Méthodes

Nous avons effectué les traitements et les transilans selon les mémes protocoles
gue ceux cités précédemment dans larticle. Unisde& la concentration en sulfure
d’hydrogene plasmatique par prélevement de sargjraus rétro-orbital a été realisé. Aprés
extraction du plasma, les quantités de sulfure dftgene ont été immediatement mesurées
par une technique dérivée de la méthode du bleunélbyléne citée dans l'article. Pour cela,
100uL de plasma dilué au demi dans de I'eau, et 80de zinc acétate 1% ont été ajoutés,
afin de piéger le b§ plasmatique, durant 5 minutes a température aneb{RT). Puis 200uL
de DMPPDA 72mM, dans du,80, 7,1M, ont été ajouté a la solution qui a été &ess0
minutes a RT, afin de libérer le;8l lié au Zn, et de le lier au DMPPDA. Aprées ajoet d
FeCk 185mM (50uL) dans du 430, 15mM, la solution a été laissée 5minutes a RT pour
générer du bleu de méthylene. Enfin, 100uL de TO% bnt été additionnés afin d’éliminer
les protéines par centrifugation. La solution resik a été laissée 10 minutes afin de
terminer la réaction, et a été lue a 670 nm autsg@Ewtometre. Une courbe standard a été
effectuée en parallele avec différentes concentratde NaHS (3-500uM). Le résultat final

est exprimé en pmoles/L de plasma Fifjure 1).
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3. Résultats
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Figure 1: Concentration en H2S plasmatique en fonctiotedups apres transplantation de cceur chez
le rat.

A JO, les animaux ont été traités avec du PPG + KA (rejet >20 jours) (n=11), traités
avec du NAL seulx) (rejet de 5 a 29 jours) (n=10), ou na¥) (groupe rejetant de 5 a 7

jours) (n=9). Les résultats sont exprimés en pMigk plasmatique +/- SEM. * < .05.

Pour le groupe des animaux non-traités on remarmgue augmentation de la
concentration en sulfure d’hydrogene (17uM +/-5, 4%3uM +/-4), sans doute liée a
linflammation causée par la chirurgie, de J-1 aB@s, les niveaux baissent graduellement
jusqu'a J7 pour retourner a la concentration ol#epré-transplantation. Etrangement, la
concentration plasmatique pré-transplantation ehlursu d’hydrogéne semblait 3 fois
supérieure pour le groupe NAL (53uM +/-1) et paairgtoupe PPG+NAL (40uM +/- 8), a
celle des animaux du groupe non-traités. De J1 aled5concentrations en sulfure
d’hydrogénes pour tous les groupes sont tres pso@hejet: 39uM +/-2 ; NAL : 39uM +/-2 ;
PPG+NAL : 40 +/-2), et les groupe PPG+NAL et NAL waent pas leur concentrations

augmenter apres chirurgie. De J1 a J6 ces contiengarestent relativement stables (en
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moyenne 39uM +/- 1 pour ces deux groupes). E@fiaiy la concentration de H2S diminue
pour le groupe NAL (31uM +/-6), tandis que le greupPG+NAL reste au méme niveau
(40uM +/-8).

4. Discussion

En transplantation cardiaque, dans un groupe dé nmaé&s nous avons observé une
augmentation de sulfure d’hydrogene plasmatiqguesapansplantation, puis une diminution
de son niveau au moment du rejet. Les animawésraitt PPG+NAL, ou NAL, n'ont pas eu
de variation dans leurs concentrations, mise ayratiégére baisse de J6 a J7 pour le groupe
NAL. Etant donné que les animaux rejettent en damnon-traitée vers J7, que les animaux
traités au NAL rejettent vers J9 et que les anintaaixés au PPG+NAL rejettent vers J29, il
semble que la baisse d’'une concentration g€h plasmatique soit corrélée au rejet et pourrait
refleter le niveau général d’'inflammation. De maai@ssez surprenante, l'inhibtion de la
CSE n’a pas empéché la production d& HCeci pourrait étre di aux roles potentiellement
prédominants joués par la CBS et par la MPST, degnees exprimés dans différents tissus
et qui ne sont pas affectées par le PPG. Cependadifférence de concentration observée
entre les animaux naifs (J-1) utilisés pour lefd#nts groupes, démontre une assez mauvaise

sensibilité ou reproductibilité de ce test, et rdifticile I'interprétation.
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Discussion/Perspectives

Initialement, nous nous sommes intéressés a la €Bmous avons remarqué que
plusieurs genes impliqués dans le métabolisme deyséeine étaient sous-exprimés dans
différents modeles de tolérance en transplantadiorrein et de cceur chez le rat, et plus
particulierement la CSE. En accord avec ces résylfatilisation, in vivo, d'un inhibiteur
irréversible de la CSE, le PPG, a permis une pgatian de la survie d'un transplant de coeur
allogénique chez le rat, sans modifier I'activitésdlymphocytes T en réaction mixte
lymphocytaireex vivo En analysant les transcrits dans le transplants mvons remarqué une
baisse de l'expression de [I'lL-12 sans modificatidiautres cytokines. L’IL-12 étant
majoritairement produite par les CPA, et partia@ieent par les DC (M. Xet al, 2010),
nous avons remarqué que des MoDC traitées ave®@u &h présence de LPS, ont un défaut
de sécrétion d’'IL-12. De maniére intéressantehibition de la CSE a agi spécifiqguement sur
I'IL-12, puisque la surexpression des marqueurstVation (CD83, CD80, CD86, HLA-DR)
ou la sécrétion d’IL-6, dI'lL-10 et de TNE&-n'étaient pas modifies. Cet effet n’était
apparemment pas dépendant d’une modification a@éviee de NF«B, ou de la production
de HS, mais était associé a une baisse des taux déingyshtracellulaires. L’IL-12 étant
essentielle dans I'établissement des réponses iesmmtype Thl, nous avons effectivement
remarqué que l'inhibition de la CSH, vivo, a empéché un modeéle de réponses Thl (DTH)

sans modifier un modele de réponses immunes deTtypéréponse Ac contre la DNP-Ova).

L'efficacité de la transplantation est actuellemdmhitée par [utilisation des
immunosuppresseurs de par leurs effets néphrotegigqudéprimant le systéme immunitaire
de maniére non-spécifique. Afin de s’affranchirags effets secondaires, I'objectif est donc
d’atteindre un état de tolérance spécifique vissaeu transplant. En effet, la découverte de
plusieurs populations régulatrices permet d’entirelaur utilisation en transplantation. La
tolérance en transplantation peut étre maintenuagien des lymphocytes régulateurs et des
cellules accessoires qui synergisent pour supprifimamunoréactivité des lymphocytes
effecteurs allogéniques (Dugast & Vanhove, 200®¥s Mifférentes études d’'induction de
tolérance démontrent I'importance des CPA, et phusiculierement des DC dans l'initiation
et le maintien de cet état (Josieh al, 1998; Chiffoleau, Bériou, Dutartre, Usal, J.-P.
Soulillou & M. C. Cuturi, 2002b; X. L. Let al, 2010; Degauquet al, 2006; van Kootet
al., 2011), cependant les divers mécanismes empl@gésnt a étre déterminés et compris.

Une des conditions reconnues est la présentatailodhtigenes en absence de costimulation,
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résultant en une anergie des lymphocytes T allaféamu en une différentiation en
lymphocytes T régulateurs. Un autre mécanisme sttngn une altération de la synthése
cytokinique qui entraine une déviation Thl, ThZTeeg. Dans les cinq modéles de tolérance
en transplantation précédemment décrits dans raberatoire (Degauquet al, 2006;
Haspotet al, 2005; Josiert al, 1995; Guillonneaet al, 2007; Chiffoleau, Bériou, Dutartre,
Usal, J.-P. Soulillou & M. C. Cuturi, 2002a), noasons remarqué une sous-expression de la
CSE. Ces résultats suggerent donc qu’'une baisserdssion de la CSE est un mécanisme
commun a tous ces modéles et indépendant du pletd@oduction de tolérance. La CSE est
une enzyme clé de la voie de transsulfuration guingt la production de cystéine a partir de
méthionine, puis qui contréle son catabolisme, Itést) entre autres, en une production de
H2S. Initialement, nous pensions que kSHerait responsable de la diminution de la systhes
d’'IL-12 apres inhibition de la CSE sur les DC. Hifeg le H:S est reconnu en tant que
gasotransmetteur capable de moduler la produci#onytbkines et de chimiokines sur des
leucocytes (Zhet al, 2007; Ohet al, 2006), sans oublier ses effets sur le systéndiczar
vasculaire (G. Yangt al, 2008). Les effets anti-inflammatoires d’'une intidm de la CSEn
vivo chez le rat a été corrélé a une réduction deddymtion de ES (Bhatia, Sidhapuriwala,
et al, 2005), suggérant que lex$i serait le médiateur final des effets anti-inflaaoires.
L’expression de la CSE a aussi été associée doldepation cellulaire via des mécanismes
dépendants du43 (G. Yanget al, 2004). Cependant dans nos travaux, que ce soitlps
DC ou les monocytes THP-1, la diminution d’IL-12duite par inhibition de la CSE ne
pouvait pas étre assignée a une privation £& pluisque une supplémentation dS’a pas
antagonisé l'effet. De méme, le$lest un inhibiteur de I'activité NF-kB (H. Zhaeg al,
2007; Ohet al, 2006), or nous n'avons remarqué aucune modifinalie I'activité de NF-kB
apres inhibition de la CSE. Un autre mécanismelgguel I'inhibition de la CSE pourrait
réprimer la synthése d’IL-12 serait par altérationcontenu de GSH, qui est lui-méme décrit
comme régulateur de la synthése d’'IL-12 par lesrop@ages, par modulation du statut
redox. Cependant, une déplétion de GSH inhibeiVaitibn de NF-kB et empéche la capacité
des CPA a stimuler des lymphocytes T allogénique JGMcKennaet al, 2006). Or,
l'inhibition de la CSE n’a pas entrainé de baisss uholécules de costimulation ou du CMH
de classe I, et n’a pas empéché les CPA d'indieseréponses allogéniques. Il semble donc
gue l'effet observé apres inhibition de la CSEaptés réduction des contenus en cystéine
intracellulaire soit indépendant du GSH. Les nixedea cystéine intracellulaires chez les DC
sont majoritairement dépendants de I'import deingsh partir du milieu extracellulaire via le

transporteur Xc(Z. Yanet al, 2010). Nous avons ausi observé que la SAS, ubiiatir du
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transporteur X¢induisait une diminution de la synthese d’IL-1& pes DC activées au LPS.
Tout ceci indique que la cystéine pourrait, pae-eti€me, avoir un impact direct sur la
transcription de I'lL-12 dans les D@ vivo, 'impact immunologique de l'inhibition de la
CSE était restreint a une baisse d’IL-12 ; I'alkotvité des lymphocytes T et des DC étant
normalesex-viva La fonction principale de I'lL-12 est I'inductioet la maintenance de
réponses immunes de type Thl, qui sont essentidles les réponses antimicrobiennes
contre les pathogénes intracellulaires. La DTHgstjuement une réponse immune de type
Th1l qui est contrdlée par I'lL-12 (K. Kobayasdti al, 2001) ; la production d’anticorps par
les lymphocytes B étant médiée par le signal helpni par les lymphocytes Th2. Le rejet
allogénique en transplantation est médié par lex dgoes de réponses, mais les réponses
Th2 peuvent étre protectrices (H. Yehal, 2010).In vivo, I'inhibition de la CSE a empéché
'apparition d’'une DTH, mais n’a pas modifié la ofse anticorps et a retardé le rejet de
transplants allogéniques. Ces résultats corrobafantiens travaux suggérant qu'une baisse
des réponses Thl, induite par neutralisation dell2 avec des anticorps, prolonge la survie
d’allogreffes (X. C. Liet al, 1998; Williamsoret al, 1997). Une observation intéressante est
la baisse de I'expression de la CSE dans les tia@mtsptolérés, suggérant une corrélation
entre une réponse immune et I'expression de la CBEgine de la baisse d’expression de la
CSE pourrait étre due a I'absence de cellules daoes infiltrant le transplant exprimant la
CSE. Cependant ces transplants étaient infiltrda de&€me maniére que chez les animaux en
rejet. Une autre possibilité serait qu’il y ait uregulation de la transcription du ge@éh,
codant pour la CSE, par les cellules infiltrantréensplant ; ce géne étant contrélé par le FXR,
un récepteur nucléaire régulé par la bile et ex@nar les tissus entérohépatiques, mais aussi
par les cellules de I'immunité, tels que les mabegees (Rengat al, 2009).

'y a 30 ans, une étude avait identifié que desanix réduits de CSE seraient un
marqueur d'immaturité dans la moelle osseuse chemme (D. Linket al, 1983). Comme
la tolérance en transplantation est associée ainfilgation de DC immatures dans le
transplant (Bériowt al, 2005), il est possible que le niveau faible d&E@Bservé ici, reflete
tout simplement I'immaturité des cellules infilttdle transplant. Le fait que nous trouvions
gue les MoDC immatures produisent moins de cystéimeacellulaire que les MoDC
maturées au LPS, ainsi que le rdle, que nous adécsuvert, de la CSE dans I'accumulation
de cystéine intracellulaire dans ces cellules sangnt cette hypothése. De plus, la plupart
des modeles de tolérance étudiés dépendent dedserme des DC (Josient al, 1998;
Chiffoleau, Bériou, Dutartre, Usal, J.-P. Soulill@M. C. Cuturi, 2002b; X. L. Liet al,
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2010; Degauquet al, 2006), ce qui montre le role central des DC dantolérance en
transplantation. Quelque soit le mécanisme resppbmsie la baisse d’expression de la CSE
dans les transplants tolérés, cette baisse esniggmnte de I'état d'immunosuppression
associé a une infection au HIV, qui est caractguaeune déplétion de la cystéine dans les
leucocytes (Breitkreutet al, 2000).

En conclusion, nous avons trouvé qu’une baissé&gpression de la CSE est associée
a un état de tolérance en transplantation, et gu@SE contrdle spécifiquement la synthése
d’IL-12 par les DC, probablement en controlant hégeaux intracellulaires de cystéine. Au
niveau de la physiologie de la DC, nous avons débuue la CSE jouait un réle important
dans I'accumulation de cystéine intracellulaire ,na@me titre que le transporteur XEnfin,
in vivo, nous avons trouvé que la CSE est impliquée dansejet en transplantation

allogénique et dans les réponses immunes de type Th

Par extrapolation, on peut imaginer que les patiieto associées a une déviation
immune Thl pourraient étre corrigées par injectienDC autologues pour lesquels la CSE
est invalidée. Ceci pourrait, par exemple, étrdug&vaur le modele de diabéete inductible Ins-
HA (Insuline-HémAgglutinine), ou les cellules pa@atiques expriment I'antigene HA. Dans
ce modele, les souris développent un diabéte apjertion de DC autologues, maturées au
LPS avec de I'HA, suivie de l'injection de lymphoey T CD8 spécifiques de 'HA (Rémy
et al, 2009) ; une pathologie dépendante de I'lL-12.nd&me, les pathologies caractérisées
par une deéviation Th2 pourraient potentiellememe &Eversées par supplémentation en

cystéine.
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Réle du métabolisme de la cystéine dans la toléramen transplantation et dans les

réponses immunes de type Thl

L’induction de réponses immunogeéenes ou tolérogpaeses lymphocytes T dépend, en grande pairt

€,

du statut d'activation des cellules présentatricksntigenes (CPAs). Cependant, les facteurs

contrélant l'activation des CPAs ne sont pas toosnas, ni compris. Dans cette thése, nd

us

démontrons qu’un état de tolérance immunologigpessaallotransplantation d’organes chez le rat, [est
associé a une diminution de I'expression de plusieazymes impliquées dans le métabolisme de la

cystéine dans le transplant, et plus particuliérénge la cystathioningldyase (CSE). L'utilisation

d’un inhibiteur pharmacologique de la CSE, la prgglglycine (PPG), a retardé le rejet de transglant

de cceur allogéniques, et a inhibé I'apparition gérgensibilité de type IV, mais pas la répor]
anticorps. L’effet biologique majeur de l'inhibitiade la CSE était une répression de I'expressisn

transcrits d’lIL-12p40, ce qui pouvait étre repradim vitro sur des monocytes et des cellules

se
de

dendritiques (DC). La répression de I'lL-12 indugar inhibition de la CSE n’était pas due a une

modulation de l'activité de NkB, ou de la production de sulfure d’hydrogene, npaisrrait étre

médiée par une modulation du contenu intracellelaie cystéine. Les niveaux de cystéine

intracellulaires étaient contrblés majoritairemgyatr I'activité de la CSE, ainsi que par I'impoft

extracellulaire de cystine via le transporteur.Xdos résultats indiquent que la CSE joue un rple
important dans la régulation de I'lL-12 chez lesnmoytes et DC, et qu’elle est sous-exprimée dans la

tolérance en transplantation, probablement enggzatit & la maintenance d’'un état de tolérance.

Mots-clés: Cellules dendritiques - Interleukine 12 — Cystéinglloréactivité

Role of cysteine metabolism in transplantation tol@nce and Thl immune responses

Antigen-activated T lymphocytes undergo an immunmlerogeneic response in part according to
activation status of their antigen-presenting céBCs). However, factors controlling the activatic
of APCs are not fully understood. In this study, edemonstrate that immune tolerance after org
allotransplantation in the rat is associated wite@essed intragraft expression of several enzyhe
th transsulfuration pathway including cystathionipdyase (CSE). The pharmacological blockade

CSE with propargylglycine (PPG) delayed heart alig rejection and abrogated type 1Y

hypersensitivity but did not modify antibody respea. The dominant biological effect of CS
blockade was a specific repression of IL-12 p4@dcaipt expression, which could be reproduired
vitro in monocytes and dendritic cells (DCs). Repressioi.-12 cytokine by CSE inhibition was no
mediated by changes to nuclear factor-kappa B,ydrdgen sulphide, but could be assigned td
modulation of intracellular cysteine content. logHhular cysteine levels were predominant
controlled by CSE activity, together with extraokdlr import via the Xctransporter. Our results
indicate that CSE plays a critical role in reguigtilL-12 in monocytes and DCs and is dow
modulated in transplant tolerance, presumably gipdiing in the maintenance of the tolerant state.

Keywords:Dendritic cells - Interleukin 12 - Cysteine —Allacivity
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