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CAD: Chronic Allograft Dysfonction

CD40L: CD40 ligand

LAG-3: Lymphocyte Activated Gene-3

DTH: Delayed Type Hypersensitvity

IDR: Intra Dermal Reaction

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPA: Cellule Présentatrice d’Antigéne

TCR: T cell receptor

DC: Dendritic Cell

Gal: Galactosidase

ADCC : Antibody Dependent Cellular Cytotoxycity
HLA: Human Leucocyte Antigen

IL: Interleukine

IFN: Interféron

TNF: Tumor Necrosis Factor

NO: Oxyde Nitrique

FIAT: Fibrose Intersticielle et Atrophie Tubulaire
GA: Glomerulopathie d’Allogreffe

Th: T helper

Treg: T regulatrice

Ig: Immunoglobuline

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TGF: Transforming Growth Factor

ROR: Retinoid related Orphan Receptor

IRF: Interferon Regulatory Factor

IRAK: Interleukin Receptor Associated Kinases
imDC: Immature Dendritic Cell

CTL: Cytotoxic T Lymphocyte

ARNmM: Acide Ribonucleique messager

PGEZ2: Prostaglandin E2

GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
MCP: Monocyte Chemoattractant Protein

Gro: Growth related protein

AMP: Adénosine Monophosphate

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
MLR: Mixed Lymphocyte Reaction

SIRS: Systemic Inflamatory Response Syndrom
ATG: Anti Thymocyte Globulin

MOG: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein
CsA: Cyclosporine A

FoxP3: Forkhead box P3

GVHD: Graft Versus Host Disease



Abréviations

MMF: Mycophenolate Mofétil

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell
NK: Natural Killer

NKT: Lymphocytes Natural Killer T

PD-1: Programmed Death 1
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Avant propos

Avant-propos

En cas de défaillance terminale d’un organe vital, la transplantation est un traitement de
choix permettant la restauration de la fonction de 1’organe, I’amélioration notable de la
qualité de vie ainsi que le pronostic a long terme. Aujourd’hui, plus de 275 000
européens vivent avec un organe transplanté. L’augmentation du nombre de pathologies
chroniques touchant les organes vitaux (reins, ceeur, poumons, foie ou pancréas), ainsi
que le vieillissement de la population tendent a faire augmenter le besoin en terme de
greffons.

En France, le nombre de transplantations annuelles a augmenté de 38% depuis 1’année
2000. En 2006, 13687 personnes étaient sur la liste d’attente d’une transplantation
d’organe et 222 patients sont décedés faute de greffon (http://www.dondorganes.fr/). La
baisse importante de la mortalité accidentelle et de la mortalité par accident vasculaire
cérébral, conduit a une diminution du nombre total de donneurs potentiels. Il est
indéniable que la situation de pénurie provoquant une augmentation de 4% par an du
nombre de personnes inscrites sur la liste d’attente est installée durablement.

Le probleme médical créé par cette pénurie vient s’ajouter a celui créé par le rejet, qui
est le principal obstacle rencontré malgré un acte chirurgical parfaitement maitrisé. Une
transplantation d’organe implique 1’administration de traitementS immunosuppresseurs
au long cours afin d’enrayer le rejet aigu. Cependant, ces traitements ne préviennent pas
’apparition et le développement d’une dysfonction chronique du greffon [1] et sont
potentiellement toxiques. Ces médicaments favorisent aussi 1’apparition d’infections
opportunistes virales, bactériennes ou fongiques, et surtout de cancers viro-induits dont
I’incidence est significativement augmentée apres transplantation d’organes [2]. La
recherche en transplantation est donc essentielle afin d’améliorer les connaissances sur
les mécanismes immunitaires intervenant lors d’une transplantation, mais aussi pour
développer de nouveaux traitements permettant de protéger le greffon tout en diminuant
les effets secondaires. Ainsi le développement de nouveaux traitements

Immunosuppresseurs reste un axe majeur de recherche.
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Dans cette thése, je vais tout d’abord présenter les geénéralités de la transplantation
(types de greffes, rejet, alloreconnaissances). Je me pencherai ensuite sur les cellules
impliquées en transplantation. Je développerai ensuite une des stratégies
d’immunosuppression, la déplétion par des anticorps monoclonaux, en détaillant pour
finir une cible potentielle, LAG-3 (Lymphocyte activated gene-3). I s’agit d’un
antigéne d’activation spécifique des cellules T, candidat cible pour des anticorps
thérapeutiques. Enfin, je présenterai les résultats expérimentaux obtenus avec des
anticorps anti LAG-3 dans un modele de greffe cardiaque chez le rat et un modele de
DTH chez le babouin. En annexe sera rajoutée la liste des publications et

communications effectuées au cours de ma these.
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La transplantation

I. Les différents types de transplantation

Selon ’espéce et la provenance des tissus greffés et des receveurs, on distingue différents

types de greffes :

= Xeénogreffe

On définit par xénogreffe une transplantation entre des individus d’espéces différentes.
Elle n’est pour I’instant effectuée qu’a titre expérimental entre le porc et le singe dans le
but un jour de pallier au probléme de pénurie d’organes. Ce type de greffe est rejeté trés
rapidement. L’apport de nouvelles techniques de manipulations génétiques augmente
I’intérét porté aux xénogreffes. Bien qu’il reste des obstacles d’ordre immunologique et

de risques infectieux, les résultats sont encourageants (pour revue [3]).

= |sogreffe

Transplantation de tissu entre individus identiques génétiqguement. Ce type de greffe
peut s’effectuer chez ’humain, lorsque les sujets sont des jumeaux identiques, ou chez
les animaux, lorsqu’on est en présence de souche congéniques. Les molécules
complexes d’histocompatibilité majeurs (CMH) et mineurs de ces individus sont

identiques et il n’y a pas de rejet immunitaire.

= Autogreffe

Le donneur et le receveur sont le méme individu. Les tissus transplantés ne sont pas

rejetés.
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= Allogreffe

L’allogreffe consiste en la transplantation de tissus entre individus non-identiques,
appartenant a une méme espece. Dans la plupart des cas, ces tissus transplantés sont
rejetés par le systtme immunitaire a cause du polymorphisme des CMH et autres
antigénes mineurs.

Dans le cadre de I’allogreffe et de la xénogreffe, 1’utilisation d’immunosuppresseurs est

nécessaire

[I. L’alloreconnaissance

Le systeme immunitaire a développé un mécanisme sophistiqué pour éliminer ou
détruire les pathogenes. L’acquisition de la capacité a reconnaitre non seulement des
germes entiers mais aussi des peptides dérivés de protéines est une réalisation
biologique remarquable. Aprés la réponse de I’'immunité innée, afin d’améliorer la
capacité et ’efficacité de la réponse contre les microorganismes, un concept de défense
immune, I’immunité adaptative est apparue. Les cellules présentatrices d’antigene
(CPA) se sont spécialisées pour signaler la présence de pathogenes envahissant et les
lymphocytes T et B ont acquis la capacité de recevoir un signal de ces cellules et de
mettre en place une réponse immune.

En transplantation, 1’alloreconnaissance définit le phénoméne par lequel le systéme
immunitaire est capable de reconnaitre les antigenes du donneur, considérés comme du
non-soi, et de conduire, en I’absence d’immunosuppression, au rejet du greffon. La
reconnaissance  des alloantigénes, en particulier du complexe majeur
d’histocompatibilité par le lymphocyte T est 1’événement clé induisant 1’activation des
cellules alloréactives. Elle nécessite trois signaux. Le premier signal est la résultante de
I’interaction spécifique du complexe CMH-peptide avec le TCR (T Cell Receptor) du
lymphocyte T. Le second signal est induit par la liaison des molécules de costimulation
présentes sur les CPA avec leurs récepteurs exprimes a la surface du lymphocyte T. La
présence de ces 2 signaux engendre la production de cytokines, notamment de 1’IL-2,

qui va constituer le troisieme signal.



Introduction La transplantation

1. Alloreconnaissance directe

A D’encontre des régles de restriction de reconnaissance de 1’antigene par les molécules
du CMH du soi, l’activation des cellules T par la voie directe implique la
reconnaissance des molécules de CMH allogéniques (du non soi) intactes a la surface
des cellules présentatrices d’antigene étrangeéres [4]. L’alloreconnaissance directe peut
avoir lieu lors d’une grossesse, d’une transfusion ou lors d’une transplantation.

Cette voie d’activation des lymphocytes a été mise en évidence dés 1976. Lafferty et
son équipe ont montré qu’elle jouait un réle majeur dans le développement du rejet aigu
[5]. En effet, la déplétion des leucocytes passagers du greffon par une culture in vitro
préalable a la greffe [6; 7] permet de prévenir le rejet. In vivo, le placement du greffon
dans un héte intermédiaire permet de prolonger la survie [8]. Cette immunogenicité peut
étre restaurée en réinjectant des DC du donneur [8]. D’autres études ont montré que les
cellules dendritiques migrent du greffon dans la rate du receveur [9], suggérant que
I’alloréponse directe peut étre initiée dans les tissus lymphoides, comme les réponses
contre les pathogénes. Cette théorie est confirmée par I’observation qu’un greffon peut
étre immunologiquement ignoré dans un animal dépourvu d’organes lymphoides

secondaires [10].
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CPA donneur

TCR

AN
CMH donneur
+ peptide

TCD4" ou
CD8"
receveur

Figure 1: alloreconnaissance directe

Deux hypothéses sont émises pour expliquer ce phénomene :

La premiére hypothese prend naissance dans 1’observation que les résidus
polymorphiques des molécules de CMH sont essentiellement localisés au niveau du
sillon, lieu d’ancrage du peptide, et peu au niveau des zones en contact avec le TCR.
Ainsi, les lymphocytes T alloréactifs reconnaissent les quelques parties polymorphiques
des molécules de CMH allogéniques par leur TCR, indépendamment du peptide logé
dans le sillon [11; 12]. Cette hypothese est soutenue par le fait que d’une part les
cellules T sont capable de reconnaitre la molécule de CMH en I’absence de peptides
[13], et que, d’autre part un clone spécifique d’une molécule de CMH associé a un
peptide peut réagir avec la méme molécule de CMH associée a des peptides différents
[11].
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La deuxieme hypothese suggére une reconnaissance CMH/peptide impliquant de fagon
importante la reconnaissance peptidique. Par conséquent, ce sont les régions similaires
entre les CMH syngeniques et allogéniques qui sont reconnues plutdt que les régions
polymorphes des sites de contact CMH/TCR [14]. Par contre, le répertoire de peptides
présenté par les CMH allogéniques étant différent de celui présenté par les CMH du soi,
en raison des différences polymorphiques du sillon [15], tout se passe comme Si un
peptide étranger était présenté par un CMH du soi par voie classique. Cette voie a pour
conséquence la mobilisation de lymphocyte T de spécificité tres variée, représentant une
proportion importante du répertoire T. Lors d’une greffe chez ’homme, la fréquence
des lymphocytes T présentant une alloréactivité spécifique directe diminue avec le
temps [16]. En effet, I’alloréactivité directe peut induire un rejet aigu mais pas le rejet
chronique. Une autre étude [17] montre qu’on ne détecte pas d’alloréactivité directe
dans le sang de patients greffés rénaux présentant un dysfonctionnement chronique du
greffon. De plus, ce déclin est similaire chez les patients avec un rejet chronique et chez
ceux présentant une bonne fonction du greffon, suggérant que la voie directe n’est pas
un important médiateur du rejet chronique. De plus, des résultats montrent aussi qu’une
présentation des alloantigénes par des cellules parenchymales du greffon peuvent
induire une tolérance du greffon au lieu du rejet, comme le suggérent les expériences
dans lesquelles la coculture de cellules T CD4"CD45RO" et des cellules épithéliales
humaines d’origine thyroidiennes ou rénales traitées par IFNy induisent une tolérance
allospécifique [18].

La reconnaissance directe n’est cependant pas 1’unique mécanisme qui peut entrainer le
rejet d’allogreffe. En effet, la reconnaissance indirecte semble suffisante et/ou

nécessaire pour initier un rejet dans différents modéles d’allogreffe.
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2. Alloreconnaissance indirecte

L’alloreconnaissance indirecte est un terme utilisé en immunologie de la transplantation
pour désigner le processus classique de reconnaissance immune. En effet, il s’agit de la
présentation de peptide au TCR par les CMH exprimées sur les CPA du soi. Les
peptides présentés et reconnus par les cellules T du receveur sont les molécules du
CMH du donneur qui ont été phagocytées suite a la destruction des cellules du donneur
[8; 19]. En transplantation, cette alloreconnaissance indirecte a été corrélée avec
I’apparition du rejet chronique [8; 20] En effet, méme si au moment de la
transplantation, le greffon contient assez de DC du donneur pour migrer du greffon
jusqu’au tissu lymphoide pour effectuer une présentation d’alloantigénes directe, cette
population décline avec le temps. Le rejet chronique ne peut donc seulement étre
expliqué par la voie indirecte, au cours de laquelle s’effectue un passage constant de
cellules dendritiques du receveur a travers le greffon, chargeant des antigénes solubles
ou issus de cellules mortes du donneur qui sont processées et présentés par les CMH-11
du soi au CD4" dans les organes lymphoides drainant. Cette hypothése est supportée par
des résultats expérimentaux : quand des cellules dendritiques H2* (exprimant la
molécule H2-E) sont injectées dans un receveur H-2A° (H2-E négatif), dans les 2 jours
suivants, la majorité des cellules dendritiques du receveur peut étre marquée par un
anticorps reconnaissant un peptide dérivé de la molécule H2-E dans les ganglions
drainant, indiquant la tendance des molécules de CMH a étre présentées comme un
peptide par d’autres molécules de CMH [19]. De méme, les receveurs CMH-I négatif
peuvent rejeter des greffons CMH-II négatifs [21] et cela ne peut étre expliqué que par
I’existence d’un voie d’alloreconnaissance indirecte. Quelques études cliniques ont
démontré une augmentation de la fréquence des cellules T CD4" avec une allospécificité
anti-donneur indirecte chez des patients développant un rejet chronique. Plus tard,
I’importance de la voie indirecte a également été démontrée dans le rejet aigu [22; 23].
D’autres études ont démontré que des greffons dépourvus de molécules du CMH de
classe 1l sont rejetés trés rapidement, ce qui démontre que la présentation directe étant
inexistante, la présentation indirecte est suffisante pour induire le rejet de 1’allogreffe
[21; 24].
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Figure 2 alloreconnaissance indirecte

3. Voie semi-directe

Une troisieme voie de présentation d'alloantigénes a été récemment décrite, elle a été
appelée par Lechler « alloreconnaissance semi-directe”. Il s’agit d’une voie dans
laquelle des complexes CMH : peptides intacts du donneur, sont présentés par les CPA
du receveurs. L’acquisition de ces complexes se fait soit par contact cellule-cellule soit
par utilisation des exosomes [25]. De cette facon, a la surface de la méme cellule sont
présentés des complexes CMH du donneur:peptide et CMH du receveur chargé avec un
peptide dérivé du CMH du donneur. Ainsi, les cellules T CD8" allospecifiques liées a la
CPA peuvent recevoir l'aide de cellules CD4" dans un modéle a trois cellules [26]. Des
travaux récents ont confirmé que le transfert de CMH se fait in vivo [27-29], et que
I'allo-CMH peut stimuler la réponse des cellules T au moment ils sont acheminés par
exosomes [30]. Péche et al. [31] ont démontré la possibilite de prolonger la survie
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d’allogreffes cardiaques CMH-mismatched chez le rat grace au transfert de CMH du
donneur par exosomes. Toutefois, le transfert de molécules intactes du CMH du
donneur peut egalement fournir un moyen par lequel les cellules T allospécificiques
continuent a étre stimulées aprés la déplétion des CPA du donneur, justifiant la
longévité de la voie directe durant la transplantation. Le r6le précis de
I’alloreconnaissance semi-directe dans le rejet et la tolérance en transplantation reste a

étre élucidé.

Transfert Tdu
CMH+peptide receveur
du donneur avec

allospecific
Sellulaire ou té indirect T cell help
exosomes
] \
L ]

CMH-
I+peptide du
donneur

*
CPA donneur w

CPA du receveur

Figure 3: alloreconnaissance semi-directe
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I11. Le rejet d’allogreffe

Ce rejet est la conséquence de facteurs immunologiques mais aussi non
immunologiques (infections, ischémie/reperfusion, toxine...) qui vont induire des
phénomeénes inflammatoires non spécifiques [32]. On distingue trois types de rejet
immunitaire que I’on classe selon une succession temporelle d’événements en : rejet

hyper aigu, rejet aigu et chronigue.

1. Rejet hyper aigu

Le rejet hyper aigu survient tres peu de temps apres la greffe, en quelques heures voire
quelques minutes. 1l est di a la présence d’anticorps préformés dirigés contre des
alloantigénes du donneur, ces receveurs sont dits hyperimmunisés. Ces anticorps se lient
aux antigénes reconnus, notamment au niveau de I’endothélium, entrainant 1’activation
du complément et une coagulation intravasculaire aboutissant a la perte du greffon. Ces
anticorps sont souvent dirigés contre les protéines déterminant le groupe sanguin ou
contre des molécules du CMH du donneur. Ces anticorps sont naturels (comme les
anticorps anti-Gal causant le rejet hyper aigu en xénogreffe, ou les anticorps anti A ou B
des groupes sanguins) ou acquis lors de phénomenes immunogénes antérieurs (comme
une transfusion, une grossesse ou une greffe). Pour éviter ce type de rejet humoral en
clinique, une recherche de compatibilité HLA entre le donneur et le receveur (test du
cross match) est effectuée afin de déterminer la présence d’anticorps préformés avant

greffe.

2. Rejet vasculaire aigu

Le rejet vasculaire aigu survient plus tard, dans les semaines suivant la greffe, ou encore
plus tardivement. Ce rejet est dii a la formation aprés greffe d’alloanticorps qui ciblent
I’endothélium [33]. Le dépot des alloanticorps sur 1’endothélium va entrainer un rejet
par ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) et activation de la voie classique

du complément (anaphylotoxine et complexe d’attaque membranaire).
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Le rejet vasculaire aigu se caractérise selon la classification de Banff par 3 signes
cardinaux : morphologique (Iésions tissulaires aigues), immunopathologique (dépét C4d
dans les capillaires péritubulaires et sérologique (présence d’anticorps anti-HLA ou
anti-cellules endothéliales dirigés contre le donneur) [34].

I1 faut cependant noter qu’il peut exister des anticorps dirigés contre le donneur sans
survenue systématique de rejet vasculaire. Cette situation correspond a une
accommodation [35; 36]. Chez I’homme, elle peut survenir notamment lors de greffes
ABO incompatibles, effectuées dans certains centres compte tenu de la pénurie
d’organe, ou des anticorps dirigés contre des antigénes du groupe sanguins du donneur
peuvent étre retrouvés alors que le greffon ne présente pas de signes biologiques ou
histologiques de rejet [37]. Au moment de la greffe, des précautions sont prises pour
minimiser les risques. Les receveurs sont désensibilisés par le biais d’injections
d’immunoglobulines en intraveineuses, de plasmaphéreses, d’injection de Rituximab
(anticorps anti-CD20), de splénectomie et d’immunosuppresseurs (serum anti-
thymocytaire, anti-IL-2). Pour autant, lorsqu’ils sont de nouveau détectés, ils ne
provoquent pas systématiquement de rejet vasculaire [38]. Ceci semble étre lié a des
modifications au niveau de 1’endothélium avec la surexpression de molécules anti-

apoptotiques lors de 1’exposition a de faibles taux d’anticorps anti-HLA [38; 39].

3. Rejet cellulaire aigu

Le rejet cellulaire aigu survient dans une période comprise entre une semaine et
quelques mois aprés la greffe. La fréquence d’apparition de ce rejet est actuellement
beaucoup plus faible grdce a I’utilisation d’immunosuppresseur. De plus, il est
dorénavant réversible.

Ce phénomeéne est dépendant de I’activation des lymphocytes T du receveur spécifiques
d’alloantigénes portés par le greffon. Les différentes sous population T (T CD4", T
helper CD4", T cytotoxique) [40-42] sont activées au niveau des organes lymphoides
secondaires par présentation directe ou indirecte. Les lymphocytes T activés proliférent
puis recirculent vers le greffon ou ils sont d’autant plus facilement recrutés que

I’endothélium est inflammatoire, et exprime donc des molécules d’adhésion pour les
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cellules du systeme immunitaire. Chaque lymphocyte va agir selon sa spécificité dans le
but de détruire le greffon. Les T cytotoxiques vont agir selon la voie Fas/FasL et la
sécrétion de perforine/granzyme [43], d’autres vont sécréter des cytokines
proinflammatoires (IFNy, TNFa, 1L-1) pour attirer les macrophages qui vont sécréter de
I’oxyde nitrique (NO), IFNy et des radicaux libres. Tant que 1’élément étranger n’est pas
détruit, la cascade d’événements continue, aboutissant a un infiltrat massif composé de

lymphocytes T et B, de macrophages et de cellules phagocytaires.

4. Dysfonction chronique de I’allogreffe (CAD)

Il est la cause majeure des rejets de greffe dans les 5 a 10 ans suivant la transplantation.
Ce rejet est mal contrdlé par les immunosuppresseurs, suggérant que des phénomenes
immunologiques et non immunologiques agissent en synergie pour détruire le greffon.
En effet, une des causes majeures du CAD est la Fibrose Interstitielle et Atrophie
Tubulaire (FIAT) dont les étiologies possibles sont considérées comme non
immunologiques, telles que définies dans la derniere classification du Banff [44]. Une
autre forme du CAD est le rejet chronique médié par les anticorps, ou Glomerulopathie
d’Allogreffe (GA). Ce rejet est defini histologiquement par un doublement des
membranes basales glomérulaires, une atteinte des capillaires péri tubulaires, une
possible présence de FIAT, un épaississement des parois des artéres, et, dans tous les
cas, la présence d’un produit issu de I’activation du complément, le C4d. Le C4d est un
indicateur de I’intervention d’anticorps, ainsi que la présence d’anticorps dirigés contre
le HLA du donneur ou d’autres antigénes. Les mécanismes moléculaires de ce rejet
chronique, qui limitent la durée de vie des organes transplantés, sont mal connus. Le
diagnostic actuel est basé sur une biopsie du greffon, geste invasif et non sans danger
pour le patient, qui met en évidence des lésions importantes du greffon, ne permettant
ainsi qu’un intervention thérapeutique tardive. C’est pourquoi une partie de notre équipe
recherche des biomarqueurs présents dans le sérum dont la présence constituerait un

diagnostic permettant de différencier, a un stade précoce et par une technique peu
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invasive, une GA d’une FIAT. Ce type de test permettrait de suivre I’évolution du
greffon et 1’efficacité des traitements.

Actuellement, on tend a croire qu’une meilleure gestion du rejet aigu pendant la
premiére année qui suit la greffe peut retarder et diminuer la fréquence de survenue de
rejet chronique a long terme. Plusieurs autres facteurs sont a prendre en considération
pour ralentir 1’évolution vers le rejet chronique et favoriser une plus longue durée de
survie de 1’organe greffé comme le respect de la compatibilité HLA entre donneur et
receveur, I’utilisation de nouvelles drogues anti-rejet, mais aussi des facteurs non
immunologiques comme le conditionnement du greffon et le délai écoulé entre le

moment de son prélévement et celui de sa réimplantation (temps d’ischémie froide).
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Différentes sous populations T

L’identification de deux sous-populations de lymphocytes T CD4+ helper (Th) par
Coffman et Mossman, Th de type 1 (Th1) et Th de type 2 (Th2), dans les années 1980, a
permis une avancée formidable dans la compréhension des fonctions des cellules T et de
leur role en pathologie [45]. Ces deux sous-populations sont incriminées dans plusieurs
pathologies, notamment les maladies auto-immunes pour le lymphocyte Thl et les
allergies pour le lymphocyte Th2 [46; 47]. Depuis, la famille des lymphocytes T CD4+
s’est élargie et compte quatre sous-populations : Thl, Th2, Th de type 17 (Thl7) et T
régulateur (Treg). Les trois sous-populations de lymphocytes Thl, Th2 et Th17 sont des
sous-populations effectrices alors que la sous-population de lymphocytes Treg est une
sous-population régulatrice. La différenciation vers I’une des sous-populations dépend
du mode de stimulation, du type d’antigénes, de I’intervention des molécules de
costimulation et des cytokines présentes dans le milieu [48]. Chacune de ces sous-
populations joue un rdle dans le rejet en transplantation soit direct soit indirect. Dans
cette partie, je vais donc m’appliquer a détailler leur différenciation, leur réle dans la

transplantation et leur régulation.

. Ladifferentiation

1. Les lymphocytes Thl et Th2

Mosmann et son équipe ont initialement proposé que les T CD4" puissent étre divisés en
deux sous populations indépendantes, les cellules T helper 1 (Thl) et les cellules T
helper 2 (Th2), chacune caractérisée par des fonctions effectrices distinctes et un profil
cytokinique différent [45]. Les cellules Thl produisent une large quantité d’TFNy,
interleukine (IL)-2, GM-CSF en réponse a un antigéne présenté par une CPA. Elles sont
principalement impliquées dans 1’¢limination de pathogenes intracellulaires via
I’activation de macrophages et la production d’immunoglobulines fixant le complément
(lgG2a chez la souris). Les cellules Th2 sont caractérisées par la production des

interleukines IL-4, IL-5, IL-13 et IL-25, et participent a 1’élimination de pathogénes
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extracellulaires et de parasites via la production d’immunoglobulines de types IgG1 et
IgE. Les cellules Thl sont aussi impliquées dans les réponses de type cellulaire et dans
les réponses d’hypersensibilité retardée (DTH) alors que les cellules Th2 sont associées
aux réponses allergiques.

La différenciation des cellules effectrices T helper est initiée par la combinaison de
signaux provenant du TCR, des molécules de costimulation, des récepteurs cytokiniques
et de facteurs de transcriptions. La différenciation des cellules Thl est initiée par
I’activation des cellules T en présence d’IFNy. Cela méne a ’activation de STAT-1 et
du facteur de transcription spécifique de Thl, T-bet. T-bet induit la production d’IFNy
et permet la fixation de I’'IL-12 via I’expression de la chaine IL12Rf2. La fixation de
I’TL-12 sur son récepteur induit la phosphorylation de STAT-4 qui coopere davantage
avec T-bet pour transcrire le géne IFNy Il s’ensuit un feedback positif dans laquelle
I’augmentation de I’IFNy surrégule davantage T-bet et favorise la différenciation Thl.
La différenciation des cellules Th2 est induite par 1’IL-4 et médiée par le facteur de
transcription spécifique GATA-3. L’engagement du récepteur de 1’IL-4 meéne a la
phosphorylation de STAT-6 qui se lie au promoteur de 1’IL-4 et induit davantage la
production de I’IL-4, ce qui établit un feedback positif augmentant la différenciation
Th2 [49; 50].

2. Le lymphocyte Thl7

La différenciation du lymphocyte Th naif en lymphocyte Th17 peut étre schématisée en
trois phases : une phase de différenciation initiale, une phase d’amplification et une

phase de stabilisation.

La premiere phase est initiée par la liaison de deux cytokines a leurs récepteurs : le
transforming growth factor B (TGFpB) et I’interleukine 6 (IL-6). Cette liaison induit
I’activation du facteur de transcription retinoid related orphan receptor yt (RORyt) [51]
par I’intermédiaire du facteur de transduction SMAD [52] pour le TGFp et du signal
transducer and activator of transcription (STAT3) pour I’IL-6. En plus du RORyt, deux
autres facteurs nucléaires ont été récemment mis en évidence : le RORa qui joue le

méme role que le RORyt et I’interferon regulatory factor 4 (IRF4) qui semble impliqué
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dans I’expression de RORyt [49; 53]. La mise en jeu de ces voies de signalisation
aboutit a la sécrétion de cytokines caractéristiques du lymphocyte Th17 : I'IL-17, I'IL-
21, I'IL-22.

La seconde phase d’amplification est dominée par la sécrétion de 1’IL-21 qui exerce un
feedback positif sur le lymphocyte Th17 et permet sa multiplication et son amplification
par la voie des STAT-1 et STAT-3 [54]. L’IL21 induit également I’expression du
récepteur de I’IL-23 sur le lymphocyte Th17.

La troisieme phase est essentiellement sous le contrdle de 1’IL-23, membre de la famille
des IL-12 et produite par les CPA (cellules dendritiques et macrophages). Elle
n’intervient pas dans la différenciation initiale du lymphocyte Th17 (médiée par 1I’'1L-6
et le TGFp), mais dans la phase de stabilisation et de maintien du phénotype [55-57]. Le
lysophospholipide, sphingolisine 1 phosphate (S1P), semble exercer le méme type
d’action que I’IL23 sur les T CD4+ spléniques en se liant a son récepteur de la famille
des récepteurs des protéines G (G-protein-coupled receptors) et en activant le NFAT
[58]. L’IL-1 est une autre cytokine qui agit en synergie avec I’IL-6 et I’'IL-23. Son
récepteur utilise la voie du MyD88 et de I’lL-1 receptor associated kinases (IRAK)

pour activer les facteurs nucléaires AP1 et NFxB [53].

Si les choses semblent bien établies chez les rongeurs, l'origine des cellules Th17 chez
I’homme, et en particulier le réle du TGFf dans leur différenciation, est encore soumise
a débat. Plusieurs études ont montré que le TGFB n’avait aucun effet sur la
différenciation des T CD4" naifs, voir méme plutét un effet inhibiteur [53; 59; 60].
Toutes ces études ont été réalisées avec des cellules T CD4+ naives (CD45RA"
CD45R0Q) extraites du sang périphérique d’adultes. Il se pose alors la question de la
"vrai naiveté » de ces cellules et la mesure dans laquelle les cytokines agissent sur une
véritable cellule naive, ou sur la présence de T CD4" activées et/ou mémoires
contaminantes [61]. Cependant, dans nombre de ces études, les cellules T CD4" naives
sont cultivées dans du serum bovin ou humain, qui contiennent des traces de TGFf, ce
qui suggére une possible sous-estimation de son importance dans la différenciation des
Th17. En effet, des études indépendantes [62-64] ont montré que le développement des

cellules Th17 humaines nécessite I'activité de TGF, comme chez la souris, méme si les
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résultats de ces études ont été quelque peu contradictoires. En effet, Manel et al. [62]
ont trouvé que le TGFp, IL-1b, IL-6 et IL-21 ou TGFf, IL-1b et IL-23 sont nécessaires
et suffisant pour induire 1’expression de I'lL-17 par des cellules naive CD4+ issues du
sang de cordon ombilical. Volpe et al. [63] a montré que I'absence de TGF{ induit un
passage d'un profil Th17 a un profil de type Thl. Yang et al. [64] a constaté que TGFf

et IL-21 uniquement pouvaient promouvoir la différenciation.

3. Le lymphocyte T régulateur

Il est maintenant clair que les cellules T CD4 + CD25 + (Tregs) peuvent étre issues de
deux sources, a savoir celles en développement dans le thymus (dont la contribution
peut donc diminuer avec I'age) et celles de la périphérie.

e T régulateurs naturels

Les T régulateurs naturels se développent dans le thymus ou il apparait qu’ils sont
sélectionnes positivement sur les cellules épithéliales du cortex médullaire [65]. La
sélection des thymocytes CD4+CD25+ requiert un TCR ayant une affinité intermédiaire
pour les peptides du soi puisque ceux exprimant un TCR avec une faible affinité ne
seront pas sélectionnés par cette voie [66]. D’autres études suggerent cependant qu’une
sélection négative défaillante par les cellules épithéliales du thymus peut contribuer a
enrichir le répertoire Treg en cellules autoréactives car ces précurseurs apparaissent
résistants a la déplétion clonale induite par les ligands exprimés sur les cellules
épithéliales [67; 68]. Pour le moment, rien ne permet de dire clairement si
I’enrichissement du répertoire T reg en autoréactivité est di a une sélection positive par
les ligands du soi ou une défaillance de la sélection négative par 1’épithéelium du

thymus, ou les 2.
e T régulateurs induits

Contrairement a la génération intrathymique des T régulateurs naturels, les T
régulateurs induits sont générés en périphérie, probablement pour aider a stopper la

réponse quand le pathogéne est eliminé et secondairement pour eviter 1’autoimmunité.
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Leur génération est dépendante de facteurs périphériques comme la maturation et la
stimulation des CPA [69; 70], la disponibilité de cytokines tels que le TGFB et la
présence de faibles doses d’antigéne. La différenciation des Treg induites semble
contrdlée, au moins sous certaines conditions, par les DC immatures (imDC) puisque la
stimulation répétée de cellules T naives par imDC résulte dans le développement de
cellules T avec une fonction suppressive [69]. Cependant, il a aussi été montré que des
sous populations particulieres de DC peuvent induire un phénotype de Treg

indépendamment de leur état de maturation.

De plus, des études sur les Treg dans la tolérance en transplantation laissent présager
que les Treg naturels jouent un rdle dans 1’induction des Treg induits via un processus
connu sous le nom de « linked-suppression » [71-73]. Dans ce modeéle, le processus agit
quand une cellule T potentiellement alloréactive subit I’influence d’une Treg quand les
2 cellules reconnaissent leur alloantigénes respectifs sur la méme CPA [71; 72]. Durant
le processus de « rééducation », la cellule T potentiellement alloréactive est convertie en
Treg. En retour, elle peut induire une nouvelle T CD4+ avec un phénotype régulateur et
ainsi propager la tolérance. La secrétion de TGFf3 et d’IL-10 par les Treg induits et leurs

effets sur les T naifs ou les CPA stimulé sont impliqués dans ce processus.

[I. Implications en transplantation

1. Role des Thl et Th2

Initialement, les cellules Th1l étaient considérées comme les effectrices majeurs dans le
rejet d’allogreffe, alors que la polarisation Th2 de la réponse immune reflétait la
tolérance [74-77]. Cette vision est supportée par les observations montrant que les
cellules Th1 facilitent la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques CD8" (CTL) et
déclenchent une réponse d’hypersensibilité retardée, ’activation de macrophage et la
production d’anticorps fixant le complément. Plus tard, d’autres investigations
révélérent que les cellules T CD8+ par elles-mémes influencent aussi la balance des

réponses allogéniques Thl et Th2. Dans le cas d’un mismatch CMH-I, les cellules T
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CD8" alloréactives orientent les cellules T CD4" vers un type Thl. Une production
précoce et abondante d’IFNy et ensuite d’IL-12p70 par les cellules dendritiques
allogéniques est a 1’origine de cette orientation [78]. De plus, les expériences dans
lesquelles les lymphocytes T CD8" sont déplétés ou ne peuvent étre activés a la suite
d’un matching CMH-I montrent une orientation vers la voie Th2 dans le rejet
d’allogreffe [79]. De méme, la neutralisation de 1’IL-4 ou la déplétion des cellules
CCR3" (un récepteur spécifiquement exprimé par les cellules Th2) retardent
significativement le rejet d’allogreffe dans certains modeles [80; 81]. Par ailleurs, la
neutralisation de 1’'IL-12 et/ou de I’IFNy ne prolonge pas la survie de 1’allogreffe
cardiaque mais 1’oriente plutét vers une réponse immune de type Th2 et accélére le rejet
[82; 83]. Ces différentes études indiquent que les rdles joués par les cytokines Thl et
Th2 s’avérent plus complexes que prévu. Elles peuvent étre considérées comme 2 voies

alternatives du rejet d’allogreffe se régulant ’'une I’autre.

2. Rble des Thl7

La compréhension des mécanismes de différenciation et d’action des lymphocytes Th17
a permis la réflexion et la mise en place de nombreuses études pour démontrer leur

intervention dans plusieurs pathologies telles que les rejets d’allogreffes.

Le lymphocyte Th17 initie I’inflammation et I’infiltration des organes cibles par les
cellules de I’inflammation. De ce fait, il se voit attribuer un rdle, de plus en plus

important, dans les défenses de I’hote contre le non soi [57; 84].

Le rejet d’allogreffe est le résultat d’une dualité entre les mécanismes immunologiques
de tolérance et les promoteurs du rejet. Le rejet est un processus inflammatoire en
premier lieu. Il fait intervenir les cytokines pro-inflammatoires (IFNy, IL-2, IL-6 et IL-
15) sécrétées localement par les cellules épithéliales du greffon et par les lymphocytes
qui ont infiltré ce greffon. Les études dans les modeles de rejet aigus chez le rat ont
également montre une élévation de I'ARNm de I’1L-17 (dans l'allogreffe rénale) et de la
protéine IL-17 (dans l'infiltration de cellules mononucléées) dés le deuxiéme jour post-

transplantation [90]. De méme, le taux d’IL-17 est élevé dans le sang et les urines de
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sujets en phase de rejet subclinique de greffe rénale, alors que chez le patient contréle
(non-rejet), IL-17 n'est pas détectable ni dans I'échantillon de biopsie, ni dans le

sédiment urinaire [90].

La principale fonction de I'lL-17 est d’étre un médiateur pro-inflammatoire.
Localement, I'lL-17 stimule la production d'IL-6, de NO et de la prostaglandine E2
(PGEZ2) [85-87], alors que la synergie avec d'autres cytokines inflammatoires telles que
IL-1B, le facteur de nécrose tumorale (TNF)a, IFNy [88-90] et CD40 ligand (en
augmentant les niveaux de surface CD40) [91] conduit a une surrégulation de
I'expression des génes et a une progression et amplification de I'inflammation locale. De
plus, I’'IL-17 médie le chimiotaxisme des neutrophiles et des monocytes vers les sites
d'inflammation par le biais de 1’IL-8, de la MCP (monocyte chemoattractant protein) -1
et de la Gro (growth related protein)-o [90; 92-94]. Le dernier mode d’action de 1’IL-17
est la production de facteurs de croissance hématopoiétiques, tels que les granulocytes
et de facteur de stimulation des colonies (G-CSF) et de granulocytes et de macrophages
(GM)-CSF [95; 96], qui favorisent la croissance et la maturation des cellules myéloides

recrutés.

Dans la transplantation pulmonaire chez ’homme, I'lL-17 est également présent dans le
liquide de lavage alvéolaire, lors du rejet des greffes pulmonaires avant 1’invasion par
les neutrophiles. Cette augmentation de I’IL-17 prouve I’implication des lymphocytes
TH17 dans le rejet d’allogreffes [48; 97; 98].

Dans les modeles d'allogreffe cardiaque, I'antagonisme du réseau de I'lL-17 (I’utilisation
d'une IL-17R-immunoglobin fusion protein) peut réduire la production de cytokines
inflammatoires (notamment I'IFNy) et de prolonger la survie de la greffe [99].
Toutefois, cette approche est plus efficace pour prévenir les rejets aigus plutdt que les
rejets chroniques ou vasculaires [100] et indique un réle plus important pour I'lL-17 en
début plutét qu’en fin de rejet de greffe cardiaque. Il y a, en outre, peut étre un réle pour
I'IL-17 dans I’induction de maturation des cellules dendritiques alloréactives [101].
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3. Rdle des T régulateurs

Contrairement aux autres T CD4", comme leur nom 1’indique, les T régulateurs ont un
réle de controle des T effecteurs. Les T reg CD4"CD25"Foxp3™ inhibent la prolifération
des lymphocytes T naifs et leur différenciation en cellules T effectrices in vivo. In vitro
les Tregs répriment la prolifération et la production de cytokines (en particulier de I'lL-
2) des cellules T intervenant lorsque les deux populations sont en coculture et stimulées
par un antigene en présence de CPA [102; 103]. Plusieurs mécanismes de médiation de
suppression des Treg ont été proposés et notamment la sécrétion par les Treg de
cytokines immunosuppressives, la suppression dépendante du contact cellulaire, la
modification fonctionnelle ou la mise a mort de I'APC. Par exemple, I’1L-10 et le TGFf
contribuent a la suppression des maladies inflammatoires de l'intestin chez la souris
induites par la déplétion des Treg [104]. Une étude a montré que les Treg Foxp3®
produisent principalement la cytokine immunosuppressives IL-35, un nouveau membre
de la famille de 1’1L-12 [105]. Par ailleurs, I'absorption de cytokines par les Tregs peut
induire lI'apoptose des cellules T effectrices [106]. Les Tregs peuvent aussi tuer les
cellules T ou les APC par le biais d’un contact cellule a cellule par un mécanisme
dépendant de granzyme ou perforine, ou par délivrance d'un signal négatif aux cellules
T effectrices. Les signaux négatifs possibles incluent la surrégulation intracellulaire de
I'’AMP cyclique, ce qui conduit a l'inhibition de la prolifération des cellules T et de la
production de I'lL-2, ou la génération de l'adénosine catalysée par le CD39
(ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1) et le CD73 (ecto-5'-nucléotidase)
exprimé par les Tregs. Les Tregs activés peuvent également sous réguler I’expression de
CD80/86 sur les APC ou stimuler des cellules dendritiques pour former l'enzyme
indoleamine 2, 3-dioxygénase, qui catabolise le tryptophane en kynurenines qui sont
toxiques pour les cellules T, les deux semblent étre dépendants de I'expression de
CTLA-4 par Tregs.

L’absence de certaines molécules exprimées par les Treg (comme LAG-3, granzymes,
et I’IL-35) peuvent empécher I’inhibition in vitro par les Treg, mais ne parviennent pas
a causer 1’autoimmunité in vivo, car d'autres modes d’action peuvent compenser la
fonction manquante. Parmi les différentes molécules impliquées dans la répression in

vivo ou in vitro, CTLA-4 a une importance critique pour les raisons suivantes. Les
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Tregs Foxp3+ expriment constitutivement CTLA-4, Foxp3 controle directement
I'expression de CTLA-4, et le blocage de CTLA-4 abroge la répression. Des études
additionnelles sont nécessaires pour élucider les bases moléculaires de la répression
médiée par les Tregs. Le sort des lymphocytes T effecteurs qui sont réprimés par les
Tregs est également inconnu, on ne sait pas s’ils restent non actives, meurent par

apoptose, ou deviennent anergiques.

4. Larégulation

La régulation croisée permet la différenciation du lymphocyte Th naif vers 1’une des
sous-populations tout en inhibant les autres. Cette régulation s’exerce entre le
lymphocyte Thl et le lymphocyte Th2 qui s’inhibent mutuellement par 1’intermédiaire
de leurs cytokines respectives. En effet, I'IL-4 inhibe le lymphocyte Thl et I’'INFy
inhibe le lymphocyte Th2. Le méme type de régulation entre les lymphocytes Treg et
Th17 a été récemment décrit, mais les mécanismes exacts de cette régulation ne sont pas

totalement élucidés [107].

De plus, il existe une régulation croisée entre les lymphocytes Th1-Th2 et Th17-Treg.
Ainsi, le TGFp, nécessaire a la différenciation des lymphocytes Th17 et Treg, inhibe
celles des lymphocytes Thl et Th2 et inversement I’IL-4 et I’'INFy inhibent la
différenciation vers le lymphocyte Th17. Cette différenciation peut étre également
inhibée par I’IL-25 secrétée par le lymphocyte Th2, par I’IL-2 qui est connue comme

étant un facteur de croissance des lymphocytes T [108].

Récemment, Bouguermouh et son équipe ont montré 1I’importance des molécules de
costimulation B7 dans la régulation négative du développement des Thl7. En effet,
I’ajout dans les MLR de CTLA-4lg, agent bloguant les interactions CD28/B7 et CTLA-
4/B7, favorise la différenciation Th17 [109]
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Utilisation des anticorps monoclonaux cytotoxiques en
transplantation

Depuis la premiere greffe réussie chez ’homme en 1954, la quéte du meilleur traitement
occupe chercheurs et medecins. La médecine des transplantations tente de résoudre ce
probleme de trois facons :
¢ Une minimisation et personnalisation du traitement d’entretien qui englobe dans
la majorité des cas une trithérapie (inhibiteur calcineurine, anti métabolite et
corticostéroides)
e Le développement de nouveaux immunosuppresseurs spécifiques de certaines
lignees cellulaires
e Le développement du protocole thérapeutique visant a induire une tolérance
immunologique
Le recours aux anticorps joue un role de plus en plus important dans cette approche
puisqu’il autorise, aprés induction, une diminution de I’immunosuppression, est
hautement spécifique et forme une base solide dans les traitements de tolérance ayant
fait leur preuve chez les rongeurs ou le primate.
Partant de I’observation que le rejet d’allogreffe est en majeure partie dd a un processus
médié par les lymphocytes T, la déplétion des lymphocytes T du receveur semble étre la
meilleure approche pour contrecarrer le rejet aigu chez le rat, le primate non humain et
I’homme. Cependant, une déplétion totale du compartiment T ne pourrait pas étre
favorable a I’induction d’une tolérance immunologique.
Actuellement sur les 13 anticorps utilisés en transplantation, seulement 4 sont
déplétants. Parmi ces 4, un est actuellement en phase II d’essai clinique (TCRof}) et
trois sont utilisés en clinique : Muronomab (OKT3), Alemtuzumab et le Rituximab.
Dans un premier temps, ’OKT3 était, comme 1’ Alemtuzumab, utilisé lors de la phase
d’induction (traitement peri transplantation) avec un effet extrémement benéfique pour
le greffon. Cependant, les nombreux effets indésirables tels que le «systemic
inflammatory response syndrom » (SIRS), les infections par des germes opportunistes et

le développement de tumeurs malignes ont fait qu’il n’est plus utilis¢é que comme
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traitement anti rejet. Le Rituximab est lui aussi un traitement anti rejet pour la déplétion
des cellules B.

Au cours de cette partie, je vais traiter certains aspects de la déplétion des cellules T et
de leurs sous populations définies par I’expression d’antigeénes cibles, avec une attention
particuliere a 1’induction de mécanismes régulateurs dans I’expérimentation de

transplantation d’organes (cf tableau ).

I. Mécanismes d’action des anticorps déplétants

Les paramétres clés influencant la cytotoxicité des anticorps sont I’isotype et 1’affinité
de ’anticorps, la densité de I’antigéne a la surface de la cellule cible et la modulation de
I’antigéne ou I’internalisation du complexe antigéne/anticorps. Ce dernier peut diminuer
la capacité de I’anticorps a induire la mort cellulaire [110]. L’expression des protéines
régulatrices du complément de la cellule cible [111] est également d'une importance
considérable. Dans la majorité des cas, on estime que la cytotoxicité complément
dépendante et la cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps représentent les
mécanismes d’action dominants des anticorps monoclonaux non conjugués, bien que
I’induction de I’apoptose ou I’arrét du cycle cellulaire puissent étre prédominants dans
d’autres cas [112; 113]. Les protocoles thérapeutiques a base d’anticorps utilisent une
combinaison de ces mécanismes pour dépléter les cellules cibles [114]. En ce qui
concerne la transplantation d'organe, quelque soit le mécanisme, il semble que I'effet
thérapeutique ne concerne pas seulement I'efficacité de la déplétion, mais aussi de la
réactivité immunitaire de cellules résiduelles qui risquent de se développer et de

contribuer soit a la tolérance soit au rejet.
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Il. Reconstitution des cellules T et prolifération

homéostatique

Considérant que la fonction thymique décline chaque année aprés 1’adolescence, la
reconstitution des cellules T naives est altérée apres une lymphopénie séveére.
Cependant, les lymphocytes T qui n’ont pas été déplétés subissent une prolifération
homeéostatique afin de remplir 1’espace laissé « libre » [115]. Ce processus est sous
contréle des cytokines IL-7, IL-15 et IL-21 [116]. IL-15 est relarguée en grande quantité
aprés une déplétion profonde des lymphocytes T. IL-15 et IL-21 ont peu d'effet sur la
prolifération des cellules T naives, mais sont importantes pour la fonction des cellules T
CD8 mémoires, leur expansion et leur survie. Indépendamment de ces cytokines,
I'exposition post-transplantation aux alloantigénes contribue également a I'expansion
des cellules T CD4 et CD8 mémoires et a la modification des cellules T naives, qui
acquiérent un phénotype semblable aux effectrices-mémoires. Ces cellules perdent
progressivement 1’expression de CD62L, surexpriment CD44 et sont moins sensibles a
la costimulation par CD28. Leur activité cytotoxique, leur capacité de prolifération et la
production de cytokines sont également renforcées. En contraste avec les cellules
activées, les cellules T ne surexpriment pas les marqueurs d’activation CD25 et CD69
[117]. Par conséquent, les cellules T mémoire s’expandent de fagon démesurée apres
d’importantes lymphodéplétion et deviennent le principal type de cellules chez 'homme
[118] ou chez les modeles expérimentaux [119]. Dans le cas des rongeurs, la
prolifération homéostatique et le phénotype mémoire sont responsables de la résistance
a l'induction de tolérance aprés une importante lymphodéplétion. En outre, les Tregs
sont deplétés de facon aussi efficace que les cellules T naives par les stratégies actuelles
de déplétion, mais peut-étre de facon moins adaptée a la prolifération homéostatique
que les cellules T mémoires [117]. Comme prédit, les cellules-T présentes aprés une
déplétion médiee par des anticorps chez I'nomme sont des cellules T de type activée
mémoire. Les patients traités avec des agents déplétants sans immunosuppression
observent un rejet dans le premier mois, malgré la déplétion de 97% des cellules T, d

essentiellement a l'action du residu de cellules T activés mémoire, qui sont
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prédominantes aussi bien en périphérie que dans le greffon lors du rejet [120]. Ainsi, la
prolifération homéostatique qui suit une lymphodéplétion pourrait entraver le
développement de la tolérance de la transplantation. Comme décrit ci-apres, les cellules
régulatrices peuvent, toutefois, également s’expandre de fagon massive lors de la phase

de réplétion des cellules T, avec un possible effet bénéfique qui doit étre évalué.

Il. Déplétion de toutes les cellules T

1. Immunoglobulines anti lymphocytaires

La premiére solution d’anticorps utilisée depuis les années 1960 est un anticorps
polyclonal anti thymocyte globuline (ATG, de lapin ou cheval). L’ATG induit une
rapide et profonde lymphopénie attribuée classiquement a une cytolyse complément
dépendante, une cytolyse anticorps dépendante médiée par les cellules, une opsonisation
et ultérieurement a la phagocytose des macrophages. De plus, ’ATG génere différents
signaux de transduction aux cellules cibles qui vont interférer avec les signaux
d’activation ce qui peut déclencher un phénoméne de mort cellulaire par activation
[121]. Aprés une immunisation MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) dans le
modele de souris EAE, le traitement a I’ATG dépléte les cellules T effectrices, renforce
I’expansion des Treg MOG spécifiques (CD4"FoxP3") et altére la réponse cellulaire
autoantigéne spécifique des T pathogéniques par une réponse protectrice des cellules
Treg. Par conséquent, il se pourrait que les effets thérapeutiques de I'ATG ne se
produisent pas seulement en raison de la déplétion des lymphocytes, mais aussi en
raison de l'augmentation du nombre de cellules Treg et de leur fonction [122].

De méme, in vitro I’ATG de lapin peut provoquer l'augmentation de la fonction des
Treg en convertissant les cellules T CD4" CD25 par une augmentation
transcriptionnelle de NFAT1, conférant a son tour I’expression de FOxXP3 et l'activité
régulatrice [123; 124]. Toutefois, aucune étude en transplantation rénale n’a établi
I’induction de tolérance chez des primates non humains ou chez 1'homme aprés
administration d'ATG, a l'exception des études qui combinaient ’ATG avec une

irradiation lymphoide totale et une greffe de cellules souches hématopoietiques [125].
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En clinique, les résultats obtenus en transplantation rénale, aprés traitement avec de
I'ATG, ne différent pas de ceux observés avec des traitements d’induction non
déplétants tels que les anticorps monoclonaux anti CD25, ce qui ne suggere pas de

facon claire un effet bénéfique en termes de potentiel pro-tolérogénique de ATG [126].

2. Anti CD52 (Campath-1)

L’antigéne CD52 est fortement exprimé sur les lymphocytes, monocytes et
éosinophiles. Campath-1 (Alemtuzumab) est un anticorps fortement cytotoxique qui a
été utilisé pendant plusieurs années pour traiter les tumeurs malignes lymphoides [127].
Il a aussi été utilisé pour des traitements de différentes maladies auto-immunes comme
I’arthrite, sclérose en plaque, la vascularite, les cytopénies auto-immunes, etc., et dans le
cadre d’un prétraitement avant une greffe de cellules souches hématopoiétiques
allogéniques [128]. Cet anticorps a été utilisé en monothérapie en transplantation rénale
avec de faibles doses de cyclosporine A (CsA) dans I’espoir d’établir des propriétés de
tolérance ou de s’en approcher [129]. Toutefois, il n’y a pas eu a ce jour d’étude
prospective randomisée sur le long terme qui a déterminé le protocole
immunosuppresseur optimal a utiliser avec campath-1. La variation d’expression de
CD52 a la surface des sous population des cellules T suggére que les mécanismes de
cytotoxicité de Campath-1, médiés et non médiés par le complément, ne peuvent induire
de facon équivalente la mort de toutes les sous populations T in vivo. La transformation
du phénotype des cellules CD52" en CD52" peut aussi moduler I’action des anticorps
cytotoxiques anti-CD52 [130]. Bien que le role précis de CD52 ne soit pas connu, il ne
joue pas un réle essentiel dans la co-stimulation lors de I’activation d’une cellule T.
Quand un cross-linking s’opére, I’anticorps anti CD52 peut transduire un signal
d’activation dépendant de la calcineurine aux cellules T au repos [131]. Récemment, il a
été démontré que le signal CD52 induit par Campath-1 induit également des cellules
Treg qui peuvent étre amplifiées en culture avec de I'IL-2 et protégées d’une GVHD
(graft versus host disease) xénogénique provoquée par des PBMC humains dans les
souris SCID [132]. Une augmentation des cellules T régulatrices FoxP3+ a en effet été

observée chez les patients transplantés rénaux traités par Campath-1. Celle ci n'est pas
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entierement expliquée par leur prolifération homéostatique apres déplétion, par
l'augmentation de production du thymus, ou par 1’échappement des Treg, ce qui suggere
une production/expansion de novo [133]. Chez les patients transplantés rénaux traités
par Campath-1 qui ont recu une faible dose de mycophénolate mofétil (MMF) et de
tacrolimus, il a aussi été signalé un repeuplement par les cellules T de phénotype
CD8'CD28". Ces cellules inhibent la prolifération des cellules TCD4" ex-vivo. En
conséquence, des cellules TCD8'CD28" cultivées pourraient entrer en compétition pour
combler 1’espace immunitaire avec les cellules TCD4", en inhibant leur prolifération, et
donc en retardant la régénération des cellules TCD4" [134]. La déplétion des cellules
effectrices, 1’interférence directe avec les signaux des lymphocytes T et la surrégulation
des cellules Treg ne peuvent étre considérées comme les seuls mécanismes d'action des
anticorps anti-CD52. Un traitement d’induction avec Campath-1 chez les transplantés
renaux cause également une réduction importante et prolongée du nombre de cellules
dendritiques (DC) périphériques et un changement significatif des DC myéloides en DC

plasmacytoides immunorégulatrices dés le 1er mois post-transplantation [135].

3. Anti-CD3

Apres liaison sur les cellules cibles T, I’anticorps monoclonal anti-CD3 (OKT3)
n’induit seulement que 20-50% de déplétion des cellules T, due non seulement a
I’ADCC et a l'activation du complément, mais aussi & l'induction d'apoptose par
transduction directe du signal, indépendamment de la partie Fc de I'anticorps. In vitro, il
a été établi que les cellules T activées entrent préférentiellement en apoptose alors que
les cellules T au repos sont résistantes a 1'action de 1’anticorps original de souris OKT3
ou de I’anticorps anti-CD3 humanisés [136; 137]. D'autres cellules cibles qui ne sont
pas déplétées in vivo perdent leur expression de CD3 a la suite de I’internalisation de
I'antigene [138]. Initialement reconnus comme un immunosuppresseur non spécifique,
pendant de nombreuses annees, les anticorps anti-CD3 ont démontré leur capacité a
induire une tolérance de la greffe cardiaque, mais pas de la greffe de peau chez les

rongeurs [139].
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L’augmentation des cellules régulatrices aprés administration d’anticorps anti-CD3 a été
montrée dans le modéle de diabéte spontané chez la souris NOD ou les cellules T reg
CD4"CD25'CD62L" qui produisent un taux élevé de TGFf augmentent en nombre et
sont capables de transférer une protection contre le diabete [140]. L’explication de
phénomene pourrait étre que 1’anticorps monoclonal anti-CD3 imite 1’action d’un
peptide altéré qui pourrait aussi induire la tolérance [141]. La déplétion par des
anticorps anti-CD3 dans les greffes rénales chez le singe inhibe le rejet aigu cellulaire,
mais pas le rejet humoral [142]. Méme si aucune corrélation avec la prolongation de
survie n'a pas pu étre prouvée chez les primates, l'utilisation d'un anticorps anti-CD3
induit cependant une fréquence élevée de cellules T régulatrices CD4'CD25" [143;
144].

4. Autres cellules cibles pan-T (TCR af, CD2, CD45, CD7...)

Cibler I’antigene CD2 avec des anticorps déplétants entraine une survie a long terme de
I’allogreffe cardiaque chez le rat résultant d’une déplétion transitoire mais profonde des
cellules T et de mécanismes immunorégulation qui sont apparemment impliqués dans le
maintien de la tolérance a long terme [145]. Chez le primate, un anticorps monoclonal
de rat anti-CD2 inhibant in vitro les réponses mitogéniques et allogéniques provoque
une déplétion rapide des cellules T périphérique et prolonge Iégerement la survie de
I’allogreffe rénale [146]. Des données récentes issues de patients recevant une greffe de
cellules hématopoiétiques haploidentiques, sans myeloablation, traités avec des
anticorps anti-CD2 montrent une augmentation de cellules T régulatrices
CD4'CTLA4'FOXP3" [147]. En effet, il a été observé des niveaux élevés d’ARNm
FoxP3 dans une petite cohorte de receveurs de greffe rénale, traités avec des anticorps
anti CD2 combinés a une greffe de moelle osseuse. Chez ces patients, il a été possible
de stopper tout traitement immunosuppresseur 9 a 14 mois apres la transplantation et la
fonction renale est restée stable pendant de nombreuses années [148]. La déplétion des
cellules T en ciblant le TCRaf [149] dans la transplantation cardiaque chez le rat
entraine une tolérance similaire, ce qui suggere que c’est bien la déplétion des cellules T

en tant que telle qui importe, plutdt que de la spécificité de la cible moléculaire.
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V. Cibler les sous populations T

1. CD4

Puisque les lymphocytes T CD4 helper orchestrent les réponses humorales et
cellulaires, leur déplétion en utilisant des anticorps anti-CD4 semble étre la meilleure
stratégie pour parvenir a la tolérance des greffes de cceur [150] ou d'allogreffes de peau
chez la souris [151] et le rat [152], seul ou en combinaison avec une injection donneur-
spécifiques prétransplantation [153; 154]. La déplétion des lymphocytes TCD4" en
allotransplantation rénale est moins efficace que ce soit chez le rat [155], le chien [156]
ou le singe [157], la prolongation de survie est faible et la tolérance ne peut pas étre
atteinte. Des résultats similaires ont été obtenus pour I’allogreffe de foie chez le rat
[158]. Toutefois, la tolérance a été atteinte chez les rongeurs par dépétion des cellules T
helper CD4" dans les allogreffe d’flots [159], les allogreffes de pancréas et les
xénogreffes d’Tlots [160-162]. En outre, les anticorps déplétants anti-CD4 soignent les
cas de diabéte néoinduit, préviennent le diabéte récurrent autoimmun, et retardent le
rejet d'allogreffe d7lots chez la souris NOD [163]. Par conséquent, la spécificité de
I'organe est apparemment importante et la souche de souris semble aussi un facteur
dimportance [162]. Il est intéressant de noter que la déplétion des cellules TCD4"
modifie la réponse humorale aux alloantigénes qui a lieu par la suite. Lors des
allogreffes cardiaques, on observe uniquement une production d’alloanticorps IgM a la
place d’IgG [164]. Cela pourrait expliquer que la déplétion en cellules TCD4" protége
du développement de vasculopathie chronique d’allogreffe chez la souris [165]. Enfin,
alors que la déplétion des cellules Tregs naturelles (CD4*CD25"%") par des anticorps
anti-CD4 déplétant est considérée comme un probléme majeur, Yi et al [166] ont publié
récemment que les anticorps anti-CD4 déplétaient moins efficacement les Treg que les
autres cellules T, ce qui entraine une augmentation du ratio CD4'CD25'/CD25'CD4en

périphérie, et donc favorise 1’induction de la tolérance.
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2. CD8

Les lymphocytes TCD8" cytotoxiques avec un phénotype mémoire (CD45RO'RA
CD45'CD25Y) sont trés agressifs a I'égard des allogreffes [167] et résistants a la
régulation immune [168]. Par conséquent, il apparait important de dépléter
specifiquement ces cellules en transplantation. Curieusement, pourtant, la déplétion des
cellules T cytotoxiques par des anticorps anti-CD8 n’est pas suffisante pour prévenir ou
traiter le rejet aigu chez le mini porc [169], chez le chien [156] ou chez la souris [160;
170]. Bien que non protectrice contre le rejet, la déplétion des cellules TCD8" murines
entraine au niveau du greffon la production de cytokines de la voie Th2 au lieu de Thl
et augmente ’infiltrat de cellules éosinophiles, de grandes cellules mononucléaires et
des cellules de type fibroblastes [170]. Chez le mini porc, méme si la déplétion des
lymphocytes TCD8" ne prolonge pas significativement la survie de la greffe en
association avec la CsA, une inhibition de la prolifération dans ces greffons a été
observée, suggérant que la déplétion des cellules TCD8" pourrait protéger de la
vasculopathie chronique d’allogreffe [169]. Cependant, la déplétion des cellules TCD8*
n'a aucun effet sur vasculopathie chronique d’allogreffe chez le rat [171] et augmente la
gravité du rejet des allotransplantations de foie [158]. Dans une étude pilote menée sur 6
patients, la déplétion des cellules TCD8" a complétement stoppé le rejet aigu chez deux
d’entre eux, par contre elle a été inefficace sur les quatre autres [172]. En revanche, la
déplétion des cellules TCD8" induit un tolérance non donneur spécifique [117] dans le
cas d’une transplantation de l'intestin gréle chez la souris, ce qui suggere que les cellules
TCD8" joueraient un role important dans un rejet de ce type. Plus récemment, il a été
décrit que la déplétion des cellules T mémoires par des anticorps anti-CD8, en
combinaison avec une faible irradiation totale du corps, une irradiation du thymus, de
I’ATG, des anticorps anti-CD154, un court traitement d’inhibiteurs de calcineurine,
accompagnés d’une transplantation de moelle du donneur, pourrait induire la tolérance
d'une allogreffe de rein transplanté précédemment chez le primate non humain. Dans ce

modéle, la déplétion des cellules TCD8" est nécessaire pour induire la tolérance [168].
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3. CD28

CD28 est constitutivement exprimée sur la plupart des cellules TCD4" et sur 50% des
cellules TCD8". Bien que la plupart des anticorps anti-CD28 aient été utilisés pour
stimuler [173] ou en tant qu’antagoniste [174] pour les cellules T, certains anticorps
peuvent provoquer une déplétion des cellules cibles. En effet, méme si le rdle
physiologique de CD28 est de surréguler les genes anti-apoptotiques dans le
lymphocyte T aprés une stimulation antigénique, un fort signal de CD28 peut également
conduire a l'apoptose des cellules T. Ceci est confirmé par I'observation que des cellules
T humaine CD28 null manifestent une résistance a I'apoptose chez les patients souffrant
d'arthrite ou de sclérose [175]. Yu et al ont étudié I'effet d'un anticorps anti-CD28
agoniste (clone 37.51) chez la souris et ont constaté une inhibition de I’expansion des
cellules T du donneur. lls ont aussi mis en évidence que cet anticorps empéche la
GVHD par une déplétion sélective des cellules T allogéniques activées du donneur via
I'apoptose, de maniére IFNy dépendante, mais épargne les cellules T qui ne
reconnaissent pas les alloantigénes du receveur [176]. L’inconvénient d'éliminer les
cellules TCD28" pourrait étre de bloquer la régulation immunitaire puisque CD28 est
exprimé par une sous-population de cellules Treg et est primordial pour leur expansion
et leur survie [177]. Toutefois, certaines cellules régulatrices sont contrdlées par ICOS
et non pas par CD28 [178] et d’autres sous populations T régulatrices, les cellules
CD8'CD28", fonctionnent indépendamment de CD28 [179; 180]. Par conséquent, la
déplétion des cellules TCD28" pourrait encore étre favorable, ou au moins épargner le
développement ultérieur de certaines cellules Treg. A la différence des rongeurs et des
primates, un agoniste des anticorps anti-CD28 ne peut pas étre utilisé chez I'homme car
il cause un relargage de cytokines (« cytokine storm »). Des anticorps agonistes anti-
CD28 ont entrainé une défaillance de multiples organes chez six des volontaires sains

dans une etude de phase I [73].
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V1. Cibler les marqueurs d'activation des lymphocytes T

La deplétion sélective des lymphocytes T activés en tant que traitement
immunosuppresseur peut entrainer le développement de cellules régulatrices capables
d’induire la survie a long terme de 1’allogreffe. La preuve de concept a été obtenue chez
des souris congues de telle sorte que les cellules T porteuse de la thymidine kinase qui
métabolise le Ganciclovir, drogue non toxique, en un métabolite qui est toxique
uniquement pour les cellules en division. Apres la transplantation, cette approche
dépléte donc les cellules alloréactives en division. Le résultat a été un important retard
dans le rejet de greffes de peau et de cceur et l'induction d'une tolérance immunitaire
pour une partie des receveurs [181]. La transposition thérapeutique de cette stratégie
requiert le ciblage d'un antigene qui serait hautement spécifique pour les cellules T
activées. Jusqu'a présent, la cible parfaite est encore a identifier. C’est pourquoi nous
avons orienté notre recherche vers LAG-3, décrit dans la derniére partie. LAG-3, en
s’appuyant sur les résultats des études sur 1’anticorps anti CD154, parait un cible idéale
de part sa présence sur les lymphocytes et NK activés uniquement. Ainsi son utilisation
permettrait de préserver un systéme immunitaire intact dans tous les compartiments et

de cibler uniquement les cellules s’activant au niveau du greffon.

1. CD154 (CD40Ligand)

Le CD40 ligand est une molécule de costimulation de la famille des récepteurs
membranaires au TNF exprimés principalement sur les lymphocytes TCD4" activés. Il
est également exprimé a différents niveaux par les mastocytes, les macrophages, les
basophiles, les cellules NK, les lymphocytes B, ainsi que les cellules non
hématopoiétiques. Le CD40 ligand se lie au CD40 présent sur les cellules présentatrices
d'antigenes (CPA) et induit I'activation de celle ci. Il régule aussi la fonction des cellules
B en s’engageant avec le CD40 exprimé a la surface. 1l est exprimé par les plaquettes au
repos, et est rapidement exposé apres stimulation. En effet, plus de 95% de CD154
exprimé dans le sang est présent sur les plaquettes. Cette molécule sert de récepteur
pour l’intégrine ollbB3 présente sur les plaquettes stimulées. L’interaction

CD154/allbB3 est impliquée dans la stabilisation des thrombus artériels. L'importance
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de cette interaction a été mise en évidence aprés l'administration d'un anticorps
humanisé anti-CD154 qui a induit une thrombose chez les patients, un événement
indésirable qui a entrainé ’interruption des essais cliniques en attendant une nouvelle
évaluation pré clinique. Or, des phénomeénes de thromboses ont été trouvés sur 4 des 9
animaux traités avec 1’anticorps anti-CD154 (5C8.33) [182] dans un modéle primate
non humain de greffe de rein qui implique un protocole incluant une irradiation totale
du corps non myeloablative, une irradiation thymique, de I’ATG, une injection de
moelle osseuse du donneur et un mois de cyclosporine A. L'administration de I'néparine
pourrait, cependant, réduire I'incidence des complications thromboemboliques. Dans un
premier temps, les traitements de courte durée avec I’anticorps anti-CD154 induisant
une survie a long terme de la greffe chez les souris et les primates [183; 184] ont été
interprétés comme ayant un effet bloguant sur la costimulation. Toutefois, Monk et
al.[183] a montré qu’une grande partie de I'efficacité de la thérapie anti-CD154 ne
découle pas d'un blocage de la costimulation, mais de la déplétion des cellules T
activées. Le résultat est une déplétion sélective des cellules T potentiellement agressives
qui ont reconnu l'antigene. De plus, anti-CD154 semble épargner les cellules T
régulatrices qui, bien qu’exprimant CD154, pourraient exposer peu d’antigenes ou avoir

une fonction plus importante aprés le blocage CD154 [129].

2. IL2Ra/CD25

Le récepteur a I’'IL-2 est composeé de 3 protéines : la chaine o, 3 et y, la premiére étant
I’antigéne CD25. CD25 n'est pas exprimé sur les lymphocytes non stimulés, mais il est
rapidement transcrit et exprime sur les cellules T activées [185].

L'administration de I'anticorps anti-CD25 chez les rongeurs en synergie avec une dose
sous thérapeutique de cyclosporine induit une tolérance a Il'allogreffe dflots
pancréatiques [186]. La tolérance peut étre atteinte dans plusieurs modéles
expérimentaux de transplantation en utilisant des anticorps anti-CD25 (revu par Strom
et al [187]), probablement parce que beaucoup de cellules T activés IL-2R+ sont

deplétees.
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Toutefois, CD25 est également exprimé sur les cellules Treg a des niveaux trés élevés,
et les anticorps anti-CD25 pourraient bloquer ces cellules. L'administration d'un
anticorps anti-CD25 déplétant (clone PC61) a réduit le taux de cellules Treg
CD4'CD25" dans le foie et la rate du receveur et induit le rejet aigu [188] dans un
modele de souris ou I’allogreffe de foie est acceptée spontanément. Un effet semblable a
été observé dans un modeéle souris de greffe cardiaque de souris de souche bm 12 sur
des receveuses C57BL/6 ou I'administration de I'anticorps PC61 induit une diminution
significative du pourcentage des cellules TCD4" TCD8'CD25" dans la rate et casse la
tolérance pourtant induite par I'administration d'anticorps anti-CD4 [189]. De plus, la
déplétion des cellules TCD25" induit le rejet [189] dans le modele ol la greffe de peau
male CBA / Ca est spontanément acceptée par la receveuse femelle CBA / Ca exprimant
un récepteur cellulaire T anti-HY (antigéne male). Dans la pratique clinique, les deux
anticorps  monoclonaux anti-CD25 disponibles (Dacluzimab et Basiliximab;
antagonistes du récepteur a 1L2) montrent une diminution dans la capacité de tuer
directement les cellules TCD25" par rapport & leurs homologues murins et n’interférent
pas avec le compartiment T reg dans le rein [190]et le cceur [191] transplantés. En outre,
le Daclizumab est décrit comme induisant une baisse graduée du taux circulant de
cellules TCD4" et CD8" et une expansion des cellules régulatrices NK CD56""9" chez
les patients atteints de la sclérose en plaques. Ces cellules régulatrices agissent
négativement sur les cellules T activées et pourraient participer a I'effet thérapeutique de

I'anticorps [192].

3. Les isoformes CD45

CD45 est une protéine tyrosine phosphatase impliquée dans la transduction du signal et
le début de l'activation par I'lL-2, IFNy et TNFa.. De multiples isoformes de CD45 sont
exprimées a différentes densités sur les cellules hématopoiétiques, selon I'état de
différenciation [193]. Les cellules T cytotoxiques, les cellules T helper et la plupart des
thymocytes expriment CD45RB. Les cellules CD4" qui expriment une forte densité de
CD45RB (CD45RB™" chez la souris) et CD45RC (CD45RC™" chez le rat) & la

surface sont des cellules naives qui ont été identifiées comme étant la cause d'un certain
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nombre de maladies auto-immunes. L'auto-immunité provoquée par ces cellules
CD45RB"" est inhibée par les cellules CD4*CD45RB"". De plus, les cellules
CD45RB"" sont associées avec le rejet de greffe du pancréas [194]. En revanche, les
cellules CD45RB™" expriment FoxP3 [195], exercent une activité de régulation et
inhibent le rejet d’allogreffe [196]. Les souris transplantées rénales recevant un
traitement d’induction composé d'anticorps anti-CD45RB (clone MB23G2) acquiérent
une fonction rénale du greffon normale [197]. Au niveau cellulaire, MB23G2 cause une
baisse significative du nombre de lymphocytes circulants, suivi d’un retour a la normale
une semaine apres. Ces cellules présentent ensuite une augmentation de la
phosphorylation de la tyrosine PLCy1, ce qui est une propriété des cellules T anergiques
[198]. Dans un modele de greffe cardiaque, le méme anticorps anti-CD45RB induit un
enrichissement de la population CD45RB"", prolonge la survie en monothérapie et
induit la tolérance s’il est associé a la Rapamicine. Par conséquent, la balance
CD45RB"Y/CD45RB"" correspond & 1’élément critique dans l'induction de tolérance
par ce traitement [195]. L’anticorps anti-CD45RB induit également la tolérance aux
allogreffes d'flots pancreatiques [199].

L’infiltrat autour des Tlots dans les animaux traités montre une légére augmentation des
cellules CD4, une diminution des cellules CD8, et une réduction dans lintensité
d’expression des CD45RB, associées a une augmentation de l'expression des transcrits
dans le greffon pour I’IL-4 et I’IL-10.

Ceci correspond a I'émergence d'une sous population distincte de cellule T régulatrices
[199].

Les isoformes CD45RA et CD45RO sont utilisées chez I'homme afin de faire la
différence entre les cellules T naives et meémoires, respectivement [200; 201]. Dans le
sang périphérique, les cellules CD45RA" expriment également des niveaux élevés de
CD45RB, alors que les cellules CD45R0 expriment peu de CD45RB. Un anticorps de
souris anti-CD45 humain (clone 6G3) a été testé en monothérapie chez les primates et a
retardé le rejet de greffes de rein, a plus de 200 jours pour 2 des 6 animaux (durée
médiane de survie = 27 jours) [202]. Dans ces essais, le ratio CD45RB"9"/CD45RB'™" a
diminué au cours du traitement et était de nouveau a la normale un mois aprés. En
bithérapie avec le Tacrolimus, la durée médiane de survie a été prolongée a 72 jours
[202].
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VIl. Conclusion

Que la déplétion des cellules T entraine ou empéche le développement de la tolérance
immunitaire n'est pas encore claire car d'une part, elle peut dépléter les cellules
régulatrices, mais d'autre part, ces cellules peuvent dans un deuxiéme temps dominer a
la suite d'une expansion sélective. D'autres investigations seront nécessaires pour
comprendre si la déplétion sélective de sous population cellules T effectrices, en
épargnant les cellules régulatrices existantes, pourrait étre une meilleure stratégie. La
cible idéale, toutefois, exprimée par des cellules effectrices alloréactives mais pas par
les cellules au repos et les cellules T régulatrices, doit encore étre défini.
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Tableau 1 : Anticorps déplétants les cellules T et leur effet en transplantation.

Molecule cible/

Mécanisme d’action

Impact sur la tolérance du transplant

réactif
Toutes les cellules T
Thymocyte (ATG) Rapide et importante lymphopénie o Expansion des Treg dans les allogreffe de rein chez
CDC/ADCC/opsonisation/phagocytose 1’homme [125]
CD52 Cytotoxicité o Expansion des Treg et mutation des myeloide en

(Campath-1)

DC plasmacytoide régulatrice dans les allogreffes
de rein humains [203; 138]

CD3 Activation du complément /ADCC / e Inhibition du rejet aigu mais pas humorale [142].
apotose o Haute fréquence de Treg CD4"CD25" dans les
allogreffes de rein chez les NHP [143; 144].
e Tolérance pour les greffes de Coeur mais pas pour
la peau chez les rongeurs [139]
CD2 Transitoire mais importante déplétion des | e Survie au long terme de greffe de coeur chez le rat
cellules T [145]
Inhibition des réponses mitogéniques et ¢ Prolongation de survie des reins chez les NHP
allogéniques [146]
¢ Haut taux d’ARNmM de FoxP3 dans les greffes rein
chez I’homme [148]
TCR af Déplétion transitoire des cellules T e Tolérance chez les rongeurs [149]
Sous populations cellules T
CD4 Importante déplétion des cellules T CD4 ¢ Tolérance des greffes de Coeur, peau et Tlots chez le
rat [150-152; 159]
¢ Pas de tolérance; modeste prolongation des modéles
de rein et foie (souris, chien et NHP) [155-158]
¢ Prolongation des greffes de pancréas et d’7lots xéno
chez les rats [160-162]
CD8 Transitoire mais importante déplétion des | e Pas d’effet sur les greffes de coeurs chez la souris et
cellules T CD8 le mini pig [169-171]
¢ Prolongation modérée pour les greffes de reins chez
le chien [156]
¢ Tolérance non donneur-spécifique pour la greffe
d’intestin chez la souris [117]
Déplétion des cellules T CD8 donneur ¢ Tolérance avec une faible dose d’irradiation totale
specifique du corps, irradiation thymique, antithymocyte
globuline, anticorps anti-CD154 et un court
traitement d’inhibiteur de calcineurine +
transplantation de moelle osseuse du donneur dans
rein chez primates [168]
CD28 Apoptose induite par mort cellulaire e Prévention de graft versus host disease [176]
Marqueurs d’activation des cellules T
CD154 Apoptose de cellules T activées ¢ Tolérance possible des greffes de rein chez les
(Hu5C8) primates et greffe de peau chez souris [182; 204]
LAG-3 Cytotoxicité cellulaire complément ¢ Prolongation des survies de greffes de coeur chez le
dépendante rat mais pas tolérance [205]
IL2/CD25 Déplétion /immunotoxycité ¢ Pas de tolérance de greffes de foie ou coeurs chez la

(PC61/immunotoxine)

souris [188]

CD45
(MB23G2/6G3)

Enrichissement des cellules T
CD45RBlow

e Tolérance des greffes de rein chez la souris [197]
¢ Prolongation de survie et tolérance avec la
rapamycine dans greffes de cceur chez souris [195]

¢ Prolonge survie de greffes de rein chez les primates
[202]
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Lymphocyte activated gene 3 : LAG-3

I. La molécule

1. Géne

LAG-3 a pour particularité d’étre tres proche de CD4 tant au niveau genétique que
protéique. Le séquencage, I’organisation exon/intron et la localisation chromosomique
(chromosome 12 (band p13.3)) montrent que lag3 et cd4 sont localisés sur le méme
locus, seulement séparé par 6kb [206]. Certains émettent la possibilité que lag3 résulte
d’une duplication de geéne [207; 208]. En effet, les genes lag3 et cd4 partagent peut-étre
méme quelques éléments de régulation [209]. La transcription est initiée par 2 sites :
une GC box, 80 paires de bases en amont du site majeur de transcription, forme un
promoteur minimal qui est régulé par 2 régions en amont contenant des éléments
régulateurs positifs et négatifs avec de multiples sites de liaison de protéine ; et une
région de 100 paires de bases en aval du site de départ de transcription est impliquée
dans le controle cellulaire spécifique [209]. Ces motifs semblables a ceux trouvés sur le
géne cd4 laissent penser que lag3 pourrait étre controlé par des éléments régulateurs de
cd4.

Du fait de sa structure, LAG-3 fait partie de la superfamille des Ig (IgSF). 11 s’agit d’une
protéine membranaire de 498AA avec 4 domaines extracellulaires ayant une forte
homologie entre les domaines 1 et 3, ainsi que 2 et 4 avec la particularité d’inclure une
extraloop au milieu du domaine D1 [208]. Cette protéine est trés bien conservée entre
les especes puisqu’au niveau de la séquence codante I’homologie rat-homme et rat-
souris est respectivement de 83% et 88%. Au niveau protéique cela se traduit par 67% et
84% [210]. Les transcrits du géne lag3 ne se retrouvent pas dans tous les organes. En
effet, son ARNm n’est retrouvé qu’au niveau du thymus, de la rate, du cerveau, du foie,
du poumon et de ’intestin gréle. Aucun transcrit n’est détecté dans les reins, le coeur ou
la peau chez I’homme. La souris se distingue en exprimant ’ARMm LAG-3 dans la

peau mais pas dans les poumons et le foie [210; 211]. Cependant, I’expression de LAG-
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3 a la surface des cellules est restreinte aux sites inflammes. Ainsi, LAG-3 n’est trouvé
ni dans les organes lymphoides primaires (thymus adulte et moelle) ni dans les organes
lymphoides secondaires en conditions normales, comme la rate et les ganglions.
Différents types cellulaires expriment LAG-3 : les cellules T activees, les cellules NK
activées, les cellules B activées en présence de T [212], et récemment sa présence sur
les pDC a été évoquée [213].

2. Expression

LAG-3 n’est pas une protéine ubiquitaire. L’expression de LAG-3 varie en fonction des
cellules (6 fois plus exprimée sur les T que sur les B)[212], de leur phénotype (63%
CD3, 53%CD25, 58% CD4 60% CD8, 3% CD3-) [214] et des organes. En effet, elle est
principalement exprimee in vivo sur les lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés résidant
dans des organes lymphoides secondaires ou des tissus inflammés, comme les tumeurs,
les greffons ou les amygdales inflammeées [215], mais pas dans la rate, le thymus ou le
sang. Au niveau des tumeurs, 11 a 48% des lymphocytes infiltrant les tumeurs sont
LAG-3+, et CD8+ pour la plupart (dans les lymphomes comme dans les mélanomes)
[216].

L’activation in vitro de PBMC permet d’évaluer clairement la cinétique d’expression de
cette molécule au cours d’une activation du systéme immunitaire. La détection de LAG-
3 se fait dés J1, I’expression a la surface de la cellule est @ son maximum a J2, puis
décroit jusqu’a J8 pour finalement devenir indétectable a J11. Cette expression peut étre
induite par ’ajout d’IL-2 alors que I’IL-4, I’IL-6, I’IL-10, le TNFa, le TNF et I’'IFNy
n’ont aucun effet [209; 217; 218]. L’expression de LAG-3 sur les cellules T activées
peut étre surrégulée en présence de différentes cytokines telles que I’IL-2, I’IL-7 et I’IL-
12. En effet cette derniére est nécessaire pour une induction optimale de LAG-3 [219].
L’expression de LAG-3 sur les cellules TCD4" activées humaines apparait comme
préférentiellement associée a la voie d’activation/différentiation qui meéne a la
production d’IFNy, la voie Thl [215]. Cette distinction est confirmée par 1’absence
d’ARNm codant pour LAG-3 dans les clones Th2 [215].
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Différentes études ont montré 1’existence d’une protéine LAG-3 de 70kDa et d’une
autre de 45kDa. Ces protéines correspondent au LAG-3 complet et au LAG-3 soluble
(SLAG-3) clivé au niveau de la membrane. Le clivage est fait au niveau du CP
(connecting peptide) de 20aa situé entre la région transmembranaire et le domaine D4 et
il est indispensable et suffisant pour le clivage. Ce clivage est réalisé par des
métalloprotéases ADAM-10 et ADAM-17. ADAM-10 semble assurer un clivage
régulier de LAG-3 puisque sLAG-3 est reduit de 90% dans les souris ADAM10-/-.
ADAM-17 jouerait un role plus important lors de I’activation car son activation est
dépendante du signal TCR induit par PKC. Il existe donc 2 voies indépendantes
susceptibles de cliver LAG-3 membranaire [220]. La production de SLAG-3 est
détectable a J2 et continue d augmenter jusqu’a J6 [221]. La quantité de sSLAG-3 varie
en fonction des cellules, les pDC activés produisent 5 fois plus de SLAG-3 que les T

activeés [213].
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3. Interaction

LAG-3 est spécifiguement associé avec le complexe CD3. LAG-3 est une molécule
codistribuée avec le CD8 et faiblement avec le CD4. Diverses études ont montré que
LAG-3 est associé avec le CMH-II. Ainsi, de ces distributions et associations résulte un
assemblage CD3/CD8/LAG-3/CMH-II organisé en radeau lipidique, un phénomene
connu pour réguler les événements précoces d’une activation des T [222]. L’activité de
la protéine LAG-3 nécessite des interactions intra et extracellulaires. Au niveau
extracellulaire, différents études ont montré une interaction LAG-3 : CMH-11 [223]. Les
résidus des régions déterminant la complémentarité (CDR 1 et 2) situées a la base de
I’extraloop sur le domaine D1 sont essentiels soit pour la liaison (D30, H56, Y77, R103)
soit pour la répulsion (R73, R75, R76) du CMHII [224]. En utilisant une protéine de
fusion LAG-3Ig ayant une avidité intermédiaire (Kd=60nM, 37°C) comme compétiteur
dans un test d’adhésion cellulaire CD4 :CMH-II dépendant, Huard a montré que cette
molécule recombinante était capable de bloquer I’interaction CD4 :CMHII. Par contre,
aucune inhibition n’était observée dans le cas d’un test de cytotoxicité CD4 :CMH-II
dépendant. Ces résultats suggérent que le coengagement du TCR avec le CD4 altére

I’interaction CD4 :CMH-I1I devenant insensible a la compétition avec le LAG-31g [225]
I1. Les différents roles de LAG-3

1. Un réle d’activation

L’expression de LAG-3 ne se faisant qu’entre 24 et 48 heures aprés ’activation du
lymphocyte, cette molécule contrairement a d’autres ligands du CMH comme le CD4
ou le CD8 ne joue pas de role dans la phase d’induction de ’activation de la cellule T
[224]. Cependant sa présence a la surface de celui-ci va jouer un réle dans I’activation
des cellules présentatrices d’antigénes. En effet I’interaction LAG-3 :CMH-II, avec
I’interaction CD40-CD40L entraine la production de I’IL12 et de I’'IFNy par les CPA, in
vitro [219]. Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) exprimant comme les CPA, la
molécule de CMH-I1, il a été étudie si le contact entre cellules T via I’interaction CMH-
I1 :LAG-3 avait une influence sur la reconnaissance des cellules tumorales. Au cours de

cette étude, 1’ajout d’un anticorps anti-LAG-3 n’a d’influence ni sur la cytotoxicité des
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cellules T CD8" ni sur la reconnaissance entre une cellule transfectée LAG-3 et une
RCC (renal cell carcinomas). Par contre, la protéine de fusion LAG-3lg induit une
maturation de DC. Ces résultats soutiennent I’idée d’un réle des TIL LAG-3" dans
I’engagement du CMH-I11 des CPA et, par consequent, ils contribuent a I’activation des
CPA et a I’engagement Th1/Tcl sans diminuer la cytotoxicite.

Une étude sur des souris LAG3” a révélé un probléme dans le compartiment des
cellules NK plutét que le compartiment des cellules T. En effet, la mort des cellules
tumorales est inhibée ou abolie alors que la lyse dépendant du CMH-I est intacte. Ces
résultats laissent apparaitre que LAG-3 joue un rdle de récepteur ou corécepteur qui
définit un mode spécifique des NK chez la souris [226]. Ces résultats ne sont cependant
pas transposables chez 1’homme puisqu’aucun anticorps ou protéine recombinante n’a
un effet positif ou négatif sur la cytotoxicité. LAG-3 n’a donc pas d’effet dans la
cytotoxicité des NK, réfutant la théorie d’un mode spécifique chez I’homme [227].
LAG-3 a un effet sur les T et pas sur les NK. Or les NKT ont les propriétés intrinseques
des NK et des T. C’est pourquoi Byun et son équipe ont évalué si LAG-3 avait un effet
sur les NKT CD1d". Les résultats montrent que I’expression de LAG-3 entraine une
sous régulation de la prolifération des NKT les bloguant en phase S du cycle cellulaire
[228]. LAG-3 a donc une forte implication dans I’activation des T et des NKT.

2. Un role de regulation

LAG-3 molécule régulatrice plutdt qu’activatrice comme CD4 a été suggérée par les
résultats de Huard. Il a montré qu’un anticorps anti-LAG-3, en bloquant I’interaction
LAG-3 :CMH-II, augmentait 1’activation des cellules T CD4+ [229]. Par la suite, les
effets régulateurs de LAG-3 sur le signal d’activation induit par le TCR ont été
démontrés sur des cellules T activées. Le cross linking de LAG-3 induit une inhibition
du flux calcique et une anergie de la cellule [230]. Dans un premier temps, cette
régulation a été expliquée par une compétition entre LAG-3 et le CD4 pour interagir
avec le CMH-II. Cette hypothese était d’autant plus plausible que LAG-3 a une plus
forte avidité que CD4 pour le CMH-I11 [229]. Cependant, Workman montra que LAG-3
dépourvu de sa partie cytoplasmique et plus particulierement du domaine conserve

KIEELE ne pouvait inhiber la fonction des cellules T CD4. Il est alors plus probable
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que LAG-3 inhibe directement les cellules T par un signal intracellulaire plutét qu’en
blogquant les interactions [231].

Workman a par la suite avec 1’utilisation de souris LAG-3" montré que LAG-3 n’avait
pas d’autres fonctions que régulatrices au niveau des cellules T. Les cellules LAG-3"
proliférent de la méme facon que les cellules LAG-3" face a une stimulation SEB ou
antigéne. Cependant, leur expansion est plus faible & cause d’une mortalité plus
importante. En effet, ces cellules continuent de produire de I’IL-2 et de I’'IFNy méme
aprés la stimulation. Vignali a observé que ces cellules ont un retard dans le cycle
cellulaire entrainant une surmortalité et qui pourrait expliquer le phénoméne. L’absence
de LAG-3 empéche une régulation de I’activation de la cellule, en limitant le nombre de
division cellulaire, et donc en accroissant la mortalité des cellules [232]. Cette
régulation directe des T effecteurs a été confirmée dans des travaux de la méme équipe.
L’interaction CMH-I11 :LAG-3lg entraine une sous régulation de la prolifération des
cellules TCD4+ Ag spécifique et des cytokines sécrétées. Cet effet inhibiteur est
observé au niveau des cellules effectrices et non des APC. Ceci suggere un role de
LAG-3 dans le controle de la réponse des cellules TCD4". Cette interaction est médiée
par un contact entre cellules T, vraisemblablement par un signal négatif du CMH-II
dans la cellule T [223]. Contrairement aux conclusions tirées des premieres analyses des
souris LAG-3" de Miyasaki, LAG-3 joue un rdle important dans la régulation de
I’expansion des T primaires activés et dans le développement de T mémoires, [226;
233]. En effet, ces souris présentent un nombre de T plus important lors d’une infection.
LAG-3 régule donc I’expansion et controle la taille du pool T mémoires [234]. Ces
résultats suggerent que bloquer LAG-3 par un anticorps pourrait étre un moyen
d’augmenter le nombre de cellules mémoires aprés une vaccination [235]. Au niveau
biochimique, bloguer LAG-3 entraine une augmentation de CD69 (molécule de surface
induite au début de I’activation), une expansion des cellules T et une hausse de la
production des cytokines Thl (IFNy, IL-2, TNFa mais pas IL-4, IL-5, IL-10) mais pas
d’effet sur cytokine Th2 [236]

LAG-3 posséde une activité cellulaire régulatrice intrinseque et extrinseque ([237; 238].
En effet, ’expression de LAG-3 sur les T effecteurs permet une régulation de leur
homéostasie (comme vu précédemment) mais LAG-3 est aussi exprimé sur les T

régulatrices et leur confére une fonction suppressive. Les cellules T régulatrices vont
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agir sur la prolifération des cellules T mais aussi sur la maturation des DC [239]. Dans
un modele d’anterior chamber associated immune deviation ACAID, un modele
systémique de tolérance immune, les cellules T CD4'CD25 Foxp3+ exprimant CTLA4
et LAG-3 jouent un réle important dans I’induction de I’ ACAID et sont une importante
sous population des Treg [240]. Pendant I’interaction des Treg avec les DC, la liaison
LAG-3 :CMH-II induit une voie inhibitrice par un signal ITAM, impliquant 1’activation
ERK et le recrutement de SHP-1 qui supprime la maturation des DC et leur capacité
d’immunostimulation [241]. Il a été montré que le signal LAG-3 était important dans la
régulation par les Treg CD4" des réponses autoimmunes. Grosso démontre que LAG-3
maintien la tolérance des antigénes du soi et des tumeurs par un effet direct des cellules
T CD8" spécifiques d’antigéne. En effet, I’expression de LAG-3 qui est faible sur les
cellules T CD8+ naifs augmente avec une stimulation par un antigene exprimeé par un
organe ou une tumeur. Or le blocage par anticorps de LAG-3 ou sa suppression par
modification génétique entrainent une augmentation du nombre des cellules TCD8"
effectrices spécifiques d’antigéne dans les tumeurs ou organes exprimant cet antigéne.
Le blocage combiné avec une vaccination spécifique antitumorale entraine une
perturbation au niveau de la tumeur. Ces résultats montrent un role direct sur les T
CD8" et suggére que le blocage de LAG-3 peut étre un traitement contre le cancer
[242]. Dans le cadre de maladies chroniques telles que 1’hépatite B ou C, les cellules T
CD8" effectrices sont corégulées par de nombreux récepteurs diminuant petit a petit leur
capacité de réponses. PD1 et LAG-3 font partie des récepteurs principaux, bloquer les 2
simultanément permet une restauration de la fonctionnalité des T CD8" et par
conséquences une diminution de la charge virale [243]

3. Un role de marqueur

La molécule LAG-3 constitue un excellent marqueur en biologie cellulaire. Ayant une
fonction d’activation, LAG-3, plus particulierement sLAG-3, se trouve étre un
marqueur d’activation de la voie Thl. En effet, SLAG3 est présent en forte
concentration dans le sérum des personnes atteintes de la SEP qui est une maladie due a
une réponse Th1/Th0. LAG-3 soluble est ainsi un marqueur d’une réponse Thl, de la

méme maniére que sCD30 marque une réponse TH2 [215]. Avant la découverte de son
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expression sur les lymphocytes B, Vignali avait souligné que LAG-3 serait un meilleur
marqueur des T activés que CD69 bien qu’ayant une expression plus lente [211].

CD25 est actuellement utilisé comme marqueur des Treg non pas parce qu’il leur
confere une activité régulatrice mais parce que ces cellules régulatrices subissent une
activation pour effectuer leur régulation ce qui génére du CD25 [237]. C’est pourquoi
certains expriment 1’idée que LAG-3 serait un meilleur marqueur pour les cellules
régulatrices. LAG-3, bien que n’étant pas indispensable a un effet inhibiteur pour toutes
les cellules T [231; 232], marque la population ayant une activité régulatrice et
contribue a leur activité de suppression. En effet, LAG-3 module in vitro et in vivo la
fonction suppressive et ’expression ectopique de LAG-3 est suffisante pour conférer
I’activité régulatrice [237].

En plus, d’étre un marqueur de la voie Thl et des principales cellules régulatrices (T
CD4'CD25%), la forme soluble de LAG-3 peut constituer un biomarqueur. L’étude sur
une cohorte de 246 malades a montré que la rémission ou la survie pour les cancers avec
une tumeur positive aux récepteurs estrogénes ou progestérones sont corrélées avec la
détection de SLAG-3 dans le sérum. Cela signifie que SLAG-3 peut étre un marqueur de
pronostique dans certaines formes de cancers du sein [244]. Son r6le de biomarqueur ne
s’arréte pas au cancer du sein puisqu’il semblerait que dans les angines de poitrines

instables LAG-3 sur les T soit corrélé avec sCD8 dans le sang [245].

11l. LAG-3Ig

LAG-3Ig (IMP731, Immutep, France) appelé aussi SLAG-3 est une protéine de fusion
contenant la partie extracellulaire de LAG-3 et une partie Fc humaine. Cette molécule
est destinée a étre utilisée dans le domaine de la cancérologie. Les expériences in vitro
montrent qu’il a un effet puissant sur la différenciation des monocytes. En effet, il
diminue la différenciation des monocytes en macrophage et en DC. Les DC obtenues
ont une plus faible capacité de présentation. Par contre, son action, apres différenciation
des monocytes, sur la maturation des DC obtenue est différente [246]. Il induit un
phénotype de maturation des DC dérivés de monocytes et la production de chimiokines
et cytokines comme le TNFa, augmentant ainsi la capacité des imDC & activer des T

naifs par un facteur 4. En association avec des doses optimales ou sous optimales de
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hCDA40L, il fonctionne comme un puissant facteur de costimulation et induit une pleine
activation des DC avec forte production d’IL-12p70. LAG-3 a donc un role crucial dans
I’interaction T- DC, quand il est exprimé par les cellules T, et il envoie un signal
essentiel dans la voie d’activation pour augmenter la quantité d’IL12 produite [247].
D’autres études ont établi que lors d’une immunisation contre un antigene (particulaire
ou soluble), 'IMP321 favorise une réponse CTL plus forte, une prolifération des
splénocytes et une meilleure réponse Th1l mais pas Th2. Le traitement avec du LAG-3lg
engendre des trés bons résultats chez la souris. Aussi bien sur des souris immunisées ou
il induit un titre d’anticorps contre I’antigéne supérieur a la normal que sur les souris
ayant une tumeur ou il permet d’augmenter la réponse. Ces résultats suggérent que
LAG3Ig est un bon adjuvant [248] [249] d’autant plus qu’il est bien toléré chez
I’homme. Cependant, il semble le seul a avoir un effet activateur sur la DC. En effet,
LAG-3 membranaire a un effet inhibiteur et LAG-3 soluble apres clivage n’a aucun
effet sur la DC que ce soit activateur ou inhibiteur. La question qui subsiste est donc de
savoir si la présence d’un fragment Fc sur le LAG-3lg lui confere une activité
biologique [241] particuliere.

Cette protéine de fusion avec activité adjuvante devient un outil thérapeutique
prometteur en cancérologie. Comme évoqué précédemment, sLAG-3 peut étre un
marqueur pronostique dans certaines formes de cancers du sein. On ne connait
cependant pas le role biologique propre de sLAG-3, comme par exemple son réle
potentiel dans 1’activation des DC. Son rble potentiel peut étre soit direct sur la
régression des tumeurs soit indirect en inhibant les Treg LAG-3" spécifiques de tumeur
par une compétition avec le CMH-I11 [244]. En effet, un traitement LAG-31g et GM-CSF
augmente la survie du rat dans un modéle de myelome B16 par rapport a une
monothérapie classique. Ce traitement induit des cytokines de types Thl et Th2, une
augmentation du nombre de T CD8+ secrétant IFNy, une infiltration plus rapide des
TCD8" effecteurs activés et une augmentation de la réponse humorale. Cette activation
du systéme immunitaire entraine une protection contre la tumeur qui implique une
coordination des T et des B [250].

Dans le cancer du sein, les résultats préliminaires sont encourageants. En effet, associé
avec le paclitaxel, on observe une réponse clinique de 50% contre 25% avec le
paclitaxel seul. L’IMP321 ne se cantonne pas au cancer du sein. En effet, en tout 8
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essais cliniques sont réalises, en cours ou planifiés pour 2009. Ces essais sont faits dans
le cadre de protocole d’adjuvant de vaccination , de monothérapie dans le cancer du
rein, ou de chimio-immunothérapie (cancer du sein et pancréas). Depuis quelques mois,
cette molécule fait I’objet d’un essai clinique en phase I dans le cadre d’une tumeur
pancréatique. L’IMP321 est associé au gemcitabine a différentes doses en sous cutané.
Cette étude permettra d’établir sa pharmacocinétique, pharmacodynamique,

immunogenicité, son effet et son mécanisme d’action sur cette tumeur.
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Depletion of LAG-3 Positive Cells in Cardiac Allograft

Reveals Their Role in Rejection and Tolerance

Thomas Haudcbourg,! Anne-Sophie Dugast,' Flora Coulon,” Claire Usal,’ Frederic Triebel,”

and Bernard Vanhove'”

Background. Lymphocyte-activated gene-3 (LAG-3, CD223) is upregulated during the early stages of T-cell activation
and could be the target of cytotoxic antibodies for induction lhtnpy in transplantation.

Methods. Fully vascularized heterotopic allogeneic heart 1 bon was perfarmed in rats across a full major
histocompatibility complex—mismatch barrier (LEW.AW into LEW.1A). Recipients received two injections (day 0 and
J)o{xmm:antiﬂodmdnmcd to the extra-loop of LAG-3 immunoglobulin ( Ig - 1&e N-terminal domain or control
antibodies.,

Results. LAG-3 mRNA transcripts sccumulated in cardiac allografts undergoing eejection, but not in peripheral lym.
phobd organs. Administration of anti-LAG-3 antibodies on the day of transplantation did not modify allorcactivity of
T lymphocytes from the splecn and did not change the alloantibody response. However, it inhibited graft infiltration by
effector mononuclear cells, reduced intragraft levels of interferon-y mRNA and prolonged allograft survival from 6
days in controlx o a median of 27 days. Anti-LAG-3 antibodies were also active in proloaging survival when adminis-
tered in u delayed munnes, after rejection onset. LAG-3 being abio expressed by activated regulatory T (Treg) cells, we
tested the effect of antl-LAG-3 antibodics on graft acceptance after donor blood transfusions, a Treg-dependent
tolerance induction model, We found that tolerance induction was prevented by anti-LAG-3 antibodies.
Conclusions, Targeting LAG-3-positive cells with cytotoxic antibodies is immunosuppressive in transplantation by
depleting effectors T cells and therefore muay represent a treatment for rejection eplsodes focused only an pathogenic

cells. However, it might not be compatible with tolerance-induction strategles
Keywords: CD223, Acute rejection, Cytatoxic antibodies, Heart graft, Rar.

(Trarsplantation 2007 84: 1500-1306)

electively depleting activated T lymphocytes might repre-

sent an immunosuppressive induction treatment able to
result in the development of regulatory cells supporting a
long-term survival of allogeneic organs in mice and primates
(1). This has actually been demonstrated with anti-CDI154
antibodies that deplete in vivo activated T cells through a
Fe-dependent mechanism (2). However, anti-CD154 anti-
bodies also target activated platelets in humans and affect the
stability of arterial thrombi (7). Therefore, the development
of monoclonal antibodies to other molecules specific for T-
cell activation has catalyzed attempts to achieve a tolerogenic
immunosuppression. One such molecule is lymphocyte-
activated gene-3 (LAG-3, CD223), which engages Cluss Il
dendritic cells (DC) with a high affinity, enabling DC to be-
come activated (4-6). The LAG-3 pmlcin is expressed in vivo
in activated CD4™ and CDS™ lymphocytes residing in in-
flamed secondary lymphoid organs or tissues but not in
spleen, thymus or blood (7). In addition, LAG-3 can function
a5 a negative regulator of activated human CD4 and CD8 T
cells by inhibitin gearly events in primary activation (8). Un-
stimulated CD4YCD25" regulatory T (Treg) cells, although
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expressing high levels of LAG-3 mRNA, do not express
LAG-3 protein on cell surfaces in mice. However, they do so
after activation and their optimal function is dependent on
LAG-3 (9). CD47CD25" Treg cells expressing LAG-3 have
also been described in the rat (10).

Becuause LAG-3 is expressed specifically on activated T
cells, we predicted that an induction treatment with anti-
LAG-3 antibodies that deplete target cells might prevent de-
veopment of alloreactive effector T cells and represent an
effective treatment of rejection in transplantation. However,
a depletion of activated Treg cells, which also express LAG-3,
might on the long-term counterbalance the immunosuppres-
sive effect of anti-LAG-3 antibodies. Here, we present evi-
dence In a rat heart transplantation model supporting that
hypothesis.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Transplantations

Eight- to [2-week-old male Lewis IW (LEW.TW, hap-
lotype RT1") and Lewis IA (LEW. 1A, haplotype RT1%) con-
geneic rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France), differed
in their entire major histocompatibility complex (MHC)
region. Heterotopic LEW.1W heart transplantation was per-
formed as previously described (11). Graft survival was eval-
wated by palpation through the abdominal wall,

Anti-LAG-3 Antibodies

A synthetic peptide corresponding to the extraloop do-
main of the rat 1AG-3 protein (NCBI accession no
1DQ438937; peptide DQPASIPALDLLQGMPSTRRHPPHR)
was linked to ovalbumin and used 10 immunize two rabbits
(performed at NeoMPS, Strasbourg, France). Preimmune

Transplantation « Volume 84, Number 11, December 15, 2007
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and immune sera, collected on day 63 after the fourth immu-
nization, were assayed by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA) on immunogen and free peptide and by flow
cytometry on Con A activated rat spleen cells. Preimmune
sera were negative in both assays. Pooled immune sera pre-
sented a titer (dilution for 50% signal) of 1/60,000 by ELISA
and of 1/1000 by fluorescence-activated cell sorting (FACS),
and presented specificity for activated T cells. Control peptide
from the rat RT1" protein was a gift from Prof. ].P. Soulillou
(INSERM, Nantes).

Complement-Dependent Cytotoxicity Assay

Complement-mediated antibody-dependent cytotox-
icity was tested using rabbit sera against Lewis 1A T cellsina
ICr release assay. A total of 2X10° Lewis 1A T cells were
labeled with 30 pCi of *'Cr (GE Healthcare, Brussels, Bel-
gium) for 90 min at 37°C in Roswell Park Memorial Institute
solution (RPMI; Sigma, L'Isle D’Abeau Chesnes, France)
with 10% fetal calf serum (FCS; Biowest, Nuaille, France).
After three washes, T cells were distributed in 96 V-bottomed
plates and incubated with rabbit complement (Sigma) and
serial dilutions of heat-inactivated rabbit immune or preim-
mune sera. After 4 h at 37°C, *'Cr release was measured in the
supernatant using a scintillation counter (Perkin Elmer, Ma-
chelen, Belgium). Specific cytotoxicity was calculated according
to the following formula: (experimental release—spontaneous re-
lease) < 100/{ maximum release-spontaneous release).

Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity Assay
Antibody-dependent cell mediated cytotoxicity was
tested in a *'Cr release assay. Then 2<10° LEW.IA T cells
were labeled with 30 pCi of *'Cr for 90 min at 37°C in RPMI
(Sigma) with 10% FCS, distributed in 96 V-bottomed wells
plates and incubated with LEW.1W CD161% cells and serial
dilutions of heat-inactivated rabbit immune or preimmune
sera. After 4 h at 37°C, *'Cr release was measured in the su-
pernatant. Specific cytotoxicity was calculated according to
the following formula: (experimental release—spontaneous
release) X 100/(maximum release—spontaneous release).

In Vivo Antibody-Induced Cytotoxicity

Cytotoxic activity of anti-LAG-3 antibodies against
LAG-3" cells was evaluated in vivo as previously described
(12). ConA (20 mg/kg was injected intravenously into
LEW.1W recipients together with anti-LAG-3 or control an-
tibodies. After 24 h, recipients were sacrificed and the spleno-
cytes were analyzed by flow cytometry.

KLH Immunizations

LEW.1A rats were immunized in the footpad with
50-pg keyhole limpet hemocyanin (KLH; Sigma) in complete
Freund’s adjuvant. Draining lymph nodes were harvested 11
days after injection. Quadruplicate 0.2-mL cultures of drain-
ing lymph node cells (3 10°/well) were cultured in RPMI
1640 (Sigma) supplemented with 2-ME, glutamine, nones-
sential amino acids, sodium pyruvate, and antibiotics, with 0
to 50 pg/mL KLH. The cultures were incubated for 72 h and
were pulsed with [*H]thymidine (GE Healthcare; 1.0 uCi/10
pL/well) for the last & hours.

Rongeurs

Mixed Leukocyte Reactions

Mixed leukocyte reactions (MLRs) were performed as
previously described (13). Spleen dendritic cells, used as
antigen-presenting cells (APCs), were enriched from LEW.1W
spleens by a 14.5% Nicodenz (Gentaur, Paris, France) gradient
as previously reported (14). T cells were purified by warm nylon
wool adherence followed by depletion of OX6 (MHC II) and
3.2.3 (CD161) positive cells with magnetic beads ( Dynal, Comp-
iegne, France). Proliferations were measured after 5 days.

Alloantibody Detection

Alloantibodies were analyzed by flow cytometry,
by incubating splenocytes with diluted (1/20) sera, as
described (15).

Immunostaining

Graft samples were embedded in Tissue Tek (OCT
Compound, Torrance, CA), snap-frozen in liquid nitrogen,
cut into 5-pm sections and fixed in acetone. Endogenous
biotin activity was blocked using the Dako biotin blocking
system (Dako, Trappes, France). Sections were then labeled
by a three-step indirect immunoperoxidase revelation. The
area of each immunoperoxidase-labeled tissue section infil-
trated by cells was determined by quantitative morphometric
analysis. Positively stained cells on each slide were counted by
morphometric analysis using point counting analysis (16)
with a 121-intersection squared grid in the eyepiece of the
microscope. Briefly, the percentage of the area of each graft
section occupied by cells of a particular antigenic specificity
(area infiltrate) was calculated as follows: [number of positive
cells under grid intersection/total number of grid intersec-
tions] > 100. The graft sections were examined at a magnifi-
cation of X 400. The accuracy of the technique is proportional
to the number of points counted. Thus, to maintain a stan-
dard error of <<10%, 15 fields were counted for each labeled
section. Results are expressed as the percentage of the area of
the tissue section infiltrated by stained leukocytes. Detection
of Treg cells in the spleen was performed by flow cytometry
after permeabilization with 0.1% saponin and staining with
anti-rat CD4-FITC, anti-rat CD25-PE (BD Bioscience, Le
Pont de claix, France) and anti-rat FoxP3-APC antibodies
(eBioscience, San Diego, CA).

Graft-Infiltrating Cell Extraction

Dilacerated hearts were digested with collagenase D (2
mg/mL; Boehringer Mannheim) for 10 min at 37°C. Cells
were then collected by extraction through a stainless steel
mesh. The resulting suspension was then clarified by Ficoll
isolation (GE Healthcare).

Quantitative Reverse-Transcription Polymerase
Chain Reaction

Real-time quantitative polymerase chain reaction
(PCR) was performed in an Applied Biosystems GenAmp
7700 Sequence Detection System using SYBR Green PCR
Core Reagents (Applied Biosystems, Foster City, CA). The
following oligonucleotides (purchased at MWG, Roissy,
France) were used in this study: rat LAG-3: upper primer
is 5'-ATATGAATTCACAGAGGAGATGAGGCAG-3" and
lower primer is 5'-ATATGAATTCTCCTGGTCAGAG-
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CTGCCT-3". Rat interferon (IFN)-y: upper primer Is 5'-
TGGATGCTATGGAAGGAAAGA-3" and lower primer is
S-GATTCTGGTGACAGCTGGTG-3". Rat HPRT: upper
primer is 5'-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC-3" and lower
primer is 3'-TTCGCTGATGACACAAACATGA-Y', A con-
stant amount of cDNA corresponding to the reverse tran-
scription of 100 ng of total RNA was amplified in 25 pl of PCR
mixcontaining 300 nM of each primer; 200 M dATP, dGTP,
dCTP; 400 pM dUTP: 3 mM MgCly: 0.25 U of uracyl-N-
gycosylase; 0.625 U of AmpliTaq Gold DNA polymerase. The
mix was subjected to 40 cycles of amplification, The real-time
PCR data were plotted as the AR, fluorescence signal vs. the
cycle number. The AR, values were calculated by the Applied
Biostystems 7700 sequence detection software using the for-
mula: AR =(R,")=(R.7), where R.* Is the fluorescence
signal of the product at any given time, R~ is the mean flu-
orescence signal during cycles 3-13 and referred to as the
baseline. The C, value is defined as the cycle number at which
the AR, crosses a threshold, The threshold is set above the
background fluorescence to intersect the exponential portion
of the amplification curve of a positive reaction. The Ct is
inversely proportional to the log amount of template within
the PCR,

Donor-Specific Blood Transfusions

Donor-specific blood transfusions {DSBTs; were per-
formed as previously described (17), Briefly, 1 mL whole
blood was injected intravenously on days — 14 and —7 before
heart transplantation.

Statistical Analyses

Statistical significance was evaluated using 4 Mann-
Whitney test for the comparison of two groups, Graft survival
was evaluated by Kaplan-Meier analysis using the log rank
test.
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LAG-3 mRNA expression in cardiac allograft. Expression of LAG-3 mRNA in heart grafts recipients at day 5

RESULTS

LAG-3 mRNA Expression in Rejected Allograft
and Lymphoid Organs

LAG-3isexpressed by activated T cells in inflamed Iym-
phoid organs and tissues (7). In order to see if LAG-3 is also
expressed in rejected allografts, hearts grafts from LEW.1W to
LEW.1A rat recipients were analyzed on day 5 after transplan-
tation (rejection occurring between day 5 and 6). Messenger
RNA for LAG-3 was analyzed and compared with allografts
receiving a tolerance-inducing regiment (anti-CD28 anti-
bodies + CSA, as described [18]) and with isografts, Rejected
allografts presented a 7-fold and a 25-fold accumulation of
LAG-3 mRNA as compared with tolerated and syngencic
grafts, respectively (Fig. 1A). Such an accumulation was not
detected in lymph nodes {Fig. 1B) or in the spleen of rejecting
recipients (Fig, 1C),

Cytotoxic Action of Anti-LAG-3 Antibodies
Anti-LAG-3 antibodies were produced in rabbits by
immunization with a synthetic peptide from the extra loop of
LAG-3 Ig-like N-terminal domain, involved In the interac-
tion of LAG-3 with Cliss [1(19), Postimmune serum, as well
as the immunoglobulin (Ig) G fraction, labeled < 19 of rat
spleen cells and 40% of rat spleen cells activated for 48 h with
ConA, PMA + jonomycin, or PHA (data not shown), Preim-
mune serum was negative. An excess of LAG-3 extraloop
peptide competed out that staining (Fig. 2A}, indicating its
specificity. In order to characterize the effect of anti-
LAG-3 antibodies on LAG-3" cells, complement and anti-
body dependent cell cytotoxicity-dependent cytotoxicity
was assayed in vitro, Fifteen percent of ConA-activated
spleen cells were lysed in the complement-dependent cy-
totoxicity assay (Fig. 2B). Given that only 40% of the ConA-
activated target cells expressed LAG-), this assay revealed that
about 37% of the LAG-3" spleen cells present in the prepa-
ration were lysed in vitro as a result of complement activation,
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was measured by quantitative RT-PCR and compared with housekeeping HPRT transcripts expression. Rejection: allograft
without treatment. Syngeneic: isograft. Tolerant: allograft in recipient receiving a tolerogenic (CsA +anti-CD28 antibodies)
treatment. (A) Heart graft. (B) Mesenteric lymph nodes. (C) Spleen. Results are means+SD from 5 animals, each measure-
ment being realized in triplicate, **P-0.08 for syngenic and tolerant vs. rejection.
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FIGURE 2. Specificity and cytotoxicity of anti-LAG-3 an-
tibodies. (A) Competition assay for anti-LAG-3 antibodies.
ConA-activated rat spleen cells were incubated with anti-
LAG-3 rabbit IgG at a concentration of 50 pg/mL together
wuh increasing amounts of LAG-3 extraloop peptides

square symbois) or with irrelevant peptides from the rat
R‘l‘l‘

teln (triangles), Bound 1gG were revealed with a
led antirabbit immunoglobulins by flow cytom-
otry Dopondinq on the stimulation conditions (timing,
dose of ConA), the percent of positive cells ranged from
25% to 40% of the spleen cells. Indicated are mean
poroom*SD of the staining of three measurements, as
mpared with the condition where no peptide were
nddod. (B) In vitro complement-dependent cytotoxicity as-
say. ConA-stimulated target cells were labeled with “’Cr and
mixed with rabbit complement and anti-LAG-2 (full kne) or
preimmune (dotted line) serum at the indicated diution. Per-
activity is calculated as indicated in the Material
and Methods section. (C-F) In vivo cytotoxicity assay. Twenty
mg/kg Con A were injected intravenously 1o rats, as previ-
ously described (12). Recipionts were simultancously treated
by an intravenous injection of 800 uL of control (C, E) or
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To test if cell-mediated, Fe-dependent lysis could also play a
role, we mixed LAG-3" target cells with NK (CDL61™Y) effec-
tor cells in the presence of anti-LAG-3 antibodles. In that
case, no lysis could be observed (data not shown). Since our
anti-LAG-3 antibodies are directed against the extraloop do-
main, they might also modify cognate interactions of T cells
with allogenic APCs and interfere with T-cell proliferation. In
mixed lymphocyte reactions, however, we noted that anti-
LAG-3 antibodies (IgG fractions from the serum, tested at a
concentration up to 80 pg/mL) did not modify T-cell re-
sponses (150,000 12,000 specific cpm after 5 days in MLR),
Also, using purified T cells stimulated by anti-CD3 + anti-
CD28 antibodies, T-cell proliferation was not modified by
anti-LAG-3 antibodies, even when stimulation was titrated
out (data not shown ).

In vivo, the depleting activity of anti- LAG-3 antibodies
was estimated by measuring the fate of activated T cells in-
duced in the spleen by intravenous injection of ConA, as pre-
viously described (12}, One day after intravenous injection of
600 pL of anti-LAG-3 immune serum, the proportion of blast
cells, as determined by flow cytometry, declined from 20% in
control serum-treated animals to 7% {Fig. 2C, D). LAG-3"
cells represented 8.9% of the spleen cells and only 1.3% after
treatment (Fig. 2E, F). We obtained concordant results using
the adoptive transfer of carboxy-fluorescein diacetate succin-
imidyl ester (CFSE)-labeled ConA-activated T cells into irra-
diated rat recipients. In that case, only half the amount of
CFSE'/CD4" and CFSE'/CD8" cells could be recovered
from the spleen after 24 h if recipients were given anti-LAG-3
antibodies (data not shown),

Anti-LAG-3 Antibodies Inhibit T-Cell Responses
to KLH Immunization

In order to further characterize the effect of anti-LAG-3
antibodies on T-cell responses in vivo, we challenged rats im-
munized with KLH in complete Freund's adjuvant. Eleven
days after immunization, draining lymph nodes lymphocytes
from control-treated rats showed a robust, dose-dependent
proliferation in secondary response to KLH in vitro. This re-
sponse was significantly reduced by =70% (P=0.0003) in
rats treated with anti-LAG-3 antibodies (data not shown).

Anti-LAG-3 Antibodies Delay Heart Allograft
Rejection

From preliminary pharmacokinetic observations, we
established that two intravenous injections of 600 uL of anti-
LAG-3 rabbit serum on days 0 and 3 resulted in the mainte-
nance of anti-LAG-3 binding activity In recipient’s serum
for at Jeast 2 weeks, This treatment delayed cardiac allograft
rejection from 6 days in untreated and control-treated recip-
ients to a median of 27 days. All recipients, however, eventu-
ally rejected their graft within 10 weeks (Fig. 3A), On day 5,
grafts from control-treated recipients were heavily infiltrated

anti-LAG-3 serum (D, F). Twenty-four hours after injection,
?,d were mg:?d and cells w;u ee

metry morpho! (forward scatter
lidelcancmpumuohu: C and D) and expression of LAG-3
(E and F) wore moasured. Shown is one oxperiment rapre-
sentative of three. Indicated percentages are LAG-3" cells
after deduction of the background statrung.
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FIGURE 3. Heart graft survival and GICs analyss after anti-LAG-3 antibodies admimstranon. (A) LEW.]1A recipients of
fully allogenic (class I and Il mismatch) LEW.1W hearts were treated by injections on days 0 and 3 of 200 uL (dashed line;
n=8) or 800 uL (full line; n=185) rabbit anti-LAG-3 serum or 6f 600 uL preimmune serum (dotted line; n=3), Graft survival was
evaluated by daily evaluation of heartbeat. P<0.002 for 600 uL rabbit ant-LAG-3 serum vs. preimmune serum. (B) GICs
were extracted from cardiac allogralts on day 5, counted and analyzed by flow cytomelry for the expression of LAG-3, White
bars: total number of GICs. Black bars: LAG-3*' GICs measured by flow cytometry (P=0,01), Total RNA was also extracted
from GICs and messenger for IFNywere quantified by quantitative PCR, relative to HPRT expression level (dashed bars and
scale on the right; P<0,08),

by activated T cells and this infiltrate was less important in ~ Alloreactivity After Administration of Anti-LAG-3
anti-LAG-3 treated recipients. Infiltration by CD25* cells  Antibodies

and NK cells, however, was not modified by the treatment The alloreactivity of spleen cells from heart geaft recip-
(Table 1). Since our anti-LAG-3 antibodies do not recognize  jents was tested in mixed lymphocyte reactions on day 5 after
LAG-3 In immunohistology, LAG-2 expression by graft infil-  transplantation, Control as well as anti-LAG-3 antibody-
trating cells (GICs) was analyzed by flow cytometry after  treated recipient spleen cells, or T cells purified from the
extraction. An average of 8.5 10°+0.76 GICs could be recov-  spleen, proliferated normally against donor and third-party
ered from control rejected grafis. From heart allografts from  APCs, indicating that donor-reactive T cells had not been
anti-LAG-3 treated recipients, only 3.1620.44 10° GICs  deleted or anergized in the spleen (data not shown), Antido-
could be recovered (n=3; P<(.005). GICs contained  nor MHC alloantibodies were also measured by FACS analy-
4L17=1% LAG-37 cells in controls (Le. 3.5 10° cells) versus  sis using donor-type spleen cells as target. Sera from heart
22.2+0.9% in treated animals (Le, 0.7 10° cells n=3  recipients harvested on day 16 posttransplantation were used
P<0.0005; Figure 3B). Analysis of mRNA transcript rein-  for this analysls, at dilutions of 1:5 to 1:320. No significant
forced these observations that infiltration was reduced since  difference in the positive IgM and 1gG responses could be
we measured four times less IFNy mRNA molecules In seen between control- or anti-LAG-3 antibodies-treated ani-
treated grafts (Fig, 3B). In order to investigate whether anti-  muals (data not shown).

LAG-3 antibodies might serve as a treatment of an ongoing

acute allograft rejection episode, heart allograft recipients  Anti-LAG-3 Antibodies Prevent Donor-Specific
were treated after the rejection onset, on days 3or 4. Control-  Blood Transfusion-Induced Allograft Tolerance

treated recipients rejected the allografts on day 6, whereas The expression of LAG-3 on regulatory T cells (9, 10)
anti-LAG-3 antibodies-treated recipients had a median sur-  suggests that anti-LAG-3 antibodies might block the activity
vival of 12 days (Table 2), of regulatory T cells in transplantation. To test that hypothe-

TABLE 2. Ant-LAG-3 antibodies prolong allograft

TABLE 1. Immunohistological analysis of cardiac survival when administered after rejection onset
9 Treatment Day of rejection  Median survival (days)
R7/13 W35 OX8 O0OX39 323
Antibodies (TCRE) (CIM) (CDS) (CD25) (CD1s1) Control serum on 55.5 5
day 3
Control-treated (%) 8.7 139 1638 62 95 Control sesim on 55,5 5
Anti-LAG-3 treated 6.8 42 106 72 10.75 davd
o An-LAG-3serum 12,13,9 12 (P<0,05 va. control)
Heart allograft from comtrol-treated and anti-LAG-3-treated recipients onday )
were harvested on day 5 and processed for immunohistology. Indicsted an- Anti-LAG-3 serum 10,13,15, 19 125 (P<0.05 wa. control )
tbodies were used and revealed as docribed in the Material and Methods onday 4
section. The percentage of the area of each graft section occupied by cells of 3
panticular antigenic specificity (area infiltrate) represented here is the mean Heart graft recapients were treated on day 1 or 4 with control or anti-

of quantifications from five heart grafts. LAG-3 sotibodies. Rejection was monitored by daily heart palpation.
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FIGURE 4. Anti-LAG-3 antibodies block DSBT-induced
heart graft tolerance. Prior to transplantation, LEW. 1A heart
graft recipients received donor (LEW, W) bleod to induce
tolerance. as described (/7). Recipients where then treated
by injections on days 0 and 3 of 600 L rabbit anti-LAG-3
serum (full line; n=3) or of 600 uL preimmune serum (dot-
ted line; n=3). In one group (3 prelmmune serum-treated
and 3 anti-LAG-3-treated animals) spleen cells were ex-
tracted on day 5 and CD26 ' FoxP3* T cells were analyzed
by flow cytometry (A). In another group (3 preimmune
serum-treated and 3 anti-LAG-3-treated animals) graft sur-
vival was evaluated by daily evaluation of heartbeat (B).

. ey

sis, we used a well-described system where tolerance induced
in transplanted rats by DSBT is maintained by the activity of
Treg cells (20}, We observed that administration of anti-
LAG-3 antibodies (600 gL intravenously on days 0 and 3) to
DSBT-treated allograft recipients reduced by 85% the num-
ber of CD257FoxP3" T cells in the spleen (Fig. 4A) and
blocked tolerance induction, leading to early graft loss within
3 weeks (n=3; graft loss on days 16, 16, and 17) instead of
more than 3 months (nw=5; > 100 days, Fig. 4B).

DISCUSSION

We found that cells expressing LAG-3 can be elimi-
nated in rats by administration of cytotoxic rabbit antibodies
against the extraloop domain of LAG-3. Administration of
anti-LAG-3 antibodies resulted in the inhibition of T cdll
priming after KLH immunization, In the context of heart
transplantation, we found LAG-3* mRNA expression -
creased in rejected heart allografts and not in the periphery.

Rongeurs

Targeting LAG-3 as induction monotherapy delayed acute
rejection by reducing graft infiltration by T cells and mono-
cytes. Further, we showed that anti-LAG-3 antibodies can
prolong survival after rejection onset and therefore constitute
a possible treatment for acute rejection,

Experiments showing that short courses of CD134
antibody therapy could achieve long-term graft survival in
mice and primates have been initially interpreted as an
effect of costimulation blockade, However, Monk et al. (2)
showed that much of the efficacy of anti-CIM 1 54 therapy de-
rives, in addition to costimulation blockade, from destruc-
tion of activated T cells. The outcome Is a selective purging of
potentially aggressive T cells that have experienced antigen.
These findings suggest that any antigen expressed by activated
T cells might serve as a target for cytotoxic antibodies. Anti-
D154, however, seem to spare regulatory T cells that, al-
though expressing CD 154, might expose fess antigen or have
an enhanced function after CD154 blockade (22), In the rat,
although depletion of CD1547 cells have not been demon-
strated directly, anti-CD154 antibodies synergize with DSBT
to result in tolerance to heart allografts (22). The LAG-3 an-
tigen might also be a target for cytotoxic antibodies in a ther-
apeutic approach, resulting in the selective destruction of
activated T cells. Indeed our data show that ConA-activated
LAG-3" cells disappear after treatment, T-cell responses to
priming by KLH are inhibited, and T-cell responses leading to
heart allograft rejection are delayed. However, here, anti-
LAG-3 antibodies blocked, rather than synergized with,
DSBT, That Treg cells can express LAG-3 (9, 1) and our
observations that anti-LAG-3 antibodies prevent tolerance
induction by DSBT suggest that the treatment has also elim-
inated or blocked regulatory cells. Our observation that fewer
CD25" FoxP3" T cells are detected in the spleen of DSBT-
treated animals argued for a direct Treg cell depletion after
anti-LAG-3 antibodies administration. This major difference
with antl-CD154 antibodies suggested different mechanisms
of action, or alternatively that target CDI54 " cells are not
similar to LAG-3" cells, Anti-LAG-3 antibodies might have
an agonist activity and therefore could directly inhibit T cells
since LAG-3 is u negative regulator. Alternatively, LAG-3.
specific antibodies with antagonist activity can promote T-
cell expansion and T-helper 1 cytokine production (§). On
the other hand, blocking antibodies would also prevent
LAG-3 binding to Class 11, an interaction that is involved in
DC maturation (23). However, in vitro, our anti-LAG-3 an-
tibodies did not modify the responses of alloreactive T cells in
proliferation assays, suggesting that they were not agonist nor
antagonist, Rather, our observations suggested that the major
mechanism of action of the antibodies used here is physical
climination of LAG-3* cells.

Ex vivo, spleen cells from grafted recipients harvested
on day 5 still proliferated against donor cells. This suggested
that alloreactive T cells do express LAG-3 and become targets
for anti-LAG-3 antibodies only after graft infiltration and not
in the spleen. Anti-LAG-3 antibodies reduced by 60% the
amount of GIC otherwise found in untreated, rejected grafts,
Since GICs from untreated recipients contained only 41% of
LAG-3" cells, these data suggest that the antibody prevented
infiltration by LAG-3" cells, and that this resulted also in a
reduced infiltration by other, LAG-3" cells, Our observation
that LAG-3 positive cells infiltrate heart allograft undergoing



Résultats

rejection suggested that anti-LAG-3 based therapies might be
useful to fight acute cellular rejection. This was confirmed by
our experiment showing that anti-LAG-3 antibodies still pro-
longed graft survival when given after rejection onset (Table 2),
In conclusion, a selective depletion of activated allo-
reactive T cells could be obtained with cytotoxic anti-LAG-3
antibodies in vivo and this resulted in the suppression of an
acute rejection episode, In our rat model, these antibodies
also target regulatory T cells and therefore do not promote tol-
erance induction when it Is dependent on regulatory T cells.
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Perspectives et discussions

LAG-3 étant exprimé majoritairement sur les cellules T activées, nous avons émis
I’hypothése qu’un traitement d’induction de tolérance avec un anticorps anti-LAG-3
déplétant pourrait prévenir le développement de cellules T effectrices alloréactives. Il
serait alors un traitement efficace contre le rejet en transplantation. Cependant, une
déplétion des cellules Treg activées, qui exprime aussi LAG-3, pourrait sur le long
terme €tre un probléme dans 1’usage d’un anticorps anti-LAG-3. Dans ce premier
article, nous avons démontre le bien fondé de cette hypothese dans un modéle de greffe

cardiaque chez le rat.

L’usage, en traitement d’induction dans un mode¢le de transplantation, d’un anticorps
déplétant ciblant spécifiquement un marqueur des T activées a déja été réalisé. En effet,
I’administration d’anticorps anti-CD154 peut entrainer la survie a long terme des
allogreffes chez la souris, le rat et le primate. Cependant, CD154 étant exprimé aussi par
les plaquettes, des complications thromboemboliques ont empéché le développement
cliniqgue de cette stratégie thérapeutique [251]. L’action in vivo des anticorps anti-
CD154 étant essentiellement due a la déplétion des cellules T alloréactives [204], nous
avons exprimé 1’hypothése selon laquelle un anticorps dirigé contre un antigéne
d’activation différent mais plus spécifique du lymphocyte T puisse entrainer un effet
immunomodulateur similaire sans les effets secondaires. Les cibles thérapeutiques
spécifiques des lymphocytes T activés ne sont cependant pas trées nombreuses. LAG-3
[252] est une de ces cibles potentielles. Contrairement a CD154, son expression est trés
specifique des lymphocytes activés [217]. De plus, I’étude des transcrits présents dans
différents greffons incite a utiliser LAG-3 comme cible. Dans le contexte d’une
transplantation cardiaque, nous avons observé que I’expression des ARNm de LAG-3
était augmentée au niveau des greffons cardiaques rejetés et non en périphérie (figure 1
de T’article). Par des études in vitro (test de cytotoxicité) et in vivo (activation
lymphocytaire polyclonale par injection de Concanavaline A), nous avons constaté que
des cellules exprimant LAG-3 peuvent étre éliminés chez le rat par I'administration d’un
anticorps cytotoxique de lapin dirigé contre 1’extraloop du domaine D1 de LAG-3. De

plus, I'administration d'un anticorps anti-LAG-3 a entrainé l'inhibition des cellules T
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primées aprés I’immunisation KLH. Ainsi cibler LAG-3 lors d’un traitement
d’induction en monothérapie retarde le rejet aigu du greffon en diminuant l'infiltrat des
cellules T et des monocytes. La mediane de survie du greffon observé avec un
traitement court (JO/J3) est de 27 jours contre 5 jours sans traitement. De plus nous
avons montré que les anticorps anti-LAG-3 peuvent prolonger la survie aprés la
survenue de rejet, et donc constituer un traitement possible de rejet aigu. En effet,
I’injection de I’anticorps au 4eme jour de greffe (soit la veille du rejet) permet de
conserver le greffon en état de marche jusqu’au 12eme jour.

Les expériences montrant que les traitements courts avec des anticorps anti-CD154
pouvaient induire une survie a long terme de la greffe chez les souris et les primates ont
d'abord été interprétées comme un effet bloquant la costimulation. Toutefois, Monk et
al.[204] ont montré que l'efficacité de la thérapie anti-CD154 découle pour beaucoup,
en plus du blocage de la costimulation, de la destruction des cellules T activées. Le
résultat est une déplétion sélective des cellules T potentiellement agressifs. Ces résultats
suggerent que les antigenes exprimés par les cellules T activées pourraient servir de
cible pour les anticorps cytotoxiques. Anti-CD154, toutefois, semblent épargner les
cellules T régulatrices, exprimant CD154, peut étre en exposant moins l'antigene ou
elles ont une meilleure fonction aprés le blocage de CD154 [253]. Chez le rat, bien que
la déplétion des cellules CD154" n'ait pas été démontrée directement, des anticorps anti-
CD154 en synergie avec un traitement DSBT induisent la tolérance a l'allogreffe
cardiaque [254]. Le modele DSBT est un modele de tolérance de greffe cardiaque chez
le rat, cette tolérance est dépendante de cellules régulatrices T CD4°CD25". Ce modéle
permet donc d’étudier I’impact de I’anticorps anti-LAG-3 sur les cellules régulatrices.
Contrairement a 1’anticorps anti-CD154, I’anticorps anti-LAG-3 empéche la DSBT,
plutot que d’étre en synergie. Etant donné I’expression de LAG-3 par les cellules Treg
[237] et I’inhibition de I’induction de tolérance par DSBT avec l'anticorps anti-LAG-3,
cela suggere que le traitement a également éliminé ou bloqué des cellules de régulation.
Moins de cellules T FOXP3" CD25" sont détectées dans la rate des animaux DSBT
traités, ce qui laisse penser a une déplétion directe des cellules Treg apres
I’administration de 1’anticorps anti-LAG-3. Cette différence majeure avec les anticorps
anti-CD154 suggeére une différence dans le mécanisme d'action. Celui-ci peut étre de

deux types : 1) les anticorps anti-LAG-3 pourraient avoir une activité agoniste, et donc
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inhiber les cellules T directement puisque LAG-3 est un régulateur négatif [236]. 2)
D'autre part, les anticorps anti-LAG-3 bloguant, permettraient d'éviter la liaison LAG-
3 :CMH-I1, interaction qui est impliquée dans la maturation DC [255]. Cependant, nous
avons noté qu’in vitro les anticorps anti-LAG-3 de lapin ne modifient pas les réponses
des cellules T alloréactives dans les tests de prolifération, ce qui suggere une absence
d’activité agoniste. Nos observations suggeérent que le principal mécanisme d'action de
I'anticorps utilisé ici est I'élimination physique des cellules LAG-3".

Afin de comprendre le mécanisme d’action de cet anticorps anti-LAG-3, des
expériences de prolifération sont effectuées sur des splénocytes de receveurs au 5
jour post greffe. Ex-vivo, les splénocytes se multiplient encore contre les cellules du
donneur. Cette alloréactivité suggere que les cellules T expriment LAG-3 et deviennent
des cibles pour les anticorps anti-LAG-3 seulement aprés infiltration au niveau de la
greffe et non dans la rate. L’anticorps anti-LAG-3 réduit de 60% le nombre de GIC
trouvées dans un greffon rejeté de rat non traité. Etant donné que 41% des GIC d’un
receveur non traité sont LAG-3", ces données suggérent que l'anticorps empéche
l'infiltration par les cellules LAG-3" ce qui pourrait entrainer une diminution de
I’inflammation et de [linfiltration par d’autres cellules qui sont LAG-3". Notre
observation que les cellules LAG-3 positives infiltrent les allogreffes cardiaques et
induisent le rejet suggére qu’une thérapie basée sur un anticorps anti-LAG-3 pourrait
étre utilisée pour combattre le rejet cellulaire aigu.

En conclusion, une déplétion sélective des cellules T activées alloréactives peut étre
obtenue avec des anticorps anti-LAG-3 cytotoxiques in vivo, et cela aboutit a la
suppression d'un épisode de rejet aigu. Dans notre modéle de rat, ces anticorps
également ciblent les cellules T régulatrices, et donc ne favorisent pas I'induction de
tolérance quand il est dépendant de cellules T regulatrices.

Cet anticorps cytotoxique pourrait donc plutdt étre utilisé pour traiter des épisodes de
rejet aigu plutdt qu’au cours d’un traitement d’induction de tolérance. D’autant plus que
lors de I’étude de différents modeles de tolérance en transplantation chez le rat, nous
avons confirmé que les cellules T regulatrices étaient sensibles a I’anticorps anti-LAG-3
cytotoxique. Au cours de cette étude, nous avons utilisé comme outil notre anticorps

cytotoxique polyclonal de lapin anti-LAG-3 et trois modéles de tolérance trés bien
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décrits (greffe cardiaque + DSBT, greffe cardiaque + (anti-CD28+CsA), greffe rénale +
CD28).

Le modele DSBT avec greffe cardiaque est un modéle de tolérance dans lequel les
cellules regulatrices T CD4+CD25+FoxP3+ sont décrites comme maintenant et
transférant la tolérance. L’administration d’un anticorps anti-LAG-3 dans un modéle de
tolérance de DSBT soit au moment de la greffe a JO soit une fois la tolérance établit a

J100 induit le méme effet, le rejet.
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Figure 6: courbe de survie de rat DSBT avec ou sans traitement anti-LAG-3

Ce rejet est corrélé avec la déplétion des cellules régulatrices T CD4+ CD25+ FoxP3+
dont le réle dans le maintien de la tolérance est décrit. Le pourcentage de cellules

régulatrices passe de 2,02% a 0,31% 5 jours apres le traitement.
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Figure 7 : Anti-LAG-3 dépléte les cellules régulatrices dans la DSBT
Le pourcentage de T CD4"'CD25'FoxP3" est de 2,02% dans un animal DSBT non
traités (A) et de 0,31% dans un modele DSBT 5 jours aprés 1’administration d’anticorps
anti-LAG-3

Le deuxieme modele utilisé est un modéle de greffe rénale traité anti CD28 (JJ319) dans
lequel les cellules régulatrices identifiées sont des cellules myéloides suppressives
(MDSC) T'B7°[256]. L’administration de I’anticorps anti-LAG-3 a le méme effet
déplétant que dans I’autre modele. On observe en effet une déplétion des cellules LAG-

3" présentes.
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Figure 8: déplétion des cellules LAG-3 positives dans un modele de greffe de rein anti-CD28
Le pourcentage de LAG-3" est de 14% dans un animal non traités (A) et de 3% dans un
modele 5 jours aprés I’administration d’anticorps anti-LAG-3



Résultats Rongeurs

Contrairement au modele de DSBT, cette déplétion n’a pas pour conséquence un rejet
sur tous les animaux. Cette étude a été menée sur 5 animaux tolérants (survie supérieure
a 100j). Seul un animal a rejeté son greffon, 3 ont eu un épisode de rejet qui s’est
résorbé de lui méme et un animal n’a eu aucune conséquence sur sa fonction rénale. Le
suivi des animaux est fait par mesure tous les 2 jours du taux sanguin de ’urée et de la
créatinine. Une nouvelle étude est en cours pour évaluer si 1’injection de I’anticorps
anti-LAG-3 n’a pas de conséquences histologiques qui ne se refléteraient pas dans les
analyses biologiques de la fonction rénale.
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Figure 9: Suivi de I'urée et de la créatinine chez un animal tolérant greffé rénal traité par
I'anticorps anti-LAG-3

Suivi de la fonction rénale par dosage de 1’urée et de la créatinine dans le sérum du rat.
L’urée est représentée par un carré et la créatinine par un triangle. Des prélévements
sont effectués tous les 2 jours.

Dans ce modele les cellules T régulatrices ne jouent donc qu’un role partiel par rapport
au MDSC décrites. Ainsi 1’'usage d’un anticorps anti-LAG-3 pour contrer un épisode de
rejet ne dépléterait pas les cellules régulatrices de type MDSC.

Le dernier modele étudié est un modele d’allogreffe cardiaque traité¢ anti-CD28+CsA.
Dans ce modele, les cellules nécessaires au maintien de la tolérance sont des cellules T

B7" et ce modeéle est décrit comme étant indépendant des cellules T régulatrices.[257]
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Figure 10: courbe de survie du greffon dans un modele anti-CD28+CsA traités anti-LAG-3

Dans ce modéle, I’injection de 1’anticorps anti-LAG-3 n’a aucun effet que ce soit dans
I’induction de la tolérance ou sur son maintien. En effet, 1’injection a JO n’empéche pas
la tolérance de se mettre en place. L’injection a J100 n’a aucune conséquence sur les 5
rats traités, aucun effet sur la fonction cardiaque n’a été détecté a la palpation.

Ainsi nous observons qu’il existe différentes situations dans lesquelles la déplétion des
cellules régulatrices LAG-3+ n’induit pas le méme effet : rejet, effet partiel ou aucun
effet. Cet outil qu’est I’anticorps cytotoxique anti-LAG-3 montre qu’il existe des formes
de tolérance dans lesquelles les Treg LAG-3+ ne sont pas essentielles. Le traitement
d’induction semble essentiel dans cette dépendance ou non aux cellules T régulatrices.
Ainsi l’'usage thérapeutique d’anticorps anti-LAG-3 semble étre possible dans le
traitement d’épisodes de rejet, dans les cas ou les mécanismes de régulation ne sont pas

dépendants des cellules Treg LAG-3+.



Il. Action d’anticorps anti-LAG-3 sur I’hypersensibilité retardée dans un
modeéle pré-clinique sur primate: article 2 (article correspondant en

préparation)

Introduction

LAG-3 est une molécule étroitement liée a CD4 et elle est exprimée sur les cellules
lymphocytes activées, les cellules natural killer (NK) et pDC. LAG-3 se lie avec une
haute affinité pour les molécules du CMH de classe 11, il interfére en concurrencant la
fixation du CD4 sur le CMH de classe Il et bloque ainsi par cette interaction la
transduction des signaux médiee par la stimulation [208; 209]. Dans les études
expérimentales, le signal par lequel les cellules T activent les monocytes est supprimé
par des anticorps spécifiques anti-LAG-3. En outre, au cours de l'inflammation les
molécules de LAG-3 et du CMH de classe Il sont fortement surrégulées [234], et leur
interaction peut également jouer un r6le important dans l'activation des cellules
dendritiques présentatrices de I'antigéne. Aprés les résultats encourageants obtenus chez
le rongeur avec un anticorps anti-LAG-3 polyclonal, il est intéressant de tester la
reproductibilité de 1’effet chez le primate avec un anticorps monoclonal. Cependant, la
greffe chez le primate étant plus difficile a mettre en place nous avons développé un
modele moins invasif nous permettant d’étudier 1’effet de 1’anticorps sur une réponse
immunitaire.

Pour cela nous avons développé un modéle d’hypersensibilité de type retardé (DTH)
chez le primate non humain. La DTH est une manifestation in vivo d’une réponse
immune cellulaire (CMIR), qui offre une protection contre les agents pathogenes
intracellulaires. La DTH au niveau de la peau est caractérisée par une infiltration
leucocytaire qui est régulée par les macrophages et les lymphocytes T CD4 + et C8 +
[258]. 1l y a d’abord une phase d'induction ou de sensibilisation durant laquelle I'animal
est exposé a un antigéne ou un micro-organisme conduisant a une réponse immunitaire
par activation des lymphocytes T et expansion clonale. Pendant la phase effectrice, a la

suite d’une exposition ultérieure au méme antigéne, les cellules T sont activées et



recrutées sur le site de dépot de I'antigéne [258]. Ainsi, la réaction cutanée due a la DTH
est utilisée pour mesurer la capacité des animaux a générer CMIR.

Une fois le modéle de DTH adapté au primate non humain, nous avons pu tester 1’effet
d’un anticorps anti-LAG-3 monoclonal sur une réponse immunitaire. Les deux anticorps
dirigés contre des épitopes différents induisent le méme résultat. En effet, au niveau des
sites d’injection, I’érythéme est moins important au niveau taille et durée. Cet effet se

caractérise aussi par un infiltrat fortement diminue.



Matériels et méthodes

Mesure de la réactivité anti-LAG-3 par cytométrie de flux.

Les cellules mononucléées du sang périphérique des babouins (PBMC) sont isolées du
sang total par gradient de densité sur du Ficoll-Paque (Eurobio, Les Ulis, France) et les
globules rouges sont lysees. Les PBMC fraichement isolés sont incubés pendant 48h a
37°C, 5% CO,, avec 10ug/ml de ConA (Sigma, Saint-Louis, Minnesota) dans du milieu
complet (RPMI 1640, 10% de sera allogéniques décomplementés, 2mM L-glutamine,
100 U/ml penicilline, 0.1 mg/ml streptomycine, 1% acides aminés non essentiel, 1mM
sodium pyruvate et 5mM Hepes, de Sigma). Les PBMC sont ensuite lavées dans du
tampon de FACS et marquées avec 10pg/ml d’anticorps anti-Lag3 (11E3; 30 min a
4°C) suivi par un goat anti-mouse IgG couplé FITC (Beckman Coulter, Fullerton, CA).
Les cellules sont lavées et analysées avec un cytométre de flux: LSR II™ Flow
cytometer (BD Biosciences, San-Diego, CA) avec le logiciel DIVA.

Réaction mixte lymphocytaire (MLR) (ou test d’alloréactivité cellulaire).

Les PBMC fraichement isolées sont incubées dans du milieu complet avec des PBMC
allogéniques irradiées (10° cellules/puits de chaque type de cellules) pendant 5 jours &
37°C, 5% CO,, dans une plaque 96 puits préalablement coatée ou non avec 10ug/ml of
11E3 (Immutep, France) et/ou un anticorps anti-CD3 (clone SP34-2; BD Bioscience).
Les cellules sont pulsées avec 1uCi de *H-thymidine pendant les 8 derniéres heures de
culture et sont ensuite récupérées et comptées par un compteur a scintillation TopCount
NXT (PerkinElmer).

Animaux.

Les études in vivo sont réalisées sur des babouins d’élevage (Papio anubis; du centre de
primatologie CNRS, Rousset, France) négatifs pour tous les tests de quarantaine,
incluant un test cutané pour la tuberculine. Les animaux sont hébergés dans notre
laboratoire pour grands animaux (LGA, INSERM, Nantes) et toutes les expériences sont
réalisées sous anesthésie générale réalisée avec du Zoletil (Virbac, Carron, France) et

conformément aux recommandations éthiqgues de I'INSERM. Les études



pharmacocinétiques de 11E3 sont réalisées sur deux animaux naifs recevant un bolus en

intraveineux de 11E3 a 5mg/Kg. 11E3 est quantifié par un test ELISA spécifique.

Test ELISA spécifique anti-LAG-3

Pour doser les anticorps anti-LAG-3, nous avons mis au point un ELISA spécifique.
Dans un premier temps LAG-3Ig (IMP321, Immutep, France) est dilué a 10ug/ml dans
du tampon borate pH9, distribué dans les puits d’une plaque ELISA (50uL/puits) incubé
une nuit & 4°C. Aprés avoir lavé les puits au PBS 1X-0.05% Tween20, ils sont saturés
pendant 2h a 37°C avec de la gelatine 0.25%, diluée en PBS-0.1% Tween20. Avant de
déposer les échantillons pour 1’étape de capture, les puits sont lavés au PBS-0.05%
Tween20. 50uL d’échantillons préparés en PBS-0.1% Tween20 ainsi qu’une la gamme
de I’anticorps (en démarrant de 500ng/ml, puis en diluant de 3 en 3) sont déposés et
incubé 4h a température ambiante. Apres lavage, les anticorps de révélation sont
préparés dans du PBS 1X-0.1% Tween20 et distribués a raison de 50l de cette solution
dans chaque puits. Apres 1h d’incubation a 37°C, la révélation se fait a 1’aide d’une
solution de TMB pendant 30minutes a température ambiante, a 1’abri de la lumiére. La
coloration est arrétée par 100ul d” H,SO,4 0.5N. On effectue la mesure de I’absorbance a
450nm (filtre test 450nm, filtre réf. 630nm) a 1’aide d’un lecteur de plague Dymatech

Laboratories MRX et le logiciel Revelation

Immunisation tuberculose et test cutané d’hypersensibilité retardée (DTH)

Six babouins sont injectés & deux reprises en intradermique (i.d.) avec un vaccin BCG
(0.1ml; 2-8 x 10°> UFS; Sanofi Pasteur MSD, Lyon, France) dans la zone supérieure de
la jambe, 4 et 2 semaines avant le test cutané DTH. Pour vérifier la sensibilisation des
animaux avant le test cutané DTH, un test elispot de sécrétion d’IFN-y (non-human
Primate IFN-y Elispot kit; R&D Systems, Minneapolis, MN) a été réalisé a partir des
PBMC, conformément aux instructions du fournisseur.

Au jour JO du test DTH, les animaux recgoivent une injection intradermique de 0,1mL
d’un dérivé purifié de la tuberculine (PPD; Symbiotics Corporation, San Diego, CA)
dans la peau sur le c6té droit du dos de 1’animal. Une solution saline (0.1ml), injectée au

méme niveau dans le dos, est utilisée comme contrdle négatif (Sham). Les animaux



recoivent 2 doses différentes de PPD (2000 Ul or 40 Ul), réalisées en duplicat. Chaque
point d’injection est séparé¢ de 5 cm au minimum du point adjacent. L’érythéme au
niveau des sites d’injection est mesuré en utilisant un pied a coulisse. Le diametre de
chaque érythéme est mesuré par 2 observateurs du 3eme au 8éme jour. Une réaction est
considérée comme positive quand le diamétre est > 4 mm. La moyenne des lectures est
enregistrée. S’il y a une différence > 2 mm entre les lectures des deux observateurs, une
troisieme lecture indépendante est réalisée. Des biopsies de peau des sites de DTH et
saline sont realisees a J4 sur un des duplicats. La biospie, réalisée a 1’aide d’un scalpel,
a pour centre le site d’injection et fait 1cm de diametre. Un fragment est congelé dans
de I’azote liquide pour I’extraction d’ARNm et un second fragment est placé dans du
Tissue Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Villeneuve d’Ascq, France) pour des
marquages immunohistologiques. Un second test cutané DTH est réalisé plus tard, aprés
une période de 3 semaines de repos. Les animaux ont regu une injection en
intraveineuse de 5mg/kg (n=3) de 11E3 (Immutep, France) ou 0.1 (n=1) et de 1(n=2)
mg/kg d’IMP731 (Immutep, France) la veille de ce second challenge par le dérivé

purifié de la tuberculine (PPD).

Marquage immunohistochimique.

Les sections congelées (10um) sont préparées a partir des biopsies chirurgicales de
peau. Les lames sont séchées a I’air libre a température ambiante pendant une heure
avant une fixation a I’acétone pendant 10 minutes a température ambiante. Les sections
sont bloquées avec de 1’eau oxygénée (H20,) et saturées avec du PBS contenant 10% de
sérum de babouins, 2% normal goat serum et 4% BSA. Les sections sont incubées
pendant la nuit avec un anticorps primaire a 4°C, suivi par 90 min d’incubation avec un
anticorps secondaire. Les analyses d’infiltrat de cellules T sont réalisées avec un
anticorps anti-humain CD3 de lapin (Dako, Glostrup, Denmark), suivi par un anticorps
d’ane anti IgG de lapin couplé FITC (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA).
Certaines sections sont aussi marquées avec un anticorps anti-CD3 ainsi qu’avec un
anticorps de souris anti CD4 humain (clone 13B8.2; Beckman Coulter) ou avec un
anticorps de souris anti CD8 humain (clone B9.11; Beckman coulter). Ces marquages
sont révélés par un anticorps de chévre anti IgG de souris couplé Alexa 568 (Invitrogen,

Carlsbad, CA). Les macrophages infiltrant sont visualisés en utilisant un anticorps de



souris anti CD68 humain (clone PGM1; Beckman Coulter), suivi par un affiniPure
F(ab’), d’ane anti IgG de souris couplé avec peroxydase (Jackson ImmunoResearch) et
le Peroxydase Substrate Kit Vector® VIP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA).
Ces sections sont contremarquées avec 1’hématoxyline et le carbonate de lithium.
Toutes les lames sont analysées en utilisant des microscopes a fluorescence standard et
le logiciel d’imagerie utilisé était I’AxioVision (Carl Zeiss, Le Pecq, France).

Analyses d’ARNm.

L’ARN total est extrait a partir des biopsies de peau congelées a 1’aide des Kits
d’extraction TRIzol (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La qualité et la quantité
d’ARNmM sont contrblées par spectrométrie (NanoDrop; Thermo scientific, Wilmington,
DE) et est ensuite réalisée une RT-PCR quantitative comme décrit précédemment [205],
en utilisant le systeme Applied Biosystems-GenAmp 7700. Les amplifications ont été
réalisées pour les transcrits suivants : hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT;
sonde Hs99999909 m1; Applied Biosystems, Foster City, California), LAG-3 (sonde
Hs00158563_m1, Applied), C-beta (F: 5'-TCC TGG GTC CAC TCG TCATT-3'; R: 5'-
GGT CGC TGT GTT TGA GCC A-3), et IL-6 (sonde Hs00174131_m1, Applied).
L’HPRT est utilisé comme contréle de géne endogene pour normaliser les variations de
quantité d’ARN de départ. Les données sont ainsi normalisées par rapport au contrdle et

exprimées en unité arbitraire (AU).

Analyses statistiques.

Les réponses prolifératives sont exprimées comme moyenne avec un écart type et sont
comparées en utilisant un test non-paramétrique (Wilcoxon, Mann & Whitney,
Friedman ou Kruskal et Wallis, en fonction de I’appariement et du nombre des
échantillons). Un seuil alpha de 0.05 a été considéré comme significatif. Toutes les
analyses statistiques sont réalisées par GraphPad InStat (version 5.1, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).



Résultats

Caractérisation de I’anticorps 11E3

Dans un premier temps, I’anticorps anti-LAG-3 (11E3, Immutep, France) a été
caratérisé chez le babouin. Tout d’abord in vitro leur réactivité a été évaluée sur des
PBMC activées en présence de ConA pendant 48 H avec en contrdle des CHO
transfectées ou non avec lag3. Nous observons sur la figure 10 que I’anticorps se fixe
sur les cellules activées et sur la CHO LAG-3". Un épaulement caractéristique du
marquage LAG-3 est observé sur la figure 11B par rapport a la figure 11A (17,2% des
cellules sont positives). Un résultat similaire est obtenu avec les CHO contréles, les
cellules transfectées sont marquées par 1’anticorps a la hauteur de 27,1% par rapport au
wild type (Fig 11 C/D)
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Figure 11 : cross réactivité de I’anticorps anti-LAG-3
Le marquage est effectué sur des PBMC de babouins au repos (A), activées a la ConA

(B) ou sur des CHO wild type (C) ou transfectees lag 3(D). Seules les PMBC activees et
les CHO transfectées sont marquées a la hauteur de 17,2% et 27,1%, respectivement.



11E3 est connu pour chez ’homme pour avoir un effet agoniste dans les MLR [230].
Dans les MLR effectuées a 1’aide de PBMC de babouins (en situation d’incompatibilité
du CMH de classe I1), I’effet observé est identique chez le babouin. En effet, lors des
MLR effectuées avec une sur-stimulation par un anticorps anti-CD3 immobilisé, une
forte diminution de la prolifération de ’ordre de 80% est obtenue lorsque 1’anticorps
anti-LAG-3 est également immobilisé (Fig 12). Sans cette stimulation par 1’anticorps

anti-CD3, I’inhibition en présence de 11E3 est obtenue dans 50% des cas.
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Figure 12 : effet de I’anticorps anti-LAG-3 en MLR
PMBC de babouins (miss match class 1) sont mises en culture, un coating CD3 a été

ajouté avec ou non du 11E3



Avant d’utiliser cet anticorps pour un traitement in vivo, une étude pharmacocinétique a
été effectuée sur plusieurs singes. Apres injection i.v. de 5mg/kg de 11E3, le taux

sérique de I’anticorps a été évalué par un test ELISA. La demi vie d’élimination de
I’anticorps est

évaluée a 5

jours

ug/mL

Figure 13: Courbe de pharmcocinétique de I'anticorps anti-LAG-3
Mesure par test ELISA de la quantité d’anticorps anti-LAG-3 présent dans le sérum du

babouin. Les prélévements sont effectués a TO, T5min, T15min, T30min, T1h, T2h,
T4h, T10h, T24h puis tous les jours



Modé¢le d’hypersensibilité de type retardée

Une hypersensibilité de type retardée se caractérise par 2 phases. Une premiére phase
dite de sensibilisation durant laquelle I'animal est exposé a un antigene ou un micro-
organisme conduisant & une réponse immunitaire par activation des lymphocytes T et
expansion clonale. Une deuxiéme dite phase effectrice, a la suite d’une exposition
ultérieure au méme antigéne, les cellules T sont activées et recrutées sur le site de depot
de I'antigéne [258]. Dans notre modéle, la phase de sensibilisation se traduit par deux
injections de tuberculine en IM espacées de 15 jours (D-30, D-15). L’immunisation du

babouin a la tuberculine est évaluée par Elispot a I’'IFNy.
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Figure 14 Elispot IFNy de contrdle d’immunisation
Si le babouin est bien immunisé contre la tuberculine, on obtient une réponse
quantifiable par le nombre de spots par puits. Cette réponse est proportionnelle a la
fréquence de cellules réepondeuses



indurated erythema (mm)

Les anticorps anti-LAG-3 reduisent I’érythéme

Lors de la phase effectrice, I’injection de tuberculine en intra dermique entraine

I’apparition d’un érythéme au niveau du site d’injection. (Figl5A)

A
20+ 20+ 20-
G 5
154 % 15 % 154
£ £
2 2
10- 2 10- S 10-
(5] (5]
s B
5 g s g 5
° el
£ £
0 Y + 1 0 * 1 04
0 1 7 8 0 1 7 0

Figure 15: Mesure de I’érythéme
L’injection en intradermique de la tuberculine entraine un érythéme (A). Celui-Ci est
mesuré lors de 3 IDR successives (espacées de 15jours), la seconde (triangle) se faisant
le lendemain d’une injection de 5Smg/Kg d’anticorps anti-LAG-3. La premiere (carré) et
la troisiéme (rond) sont faites en absence de traitement immunomodulateur.

La premiére intradermo-réaction (IDR) est effectuée afin de connaitre la capacité de

réponse de 1’animal. A partir du 3eme jour I’érythéme est mesuré jusqu’a disparition de



celui-ci. La deuxiéme IDR est effectuée le lendemain du traitement avec 1’anticorps
anti-LAG-3 (5mg/kg, 1V). Une diminution de la réponse en durée, 5 jours contre 6/7, et
en intensité, moins de 10mm contre 15 pour les contrdles, est observée. Une 3*™ IDR
est réalisée afin de s’assurer que la diminution de la réponse n’est pas due a une

diminution de I’immunisation mais bien au traitement.

Les anticorps anti-LAG-3 réduisent I’infiltrat

Figure 16 Immunohistochimie des biopsies des érythémes a J4
Marquages des macrophages (CD69) sur la gauche et marquage CD3 sur la droite des
planches. La planche A correspond a la biopsie de la premiére IDR (contréle), B de la
seconde (traité anti-LAG-3) et C de la troisieme (controle).

L’érytheme étant plus faible lors des traitements, des analyses par immunohistochimie
sont effectuées afin d’identifier les modifications au niveau de I’infiltrat. Les marquages
réalisés sur les biopsies de peau faites a J4 au niveau du site d’injection révélent une
diminution trés important de I’infiltrat CD3 (CD4 et CD8) et CD69 entre I’'IDR contrdle
et ’IDR traitée. Cet infiltrat réapparait a la troisieme IDR contrdle. L’administration de
’anticorps inhibe fortement la réponse cellulaire puisque I’infiltrat est inexistant lors de

P’IDR traitée.



Discussion et perspectives

Cette ¢étude avait pour but de développer un modéle peu invasif pour 1’étude de la
réponse cellulaire et des effets immunomodulateurs des anticorps anti-LAG-3. Nous
avons mis au point un mod¢le primate en utilisant 1’hypersensibilité retardée (DTH)
autrement appelé hypersensibilité de type IV. Ce type de réaction d'hypersensibilité se
produit lorsqu’un antigéne interagit avec un lymphocyte mémoire le reconnaissant
spécifiqguement. Le lymphocyte sécréte alors des substances inflammatoires qui vont
attirer d’autres cellules. Dans la DTH, les cellules T CD8 cytotoxiques et les cellules T
helper CD4 reconnaissent un antigéne extra ou intracellulaire quand il est présenté par
une molécule de CMH de classe | ou Il, respectivement. Les macrophages font office de
CPA et produisent de I’'IL-1 qui induit la prolifération des cellules T helper. Les cellules
T helper produisent alors de I’IFNy et de 1’IL-2. La réponse & la tuberculine est de ce
type. Ce type de réponse a €té observé pour la premiere fois lorsque des antigenes
solubles d'organismes tels que les mycobactéries ont été administrés en sous-cutanée.
Elle se caractérise par une inflammation au niveau du site d’injection et se mesure par le
diameétre de I’érythéme formé. Cette réaction est induite par une série de migrations
cellulaires et activations: 1. Migration des cellules T, 2. Infiltration des macrophages, 3.
Apparence rouge sans oedéme.

Apres avoir validé la phase de sensibilisation par Elispot et la phase effectrice par une
premicre IDR, I’effet des anticorps anti-LAG-3 a été évalué. Les résultats ont montré
des érythéemes plus faibles en taille et visibles moins longtemps. Les immunohistologies
réalisées sur les biopsies de peau montrent une forte diminution de I’infiltrat. Il apparait
clairement que I’anticorps anti-LAG-3 inhibe la réponse cellulaire et ainsi réduit
I’infiltrat au niveau du site d’injection.

A la suite de ces résultats, un autre anticorps anti-LAG-3 (IMP731) a été testé dans ce
modele. Cet anticorps est susceptible d’exercer une activité cytotoxique envers les
cellules cibles, car il s’agit d’un anticorps humanisé de classe IgG1. Etant de haute

affinite, des doses de 1mg/Kg et de 0,1mg/Kg ont été testées.



A 151 B 15

10+

erytheme (mm)
erytheme (mm)

Figure 17: Mesure des érythemes
Mesure lors de 3 IDR, la seconde (triangle) se faisant le lendemain d’une injection de
Img/Kg d’anticorps anti-LAG-3 (IMP731°. La premiere (carré) et la troisieme (rond)
sont faites en controle de la réaction. Les IDR sont effectuées avec de la tuberculine
pure (A) et de la tuberculine diluée au 1/50°™ (B).

Les résultats obtenus sont les mémes avec les 2 doses d’anticorps. On observe sur la
figure 16 pour la tuberculine, utilisée pure, une diminution de la réponse comme pour
le 11E3. Lorsque la tuberculine avait été diluée au 1/50eme, I’IMP731 a eu un effet plus
important que le 11E3 car aucun érythéme n’est obtenu, la réponse est donc totalement

inhibée avec cet anticorps.

Mis ensemble, les résultats obtenus avec un anticorps cytotoxique dans le modele IDR
et dans le modele d’allogreffe cardiaque chez le rat nous ont poussé a tester I’effet de ce
type d’anticorps dans notre modele de greffe rénale chez le primate. A 1’heure actuelle 2
greffes rénales ont été réalisées chez le babouin avec une injection d’IMP731

(0,5mg/kg) tous les 3 jours.
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Figure 18: courbe de survie des animaux transplantés rénaux traités avec ’IMP731.

Le prolongement de survie du greffon espérée n’a pas été obtenu. Les 2 babouins ont
rejetés a J6 et J9 contre J6 pour les contrdles (contrdles historiques non reproduits ici).
L’anticorps cytotoxique n’a donc pas eu I’effet escompté, la raison de 1’inefficacité reste
inconnue. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises. L’anticorps était-il injecté en
quantité suffisante ? La concentration minimale détectée lors du traitement est

supérieure a 1,5ug/ml, la dose circulante est donc acceptable (Fig19).
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Figure 19: Concentration d’anticorps IMP731 dans les animaux greffés
Chaque jour le taux d’anticorps IMP731 présent dans le sérum de I’animal est dosé par
ELISA. A : courbe de I’animal ayant survécu 9 jours (A) et7 jours (B)
L’anticorps pénétre-t-il dans le greffon ? La cible étant les cellules LAG-3 positives qui
ne sont détectées que dans le greffon, I’anticorps doit pouvoir pénétrer dans le greffon.
Les biopsies du greffon montrant un infiltrat élevé de cellules T LAG-3", il est possible
que I’anticorps circule dans le sang mais ne pénétre pas le greffon ce qui expliquerait

son inefficacité. Dans notre modéle de greffe de coeur chez le rat, cependant, les



anticorps injectés permettaient une efficacité intra-greffe. Il est possible que ’effet soit
différent d’un organe a l’autre (rein pour le primate et cceur pour le rat), ou la
provenance de I’anticorps a peut étre une influence : anticorps polyclonal de lapin pour
les expeériences chez le rat et anticorps de souris humanisé pour celles primate. Pour
répondre a toutes ses questions d’autres greffes sont programmées avec une dose plus
forte, 5Smg/kg. Une concentration plus importante d’anticorps circulant évitera peut étre

I’infiltrat ou permettra a I’anticorps de pénétrer dans le greffon.

En conclusion de notre étude pré-clinique chez le primate, deux anticorps différents
anti-LAG-3 ont eu un effet mesurable sur la réponse cellulaire lors d’une DTH. Par
contre a la méme concentration, 1’anticorps déplétant est totalement inefficace dans la
greffe de rein. D’autres études devront étre menées pour déterminer si la déplétion des
cellules LAG-3" dans la greffe de rein est inefficace ou si la quantité d’anticorps
injectée a été trop faible pour contrecarrer une réponse aussi importante que celle du

rejet d’une allogreffe de rein.
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Conclusion

La possibilité¢ d’induire une régulation immunologique spécifique au greffon serait une
avancée considérable dans le domaine de la transplantation. Nous avons abordé ce
concept au cours du travail rapporté dans cette thése. Tout d’abord nous nous sommes
efforcé d’évaluer le potentiel de la cible LAG-3 dans un modele rongeur, avant
d’étudier son adaptabilité au modéle primate non humain en développant en paralléle un

modele d’étude non invasif de traitement immunosuppresseur de la réponse cellulaire.

Dans un premier temps, nous avons validé la présence de la cible au moment du rejet.
Dans le mode¢le d’allogreffe cardiaque utilisé au laboratoire, un taux élevé d’ARNm de
LAG-3 a été observé au niveau du greffon par rapport a un animal tolérant. Nous avons
des lors testé I’hypothese thérapeutique de 1’¢élimination physique des cellules LAG-3-
positives en utilisant un anticorps polyclonal de lapin anti-LAG-3 de rat au moment de
la greffe. Les résultats obtenus ne sont pas l’induction de tolérance mais une
prolongation de survie apres un traitement d’induction ou un arrét du rejet en traitement
tardif. Cet anticorps a donc un effet non négligeable sur les cellules T activées au
moment du rejet. Cette observation offre des perspectives d’utilisation pour contrecarrer
un épisode de rejet. Cependant, par le biais de 1’administration d’un anticorps anti-
LAG-3 dans un modéle de DBST (tolérance dépendante des Treg), nous avons observé
que cet anticorps brise I’installation de la tolérance ou la tolérance induite. Ainsi son
utilisation dans le cadre d’un traitement de rejet sera possible a condition que la
tolérance ne depende pas de ’activité de Treg tel que dans les modéles anti-CD28 de
greffes cardiaques ou rénales chez le rat. Chez I’homme, dans un contexte
d’immunosuppression, le role joué par les Treg induites dans le maintien ou le rejet
d’une allogreffe n’est pas clairement établi.

Dans un deuxiéme temps, nous avons testé dans un modele pré-clinique, chez le
primate, I’effet immunomodulateur d’anticorps anti-LAG-3. Nous avons tout d’abord
testé un anticorps antagoniste (11E3) dans un modele de DTH. Les résultats obtenus
montrant une forte diminution de la réponse cellulaire, un deuxieme anticorps
humanise, possédant quant a lui une activité cytotoxique, a été testé dans les mémes
conditions. Des résultats similaires ont été observés dans le modéle DTH. Cependant les

premiers essais dans la greffe de rein chez le primate ont donné des résultats négatifs.



Conclusion

A travers les résultats obtenus chez le rongeur et le primate, LAG-3 ne semble étre une
cible optimale en transplantation. En effet, les réponses cellulaires peuvent étre inhibées
(avec des questions subsistant sur la dose chez le primate) mais 1’effet déplétant pour les
cellules régulatrices LAG-3+ empéche 1’acquisition d’une tolérance au greffon (modéele

rongeur).
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Myeloid-Derived Suppressor Cells Accumulate in Kidney
Allograft Tolerance and Specifically Suppress Effector T Cell
E}{pansit:m1

Anne-Sophie Dugast.* Thomas Handebourg,* Flora Coulon.* Michele Heslan,*
Fabienne Haspot.* Nicolas Poirier.* Romain Vuoillefroy de Silly.* Claire Usal,* Helga Smit,*
Bernard Martinet.,* Pamela Thebault.* Karine Renaudin,” and Bernard Vanhove®*

The immune tolerance o rat Kidney allografis induced by a perioperative treatment with anti- CDZ8 Abs 1s assoclated with a severe
unresponsiveness of peripheral blood cells to doner Ags. In this model, we identified an accumulation in the blood of CD37 class
1~ CDLIb Y CDENEG™ plastic-adherent cells that additionally expressed CD172a as well as other myeloid markers. These cells
were able to inhibit proliferation, but not activation, of effector T cells and to induce apoptosis in a contact-dependent manner.,
Their suppressive action was found to be under the control of inducible NO synthase, an enzyme also up-regulated in tolerated
allografis. Based on these features, these cells can be defined as myeloid-derived suppressor cells (MDSC). Interestingly.
CD4FCD2ZE"E FoxP 3 regulatory T cells were insensitive in vitro to MDSC-mediated suppression. Alihough the adoptive transfer
of MDSC failed o induce Kidney allograft tolerance in recently transplanted recipients, the maintenance of tolerance after
administration of anti-CD2Z8 Abs was found to be dependent on the action of inducible NO synthase. These resulis suggest that
increased numbers of MDSC can inhibit alloreactive T cell proliferation in vivo and that these cells may participate in the

NO-dependent maintenance phase of tolerance.  The Journal of Immunology, 2008, 180; THI8-TH6.

lthough transplant tolerance in rats has frequently been

associated with the action of regulatary T cells (Tregs)®

(1-3). in some cases Tregs are not instrumental. For ex-
ample. administration of anti-CD28 Abs (4) or anti-denor class IT
Abs (5) results in tolerance to Kidney allografts across a full MHC
barrier with an immune suppression that is at least partially de-
pendent on non-T cells. In most cases, non-T cell populaticns with
potential regulatory activity in the transplant setting have been
identified as regulatory dendritic cells producing IDO (6) and
heme oxygenase-1 (HO-1) (7), alternatively activated macro-
phages creating a Th2 environment (8), or NET cells {9). Another
type of non-T regulatory cell, so-called myeloid suppressor cells,
have begn associated with impaired immune reactivity to Ag chal-
lenge (mainly tumors but also infections), chronic inflammation, or
superantigen-induced tolerance of CD4* T Iymphocytes (re-
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viewed by Sefarini et al. (10)). Myeloid suppressor cells have also
been found to contribute to the immunosuppression accompanying
the lethal systemic graft-vs-host reaction in irradiated mice (11).
These cells are a heterogeneous mixtre of myeloid cells at dif-
ferent stages of differentiation, incloding precursors of granulo-
cytes, macrophages, dendritic cells, or early myeloid progenitors.
To avoid confusion between mesenchymal stem cells and the com-
monly used term “myeloid suppressor cells”, Gabrilovich et al.
proposed the term “myeloid-derived suppressor cells” (MDSC)
(12). In mice, these cells share the common functional character-
istics of being able to inhibit T cell responses by inducing the
apoptosis of activated T cells via up-regulation of NO production
(13). NO regulates T cell activation via reversible disruption of the
Jak/STATS signaling pathway (14). Additionally. arginase 1 can
be induced in MDSC under the action of Th2-type cytokines,
which synergize with NO to give rise to peroxynitrites that drive
the apoptosis of Ag-primed T lvmphocytes by inhibiting protein
tyrosine phosphorylation via nitration of tyrosine residues (15). It
has also been supgested that MDSC suppressive activity is medi-
ated by CD4+CD25 " regulatory T cells and requires an interaction
between CDI152 on Tregs with CDS0 that is up-regulated on
MDSC upon contact with activated T lymphocytes (16). Mouse
MDSC are defined phenotypically by their expression of CD11b
and Grl (Ly-6G). The human equivalents are less well defined;
they have been described as granulocyte-macrophage-progeni tor
cells expressing the CD34 marker (17). The rat counterparts ex-
press the CD11b/c and HIS48 myeloid markers (18).

Having previously identified non-T cells with suppressive ac-
tivity in a rat model of kidney transplant tolerance (4). the aim of
the corrent study was to characterize the phenotype and mecha-
nisms of action of these cells. We report herein on an accumulation
of suppressor cells within the peripheral blood and grafts of tol-
erant kidney graft recipients. These cells are characterized by their
expression of CDBEO/B6, signal regulatory protein o (SIRPo.
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CD172a), CD1la'b, and inducible NO synthase (INOS) and their
ability to suppress T cell proliferation in a contact-dependent and
iNOS-dependent manner. Additionally, our data demonstrate that
these MDSC selectively suppress activated effector T cells,
whereas natural CD4*CD25™" Tregs are largely resistant to this
effect.

Materials and Methods
Animals and transplantations

Eight- to 12-wk-old male Lewis IW (LEW.IW. haplotype RT1") and
Lewis, LA (LEW. 1A, haplotype RT1*) congeneic rats (Centre d"Elevage
Janvier, Le Genest-Saint-lIsle, France) differed in their entire MHC region.
Heterotopic LEW.1W kidney transplantation was performed as previously
descibed (19 The kidney (right side) of the mcipient (LEW.1A) was
replaced by a LEW. W donor allograft, and a contralateral nephrectomy
was performed 7 days later, after which the allograft was life-sustaining.
Studies descnbed herein have been performed in accordance with the in-
stitutional guidelines of the Institut Mational de la Santé et de la Recherche
Médicale (INSERM).

Tolerance induction

The 1319 (1G] anti-rat CD28) mouse hybndoma was a gifi from Dr.
Thomas Hunig (Wurzburg, Germany ). The 11319 mAb was purified from
by doma supematant and administered to LEW. LA allograft recipients by
ip. injection at | mg/day for T days starting on the day of transplantation.
This Ab induces a transient down-modulation of CD28 expression in vivo,
without depleting target cells (203 Without treatment, the grafis were re-
jected 11 days pestransplantation. Syngeneic transplants (LEW. 1A o
LEW.1A) served as controls,

Abs and reagenis

Purified anti-B7-1 iclone 3H5) and anti-B7-2 iclone 24F) mouse hybrid-
omas were a gift from Dr. H. Yagim (Juntendo University School of Med-
icine, Tokyo, Japan). FITC-conjugated Pan-T (CD6), anti-CDIla
(WT. 10, anti-CD1 b (WT.5), anti-RT1A (MHC class 1), anti-CD40, and
purificd anti-CD45R (clone HIS24) were purchased from BD Pharmin-
zen. HIS48 Ab was from Serotec. FITC-conjugated anti-CDVT72a
(SIRPa or OX41), ant-CDd4 (W3725), ant-MHC class T{OX128), anti-
MHC class 1T (0X6), anti-CD8 (OX8), anti-CD 25 (OX39), anti-CDN03
(OXA2), anti-CDO0 (OXT), and anti-CD62L (OXES) were prepared in
our laboratory from the corresponding hybrdomas obtained from the
European Cell Culiure Collection iSalisbury, UKL Alexa Fluor 647-
conjugated anti-MERP-1(3.2.3) was prepared in our laboratory using a
conjugation kit (Invitrogen: Molecular Probes). PE-conjugated anti-
mouse was purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories. The
anti-TCRE R7-3 Ab was stained with a Zenon Alexa Fluor 700 mouse
IgG1 labeling kit from Molecular Probes according to the manufactur-
er's instructions. Rabbit anti-rat iNOS Ab was purchased from Abcam.

Cells and cell sorting

Spleen T cells wem prepared by nylon weol adhesion followed by deple-
tion of NE cells, B cells, and monocytes using speci fic mAbs (clones 3.2.3,
HIS24, and OX42, respectively), followed by anti-mouse IgG-coated
Dynabeads {Invitrogen), Blood sampling was performed in heparin tubes.
Erythrocytes were mmoved by hypotonic lysis. MDSC were identified by
staining 30 min at 4°5C with anti-rat CD8WE6 mAbs and PE-conjugated
anti-mouse [gG o secondary Ab (Jackson ImmunoResecarch Laboratories).
After saturation with an excess of mouse [gG, cells wem stained with
FITC-conjugated anti-rat CD6 Ab and Alexa 647-conjugaied anti-rat
NERFP-1 Ab. Cells were then filtered (60 wm) and sorted using an Ana
flow eytometer (BD Biosciences). Cell purity after sorting was routinely
=05%. Bone marrow cells were isolated from the femurs and tibias of

tolerant LEW. LA rats.
Quaatitative real-time PCR

Cuantitative real-time PCR was performed in an Applied Biosystems
GenAmp 7700 sequence detecton system using SYBR Green PCR core
reagents. The following oligonuclectides were used: rat iNOS: upper
primer 5-GACCAAACTGTGTGCCTGGA-3 and lower primer 5°-
TACTCTGAGGGCTGACACAAGG-3": and rat hypoxanthine phosphori-
bosyltransferase (HPRT): upper primer 5-CCTTGGTCAAGCAGTA
CAGCC-3 and lower primer 3-TTCGCTGATGACACAAACATGA-3".
HPRT was used as an endogencus control gene to nommalize varying start-
ing amounts of RNA. Relative expression between a given sample and a
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contral sample, used for all experiments, was caleulated with the
2 —AACH method. All samples were analyzed in duplicate. Expression of
genes of interest was compared between tolerant animals and syngeneic
controls.,

Adaptive cell transfer

Cell transfer was performed by i.v. injection into nonimradiated recipients
on the day of Kdney transplantation, as previously descrbed (5). Donor
cells were unfractionated spleen cells or MDSC purified from blood and
bone marrow. In other expeniments, CFSE-labeled allareactive T cells werne
transferred into irmdiated recipients and proliferated in vivo in a grafi-vs-
host disease-like manner, as previcusly described (21). Briefly, 150 = 10°
spleen cells from LEW. 1A mts were injected i.v. into allogeneic LEW. W
recipients that received a sublethal (4.5 Gy) total bedy irmdiaton on day
—1. Eight million MDSC from the blood of LEW.1W rats was coinjected.
O day 2.5, spleens were harvested and the number of CESE™ cells was
analyzed by flow cytometry.

Cell culture and proliferation assays

MLEs were performed as previously described (21). Spleen dendntic cells,
used as APC and stimulators, were ennched from LEW. LW spleens by a
14.5% Nicodenz gradient as previously mpored (22). APC (10F) and re-
sponding cells (10%) were cocultured for 5 days in @6-well round-bottom
culture plates in RPMI 1640 medium supplemented with 2 mM r-glu-
tamine, 100 Uiml penicillin, 0.1 mgfml streptomycin, 106 heat-inactivated
FCS, 1% nonessential amino acids, 5 mM HEPES, | mM sodium pyruvate,
and | M 2-ME. Proliferation was measured by addidon of 0.5 pCi
[PH]thymidine per well. For polyclonal stimulation, T cells were stimulated
with 2.6 pgiml ani-CD28 Abs in flat-bottom 96-well plates previously
coated with anti-CD3 (0.5 pgfml: 2 h at 37°C). For transwell assays, 3
107 cellz were placed in the lower andfor upper chamber of a 24-well
Costar Transwell plate (Fisher Scientific) and cultured for 3 days. Prolif-
eration was measured as for MLRs. In suppression assays, N®-monometh-
yl-L-argimine (L-NMMA, Sigma- Aldnch) was used at 5 mM. |-methyl-D.L-
ryptophan (1-MT: Sigma-Aldnch) was wsed at 200 pM, and tn
protoparphyrin (SnPP; Frontier Scientific) at 50 pM.

Mixed leukocyte reactions

MLEs were performed as previously described (213 except that 5 mbd
L-NMMA (Sigma-Aldrich) was added to the medium.

Cytotoxiciiy assav

Cytotoxicity was assessed in a 'Crrelease assny. Target cells (Y AC-1
cells. Buropean Cell Culture Collection) were labeled with *'Cr far &0 min
at 37°C in complete medium. Serial dilutions of effector cells in complete
medium were mixed with 3000 *'Crlabeled target cells in tmplicate in
V-bottom 96-well plates and centrifuged for | min at 1500 x g. Plates were
then incubated for 4 h at 37°C, 5% CO,. The supernatants were harvested
and "M relesse was  determined using a  scintillation  counter
(PerkinElmen. Specific cytotoxicity was caleulated according to the fol-
lowing formula: {experimental release — spontanecus release) = 10OV
{maximum release — spontaneous release).

Cytokine assays

IFM-y and IL-2 in the supernatants were measured by ELISA using kits
from BD Biosciences and R&D Systems. respectively, according to the
manufacturers” instructions.

Immunosiaining

Analyses of cell cytospins were performed after acetone fixation and sat-
uration (using PBS, 4% BSA, 10% goat serum) for 30 min at room tem-
perature. Staining with iNOS Abs (Abcam) was performed overnight at
4°C, Cells were washed 3 times and incubated for | hat room temperature
with FITC-conjugated anti-rabbit IgG diluted 1100 and mounted with
Dako medium (DakoCytomation). Graft samples were embedded in Tissue
Tek OCT compound. snap-frozen in liquid nitrogen, cut into 3-pm sec-
ticns, and fixed in acetone. Sections wer permeabilized for 30 min at room
temperature using 0.53% saponin, 4% BSA, 2% normal goat semam, 10% rat
serum in PBS, and stained with the primary Ab rabbit anti-iNOS (Abcam),
FITC-conjugated anti-HIS48 mAb. and punfied CD Ibic {0X42) mAb
overnight at 4°C. After washing. sections were incubated for 1.5 h with the
secondary Ab Alexa 350-conjugated anti-rabbit (4 pgfml) (Invitrogen) and
Mlexa 568-conjugated anti-mouse [gG2a (2 pg/ml; Chemicon Intema-
tional), mounted with Dakoe mediom, and analyzed wsing a confocal-like
immunoflucrescence technigue (Zeiss Axiovert 200M microscope with an
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FIGURE L Characterization of non-T regulatory cells present in peripheral blood. A. Expression of CD80 and CD86. PBMC of the LEW. 1A haplotype

from syngeneic kidney graft recipients (open bars) or from tolerant kidney allograft recipients (3 mo posttransplantation; filled bars) were depleted of CD6
(pan-T markerknegative/CD80 cells. CD6-negative/CD86™ cells, or unmedified and stimulated with allogeneic LEW.1W APCs. [*H]thymidine incor-
poration was measured after 5 days. B. Phenotype analysis. PBMC from tolerant kidney allograft recipients (3 mo posttransplantation) were analyzed by
flow cytometry. Cells were gated on CD6"NKRP-1"CD8O86™ cells and analyzed for the indicated markers. The percentages of cells expressing each
marker are indicated. Ci, May-Griinwald Giemsa staining on cytospins of CD6"NKRP-17CDS(V86™ cells sorted from PBMC from tolerant kidney allograft
recipients (magnification X63). Cii, Immunofluorescence analysis of INOS expressed by CD6”NKRP-17CD8(/86™ cells sorted from PEMC from tolerant

kidney allograft recipients (magnification x40).

Apotome module). Control sections were performed by replacing the pn-
mary Abs with dilution buffer. Naive kidneys were used as negative
controls.

Western blot analvsis

Cells extracts were prepared in RIPA buffer and quantified by BCA protein
assay reagent (Pierce). Ten micrograms of total protein was resolved by
7.5% SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes (ECL Hy-
bond from GE Healthcare) using a Trans-Blot SD semidry electrophoretic
transfer cell (Bio-Rad). Membranes wem blocked with 5% skimmed milk
for 2 h at room temperature and probed overnight at 4°C with | pg/ml
anti-INOS (Abcam) or 0.1 pg/ml B-actin (Santa Cruz Bictechnology) Abs
and with secondary HRP<onjugated goat anti-rabbit Abs (Jackson Immuno-
Research Labx ies) or HRP-conj d donkey anti-mouse. respec-
tively. diluted 172000 in washing buffer. After washing, membranes wer
revealed using enhanced chemiluminesence (ECL Westem blot, GE
Healthcare) and exposed to Kodak X-Omat LS x-ray films,

FACS analyses

Cells were incubated with Alexa 647-conjugated 3.2.3 mAb. PE-conju-
gated CD80 mAb, and biotiny lated-conjugated CD86 mAb for 20 min at
4°C. Cells were then washed twice and incubated with streptavidin-PECy7
for 20 min at 4°C. After 15 min saturation, cells were stained for 20 min
with FITC-conjugated mAbs directed against rat CD Ags. To finish, cells
were stained with Alexa 700-conjugated R7-3 or CD6 mAb for 30 min at
room temperature. Analyses were performed using a FACScan 1T cytoflu-
arometer (BD Biosciences) and Flowlo software, The negative gates wer
set using fluorscence-minus-one controls. Apoptosis was assessed by
staining with APC-conjugated annexin V (BD Phamingen) according to
the manufacturer’s instructions. Evaluation of T cell proliferation by flow
cytometry was performed by staining of pure T cells with 5 uM CFSE
(Molecular Probes) for 5 min at room temperature and measuning the FL-1
channel after cell culture.

Statistical analyses

Statistical significance was evaluated using a Mann-Whitney I test for the
comparison of two groups. Graft survival was evaluated by Kaplan-Meier
analysis using the log-rank test.

Results

Regulatory cell phenotype

We have previously demonstrated that administration of anti-
CD28 Abs as an induction treatment results in immune tolerance to
kidney allografts that is characterized by a hyporesponsiveness of
recipient blood cells after challenge with donor alloantigens (4). In
our earlier study. we identified a non-T cell population in the re-
cipient blood that showed suppressive activity and was responsible
for the inhibition of alloreactive T cells. These cells expressed
NKRP-1. CD80, and/or CD86. Herein, we further characterize the
phenotype of these cells. We first noticed that depletion of either
CD80" or CD86™ cells from the blood using magnetic beads to-
tally restored the allogeneic proliferative response of PBMC
against donor APC (Fig. 14). suggesting that the regulatory cells in
this model expressed CD80 and CD86. Next. we analyzed the
phenotype of these cells after gating on non-T (CD&7), CDS80/
86" NKRP-1" cells and found them to express CD1la, CD11b,
CD172a (SIRPa), and HIS48 (a rat marker usually associated with
granulocytes (18)). Two subpopulations expressing high and in-
termediate levels of CDIla were observed. However, this varia-
tion in CD1 la expression might have been induced by the isolation
procedure (23). These cells additionally expressed class I (OX18)
but not class II (OX6) or CD103 (OX62). Twenty-two percent of
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these cells expressed CDM and << 10% expressed CD8 (Fig. 1B).
MNone expressed CD40, CD90, CDZ5, CD6ZL., or HIS24 (data not
shown). The absence of class II expression was confirmed by the
fact that depletion of class II-positive cells using magnetic beads
did not restore the alloreactivity of blood cells from the tolerant
recipients (data not shown). After sorting by flow cytometry based
on the CD&~ CDE0EE T NKRP-1" phenotype. the cells were found
to adhere to plastic culture plates during overnight culture {data not
shown ). They presented a homogeneous myeloid-like morphology
with a large, irregularly shaped nucleus and a large cytoplasm
containing inclusions (Fig. 1CE). These cells were also found to
express iNOS (Fig. 1Cii).

Suppression assays

Because depletion of non-T CD8W/B6™ cells from the blood of
tolerant recipients restored the hyporesponsiveness of PBMC
against alloantigens, we measured their suppressive activity after
sorting. In mixed lymphocyte reactions these cells showed a robust
dose-dependent suppressive activity on the proliferation of T cells
stimulated by donor-derived APC (Fig. 24, dotted bars). More-
over, these cells suppressed the proliferation of anti-CD3 + anti-
CD28-stimulated T cells (Fig. 2B, open bars). As a control, non-T
CDEVEG-negative cells from the blood of the same animals dis-
played no suppressive activity (Fig. 28, filled bars). The suppres-
sion was maximal 2 and 3 days after initiation of the culture and
partial after 4 days (Fig. 2C). Cells with similar suppressive ac-
tivity could also be isolated from the blood of control recipients of
syngeneic grafts or of naive animals, although in the latter case
fewer cells could be collected (see below for further details). The
suppressive cells isolated from control-transplant recipients or
from tolerant animals had the same suppressive activity on a per
cell basis (Fig. 24, striped and dotted bars, respectively). Cells
with a phenotype comparable with the one observed in the blood
(i.e.. corresponding to the phenotype described in Fig. 15) could
also be detected in the spleen, lvmph nodes, and bone marrow.
These cells isolated from the bong marrow of tolerant recipients
dose-dependently inhibited T cell activation down to a 1:10 ratio,
as did similar cells from the blood. Mo such suppressive activity.
howewver, could be measured after sorting from the spleen or lymph
nodes (Fig. 2D).

Accumularion of MDSC in tolerant kidaey graft reciplenls and
SJunction of MDSC in vivo

Given that MDSC from control and tolerant recipients had a
similar suppressive activity on a per cell basis in the suppres-
sion assay (Fig. 2, A and B). we hypothesized that they might
work in vivo as a result of their accumulation. We therefore
compared the number of MDSC in the blood of tolerant allo-
graft recipients to age-matched, syngeneic recipients and found
a significant 2-fold accumulation in tolerant recipients (Fig.
2E). This increase in blood MDSC was not due to the tolerance
induction regimen itself since the administration of anti-CD28
Abs to paive, nontransplant animals failed to result in their
accumulation {data not shown).

To challenge the role of MDSC in vivo, we first tried to transfer
tolerance with MDSC. However. the transfer of 2 % 10° MDSC
isolated from the blood or the bone marrow did not significantly
prolong kidney allograft survival (after the transfer of 2 x 10%
MDSC in three recipients, kidney grafts survived 12, 14, and 16
days ws 11 days in untreated recipients). Transfers repeated on
days 0. 3, and 6 were not more efficient. Additionally. the transfer
of unsorted blood cells (25 x 10° cells) or spleen cells (200 » 10°
cells) had no effect on allograft survival. However, using a previ-
ously described graft-vs-host disease-like system where CFSE-la-
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FIGURE 1 Suppressive activity of CD6"NERP-17CD30E6" MDSC.
A, Suppression of mi xed lymphocyte reactions. Purified LEW. 1A T cells wer
stimulaied with allogeneic LEW.IW APCs in the presence of the indicated
ratios of effectar (“E™y CI™NERP-17CDRNV36" cells from the Hood of
telerant allograft recipients or of mecipients of syngeneic gmafts. Shown ae
means * SO of tiplicate wells from one representative expenment out of six.
B. Suppression of polyclonal stimulation. Purified LEW. 1A T cells (10F cells!
well) wem stimulated with anti-CD3ACD28 in the presence of the indicated
ratios of blood CD6™ NERP-17CDENET cells ar in the presence of control
blood CDE"NERP-17CDEWVE6™ cells from tolerant allografi mcipients.
[PH]thymidine incomoration was measured after 3 days. Shown am means +
SD of toplicate wells from | representative experiment out of 10. O Time-
course of suppression. Same experiment as in B, performed at an ET rtio of
1:4, where [*H]thymidine incorporation was measamed affer 2, 3, and 4 days.
I, Immune compartments containing suppressive cells. Punfied T cells wen
siimulated with anti-CD3/CD23 mAbs in the presence of CD6™NERP-
1TCDBES ™ cells (2.10*) sorted from blood, bone marrow, spleen, and lymph
nodes. [*H]thymidine incorporation was measumed after 3 days. E, Accumu-
lation of MDSC in the blood of tolerant reciptents. Blood samples collected on
hepann were cleared of erythrocytes by hypotonic lysis and stained with CD6-
FITC. NKR-P1 Alexa Fluor 647, CDE0-PE, and CDE6-PECy 7. Total numbers
of CDE"NERPIHCDSVE6™ MDSC were evaluated in tolerant kdney allo-
zraft recipients (filled bar, » = 5)and in age-matched syngeneic kidney gaft
mcipients (open bar. # = 5}, 100 days pestiransplantation. Results are ex-
pressed as mean cell numberml Blood + 5D, =, p < 005, Similar esulis wene
found in two other evaluations performed up today 250 posttransplantation. F.
In vivo inhibition of alloreactive T cell proliferation. CFSE-labeled spleen cells
{1503 10%) were injected i.v. into irmdiated allogeneic rat recipients. Half of
the recipients additionally received & » 10° MDSC purified from blood, Afer
2.5 days, the relative abundance of CFSEeR and CFSE™™ T cells was mea-
sumd in the spleen by flow cytometry. Dotted histogram, controls; open his-
togram, cangection of MDSC (one figure representative of two independent
expenments).

beled T cells are infused into irradiated allogeneic recipients (21).
we observed that coinjection of MDSC prevented the proliferation
of allogeneic T cells in vivo (Fig. 2F).
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FIGURE 3 Mechanisms of action of CD& NERP-17CD0E&T
MDSC. A, Role of iNOS in the suppression. T cells from naive animals
were stimulated with anti-CD3CD28 Abs in the presence of a 1:3 E:T ratio
of control CD6™NEKRP-17CDEVES™ cells or CD6™ NERP-1 TCDE0EST
MDSC extracted from the blood of tolerant kidney grafi recipicnis, added
ter inhibit proliferation. Enzyme inhibitors were added to the cultumes (L-
MNMMA. iNOS inhibitor; SnPP, HO-1 inhibitor; 1-MT, 1RO inhibitor). Pro-
liferation was measured after 3 days by [H]thymidine incomporation. Data
are mean cpm * SD of one representative expenment cut of three. B,
Western blot analysis of iINOS expression. Cells were cultured as in & for
2 days. Whole protein ( 10 pg) from the indicated cultures were rsolved on
a7.5% SD5-PAGE containing 10 mM DTT and blotied onto nitrocellulose
filters. Membranes were hybridized with anti-iNOS and actin Abs plus
secondary Ab and revealed by chemiluminescence.

Mechanisms of action

In the rat, high levels of NKRP-1 expression are characteristic of
NK cells. Because NKRP-1 was expressed on non-T CDE0/86 "
cells, we tested whether direct cytotoxicity could be responsible
for their suppressive action. Using target YAC-1 cells, we ob-
served an absence of cytotoxic activity, whereas control cells with
the non-T CD&V86-negative NERP-1" phenotype induced up to
60% cytotoxicity (data not shown), presumably because this cell
population contained NKRP-1"™&" NE cells. Therefore, direct NK-
like cyvtotoxicity is not involved in the suppressive mechanism of
the non-T CDB0VEE " NKRP-1" cells. Because NO is known to be
involved in several mechanisms of immunosuppression and be-
canse we detected iINOS expression by immunohistology (Fig.
1)y, we next asked whether this enzyme also plays a role here. In
suppression assays, a selective inhibitor of iINOS, L-NMMA (used
at 5 mM), was able to reverse the suppression mediated by non-T
CDE0/86 Y NKRP-1" cells (Fig. 34). The finding that CDY1 Ibic™
cells suppress T cells via MO revealed that these cells had a phe-
notype and mechanism of action compatible with the definition of
MDSC, as defined by Gabrilovitch et al. (12). Therefore, from this
point on, the non-T CDENE6NKRP-1* cells are referred 1o as
MDSC. We also noted that 1-methyl-pi-tryptophan (1-MT, used at
200 M), an inhibitor of IDO, as well as tin protoporphyrin (SnPP,
used at 50 wh). an inhibitor of HO-1, were both unable to block
the suppressive activity of MDSC against stimulated T Iympho-
cytes (Fig. 3A). Because iNOS was implicated in the suppression
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FIGURE 4. MDSC act in a contact-dependent manner. Transwell cham-
bers were used to prevent direct cell contact between anti-CD3/CD28-
stimulated T cells (6 3 107 cells from naive animals) and MDSC or contral
CDECDEOEE™ cells (1.5 » 10F cells from the blood of tolerant kidney
graft recipients). Proliferation was assessed in the lower chamber by
[*H]thymidine incorporation after 3 days of culture. Data ar mean cpm =+
SD of triplicate wells in two independent experiments.

by MDSC, we further tested the level of iNOS expression by West-
ern blot. iINOS was not expressed by freshly isolated blood MDSC,
and resting and activated T cells expressed no or very little iNOS.
Moreover, iNOS was not expressed when MDSC were mixed with
resting T cells. In contrast, after contact between activated T cells
and MDSC, iNOS was strongly up-regulated (Fig. 38, left section).
Similar experiments were performed using MDSC from the spleen
and lymph nodes (cells that share a comparable phenotype were
isolated from these compartments). In this case, however, no iNOS
up-regulation was observed in any of the conditions tested (data
ot shown).

To determine whether cell contact between MDSC and target T
cells was required for suppression, we performed transwell assays.
Stimulated LEW .1 A T cells were placed in the lower chamber with
MDSC isolated from LEW.1A-tolerant kidney graft recipients in
the upper chamber of the transwell. The physical separation abro-
gated the suppression, revealing a contact-dependent inhibition of
the proliferative response (Fig. 4). Moreover, the physical separa-
tion from MDSC reduced the suppression even when the MDSC
were mixed with other activated T cells, suggesting that activated
T cells must be in contact with MDSC not only to elicit suppres-
sion but also to become sensitive to suppression (Fig. 4. lower
bar). With the aim of identifying molecular interactions between
MDSC and activated T cells that might be required for suppres-
sion, we tested several antagonistic Abs in the suppression assays.
However, no modification of suppression could be obtained with
Abs against CD20, CDE6, CD20 + CDE6 (tested at 10 pg/ml and
at 50 pgfml), class I, class II, CD1Ibvic, IFN-y, CDI172a, CD40,
IL-4, or IL-10 (tested at 10 pgfml; data not shown). To further
understand how MDSC and NO blocked T cell proliferation, we
analyzed their possible proapoptotic effect. Proliferation and apo-
ptosis were measured using double staining with CFSE and an-
nexin W after 2 days of culture. As shown in Fig. 5A{ CFSE-
labeled T cells proliferated after polyclonal stimulation and 409 of
them were apoptotic. In the presence of MDSC, proliferation was
minimal and 76.2% of the cells were found to be apoptotic. Thus,
MDSC seem to affect the viability of stimulated T cells by block-
ing their proliferation and by inducing apoptosis in a contact-de-
pendent manner. In similar assays, we also noticed that despite
inhibiting T cell proliferation. MDSC only moderately prevented T
cell activation after polyclonal stimulation, because ~&0% of them
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FIGURE 5  Effector function of MDSC. A, MDSC block proliferation but only moderately block activation of T lympheocytes. After coculture of
anti-CD3/CD28-stimulated CFSE-labeled T cells with blood MDSC or contral cells (CD6™CD&0/867) for 2 days. DAPI-negative cells were stained
with annexin V (i), APC-conjugated CD23 (¢, arrow pointed on CD25"" cells), or APC-conjugated CD62L (#i) and analyzed by flow cytometry,
In these analyses, a threshold for CFSE fluorescence was set at a value of 100 to exclude CFSE-negative cells from the evaluation. B, Differential
effect of MDSC on regulatory vs effector T cell proliferation. Spleen T cells were sorted into Tregs and effector T cells according to their
CD47CD25"" (these cells were mostly FoxP3 ™) or CD47CD25~ (FoxP3 ™) phenotypes. Each population was stimulated with anti-CDYCD28 and
cultured with or without MDSC (ratio of 5 target cells for | MDSC) for 3 days. Proliferation was measured after 3 days by incorporation of
[*H]thy midine. Results are means + SD of triplicate wells and representative of two experiments. C, Differential effect of MDSC on cytokine
synthesis by regulatory vs effector T cells. Same experiment as in B, where supernatants were collected after 48 h, i, CD47CD25™ effector T cells.
i, CD4*CD255 regulatory T cells. IPN-y and IL-2 production was measured by ELISA. Results are means of triplicate measurements + SD from
one expenment representative of four.

inhibited the proliferation of CD4*CD25™#"FoxP3" Tregs by
50% only (Fig. 5B). The cytokines secreted by these two T cell
populations were also differentially affected by MDSC: stimulated
CD4*CD25~ effector T cells produced less IFN-y in the presence

expressed CD25 and most had lost their expression of CD62L (Fig.
5. Aii and Adli).

Differential effect on effector T cells and Tregs

According to the CFSE dilution assays after polyclonal activation,
although MDSC blocked the proliferation of most CD25* T cells,
a subpopulation of CD25™" T cells escaped suppression (Fig.
SAii. arrow), suggesting that CD25" Tregs might not be sensitive
to MDSC. To directly measure this effect, we sorted CD4 " CD25~
effector and CD4'CD25™#" regulatory cells (93% of the
CD4*CD25™8" cells expressed FoxP3 in this assay) and tested the
action of MDSC on the proliferation of these cell subpopulations.
Effector T cells proliferated strongly after 3 days, and their pro-
liferation could be fully inhibited by MDSC. In contrast, MDSC

of MDSC, an observation compatible with the inhibition of their
proliferation. In contrast, IL-2 production by stimulated effector T
cells was not abolished by MDSC but rather was enhanced (Fig.
5Ci). Again, this is compatible with the idea that T cell prolif-
eration. but not activation, is blocked by MDSC (IL-2 would
therefore be released and. since not consumed by T cells, ac-
cumulate in the medium). As previously described (24), stim-
ulated CD4*CD25"#"FoxP3* Tregs produced very low quan-
tities of IL-2 and produced some IFN-vy that was enhanced by
the addition of MDSC (Fig. 5Cii).
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FIGURE 6. Gmft infiltration and expression of iNOS. 4, Immunchis-
tological analysis of kidney grafts. Syngencic grafts (a) and tolerated al-
lografts (b} stained with CD1 b (red fluorescence) and HIS48 (green flu-
orescence) Abs. Magnification X 10. The arrows indicate blood vessel
sections. ¢—f. tolerated kidney allograft, at a magnification of x40, focused
on a bload vessel section, stained for HIS48 (¢, green fluorescence), INOS
(d, blue fluorescence), CD11b (e, red fluorescence), and merged staining
(). B, Assessment of INOS mRNA. The level of iNOS mRNA was ana-
lyzed by quantitative PCR in kidney grafts and blood from syngeneic or
tolerant recipients 100 days after transplantation. =, p < 0.05: %=, p < 0.01,

Graft infiltration and expression of INOS

By immunohistology. we found CD11b* cells in the glomeruli of
control and tolerated grafts (Fig. 6. Aa and Ab). In the parenchyma.
CD11b" cells (Fig. 64b) synthesizing iNOS were found only in
tolerant allografts (Fig. 6A4e-f). At higher magnification.
CD11b"HIS48"iINOS™ cells could be detected in the parenchyma
and associated with the blood vessel walls (Fig. 6. Ab and Ac—/).
Moreover. a quantitative analysis of messenger RNA for iNOS
revealed a significantly higher expression in tolerated grafts than in
syngeneic grafts (Fig. 68). Also, more iNOS mRNA was visible in
the bload of tolerant recipients (Fig. 6B).
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FIGURE 7. iNOS inhibition in vive brakes tolerance. Four tolerant kid-
ney allograft recipients (=120 days posttransplantation) received i.p. in-
Jjections of 30 mglkg of the iNOS inhibitor aminoguanidine (AG) every
12 h. Recipient survival is mpresented. Control rats also received amino-
guanidine, and kidney function was recorded twice a week for 20 days. In
these controls, kidney function was unmodified (uremia of 4 mmol/L and
creatininemia of 18 pmol/L)
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Rele of MDSC in transplant tolerance

Because the tolerated kidney grafts were infiltrated with CD11b
cells expressing iNOS (Fig. 64) and accumulated more iNOS
mRNA (Fig. 6B), it is likely that in tolerant recipients, MDSC
accumulate and localize in the graft. To challenge the hypothesis
that tolerance was achieved as a result of the activity of the iNOS
enzyme. we tested the effect of injection of aminoguanidine, an
inhibitor of iNOS, on tolerance 120 days after kidney transplan-
tation, The results showed that tolerant recipients rejected their
graft within an average of 10 days after aminoguanidine injection
(100 mg/kg i.p. twice daily: Fig. 7). A pathological examination of
these grafts revealed that acute, cellular-mediated rejection was the
origin of the graft failure. These data demonstrate that the main-
tenance phase of tolerance in this model requires an active syn-
thesis of NO.

Discussion

Herein, we show that the rat model of anti-CD28 Ab-induced
kidney allograft tolerance triggers the accumulation of plastic-
adherent CD11b™ myeloid cells expressing CD80/86 that can
be defined as MDSC. In vitro, these cells induced a contact-
dependent apoptosis of activated effector T cells that them-
selves triggered the expression of iNOS by MDSC. MDSC had
a limited effect on the proliferation of CD4*CD25" & Foxp3™*
Tregs that failed to induce iNOS in MDSC. The action of NO
production was critical to the immunosuppression mediated by
MDSC and in maintaining the tolerant state in vivo.

It has become clear that transplant tolerance uses multiple cel-
lular mechanisms that cooperate to suppress immunity. involving
several types of regulatory T cells and tolerogenic DCs. Cooper-
ation between different cell types might even be required to estab-
lish infectious tolerance to kidney allografts (5). In these situa-
tions, it is thought that CD152 up-regulated on Tregs interacts with
CD80 on tolerogenic DCs in an Ag-cognate manner. On the one
hand. this interaction results in the maintenance of Treg suppres-
sive activity and. on the other hand, promotes a CD80-dependent
(and IFN-y-dependent) up-regulation of IDO, an enzyme that de-
grades the essential amino acid tryptophan (6). Tryptophan me-
tabolites then suppress T cell responses as well as T cell clonal
expansion. In vivo, CTLA-4/CD80 (and/or CD86) interactions
have been shown to be required for tolerance after heart allo-
transplantation in mice (25), as well as IDO activity after heart
allotransplantation in the rat (3). Tumors can also modulate
immune responses by triggering an immune tolerance. In the latter
case, although IDO induced by the action of local Tregs contrib-
utes to tumor-induced tolerance (26), the accumulation of MDSC
appears to be a dominant mechanism in rodents as well as in man
(10). The mechanism of action of MDSC typically involves the
synthesis of NO (13) and/or the action of arginase | (27). Addi-
tionally, previous studies have suggested that mice Gr-1*CD11b™
MDSC express CDSO and suppress immune responses to tumors
by promoting IDO up-regulation after engagement of CTLA-4 ex-
pressed by infiltrating activated or regulatory T cells (16). Herein.
we show that the MDSC that accumulate in kidney allograft tol-
erance also express CD80. However, in our hands, CD80-CD152
interactions were not essential factors for MDSC function in vitro,
because anti-CD80 Abs had no effect on the system. Nevertheless,
the removal of CDSO" cells as well as CD86" cells from the
MLRs restored proliferation, suggesting that MDSC do express
both markers. In addition, MDSC-mediated suppression in vitro
was IDO independent, because it was not reversed by the IDO
inhibitor 1-MT. As a comparison. |-MT was shown to reverse the
suppression driven by tolerogenic DC and by CD11b™ monocytes
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(4), which are different from the MDSC described here. in the
same rat strain combination (5). Instead. in vitro, we found that the
immunosuppressive activity of rat MDSC was solely controlled by
MNO. The fact that iNOS was detectable in isclated MDSC as well
as in graft-infiltrating cells reinforces this idea. In vivo, the fact
that injection of the iNOS inhibitor aminoguanidine induced the
rejection of otherwise tolerated allografis also showed that the
maintenance of the tolerant state was under the control of NO and
not of IDO. In other tolerance models with the same rat strain
combination, however, inducing rejection of tolerated allografts
necessitated the administration of both IDO and iNOS inhibitors
(28). indicating the possible coexistence of two mechanisms that
cooperate to maintain transplant tolerance. Therefore, our data
point  toward a functional difference between mouse Gr-
1"CD11b* MDSC that mediate suppression via NO and possibly
IDO and the rat MDSC described herein that appear not o use the
DO pathway.

In mice, MDSC function is also dependent on IFM-vy (29). In our
rat system in witro, we did not find a critical role for this factor,
because anti-IFN-y Abs failed to modify the suppression of MDSC
on anti-CD3 + anti-CD28-activated T lymphocyies. Because
SIRPw is an inhibitory receptor that modulates macrophage and
DC function (30 and because it was expressed by rat MDSC, it
was possible that SIRPa-CD47 interactions reinforced the sup-
pressive activity of MDSC. However, the suppression by MDSC
was not reduced by anti-SIRPa Abs either. Preventing CD40-
CD40L molecular interactions or the action of IL-4 and IL-10
cytokines was also inefficient. Thus, the interactions required for
MDSC function in the rat require further exploration.

Our investigations suggest that the MDSC-mediated suppres-
sion lacks Ag specificity, because MDSC could regulate the pro-
liferation of third-party APC-stimulated T cells as well as the
proliferation of anti-CD3 + anti-CD28-stimulated T cells. Addi-
tionally, MHC class 1T expression was not detected by flow cy-
tometry and depleting MHC class I cells from the blood did not
prevent T cell unresponsiveness in the MLEs. Thus, it appears that
MDSC do not interact with CD4* T cells in a cognate manner.
Therefore. the capacity of MDSC to generate suppressive signals
when encountering activated T cells most likely serves to regulate
immune responses during times of heightened immune activity,
without Ag specificity. In transplantation, MDSC might have a
regulatory function, in cooperation with other, Ag-specific, regu-
latory cells. Herein, the observation that inhibition of iNOS in vivo
induced rejection suggests that NO-based suppression mechanisms
arg not dispenszable.

An important issue was the location in vivo where a contact
could oceur between effector T cells and blood MDSC. We de-
tected MDSC in the blood of tolerant recipients of Kidney allo-
grafts. In the spleen and Iy mph nodes, cells were identified that had
a comparable phenotype but were devoid of ex vivo suppressive
activity. By immunohistology, infiltrating cells expressing CD11b,
HIS48, and iNOS markers could be detected in tolerated allografis,
in the parenchyma, as well as being associated with blood vessel
walls (CD&0 and CDE6 could not be detected by immunchistology
in the rat species because the Abs do not bind to fixed tissues).
Although we were unable to prove that these cells have a suppres-
sive activity in situ, this phenotype is compatible with the presence
of MDSC within the graft. Additionally, messenger RNA for iNOS
was found to be accumulated 4-fold in tolerated kidneys. It is
therefore possible that blood MDSC suppress T cells inside the
graft. This mechanism of action would then be similar to tumaor-
infiltrating MDSC. In this kidney transplant model. however, tol-
erance is clearly associated with the control, and not the elimina-
tion, of alloreactive T cells, because they can be detected in the
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periphery several months after transplantation. Indeed, the simple
removal of MDSC in vitro from blood cells collected on day 100
was sufficient o lift the suppression of lymphocyte alloreactivity,
indicating that the Ag-specific lymphocytes had not been deleted
in tolerant recipients. We have previously reported that donor-
specific alloreactive T lvmphocytes in the blood of tolerant recip-
ients of kidney allografts expressed high rates of activation and
apoptotic markers (4). This suggested that alloreactive T cells were
continuously produced, presumably as a result of a thymic output,
and kept under control by contact with MDSC, which as a result
induced apoptosis not only in the graft but also in the blood.
Herein, we confirmed in vitro that reactive T cells express activa-
tion markers {express CD25 and lose CD6ZL) and undergo apo-
ptosis at a high rate in the presence of MDSC.

The question remains as to what extent MDSC participate to
tolerance induction or maintenance in vivo. Although the direct
evaluation of their role would be provided by an adoptive transfer
of MDSC, correlated with tolerance, none of our trials including
transfer of spleen cells, blood cells, blood MDSC. and bone mar-
row MDSC could induce tolerance. Instead, we found a slight.
nonsignificant delay in the occurrence of rejection after transfer of
blood or blood-derived MDSC. One reason might be that MDSC
lose their suppressive activity after transfer, possibly as a result of
differentiation. Another might be that NO could play a role in the
maintenance phase but not in the indoction phase of the tolerance
that might be under the control of other mechanisms such as IDO,
as previously shown in transplantation trials in the same rat strain
combination (3, 28).

A challenging observation was that MDSC were also present in
recipients of isografts as well as in naive animals. MDSC from
control animals appeared o have a similar activity to those from
tolerant recipients on a per cell basis. Therefore, the only differ-
ence was the increase in numbers of these cells in tolerant recip-
ients. These features characterize MDSC as natural modulators of
immune reactivity, mobilized by tumors, but also by tolerated al-
lografts, to establish or reinforce tolerance. This view is strength-
ened by the recent observation that genetic inactivation of CD11b
abolishes oral tolerance without compromising APC maturation or
Ag-specific immune activation (31). establishing a specific role of
CDI1b* cells in oral tolerance induction.

A novel finding was that MDSC do express iNOS upon contact
with activated T cells, but not upon contact with activated Tregs.
Moreover, MDSC block the expansion of effector T cells and, to a
lesser extent, CD4 " CD25 FoxP3" Tregs. The fact that MDSC
spare Tregs directly reinforces the suggestion by Yang et al. (16)
that MDSC might mediate suppression at least in part via Tregs.
However, in our study MDSC suppressed the proliferation of stim-
ulated CD4*CD25™ T Iymphocytes to the same extent as unsorted
T cells, clearly showing that the presence of CD4*CD25 " FoxP3 ™"
Tregs is not required. at least in vitro, for MDSC-mediated
suppression.

In summary. our studies show a significant accumulation of
MDSC in a rat model of kidney transplant tolerance. These cells
have a nonspecific immunosuppressive activity in vive and in
vitro, involving the action of iINOS, which is up-regulated after
contact with activated effector T cells but not with Tregs. These
data illustrate a novel immunoregunlatory mechanism associated
with transplant tolerance.
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ROLE DES LYMPHOCYTES LAG-3 POSITIFS EN
TRANSPLANTATION

Les traitements immunosuppresseurs ont des effets secondaires important
et n’inhibent que partiellement le rejet chronique en transplantation. 11 est
donc important de continuer a chercher de nouvelles voies thérapeutiques
pouvant améliorer 1’immunosuppression et induire la tolérance
immunitaire. L’utilisation d’un anticorps déplétant sélectivement les
lymphocytes T lors de leur activation pourrait constituer un réactif capable
d’induire la survie a long terme de greffons allogéniques et Ie
développement de mécanismes régulateurs. LAG-3 est une protéine
exprimée specifiquement sur les lymphocytes T et NK activés. Son réle
physiologique est complexe car elle intervient dans la maturation des
cellules dendritiques et a la fois transmet un signal inhibiteur au
lymphocyte T. Lors de ce travail de thése, nous avons voulu explorer les
effets immunomodulateurs d’anticorps anti-LAG-3. Dans une premiere
étude nous avons établi la présence de cette molécule au niveau du greffon
au moment du rejet dans un modele de transplantation cardiaque chez le
rat. L’administration d’un anticorps cytotoxique anti LAG-3 en traitement
d’induction a engendré une déplétion des cellules T activés et une
prolongation significative de survie du greffon (J32 contre J5 sans
traitement). L’utilisation de cet anticorps a aussi permis de retarder le rejet
avec une administration tardive (J4 post greffe). Cependant, nous avons
aussi constaté que cet anticorps bloquait I’induction et le maintien d’un état
de tolérance immunologique dépendant des Treg, confirmant ainsi le role
immunorégulateur essentiel des Treg LAG-3 positifs. En parallele a cette
¢tude, nous avons développé un modele pré clinique d’hypersensibilité
cutanée retardée chez le primate et avons étudié 1’effet d’anticorps anti
LAG-3. Le traitement a fortement diminué la réponse érythémateuse et a
bloqué I’infiltration par des cellules T au niveau de la zone d’injection. En
conclusion, ces données indiquent le potentiel mais aussi les limitations de
I’utilisation thérapeutique d’anticorps anti-LAG-3.

Mots clés: LAG-3 (CD233), transplantation, hypersensibilité retardée,

déplétion.



LAG-3 POSITIVE LYMPHOCYTE IMPLICATION IN
TRANSPLANTATION

Immunosuppressive treatments have significant secondary effects and only
partially inhibit chronic rejection. Looking for new therapeutic approaches,
including the induction of immune tolerance is therefore a research
objective. The use of an antibody which selectively depletes T lymphocytes
upon activation may be a reagent to induce long-term survival of allogenic
grafts and to induce the development of regulatory mechanisms. LAG-3
protein is expressed on activated T lymphocytes and NK cells. Its
physiological role is complex; it modifies the maturation of dendritic cells
and simultaneously transmits an inhibitory signal to T cells. In this thesis,
we wanted to explore the immunomodulatory effects of anti-LAG-3
antibodies. In a first study we established the presence of this molecule in
the rejecting graft in a cardiac allograft model in rats. The administration of
a cytotoxic anti LAG-3 antibody in induction treatment led activated T
cells depletion and to a significant prolongation of graft survival (J32 vs. J5
without treatment). Anti-LAG-3 antibodies could also delay an active
rejection process. However, we also found that this antibody blocked
induction and maintenance of immunological tolerance dependent on Treg,
confirming the essential immunoregulatory role of LAG-3 positive Tregs.
In parallel to this study, we developed a delayed time hypersensitivity pre
clinical model in primates where we studied the effect of antibodies against
LAG-3. The treatment significantly decreased the erythematous response
and blocked the infiltration by T cells in the challenged skin. In conclusion,
these data indicate the potential but also the limitations of the therapeutic
use of anti-LAG-3 antibodies.

Thomas Haudebourg
INSERM U643
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