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Introduction

A. La transplantation

I- Généralités

Actuellement, la greffe d’organes ou de cellules constitue une thérapeutique efficace
pour pallier aux dysfonctionnements d'organes vitaux (cceur, foie, rein, poumon, ...), ou bien
dans certains cas de cancers (moelle osseuse). Il existe différents types de greffes definis par
le degré d’identité génétique entre le donneur et le receveur. Les greffes syngéniques sont
réalisées entre individus génétiquement identiques. Chez ’homme, ce cas est rencontré lors
de greffes autologues, c'est-a-dire, lorsqu’un patient regoit une greffe de tissus ou de cellules
dérivés de son propre organisme ou plus rarement, dans le cas d’isogreffe qui a lieu entre de
"vrais" jumeaux. Ce type de greffe est habituellement bien accepté par le systéme immunitaire
du receveur pour lequel la greffe ne constitue pas un élément étranger. Lorsque la greffe a lieu
entre des individus génétiquement différents mais d’une méme espece, on parle d’allogreffe.
Enfin, la xénogreffe concerne la greffe réalisée entre deux espéces différentes comme dans le
cas de greffe de tissu porcin chez ’homme. Dans ces deux derniers cas, la greffe est
considérée comme pathogéne par 1’organisme et entraine une réponse immunitaire qui vise a
la détruire. Cependant, dans le cas de la xénogreffe, la trés grande disparité génétique entre le

receveur et le donneur donne lieu a une réponse immunitaire plus forte.

I1- Enjeux et limites

1. Pénurie d’organes

Ces derniéres années, des avancées remarquables ont été réalisées sur la connaissance
des mécanismes de rejet, I’amélioration des techniques chirurgicales et la qualité de vie des
patients transplantés. Ces progrés ont fait de la transplantation une thérapeutique de choix.
Cependant, en France, plus de 15 000 malades sont en attente d’une greffe d’organe chaque
année. Pourtant, en 2010, seulement 4 700 d’entre eux ont été greffés (données de 1’ Agence
de la Biomédecine). Ces chiffres sont révélateurs de la pénurie d’organes a laquelle nous
faisons face. En effet, les besoins ne cessent d’augmenter sans que le nombre d’organes
disponibles n’augmente. C’est pourquoi, la xénotransplantation et la greffe de tissus
composites sont des stratégies thérapeutiques envisagées sur lesquelles les chercheurs

travaillent actuellement. De plus, le rejet de greffe entraine la nécessité pour certains patients
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de recevoir plusieurs greffes au cours de leur vie. L’induction de tolérance des greffons a long
terme pourrait permettre d’éviter a une méme personne de se retrouver plusieurs fois en
attente de greffe et ainsi contribuer a diminuer le nombre de personnes en liste d’attente. La
pénurie d’organes rend chaque organe prélevé tres précieux. L’objectif de notre recherche est
donc de trouver des solutions thérapeutiques pour prolonger au maximum la durée de vie des

greffons.

2. Rejet de Greffe

Le rble du systeme immunitaire est de protéger 1’organisme des pathogénes. Pour cela,
il est capable de distinguer le "soi" du "non soi" (Janeway 1992) et ainsi d’¢liminer ce qu’il
reconnait comme étranger. Les greffes étant principalement réalisées entre individus
génétiquement différents, le systeme immunitaire du receveur va considérer comme étranger
les cellules, le tissu ou I’organe du donneur et va s’employer a le détruire, c’est le phénomeéne
de rejet. Il existe différents types de rejets qui se distinguent par les réactions immunologiques
mises en cause et par leur cinétique d’apparition. Les différents rejets sont le rejet hyper aigu,

le rejet aigu et le rejet chronique.

2.1. Le rejet hyper aigu

Le rejet hyper aigu intervient dans les heures voire les minutes qui suivent la greffe. Il
est d0 a la présence d’anticorps (Ac) préexistants dans le sérum du receveur. Ces anticorps
sont dirigés contre les antigénes du systeme ABO ou les complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH) du donneur. La présence de ces Ac est généralement due a une
précédente transplantation, une transfusion sanguine ou une immunisation lors d’une
grossesse. Ces anticorps vont se fixer sur les cellules endothéliales du greffon, activer la voie
classique du complément et attirer les granulocytes neutrophiles qui libérent des enzymes
Iytiques. Les cellules endothéliales sont alors détruites, les plaquettes adhérent au tissu 1ésé et
provoquent une thrombose des vaisseaux ce qui entraine la nécrose du greffon. Ce type de
rejet est devenu rare de part le choix du donneur ABO et HLA compatible et par le test du
crossmatching (optimisation de la compatibilité du CMH entre le donneur et le receveur) qui
précede la transplantation. En revanche, il survient toujours dans le cas de xénogreffes. Ce
type de greffe étant une solution envisagée du fait de la pénurie d’organe, le rejet hyper aigu

continue d’étre le sujet de nombreuses études.
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2.2. Le rejetaigu

Le rejet aigu survient dans les premiers mois apres la greffe. 1l peut étre induit par une
réponse immunitaire a médiation cellulaire. En effet, les cellules présentatrices d’antigénes
(APC) du donneur ou du receveur, induisent 1’activation des cellules T alloréactives du
receveur (Lechler and Batchelor 1982; Benichou et al. 1992). Ceci a pour conséquence
I’infiltration massive de ces lymphocytes T au niveau du site de la greffe, entrainant la
destruction du tissu. La réponse & médiation humorale via la production d’Ac par les
lymphocytes B (LB) peut également jouer un réle important dans le rejet aigu. Une fois
activés, les LB vont se différencier en plasmocytes et produire des anticorps diriges contre les
antigenes du donneur et contribuer a la destruction du greffon (Hippen et al. 2005). Grace aux
avancées sur la connaissance des mécanismes immunologiques mis en jeu lors de ce rejet et
donc, grace a I’utilisation adaptée de différents types de traitements immunosuppresseurs (IS),
le rejet aigu est actuellement bien contrdlé. Par exemple, le taux de survie a un an des greffes
rénales est actuellement de 90% (Lee, A. J., et al. 2005) contre 30% dans les années 1970
(Agence de la biomédecine 2009). Malgré cela, la survie a long terme des greffons, n’a quant
a elle, pas été améliorée par ces IS, ceux-ci pouvant méme contribuer a la perte du greffon a
long terme en raison de leur toxicité (W. M. Bennett et al. 1996; Nankivell et al. 2003). De
plus, ils ne permettent pas d’éviter le rejet chronique qui est la cause principale de la perte du

greffon 5 & 10 ans apreés la greffe.

2.3. Le rejet chronique

Le rejet chronique se développe des mois voire des années apres la greffe. 1l se
manifeste par une occlusion lente et progressive des vaisseaux par artériosclérose, entrainant
une ischémie responsable de la nécrose et de la fibrose du greffon. Ce phénomeéne induit
I’altération de la fonction du greffon au cours du temps. Les mécanismes induisant le rejet
chronique sont encore mal connus, mais différents facteurs de risques immunologiques et non
immunologiques, associés a ce rejet, ont été identifiés. Parmi les facteurs immunologiques,
I’alloréactivité des cellules T, la production d’Ac dirigés contre les greffons et I’activation des
cellules endothéliales semblent jouer un réle clé dans le rejet chronique (A. Takeda et al.
2011). En effet, différentes études ont associé les cellules T effectrices de type Thl et Th2 au
rejet chronique (Obata et al. 2005; Illigens et al. 2009), et la production d’anticorps chez les
patients transplantés est associée a un mauvais pronostic de la survie des greffons a long
terme (A. Piazza et al. 2001). La fixation de ces anticorps sur les cellules endothéliales du

greffon est a I’origine de lésions vasculaires observées lors du rejet chronique (F. Li et al.

10
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2009). De plus, il a été demontré que la survenue d’épisodes de rejet aigu augmente le risque
d’apparition du rejet chronique (Matas et al. 1994). Les facteurs non immunologiques
semblent également importants dans le développement du rejet chronique. En effet, une
augmentation du risque de rejet du greffon a été démontrée lorsque 1’organe provient d’un
donneur décédé (Terasaki et al. 1995) (Sanchez-Fructuoso et al. 2007). En France, en 2011,
sur 4926 prélévements d’organes, 1572 provenaient de donneurs en état de mort encéphalique
(données de 1’Agence de la Biomédecine). La mort cérébrale entraine différentes réactions
immunologiques conduisant a 1’activation de 1’endothélium qui exprime alors des molécules
d’adhésion (E- et P-sélectines, VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule), ICAM
(Intercellular Adhesion Molecule), LFA-1 (Leucocyte-Function-Associated Molecule 1)), des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) et produit des
cytokines pro-inflammatoires (M. J. Wilhelm et al. 2002). Ceci va favoriser I’infiltration des
leucocytes au sein du greffon et augmenter le risque de dysfonctionnement a long terme
(Johann Pratschke et al. 2008). De plus, I’acte chirurgical en lui-méme peut influencer le rejet.
Il est aussi a 1’origine du phénoméne d’ischémie-reperfusion dont les conséquences favorisent
le rejet chronique (Chin et al. 2011). L’ischémie correspond a une privation d’oxygene due a
une diminution de 1’apport sanguin dans le greffon durant ’acte chirurgical. L’ischémie et la
reperfusion de 1’organe greffé induisent une hypoxie cellulaire aboutissant a la génération de
dérivés de I'oxygeéne (O,, H,0,, OH) appelés "Reactive Oxygen Species” (ROS). Ces
dérivés provoquent une attaque oxydative des cellules du greffon entrainant la nécrose,
I’apoptose cellulaire ainsi que la libération de DAMPs (Damage Associated molecular
pattern) telles que les protéines de choc thermique appelées "Heat Shock Protein™ (HSP). Les
DAMPs se lient alors aux récepteurs de I’immunité innée, les "Toll like Receptor” (TLR),
exprimés a la surface et dans les endosomes des cellules endothéliales vasculaires, des
monocytes et des cellules dendritiques du greffon. L’activation de ces cellules, par la
stimulation des TLR, va entrainer la production de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines ainsi que 1’expression de molécules d’adhésion au niveau de 1’endothélium. Ces
molécules vont favoriser, une fois de plus, le recrutement des leucocytes sur le site de la

greffe en créant un environnement inflammatoire (Goldstein 2006).

3. Traitements immunosuppresseurs

L’objectif des IS est de diminuer la réponse immunitaire du receveur afin d’empécher
I’attaque du greffon par les cellules de son propre systeme immunitaire. Il existe différents

IS qui se distinguent par leur mode d’action. La réponse allogénique des lymphocytes jouant

11
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un role clé dans le processus de rejet, les principaux IS ont pour cibles les lymphocytes T et
B du systeme immunitaire. Les traitements IS peuvent inhiber 1’activation ou la prolifération
des lymphocytes ou bien, ils peuvent étre déplétants (Halloran 2004) (Figure 1).

-Les inhibiteurs de calcineurines (la Cyclosporine A ou le Tacrolimus) empéchent
I’activation des promoteurs des génes codant pour des cytokines comme 1’IL-2, nécessaire a
la survie et la prolifération des lymphocytes T (C. Brandt et al. 2010).

-Les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin) (Sirolimus, Rapamycine)
agissent quant a eux en inhibant I’enzyme de la famille des sérines/thréonines kinases,
mTOR, empéchant la prolifération des lymphocytes induite par les cytokines.

-Les inhibiteurs de purines (Azathioprine, Mycophénolate Mofetil (MMF ou MPA)) ou
les inhibiteurs de bases pyrimidiques (Leflunomide) inhibent également la prolifération des
lymphocytes T et B ainsi que celle des monocytes.

-Les corticoides, analogues d’hormones naturelles aux propriétés anti-inflammatoires,
agissent en inhibant la transcription de cytokines par les lymphocytes T et les macrophages.
IIs sont classiqguement utilisés comme traitement d’entretien en association avec les
inhibiteurs de calcineurines.

-Les anticorps polyclonaux (ATG=anti-thymocyte globulins) induisent une déplétion
lymphocytaire en ciblant différentes populations de lymphocytes. En revanche, les anticorps
monoclonaux agissent sur des populations plus spécifiques. Par exemple, I’OKT3 (anti-CD3),
le Rituximab (anti-CD20) et le Campath-1H (anti-CD52) dépletent respectivement les
lymphocytes T, les lymphocytes B ou les deux a la fois. Ces anticorps sont classiquement
utilisés comme traitement d’induction lors de greffes présentant un risque accru de rejet.
D’autres Ac non-déplétants mais bloquant I’activation des lymphocytes T sont utilisés. C’est
le cas du Daclizumab (anti-CD25 humanisé) et du Basiliximab (anti-CD25 chimérique) qui
fixent le récepteur a I’IL-2 présent principalement sur les lymphocytes T activés. lls sont plus
spécifiques et ne transduisent pas de signal d’activation contrairement a I’ATG et ’OKT3 qui
peuvent induire la production de cytokines en se fixant aux lymphocytes. On retrouve
également des molécules qui bloquent la liaison des molécules de costimulation entre les APC
et les lymphocytes T (CTLA4-1g, CD40-1g), inhibant ainsi 1’activation de ces lymphocytes.

Parmi ces différents types de traitement 1S, certains comme les inhibiteurs de
calcineurines, induisent de graves effets secondaires tels que la néphrotoxicité a long terme
(W. M. Bennett et al. 1996). Afin de minimiser les effets secondaires de chaque traitement, il
est d’'usage de combiner différents types d’IS et d’utiliser une trithérapie initiale qui associe

des corticoides, un anti-prolifératif et un anti-calcineurine. Ce dernier peut parfois étre

12
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remplacé par un anti-mTOR qui n’a pas d’effet néphrotoxique. Ensuite, lors du traitement

d’entretien, 1’objectif est de diminuer les doses, soit de corticoides, soit d’anti-calcineurines,

afin de limiter les effets secondaires. Cependant, la toxicité des immunosuppresseurs utilisés

en routine reste toujours un des problemes majeurs en transplantation.

En plus de leur toxicité, les IS affaiblissent le systéme immunitaire du receveur, ce qui

entraine chez le patient une augmentation du risque de cancer (Kasiske et al. 2004) et
d’infections (Dharnidharka et al. 2004).
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Figure 1: Schéma représentant les modes d’action de différents immunosuppresseurs d’aprés
Halloran et al. (Halloran 2004).

AP-1:

activating protein-1; CDK: cyclin-dependent kinase; CMH: complexe majeur

d’histocompatibilité; IKK: I[xkB kinase; JAK3: Janus kinase 3; mTOR: mammalian-target-of-
rapamycin; NFAT: nuclear factor of activated T cells; NF-xB: nuclear factor-«B; PI-3K:
phosphoinositide-3-kinase; S-1-P: sphingosine-1-phosphate.
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B. La réponse immunitaire en transplantation

I- La réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire innée se caractérise par son absence de spécificité antigénique
et sa rapidit¢ d’intervention. Elle est responsable de la réaction inflammatoire survenant
rapidement aprés un dommage tissulaire. En transplantation, 1I’importance de 1I’immunité
innée a été mise en évidence par de nombreux travaux (W G Land 2007). Elle est déclenchée
par différents facteurs évoqués précédemment tels que la mort cérébrale du donneur, la
chirurgie du transplant ainsi que le phénoméne d’ischémie reperfusion qui entrainent la
production de cytokines proinflammatoires, de radicaux libres, de DAMPS et I’expression de
molécules d’adhésion (Walter G Land 2005a; Walter G Land 2005b). Ces diverses molécules
entrainent le recrutement de leucocytes dans le greffon et I’activation des cellules de
I’immunité innée. Ce sont majoritairement des polynucléaires neutrophiles qui sont recrutés,
attirés par les chimiokines CXCL10, RANTES, Interleukine-17 (IL-17) et MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1). lls adherent aux cellules endothéliales du greffon activées, exprimant
les molécules d’adhésion ICAM1, E- et P-sélectines. Les neutrophiles vont a leur tour
produire des cytokines pro-inflammatoires et des radicaux libres oxygénés. Un gradient
chimiotactique est alors créé et induit le recrutement d’autres leucocytes tels que les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (DC)... Des signaux de danger tels
que les protéines de stress HSP, I’ARN (acide désoxyribonucléique) venant de cellules
nécrotiques, 1I’acide urique et les protéines oxydées, sont ainsi produits dans le greffon. Ces
signaux, ligands endogenes de PRR (pattern recognition receptor) tels que les TLR, vont
activer ces récepteurs presents sur des cellules de I’immunité innée comme les macrophages,
les NK ou encore les DC. Certaines études mettent en évidence le role majeur du TLR4 dans
le phénoméne d’ischémie-reperfusion montrant 1’absence de lésions chez les rats "Knock
Out" (KO) pour le TLR4 (P. Zhao et al. 2009). La liaison du ligand sur le TLR va induire
I’activation d’une voie de signalisation intracellulaire aboutissant a I’activation de facteurs de
transcription tels que NFxB (nuclear factor-«B), AP-1 (activating protein-1), et IRF3
(Interferon Regulatory Factor 3) impliqués dans I’inflammation et notamment dans la
maturation des DC. Les DC présentes dans le greffon vont alors étre activées puis devenir

matures et servir de relais pour activer la réponse immunitaire adaptative.
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I1- La réponse immunitaire adaptative

1.Les antigenes reconnus en transplantation

La réponse immunitaire adaptative se definit notamment par sa spécificité antigenique.
En transplantation, les antigenes du donneur reconnus par le systéme immunitaire du receveur

sont :

-Les antigénes érythrocytaires ABO portés par les cellules endothéliales du greffon qui
peuvent étre reconnus par les anticorps naturels du receveur. La reconnaissance de ces
antigenes est évitée par la réalisation de greffes ABO compatibles.

-Les antigénes des complexes majeurs d’histocompatibilité, CMH de classe | et Il
(Human leucocyte antigen: HLA pour I’homme, RT1 pour le rat, Histocompatibility-2: H-2
pour la souris). Ces molécules sont codées par des génes hautement polymorphes de sorte
qu’il est extrémement rare de trouver deux individus ayant le méme haplotype. Les molécules
de classe | sont portées par toutes les cellules nucléées et les molécules de classe Il par les
cellules présentatrices d’antigéne (APC): les DC, les macrophages, les LB et les cellules
endothéliales (CE) vasculaires. La reconnaissance du CMH ou de peptides issus des CMH du
donneur induit une réponse immune tres forte.

-Les antigénes dits mineurs d histocompatibilité comme MICA et MICB (MHC class |
polypeptide-related sequences A et B). lls sont présents notamment sur les CE, les monocytes
et sont associés a 1’augmentation du risque de rejet (Y. Zou et al. 2007; Sumitran-Holgersson
2008). L’antigéne H-Y, codé par le chromosome Y fait aussi partie de ces antigénes. En effet,
le risque de rejet aigu est augmenté lorsque le receveur est une femme et que le donneur est
un homme, ce qui a été attribué a la présence de I’antigéne H-Y dans le transplant (Gratwohl
et al. 2008; Pabon et al. 2011).

-Des antigénes non polymorphiques ont aussi été impliqués dans le rejet comme le

collagéne ou le récepteur a I’angiotensine 11 (Q. Zhang & Elaine F Reed 2010).

Ces antigénes sont presentés par les APC du donneur ou du receveur aux lymphocytes
du receveur. Cette présentation antigénique est réalisée via I’interaction entre les molécules
des CMH de classe | ou Il, chargées en peptides antigéniques a la surface des APC, et les
récepteurs des lymphocytes T. Alors que la principale fonction des macrophages et des LB est
I’élimination de pathogénes et la production d’anticorps, la fonction premiere des DC est de
présenter 1’antigéne aux lymphocytes T. Les DC sont les cellules les plus aptes a induire

I’activation de cellules T naives pour générer une réponse effectrice efficace.
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2. Les cellules dendritiques: des APC professionnelles.
2.1. Généralités

Les DC sont les cellules pivots du systeme immunitaire. Localisées a I’interface avec le
milieu extérieur, ce sont les sentinelles du systéme immunitaire capables de détecter la
pénétration de pathogénes dans 1’organisme. Elles sont impliquées a la fois dans la réponse
immunitaire innée et adaptative. Leur capacité a intégrer les différents signaux de danger leur
permet d’induire une réponse immunologique efficace et adaptée (Banchereau et al. 2000).
Les DC sont impliquées dans 1’induction de réponses immunitaires secondaires et jouent un
role critique dans I’induction de réponses primaires. (Lanzavecchia & Sallusto 2001) (I
Mellman & R M Steinman 2001). En effet, les DC sont des APC professionnelles nécessaires
a la modulation de la réponse des cellules T. Elles sont aussi impliquées dans la réponse des
LB et des NK. Les DC exercent une activité centrale dans le systeme immunitaire. En effet,
leur fonction ne se limite pas a I’activation de la réponse immunitaire, ces cellules peuvent
¢galement inhiber la réponse effectrice et induire la tolérance aux antigénes qu’elles

présentent.

Il existe plusieurs sous-populations de DC se distinguant par leur localisation, leur
fonction et leur phénotype. Les DC sont générées dans la moelle osseuse a partir d’'un méme
progéniteur hématopoiétique CD34". Ce progéniteur génére des précurseurs myéloides et
lymphoides qui migrent dans les tissus pour se différencier en DC immatures. Les précurseurs
myéloides seront a I’origine de DC conventionnelles (cDC) CD11c" alors que les précurseurs
lymphoides induiront des DC plasmacytoides (pDC) CD1lc. Les cDC sont largement
distribuées au sein de 1’organisme. Elles sont subdivisées en différentes sous-populations qui
se distinguent par leur localisation et 1’expression de différents marqueurs de surface. Au
niveau de 1’épiderme de la peau et de 1’épithélium des muqueuses se trouvent notamment les
premiéres DC conventionnelles décrites, les cellules de Langerhans. Elles sont caractérisées
par I’expression d’une lectine, la Langérine (CD207) et la présence de granules de Birbeck
dans le cytoplasme (Caux et al. 1996; Valladeau et al. 2000). La plupart des cDC décrites par
la suite sont des cellules interstitielles présentes dans la majorité des tissus lymphoides. Elles
se divisent en populations CD8" ou CDS8 chez la souris (Shortman & Heath 2010) ou
CD4*CD103" et CD4'CD103" chez le rat (Voisine et al. 2002), dont les DC n’expriment pas le
marqueur CD8. Parmi les ¢cDC des tissus non lymphoides se trouvent les cDC CD103" et les
cDC CD11b" chez la souris (Helft et al. 2010).
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Les pDC sont quant a elles situées au niveau de la rate, des ganglions, du thymus, du
sang et de la moelle osseuse. Ces cellules ont principalement été décrites pour leur production
de grande quantité d’IFN de type | (x et ) (Cella et al. 1999; Siegal et al. 1999) suite a une
stimulation via les TLR 7 et 9, par de ’ARN ou de I’ADN viral. Bien que leur propriété
d’APC ait été moins décrite, ces cellules sont capables de capter, d’appréter et de présenter
des antigenes et jouent un réle important dans I’immunité tumorale (Schettini & Mukherjee
2008).

Il existe une troisieme population de DC, les iDC (DC inflammatoires). Ces cellules
sont générées a partir des monocytes circulant dans le sang et de fagcon dépendante du GM-
CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Shortman & Naik 2007). Lors
d’une inflammation, les monocytes migrent dans le tissu concerné et se différencient en DC
CD11c™™CMHIIM™. Ces cellules ont été décrites comme étant a Porigine de réponses T

effectrices contre les pathogenes (Leon et al. 2007).

2.2. Activation et maturation des cellules dendritiques

En absence d’infection, les DC situées en périphérie sont a 1’état immature. Elles
testent en permanence leur environnement en captant des antigénes (Buckwalter & M. L.
Albert 2009) par endocytose, phagocytose ou macropinocytose (Trombetta & Ira Mellman
2005). Elles migrent ensuite dans les ganglions lymphatiques dans lesquels elles rencontrent
des cellules T potentiellement auto-réactives et leur présentent les antigénes du soi de fagon
tolérogénique. L’absence de signaux de costimulation fournis par les DC entraine la déplétion
des lymphocytes T ou I’induction de cellules T régulatrices. Je développerai plus précisément
ce phénomene dans la partie "Tolérance™ de cette introduction.

Lors d’une infection, de dommages tissulaires ou de stress cellulaire, comme observés
lors d’une transplantation, les DC vont détecter les signaux de danger d’origine pathogene, les
PAMP (Pathogen associated molecular pattern) (Janeway, 1989) ou d’origine endogene, les
DAMP (K. Shimizu & Fujii 2008), via les PRR qu’elles expriment en surface. Ces signaux
vont déclencher le processus d’activation et de maturation des DC. Parmi les PRR exprimes
par les DC se trouvent les TLR, dont les ligands peuvent étre exogenes comme les
peptidoglycanes (TLR2), ’ARN viral double brin (TLR3), les lipopolysaccharrides (LPS)
(TLR4), la flagelline (TLRS5), I’ARN bactérien (TLR7/8) ou I’ADN bactérien (TLR9)
(Medzhitov 2001) ou endogénes comme I’ADN, ’ARNm, les HSP...(Rifkin et al. 2005).
D’autres PRR tels que les récepteurs "NOD-like" (NLR) ou les récepteurs de la famille des

lectines de type C sont impliqués dans la maturation des DC tels que DC-SIGN (Pathak et al.
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2012), Dectin-1 (S. Agrawal et al. 2010) ou encore Clec9A (Caminschi et al. 2012). Les
récepteurs de type lectine sont également impliqués dans la captation et la présentation
antigénique ainsi que dans 1’activation de la réponse immune effectrice. 1l existe également
des récepteurs de type lectine inhibiteurs, exprimés par les DC, qui régulent la réponse
effectrice au profit d’une réponse régulatrice comme I’a démontré 1’étude du récepteur CLEC-
1 réalisée par notre équipe (P Thebault et al. 2009). Certains récepteurs aux chimiokines
comme CCR5 et CCR7 (Aliberti et al. 2000; Marsland et al. 2005) ou certaines cytokines
proinflammatoires comme le TNF-o« (Tumor Necrosis Factor-«) peuvent également participer
a la maturation des DC (Castiello et al. 2011). L’activation des DC est donc finement régulée
par de nombreuses molécules de surface activatrices ou inhibitrices dont I’expression va
favoriser I’état activateur ou inhibiteur de la DC. Parmi ces molécules se trouvent également
les récepteurs aux fragments Fc (Fragment cristallisable des anticorps) (FcR) inhibiteurs et
activateurs qui se lient aux complexes immuns formés par les anticorps et leurs antigénes. Ces
récepteurs sont importants pour réguler I’activation des DC et sont également impliqués dans
la captation, 1’apprétement et la présentation des antigénes (Nimmerjahn & Jeffrey V Ravetch
2006). Par exemple, il a été montré que le récepteur inhibiteur FcyRIIb est impliqué dans la
modulation de la réponse immune induite par les DC. En effet, les DC de souris déficientes
pour ce récepteur entrainent une réponse immune plus longue et plus intense in vitro et in vivo
(Kalergis & Jeffrey V Ravetch 2002). De plus, I'utilisation d’un anticorps pour bloquer
I’interaction de FcyRIIb avec les complexes immuns déclenche une maturation spontanée des
DC, révélant I’importance de ce récepteur dans la régulation de leur activation (M V
Dhodapkar et al. 2001). Les récepteurs activateurs tels que le FcyRI et le FcyRIII favorisent la

maturation des DC et la présentation des antigénes aux cellules T (Regnault et al. 1999).

La détection des signaux de danger par les DC, via les PRR, engendre une cascade
d’événements intracellulaires permettant d’augmenter les capacités de migration et de
stimulation des DC. Celles-ci migrent alors dans les ganglions lymphatiques afin d’activer les
cellules T naives ou alloréactives dans le cas de la transplantation. La maturation des DC se
traduit par:

v'La modification morphologique des cellules via un réarrangement du cytosguelette.

La maturation des DC est associée a la perte des structures d’adhésion telles que les
podosomes qui sont des structures riches en actine, observés seulement dans les DC
immatures (S Burns et al. 2001). Cette dissolution des podosomes permet aux DC de migrer,

notamment au niveau des ganglions lymphatiques (van Helden et al. 2006; Nobile et al.
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2008). La maturation induit également la formation d’extensions cytoplasmiques, les
dendrites, et I’augmentation de la mobilité (Banchereau & R M Steinman 1998). L’équipe du
Pr Amigorena a émis 1’hypothése que ces dendrites pourraient étre nécessaires a 1’induction
d’une réponse lymphocytaire T efficace. En effet, ils ont pu montrer qu’au sein des ganglions
lymphatiques, les DC matures projettent, de facon aléatoire, leurs dendrites jusqu’a ce
qu’elles rencontrent un lymphocyte T. Ce contact déclenche la polarisation de I’ensemble des
dendrites autour de ce lymphocyte et la DC va se déplacer vers le lymphocyte pour étre
entierement en contact avec cette cellule (Benvenuti et al. 2005). L’ensemble de ces
modifications met en jeu le réarrangement du cytosquelette d’actine (Trombetta & Ira
Mellman 2005; Watts et al. 2007) qui est principalement contr6lé par I’activité des protéines
de la famille des Rho GTPase (Etienne-Manneville & A. Hall 2002).

v'La perte de leur capacité a capturer les antigénes et une augmentation de la stabilité

des complexes CMH/peptides en surface afin d’optimiser la présentation aux lymphocytes T
(Delamarre & Ira Mellman 2011).

v'L’augmentation de I’expression des molécules de costimulation telles que CD40,
CD80, CD86 et les CMH de classe | et II.
v'L’induction de la production de cytokines proinflammatoires telles que ’IL-12, ce

qui permet aux DC de présenter les peptides antigéniques aux cellules T de fagon
immunogénigue (Banchereau & R M Steinman 1998).

v'Le changement d’expression des récepteurs aux chimiokines. Les DC matures vont

notamment exprimer le récepteur CCR7 qui va leur permettre de migrer dans les ganglions
lymphatiques, en réponse aux chimiokines CCL19 et CCL21 sécrétées au niveau des zones T
des ganglions lymphatiques et par les cellules endothéliales lymphatiques en condition

inflammatoire (Sozzani 2005).

3. Activation des APC du donneur et du receveur

Lors de I’allogreffe, les APC du donneur, notamment les DC, sont activées au sein du
greffon. Elles sécrétent alors des cytokines proinflammatoires, sur-expriment les molécules de
costimulation B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et les CMH de classe 11 couplés a des peptides
antigéniques du donneur. Les DC acquiérent des propriétés de migration et expriment le
récepteur aux chimiokines CCR7. En réponse aux CCL19 et CCL21, elles migrent du greffon
vers les organes lymphoides drainants. Les DC présentent alors les antigénes du donneur via

les CMH de classe 1l et I, respectivement aux lymphocytes T CD4" et T CD8" alloréactifs du

receveur. Ce mécanisme de reconnaissance constitue la présentation directe des antigenes du

19



INTRODUCTION - B. La réponse immunitaire en transplantation

donneur au receveur (Figure 2). Cette voie de présentation ne répond pas a la regle de
restriction du CMH classique qui impose aux lymphocytes T d’exprimer un TCR qui
reconnait un CMH du "soi". Dans le cas de la présentation directe, cette interaction CMH-
TCR s’explique par I’existence de cellules T capables de reconnaitre par mimétisme
moléculaire un CMH qui n’est pas du "soi". Cette reconnaissance peut étre dépendante ou non
du peptide porté par le CMH. Cette présentation directe ne nécessitant pas 1’apprétement de
I’alloantigene, et I’existence d’un grand nombre de lymphocytes alloréactifs (jusqu’a 20% des
lymphocytes T) (Suchin et al. 2001), font de la réponse allogénique directe une réaction
rapide et intense (Afzali et al. 2007). Son importance dans le rejet aigu a été mise en évidence
par I’étude de Lafferty, montrant que la déplétion des leucocytes du donneur empéchait le
rejet d’allogreffes thyroidiennes et que le transfert des APC (macrophages) rétablissait ce rejet
(Talmage et al. 1976). Cette présentation directe semble majoritaire dans I’initiation de la
réponse immunitaire adaptative et dans le rejet aigu a court terme lors de greffes
incompatibles pour le CMH (M. Y. Braun et al. 1993).

Cependant, le nombre de leucocytes du donneur et leur durée de vie étant limitée, le
role de la présentation directe par les APC du donneur dans le rejet décroit au court du temps
(G Benichou 1999). 1l est proposé que les APC (DC, monocytes, LB) du receveur, attirées par
un environnement pro-inflammatoire, infiltrent le greffon (Penfield et al. 1999). Ensuite, ces
cellules, notamment les DC, vont capter localement les antigénes majeurs ou mineurs du
donneur rendus accessibles suite & la destruction des cellules du donneur provoquée par les
évenements évoqués précédemment (donneurs cadavériques, chirurgie et ischémie
reperfusion). Les DC vont ensuite migrer dans les ganglions lymphatiques, appréter les
antigenes en peptides antigéniques et les présenter sur les molécules de CMH qu’elles vont
porter en surface afin de les présenter aux cellules T (K Inaba et al. 1998; Elizabeth Ingulli
2010). Ce n’est que trés récemment que 1’équipe du Dr P. Bousso a réellement confirmé ce
scénario en transplantation a 1’aide de la microscopie biphotonique. En effet, ils ont mis en
évidence une infiltration rapide des greffes de peau chez la souris par les DC et les monocytes
inflammatoires du receveur. Ces cellules migrent ensuite vers les ganglions drainant la greffe

et présentent les alloantigénes aux lymphocytes T alloréactifs (Celli et al. 2011). Ce

mécanisme de présentation par les APC du donneur représente la présentation indirecte
(Figure 2). L’alloreconnaissance indirecte nécessite la captation d’antigénes exogenes, ce qui
va favoriser la présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4" via les

molécules de CMH de classe 1l. La présentation par les molécules de CMH de classe | peut
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également avoir lieu via un mécanisme appelé cross-présentation (Moron et al. 2004),
effectué par les APC et qui peut également étre réalisé par les cellules endothéliales (Limmer
et al. 2000). La cross-présentation permet d’activer les CD8" alloréactifs (M L Albert et al.
1998). Ce mecanisme a également été observé lors de 1’étude du Dr P. Bousso qui montre
Iinfiltration rapide des greffes par des cellules CD8" du donneur activées par la cross-
présentation (Celli et al. 2011). La présentation indirecte a été associée au rejet chronique (G
Benichou 1999) mais également au rejet aigu chez le rongeur (Fangmann et al. 1992) et chez
I’homme (Z. Liu et al. 1996).

Un troisieme mécanisme de présentation des alloantigenes, la présentation semi-

directe a été décrite par 1’équipe de Robert Lechler. Ils ont montré la capacité in vivo et in
vitro des DC du receveur a capter des complexes CMH-peptide allogéniques intacts venant de
cellules (DC, cellules endothéliales) du donneur. Ces DC sont ensuite capables d’activer de
facon directe des cellules T spécifiques de I’alloantigéne. Ce mode de présentation semi-
directe permet de mieux comprendre certaines études comme celle de Lee et ses collégues qui
montrait la capacité des lymphocytes CD4" de spécificité indirecte & amplifier la réponse
cytotoxique de cellules CD8" de spécificité directe (R. S. Lee et al. 1994). En effet, les DC
peuvent stimuler des cellules T a la fois de facon directe et indirecte, permettant ainsi aux
lymphocytes T CD4" activés par la voie indirecte de fournir un signal d’activation aux CD8"
de spécificité directe. Actuellement, le rle de cette troisiéme voie de 1’alloreconnaissance

dans un contexte de rejet n’a pas encore été¢ démontré.

Direct

.. DonorDC"
— - ® T cell
s = Semi-direct
/'—A\ .\“— 3 —
~Recipient
Indirect T @PC) — _Ngya | Teell
_Recipient

=F - {\P’C = ‘».’O;’J T cell

Figure 2: Schéma représentant les trois voies de présentation allogéniques, directe, indirecte et
semi-directe d’aprés Wood et al.(Kathryn J Wood & R. Goto 2012).
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4. Phase effectrice de la réponse immunitaire adaptative
4.1. La réponse lymphocytaire T
(a). Activation de la réponse lymphocytaire T

L’alloreconnaissance des antigenes du donneur par les lymphocytes T naifs n’est pas
suffisante pour induire une activation complete de ces cellules. En effet, les lymphocytes T
doivent recevoir trois signaux d’activation, le premier signal étant apporté par I’interaction du
TCR des cellules T avec le complexe CMH-peptide antigénique porté par les DC. Cependant,
I’activation via le TCR doit étre associée a un second signal fourni par I’interaction des
molécules de costimulation présentes sur les DC, avec leurs ligands exprimés par les cellules
T (Janeway & Bottomly 1994). Il existe de nombreuses molécules de costimulation
(Frauwirth & Craig B Thompson 2002) qui peuvent étre divisées en deux groupes. On trouve
notamment la famille B7, dont les membres les plus décrits sont B7.1 et B7.2. Ces molécules
sont portées par les APC et se lient aux molécules CD28 et CTLA-4 (Cytotoxic T
Lymphocyte Antigen-4) (CD152) exprimées par les lymphocytes T. On trouve également la
famille du TNF dont le CD40 présent sur les APC est I’un des membres le plus décrit et se lie
au CD154 (CD40L) des cellules T. La signalisation via la molécule CD28 permet de diminuer
le seuil d’activation de la cellule T. Ainsi, I’interaction TCR/CMH associée a la costimulation
permet d’activer, dans les lymphocytes T, des cascades de signalisation entrainant 1’activation
de facteurs de transcription, tels que NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells), NFkB et
AP-1. Ces facteurs participent a la production de la cytokine IL-2 et a 1’augmentation de
I’expression de la chaine « du récepteur a I’IL-2 (CD25). La production d’une grande quantité
d’IL-2 participe au troisieme signal nécessaire a la prolifération et la survie des cellules T
activées (Beverly et al. 1992). La signalisation via la molécule CD28 permet également
I’induction de I’expression de la molécule CD40L qui, en se liant au CD40 présent sur les
APC, fournit un signal positif a la cellule T ainsi qu’a I’APC (I. S. Grewal & R A Flavell
1996). En retour, celle-ci va augmenter 1’expression de ses molécules de costimulation B7 et
va permettre d’amplifier I’activation des cellules T. Ces derniéres peuvent également
exprimer des molécules de costimulation négatives telles le CTLA-4 et la molécule PD-1
(Programmed Death-1) qui sont importantes pour réguler négativement leur activation
(Walunas et al. 1996; Latchman et al. 2001).

La costimulation étant une composante importante de 1’induction d’une réponse
lymphocytaire T efficace, elle est impliquée dans I’induction de la réponse effectrice contre le
greffon. En effet, différents groupes ont mis en évidence que le blocage de la costimulation
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pouvait permettre de réguler la réponse contre le greffon. Par exemple, I'utilisation de la
molécule CTLA4-Ig qui se fixe sur les molécules B7 et bloque I’interaction B7-CD28, permet
d’éviter le rejet aigu (Baliga et al. 1994) et le rejet chronique (Glysing-Jensen et al. 1997)

dans des modeéles animaux.

(b). Polarisation de la réponse lymphocytaire T

Lors de son activation, la cellule T naive (ThO), peut se différencier en différents types
de cellules effectrices, les cellules T "helper” (Th), les cellules T cytotoxiques (CTL) ou les
cellules T régulatrices. Cette différenciation est dépendante des cytokines présentes dans
I’environnement et des autres signaux transmis par la DC (costimulation positive ou négative)
aux cellules T. Je traiterai des populations régulatrices dans le chapitre suivant, "La
Tolérance".

Les différentes cellules T effectrices se distinguent par leur profil cytokinique, leur
fonction et sont caractérisées par I’expression de facteurs de transcription particuliers. Les
cellules T CD4" peuvent se différencier en cellules T helper de différents types: Thl, Th2,
Th17 et Tth (T follicular helper) (Figure 3). Plus récemment, d’autres types de T helper ont
été mis en évidence tels que les Th9 (Dardalhon et al. 2008) et les Th22 (S. Eyerich et al.
2009).

La production d’IL-12 par les DC activées et la production d’interféron-y (IFNy) par
les cellules NK favorisent la polarisation de la réponse T vers le type Thl qui vont a leur tour
produire de I’'TFNy et exprimer le facteur de transcription T-bet (T-box expressed in T cells)
(Szabo et al. 2000). Elles vont favoriser la production d’anticorps IgG2a et activer les cellules
phagocytaires. En transplantation, les cellules Thl participent au rejet aigu via la production
d’IFNy, mais des études montrent qu’elles ont également un réle dans le rejet chronique
(D’Elios et al. 1997; J. Karczewski et al. 2008; Ballet et al. 2009). La production d’IFNy par
les cellules Th1 contribue également a I’activation des cellules T CD8" cytotoxiques (CTL).

Les CTL sont issues des cellules T CD8" naives activées via I’interaction TCR-CMH
de classe | présentée par des DC activées et de facon dépendante de I’assistance de cellules
Thl (Ridge et al. 1998). Les CTL exercent leur fonction cytotoxique en utilisant la voie
Fas/FasL ou Granzyme B/Perforine (Ké&gi et al. 1994; Trapani & Smyth 2002) afin de lyser
des cellules cibles qu’elles reconnaissent via I’interaction avec les CMH de classe 1. Les CTL
vont donc induire la destruction du greffon par la reconnaissance des antigénes du donneur
présentés par les CMH de classe | portés par les cellules du greffon.

En présence d’IL-4, les cellules T CD4" naives se différencient en cellules Th2 et
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expriment le facteur de transcription GATA-3 (GATA-binding-factor 3) (K. M. Murphy &
Reiner 2002). Les cellules Th2 qui sécrétent de I’'TL-4, de I’IL-5, de IL-10 et de I’1L-13 (Le
Gros et al. 1990; Swain et al. 1990) favorisent la production d’IgG1 par les LB (Rizzo et al.
1995). Les cellules Th2 ont été classiquement associées au rejet chronique (Koshiba et al.
2003; Illigens et al. 2009). Or, certaines thérapies favorisant la polarisation Th2 permettent de
retarder le rejet aigu ou de favoriser I’induction de tolérance (Yin et al. 2010; Amarnath, Hao
Chen, et al. 2011; Xie et al. 2011).

Les cellules Th17 générées en présence de TGF-p et d’IL-6 expriment le facteur de
transcription RORyT (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor y isoform T) et le
récepteur a 1’IL-23. Elles produisent notamment de 1’IL-17, de I’[L-22 et de I’'IL-21 (P. R.
Mangan et al. 2006). L’IL-21 permet 1’amplification de la différenciation Th17 et peut
remplacer I’IL-6 lors de cette différenciation (Nurieva et al. 2007). L’IL-23 est responsable du
maintien et de la survie des Thl7 (Veldhoen et al. 2006). Ces cellules participent a
I’élimination des pathogénes au niveau des muqueuses et jouent un role important dans de
nombreuses maladies auto-immunes (MAI) (Bettelli et al. 2006; Yen et al. 2006). Elles sont
également impliquées dans le rejet d’allogreffe, notamment en favorisant le recrutement de
cellules neutrophiles (D. A. Rao et al. 2008). Elles ont été tout d’abord associées au rejet aigu
(Antonysamy et al. 1999; Loong et al. 2002; Vanaudenaerde et al. 2006). Une étude du
groupe de Thomson a pu mettre en évidence que le bloquage de I’IL-17 par une protéine de
fusion permet de prolonger la survie d’allogreffes cardiaques de souris. Dans cette méme
étude, ils ont montré que I’IL-17 pourrait favoriser le rejet en stimulant la maturation des
cellules dendritiques (Antonysamy et al. 1999). Les cellules TH17 semblent aussi jouer un
role dans le rejet chronique, comme il est suggéreé dans 1’étude de Yuan et ses collégues. En
effet, ils ont mis en évidence un rdle des TH17 dans I’augmentation des signes de
vasculopathie chronique d’allogreffe chez la souris (X. Yuan et al. 2008).

Les cellules Tth (T follicular helper) décrites récemment sont, comme leur nom
I’indique, retrouvées dans les follicules des ganglions lymphatiques. Leur différenciation
dépend des cytokines IL-6 et IL-21. Elles expriment le facteur de transcription BCL-6 (B cell
lymphoma 6 protein) et le récepteur aux chimiokines CXCR5. Elles sont importantes dans la
différenciation des LB en cellules mémoires et en plasmocytes de longue durée de vie,
producteurs d’anticorps de haute affinité (Fazilleau et al. 2009). Ce rdle leur vaut d’étre
impliquées dans le rejet & médiation humorale, comme le montre 1’étude de Colon et ses
collégues. lls ont mis en évidence qu’une population de cellules T allospécifiques peut se

différencier en cellules T folliculaires et permettre la formation de centres germinatifs
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nécessaires a la production d’anticorps anti-donneurs impliqués dans le rejet de 1’allogreffe
cardiaque de souris (Conlon et al. 2012).

Le développement de chacun de ces sous-types de cellules effectrices entraine la
production de cytokines qui favorisent la différenciation en ce méme sous-type et inhibent
celle en un sous-type différent. Cependant, le processus de différenciation vers un type de
cellules T helper particulier ne semble pas définitif. Différentes études montrent 1’existence
d’une plasticité entre les divers types cellulaires. En effet, les cellules Th17 sont capables de
dévier en cellules Thl en absence de TGF-B et sous I’influence de I’'IL-12 et de I’'IL-23 (Y. K.
Lee et al. 2009). De méme, lors d’infections virales, les cellules Th2 peuvent dériver en
cellules Thl et exprimer le facteur de transcription T-bet et produire de I’'IFN-y (Hegazy et al.
2010). Elles peuvent aussi se différencier en cellules Th9 productrices d’IL-9 en présence de
TGF-B (Veldhoen et al. 2008). Il semblerait que les cellules Tfh soient capables de se
différencier en Thl, Th2 et Th17 et inversement, que les autres types de cellules puissent
devenir des cellules Tfh (K. T. Lu et al. 2011). Il existe également une plasticité entre les
cellules effectrices et les cellules régulatrices. Dans certaines conditions cytokiniques, les
cellules T régulatrices peuvent dévier en cellules Th17 (L. Xu et al. 2007; Gautreau et al.
2011). A Tinverse, sous I’influence de I’interaction PD-1/PDL-1, les cellules Thl peuvent
devenir des cellules régulatrices Foxp3™ (Amarnath, Mangus, et al. 2011).

Thl IFNg Perforin
IL-2  Granzyme
T-bet LTa
_ y \ Sats” ) Th2
il ~ GATA3 IL-4
IL-4 Stats IL-5
Naive e R Stat6 IL-13
—
T cell St 10
N .
— g Tho
IL-21 IL-6, TGFb, IL-21 . iid
IL-6 IL-23, IL-1 PR,
\ e
“Thly
OFR IL-17A  TNF
rol D 1121 o IL-17F  CCL20
\Stat3 ‘ e/ IL-21
— &y 22

Figure 3: Schéma représentant les différentes voies de différenciation des cellules T CD4" d’aprés
Wood et al. (Kathryn J Wood & R. Goto 2012).
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4.2. La réponse lymphocytaire B

La réponse immunitaire humorale est induite par les LB qui exercent leur fonction via
la production d’anticorps. Ces anticorps sont des immunoglobulines (Ig) composées d’une
partie constante correspondant a 1’isotype responsable de la fonction de I’anticorps et d’une
partie variable qui permet la reconnaissance et la fixation spécifique des antigenes (Figure 4).
La production de ces anticorps nécessite I’activation et la différenciation des LB naifs suite a

une rencontre avec 1’antigéne pour lequel ils sont spécifiques.

cFixation a 'antigéne

‘=— Fragment Fc

<

Figure 4: Représentation schématique d’un anticorps.
V=partie variable; C=partie constante; H=chaine lourde (heavy chain); L=chaine légére (Light

chain), Fc= Fragment cristallisable.

Isotype: fonction spécifique

(a). Activation et différenciation des lymphocytes B

L’activation des LB naifs a lieu au niveau des follicules situés dans la zone corticale
des organes lymphoides secondaires (OLS) (Figure 5). Cette activation est déclenchée par la
rencontre du LB avec I’antigene pour lequel il est spécifique. Chaque LB posséde une
specificité antigénique unique déterminée par I’expression de son BCR (récepteur des cellules
B). Ce récepteur est une Ig de surface d’isotype IgM ou IgD qui leur permet de reconnaitre et
de capter un antigéne particulier. Lors de la greffe, les antigénes du donneur sont drainés par
la lymphe jusqu’aux OLS et sont alors accessibles aux LB. La reconnaissance de ces
antigenes par les LB alloréactifs via le BCR va permettre de leur fournir le premier signal
d’activation. Ce signal n’est pas suffisant pour induire une activation complete. Les LB
présentent 1’antigéne capté et apprété a leur surface sur les molécules de CMH de classe 1l et
migrent au niveau de ’interface du follicule et de la zone T de I’OLS. lls peuvent alors
interagir avec les lymphocytes T CD4" de méme spécificité antigénique. Ce contact cellulaire
fournit le second signal d’activation grace a I’interaction TCR/CMH/peptide et I’interaction
des molecules de costimulation (CD40L/CD40, ICOS/ICOSL, CD28/B7) (Garside et al.
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1998; Okada et al. 2005) associée a la production de cytokines par les cellules T (IL-4, IL-5,
IL-6 et IL-10) (Figure 5 n°1). Les LB migrent ensuite dans la région centrale du follicule ou
ils proliférent rapidement (Figure 5 n°2) et enclenchent le mécanisme de recombinaison de
classe des Ig (MacLennan et al. 2003; T. D. Chan et al. 2009) contrélé par I’enzyme AID
(activation-induced cytidine deaminase). Ce mécanisme consiste & modifier I’isotype IgM ou
IgD en un autre isotype 1gG, IgA ou IgE tout en conservant la spécificité antigénique. La
recombinaison vers un isotype particulier est principalement gouvernée par la production des
cytokines lors de I’interaction lymphocyte B-lymphocyte T. Chaque isotype confere a
I’anticorps des propriétés particuliéres comme la fixation du complément pour les 1gG, la
forte liaison aux mastocytes et aux polynucleaires basophiles pour les IgE ou encore, le
passage de la barriere épithéliale pour les IgA.

Il existe trois voies de différenciation possibles pour les LB activés (Christopher C
Goodnow et al. 2010). lls peuvent se différencier en cellules B mémoires précoces, en
plasmocytes extrafolliculaires ou en cellules B qui proliférent et forment une structure appelée
centre germinatif (GC), qui permet de générer des cellules sécrétrices d’lg de forte affinite.
Certaines études suggerent que la qualité et la stabilit¢ de I’interaction lymphocyte B-
lymphocyte T ainsi que la production des cytokines durant I’interaction, semblent influencer
le devenir des LB vers une de ces trois voies (T. D. Chan et al. 2009; Paus et al. 2006). La
différenciation en LB du centre germinatif ou en plasmocyte extrafolliculaire nécessite
respectivement 1’expression des facteurs de transcription Bcl-6 et BLIMP-1 (B-lymphocyte-
induced maturation protein 1) (codé par le géne Prdm1) (Tunyaplin et al. 2004; Sciammas &
Davis 2004; Cimmino et al. 2008), dont 1’expression dépend du facteur de transcription IRF4
et de la cytokine IL-21 sécrétée par les cellules T (U. Klein et al. 2006; M. Saito et al. 2007;
Zotos et al. 2010). Les plasmocytes extrafolliculaires ont une courte durée de vie, ils
fournissent une réponse rapide qui sera cependant moins efficace en raison de la faible affinité
des anticorps qu’ils produisent. Les LB des GC situés dans la zone sombre, appelés
centroblastes, vont initier plusieurs cycles de prolifération au cours desquels ils vont subir le
phénoméne d’hypermutation somatique. Ce mécanisme consiste a introduire des mutations
dans les génes codant la partie variable des Ig afin d’augmenter la diversité et I’affinité des Ig
génerées. Ces nouveaux clones de LB (centrocytes) migrent alors dans la zone claire du GC
dans laquelle aura lieu la sélection des cellules possédant des Ig de forte affinité (Figure 5
n°3). L’hypothése actuelle suggere que cette sélection repose Sur une compétition entre les
nouveaux clones générés pour interagir avec les lymphocytes T folliculaires qui vont alors

leur fournir un signal de survie. En effet, les clones produisant une Ig de forte affinité
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semblent posséder une meilleure capacité a capter les antigénes présentés par les DC
folliculaires (Suzuki et al. 2009), a les appréter et les présenter aux cellules T folliculaires (C.
D. C. Allen et al. 2007; O’Neill et al. 2009; Victora et al. 2010). Ces LB sélectionnés se
différencient ensuite en cellules de longue durée de vie de type mémoire ou en plasmocytes
sécréteurs d’anticorps (Figure 5 n°4).

La plupart des plasmocytes dérivés du GC migrent dans la MO et une plus faible
proportion rejoint la rate. Leur survie dépendra notamment de la production des molécules
APRIL (a proliferation-inducing ligand) et BAFF (B cell-activating factor) par les cellules
stromales (Benson et al. 2008) dans la MO et par les DC CD11c" dans la rate (Mackay &
Schneider 2009). Les plasmocytes dérivés des GC sont responsables de la production et du
maintien de la quantité d’anticorps en périphérie.

Les cellules mémoires générées suite a la formation du GC, vont se localiser au niveau
des organes lymphoides mais également au niveau des organes non lymphoides (Kurosaki et
al. 2010). Comme leur nom I’indique, ces cellules constituent la mémoire de la premiére
rencontre avec 1’antigéne et sont capables d’induire une réponse rapide et efficace lors d’une
seconde rencontre avec ce méme antigéne en se différenciant rapidement en plasmocyte
sécréteur d’anticorps de forte affinité.

En transplantation, la réponse a médiation humorale est une composante majeure du
rejet d’allogreffe (Robert B Colvin & R Neal Smith 2005). Elle est observée précocement lors
du rejet hyper aigu induit par la présence d’anticorps anti-donneurs, les DSA, préformés avant
la greffe. Plus tardivement, elle peut participer au rejet aigu et au rejet chronique (Paul |
Terasaki & J. Cai 2008) via la formation d’anticorps anti-donneurs généres post-greffe, les
DSA de novo, et principalement dirigés contre les molécules du CMH du donneur. En
clinique, la présence de DSA est généralement associée a un mauvais pronostic de la survie de
la greffe (A. Piazza et al. 2001; Haririan et al. 2009). Ces anticorps dirigés contre les cellules
du greffon vont générer une toxicité et induire le rejet. Les mécanismes homéostatiques
contrblant les populations de plasmocytes ou de cellules mémoires ainsi que leur role
respectif dans le niveau de production des DSA sont encore peu connus. En effet, le contexte
immunologique d’une greffe est trés spécifique car les alloantigénes sont présents en
permanence. lls entrainent une stimulation continuelle des LB et notamment des cellules
mémoires qui peuvent donc également étre responsables du maintien de la production de
DSA. Or, ces connaissances sont importantes en transplantation car elles ont une implication
thérapeutique. En effet, ’utilisation de certaines molécules, comme 1’anti-CD20 visant a

dépléter les LB afin de diminuer la production des DSA, ne ciblent pas I’ensemble des LB. I
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est donc nécessaire d’identifier la population responsable de la production d’anticorps

déléteres pour le greffon afin d’utiliser un traitement adapté.
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Figure 5: Schéma de l’activation et de la différenciation des lymphocytes B dans les follicules des
organes lymphoides secondaires d’aprés Goodnow et al.(Christopher C Goodnow et al. 2010).

(b). Phase effectrice de la réponse lymphocytaire B

L’action des anticorps, produits par les plasmocytes, dépend principalement de deux
mécanismes qui sont I’activation de la cascade protéolytique du complément et le mécanisme
de "cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps™ (ADCC). Ces mécanismes cytotoxiques
sont deéclenchés par la fixation des alloanticorps, notamment sur les molécules de CMH de
classe I et Il du donneur exprimées par les cellules endothéliales du greffon.

La cytotoxicité envers les cellules du greffon peut donc étre induite via le mécanisme
d’ADCC. Le fragment Fc des anticorps fixés sur les cellules cibles est reconnu par les cellules
NK et les macrophages qui expriment les récepteurs aux fragments Fc. Cette reconnaissance
active les NK et les macrophages, qui vont lyser les cellules cibles via la voie
granzyme/perforine et induire la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que NO,
ROS et TNF-a.

L’activation de la voie classique (dépendante des anticorps) du complément est induite

via la fixation du composant C1 sur le fragment Fc des anticorps couplés a leur antigéne. La
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cascade enzymatique du complément aboutit & la formation d’un complexe d’attaque
membranaire (C5b,6,7,8,9) qui forme un canal dans la membrane cellulaire, ce qui
endommage et active I’endothélium (S. Nakashima et al. 2002). Les cellules endothéliales
activées produisent des cytokines proinflammatoires I’IL-1, I’'TL-8 et le MCP-1 qui attirent les
cellules neutrophiles et les monocytes dans la greffe et favorisent la perméabilité vasculaire,
ainsi que la secrétion de facteurs pro-coagulants. Cette cascade d’événements aboutit & des
hémorragies, a la thrombose vasculaire et provoque I’ischémie et le rejet du greffon (Rocha et
al. 2003). L’activation de la voie du complément génere également des composants tels que le
C4a, C4b, C3a, C3b et C5a qui participent aux dommages tissulaires. Le C3a, le C4a et le Cba
sont des anaphylatoxines qui favorisent la perméabilisation cellulaire, la chimiotaxie et
participent ainsi au recrutement des leucocytes dans le greffon. Le C3b et le C4b produits se
fixent aux cellules cibles et aux anticorps favorisant la destruction du greffon par les cellules
phagocytaires portant les récepteurs au complément. Le C4d issu de I’hydrolyse du C4b se
dépose sur les cellules du greffon et constitue un marqueur de ’activation de la réponse
humorale (Robert B Colvin & R Neal Smith 2005). Comme la présence de DSA, la détection
de dépdt de C4d sur les cellules du greffon constitue un mauvais pronostic. En cas de rejet, il
permet de fournir une indication sur les mécanismes induisant ce rejet et permet ainsi
d’adapter les traitements immunosuppresseurs. Mais il est important de noter qu’étant
données les limites techniques de détection du C4d et I’existence d’une réponse effectrice
indépendante du complément, I’absence de ce dépdt n’exclut pas I’implication des anticorps
dans le rejet (Haririan et al. 2009). De plus, 1’équipe d’Halloran a mis en évidence que la
modification de I’expression des geénes liés notamment a la dysfonction et 1’activation des
cellules endothéliales (ENDATS: endothelial associated transcripts) dans le greffon, semble
étre un meilleur signe de la présence d’un rejet a médiation humorale que la simple détection
de DSA et du dépbt de C4d (Sis et al. 2009). En effet, le seul fait de la fixation des DSA sur
les molécules du CMH du donneur peut activer les cellules endothéliales de fagon pro-
inflammatoire et induire un signal intracellulaire, favorisant la prolifération de ces cellules et
la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et pro-thrombotiques (YYamakuchi et al. 2007; F.
Li et al. 2009). De plus, I’effet délétere des DSA est influencé par leur concentration, leur
affinite, leur isotype et les groupements glycanes qu’ils portent au niveau du fragment Fc (A.
T. Chang & Platt 2009; X Zhang & E F Reed 2009)

Il existe différentes stratégies afin de diminuer le niveau de DSA chez les patients
transplantés. Comme je I’ai cité précédemment, une des approches est d’induire la déplétion

des LB en utilisant des anticorps comme I’anti-CD20 (Rituximab). Cependant, cette stratégie
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ne permet pas d’éliminer directement les DSA circulants car 1’anti-CD20 ne permet pas
d’éliminer les plasmocytes. Néanmoins, il déplete les cellules mémoires permettant ainsi
d’empécher la différenciation de ces cellules en plasmocytes sécréteurs de DSA. D’autres
stratégies comme la plasmaphérése ou I’injection en intraveineuse d’immunoglobulines
polyclonales (IVIGs) permettent, quant a elles, d’éliminer plus rapidement les DSA
circulants. L’IVIGs consiste a injecter de fortes doses d’IgG humaines purifiées a partir de
nombreux donneurs sains. Il est suggéré que I’effet immunosuppresseur de ces Ig passe par
leur fixation sur les DSA ce qui entrave leur fonction mais également par des mécanismes
régulateurs induits par la fixation de leur fragment Fc (Fragment cristallisable) (Figure 4) sur
les récepteurs aux Fc présents sur de nombreuses cellules comme les LB, les DC et les
macrophages (Anthony, Nimmerjahn, et al. 2008). D’autres stratégies faisant actuellement
I’objet d’études cliniques semblent prometteuses. Parmi elles, se trouve I’inhibiteur du
protéasome (Bortezomib) qui bloque la production d’anticorps et induit 1’apoptose des
plasmocytes (Perry et al. 2009) ou encore les molécules (ex: Belimumab, BR3-Fc) bloguant la
voie du facteur BAFF impliqué dans la survie, la prolifération et la maturation des LB
(Vugmeyster et al. 2006). La fonction des DSA passant par 1’activation du complément, un
anticorps monoclonal humanisé ciblant le composé C5 du complément (Ecluzimab) est
également en étude. Il permet d’inhiber la formation du complexe d’attaque membranaire

(Stegall et al. 2011).
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C. La Tolérance

La tolérance en immunologie se définit par la non-réponse du systeme immunitaire a
un antigene. Elle a pour but de permettre au systéme immunitaire de distinguer les antigenes
du "soi", du "non soi", et d’induire une réponse uniquement contre ce dernier. La tolérance en
transplantation correspond a ’acceptation du greffon sans signe de rejet en I’absence d’IS,
tout en maintenant une réponse envers d’autres antigenes étrangers. L’induction de la
tolérance en transplantation se base principalement sur la connaissance des mécanismes de
tolérance immunologique. Il existe deux types de tolérance qui sont la tolérance centrale et la

tolérance périphérique.

I- La tolérance centrale

La tolérance centrale met en jeu des mécanismes ayant pour objectif 1’élimination de

cellules T et B autoréactives, c’est-a-dire, capables de reconnaitre les antigénes du soi.

Les lymphocytes T et B sont issus de précurseurs lymphoides qui sont générés dans la
moelle osseuse. Les cellules T et B se développent dans les organes lymphoides primaires qui
sont respectivement, le thymus et la moelle osseuse. Les précurseurs vont subir, au sein de ces
organes, différentes étapes de sélection afin de générer un répertoire T et B fonctionnel, non
autoréactif et capable de reconnaitre une grande variété d’antigénes étrangers. La
reconnaissance des antigenes passe par les récepteurs membranaires des lymphocytes T et B,
respectivement le TCR et le BCR. Ces récepteurs sont le résultat du réarrangement somatique
des génes codant pour les chaines qui les composent. Le réarrangement des genes dépendant
des enzymes RAG (recombination activating gene) a lieu entre les différents segments V, D,
J, C (Variable, Diversité, Jonction, Constante) qui codent pour les régions variables et
constantes de ces récepteurs. Etant donné le caractere aléatoire du phénomene de
réarrangement somatique, la sélection des futurs lymphocytes permet de ne conserver que les
cellules ayant un récepteur fonctionnel et non autoréactif. La reconnaissance de I’antigéne par
les récepteurs TCR et BCR se reéalise via leur région variable. Alors que le BCR des LB est
capable de reconnaitre un Ag non modifié, le TCR ne peut interagir qu’avec un Ag apprété et
présenté sur un CMH porté par une APC. Ainsi, la premiére étape de sélection des

lymphocytes T est basée sur cette premiere contrainte.
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1. Sélection des lymphocytes T

Dans le thymus, les précurseurs des lymphocytes T, les thymocytes double-positifs
(CD4'CD8") exprimant a leur surface le TCR issu du réarrangement aléatoire de ses génes,
vont interagir avec les cellules épithéliales corticales thymiques (CTEC) qui expriment des
complexes CMH/peptide du soi (Hogquist & Bevan 1996). Seuls les thymocytes possédant un
TCR capable de reconnaitre un peptide présenté par un CMH du soi vont recevoir un signal
de survie (Fink & Bevan 1978; C Benoist & D Mathis 1989). Selon le type de CMH de classe
I ou Il avec lequel le TCR interagit, les cellules T double-positives vont conserver
I’expression d’un seul marqueur, le CD8 ou le CD4. Les cellules n’interagissant pas avec ce
complexe ou avec une affinité trop faible, meurent par apoptose dans le cortex thymique
(Figure 6). Cette premiére étape de selection est appelée la sélection positive. Les cellules

sélectionnées positivement (moins de 5% du pool de thymocytes doubles positifs) migrent

dans la médulla du thymus ou aura lieu la sélection négative. Celle-ci a pour objectif

I’élimination des cellules interagissant avec une trop forte affinité avec les complexes
CMH/peptides du soi. Ces complexes sont présentés par les cellules épithéliales médullaires
thymiques (MTEC) mais aussi par les cellules dendritiques du thymus (G. Anderson et al.
1998). Ce mécanisme majeur de la tolérance centrale permet 1’élimination des lymphocytes T
autoréactifs. Lorsqu’il y a un dysfonctionnement dans ce systéme de sélection, comme une
déficience au niveau du gene AIRE (Autolmmune REgulator), les cellules autoréactives ne
sont pas convenablement éliminées et sont responsables de MAI (Roitt & A. Cooke 1987). En
effet, le gene AIRE permet I’expression par les mMTEC d’antigénes uniquement présents dans
certains tissus spécifiques, les TSA (tissus specific antigen), et permet donc une élimination
optimale des cellules T autoréactives (Zuklys et al. 2000; Gavanescu et al. 2007). Chez la
souris, il a été décrit qu’un défaut de ce gene se traduit par le développement de MAI (M. S.
Anderson et al. 2002; Liston et al. 2003; Kuroda et al. 2005). Une pathologie similaire est
décrite chez I’homme (Aaltonen et al. 1994), I’APECED (Autoimmune Polyendocrinopathy
Candidiasis Ectodermal Dystrophy). Cependant, 1’expression des TSA peut se faire de fagon
indépendante de AIRE, comme le montre 1’étude de Derbinski qui a mis en évidence
I’expression de génes codant pour des TSA dans des cellules mTEC provenant de souris KO
pour le gene AIRE (Derbinski et al. 2005).

Les lymphocytes T ayant franchi ces étapes de sélection (environ 3%) migrent ensuite
vers les OLS (Goldrath & Bevan 1999).
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Figure 6: Schéma représentant la sélection positive et négative des lymphocytes T dans le thymus
d’aprés Griesemer et al.(Griesemer et al. 2010).

DP=double positive (CD4 et CD8), SP=simple positive (CD4 ou CD8), CTEC=cellules épithéliales
corticales thymiques, MTEC=cellules épithéliales médullaires thymiques.

La sélection positive dans le thymus permet aussi de générer des lymphocytes T
régulateurs (Treg) dits naturels (nTreg) (C.-S. Hsieh et al. 2012). Les nTreg expriment
fortement la chaine a du récepteur a 1’IL-2 (CD25") ainsi que le facteur de transcription
FoxP3 (Forkhead box P3) (S Sakaguchi et al. 1995). Initialement décrits comme provenant de
cellules double-positives (CD4"CD8") (Bensinger et al. 2001; Liston et al. 2008), il semble
que ces nTreg soient principalement issus de cellules sélectionnées positivement CD4" (H. M.
Lee & C.-S. Hsieh 2009). La génération des nTreg nécessite la présence des cellules
stromales thymiques: les DCs du thymus (N. Watanabe et al. 2005) et les mTEC qui vont
favoriser I’expression du facteur de transcription FoxP3 par les précurseurs des cellules
CD4"FoxP3" (Aschenbrenner et al. 2007; Shimon Sakaguchi et al. 2010) de fagon dépendante
de la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) (N. Watanabe et al. 2005). L’interaction du
TCR exprimé par les précurseurs de Treg avec le CMH/peptide du soi présent sur les cellules
stromales thymiques, semble avoir un role majeur dans leur développement (Picca et al.
2006). De plus, I’interaction avec ces cellules fournit un signal de costimulation qui est
nécessaire au développement des nTreg. En effet, des études montrent qu’une déficience pour

certaines molécules de costimulation telles que le CD40 ou le CD28, diminue le nombre de
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cellules Treg CD4°CD25" dans le thymus et en périphérie (Shimon Sakaguchi 2005).
Certaines cytokines, telles que I'TL-2, IL-7 ou IL-15, semblent également impliquées voire
nécessaires au développement de ces nTreg (Burchill et al. 2007; Malek et al. 2008). Les
nTreg vont intégrer la circulation sanguine et migrer dans les OLS (rate et ganglions) et dans
d’autres organes tels que le foie ou la peau. Leur rble consiste notamment a neutraliser
I’action de cellules autoréactives qui ont échappé a la sélection thymique et qui sont
potentiellement responsables de MAI (Samy et al. 2005). Les nTreg peuvent également
migrer sur les sites inflammatoires et réguler la réponse immune induite par une infection
(Belkaid et al. 2002).

2. Sélection des lymphocytes B

Dans la moelle osseuse, le développement des LB est aussi soumis a différentes étapes
de sélection afin de générer un répertoire primaire de LB immatures, non auto-réactifs. Au
sein de ce répertoire, chaque LB exprime un récepteur unique, le BCR, capable de reconnaitre
un antigéne du "non-soi". Le BCR est une glycoprotéine appartenant a la super-famille des Ig.
Il est composé de deux chaines lourdes identiques (i ou d) et de deux chaines légeres (A ou «)
elles aussi identiques, issues du réarrangement somatique VDJC des génes qui les codent. Le
développement des LB passe par différents intermédiaires (Figure 7), dont les cellules pro-B,
les pré-B et les LB immatures, qui correspondent aux différentes étapes de réarrangement
VDJC. La sélection positive des LB permet de conserver seulement les précurseurs pré-B
posseédant un pré-récepteur fonctionnel, le pré-BCR. Ce pré-récepteur est composé de deux
chaines lourdes p identiques réarrangées et de deux chaines Iégeres de substitution identiques
composees des chaines VpréB et A5. L’expression d’un pré-BCR fonctionnel est essentielle a
la différenciation du précurseur B. Le pré-BCR doit pouvoir induire une signalisation
intracellulaire efficace via les molécules membranaires qui lui sont associées, le CD79A (Iga)
et le CD79B (IgB). Il était suggéré que I’expression du pré-BCR a la membrane était
suffisante a cette signalisation. Or, des études réalisées par Schiff et ses collégues ont révélé
que la Galectine-1 (Gal-1) soluble, produite par les cellules stromales de la moelle osseuse,
pouvait agir comme un ligand du pré-BCR chez la souris et chez I’homme (Gauthier et al.
2002; B. Rossi et al. 2006). Gal-1 déclencherait la signalisation des pré-BCR via la formation
de la synapse entre les pré-B et les cellules stromales. De plus, d’autres études utilisant des
modeles murins transgéniques pour le BCR suggeérent la nécessité d’une reconnaissance a un
antigene du soi par le pré-BCR pour favoriser la sélection positive du précurseur pre-B
(Eschbach et al. 2011; Gaudin, M. Rosado, et al. 2004; Gaudin, Hao, et al. 2004). Ceux-ci
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vont alors se différencier en pré-Bll et vont proliférer pour enfin initier le réarrangement des
génes codant pour la chaine légere x. Le BCR complet, une Ig d’isotype p (IgM), est exprimé
a la membrane et les cellules deviennent des LB immatures qui vont alors devoir passer
I’étape de la sélection négative. Les cellules qui vont reconnaitre un autoantigene via leur
BCR, avec une trop forte avidité, devront initier un nouveau réarrangement de gene codant
pour la chaine Iégere (1) afin de former un nouveau BCR non autoréactif. C’est le phénoméne
de "receptor editing” (Gay et al. 1993; Radic et al. 1993; Tiegs et al. 1993). En cas d’échec,
les lymphocytes seront neutralisés par anergie ou par apoptose (S B Hartley et al. 1993). Les
LB ayant franchi les étapes de sélection sortent de la moelle osseuse et migrent en périphérie
sous forme de LB transitionnels immatures. Cependant, certains LB autoréactifs échappent a
la sélection négative. Le maintien de la tolérance implique donc des mécanismes qui ont lieu

en périphérie afin de neutraliser ces LB potentiellement pathogénes (Parsons et al. 2012).
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Figure 7: Schéma représentant le développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse a partir
de Kurosaki et al.(Kurosaki 2010).

11- La tolérance périphérique

Certains lymphocytes autoréactifs échappent a la sélection réalisée dans les organes
lymphoides primaires. La tolérance centrale n’étant pas suffisante au maintien d’une non
réponse du systéme immunitaire contre les antigeénes du soi, d’autres mécanismes de tolérance
dite périphérique sont alors mis en jeu (Bouneaud et al. 2000). Leurs roles sont non seulement
d’empécher la réponse auto-immune mais également de limiter les réponses immunitaires trop
intenses contre des antigénes étrangers. La tolérance périphérique permet d’éviter I’induction
d’une réponse disproportionnée et non justifiée afin d’empécher ’apparition de MAI,
d’allergie, d’asthme... De méme, elle est nécessaire a la mise en place d’une tolérance foeto-
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maternelle et d’une tolérance orale. Différents mécanismes de tolérance périphérique ont été

décrits (Figure 8).

Délétion Anergie Suppression

Figure 8: Schéma représentant les différents mécanismes de tolérance périphérique
1. La delétion clonale/I’apoptose

Ce mécanisme utilisé lors de la sélection négative au niveau central peut aussi avoir
lieu en périphérie. Il consiste a éliminer les cellules autoréactives en entrainant leur mort par
apoptose. La delétion des lymphocytes a lieu lors de la rencontre avec son antigene dans un
contexte particulier (Kabelitz et al. 1993). Pour les lymphocytes T, I’apoptose est notamment
induite lorsqu’ils sont privés de facteurs de croissance comme I’IL-2. En effet, I'TL-2 permet
I’expression de facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-xI nécessaires a la survie des
cellules T (Schimpl et al. 2002). Les LB autoréactifs activés ne rencontrent généralement pas
de lymphocytes T de spécificité antigénique identique. Ils ne recoivent donc pas les signaux
de survie fournis par I’interaction avec ces cellules et rentrent alors en apoptose (J G Cyster et
al. 1994). La mort cellulaire des cellules T peut aussi étre déclenchée lors d’une activation
trop importante en présence d’une forte concentration d’antigene. Ce phénomene correspond
a la «mort cellulaire induite par ’activation» (AICD) et met en jeu le systéeme Fas/FasL
(Brunner et al. 1995). Cette voie Fas/FasL permet également d’éliminer les LB autoréactifs
qui, dans de rares cas, rencontrent les lymphocytes T de méme spécificité auto-antigénique.
L’interaction avec la cellule T, en absence de la costimulation CD86-CD28, entraine la mort
de la cellule B via I’interaction Fas-FasL (Rathmell et al. 1996; Rathmell et al. 1998).

2. L’anergie

L’anergie est caractérisée par 1’incapacité fonctionnelle des lymphocytes a étre

réactivés par leur antigéne (Jenkins & R. H. Schwartz 1987). Elle est induite lorsque le
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lymphocyte recoit le premier signal d’activation, ¢’est-a-dire pour le lymphocyte T, quand il
reconnait 1’antigéne présenté sur un CMH par une APC, et ceci en I’absence du 2°™ signal
d’activation (costimulation). Les cellules anergiques sont incapables de proliférer et de
produire de I’IL-2 (R. H. Schwartz 1990). En revanche, 1’anergie peut étre levée par I’apport
d’IL-2 a ces cellules (Essery et al. 1988). L’anergic semble aussi dépendre des molécules de
costimulation inhibitrices telles que le CTLA-4. En effet, son absence dans des cellules T
transgéniques rend ces derniéres réfractaires a 1’induction d’anergie par une stimulation
antigénique via des APC exprimant faiblement la molécule de costimulation B7 (Greenwald
et al. 2001). L’anergie des cellules B autoréactives est dlie & une désensibilisation du BCR
suite a une stimulation chronique par 1’autoantigéne (Yarkoni et al. 2010). En transplantation,
I’induction de tolérance via I’anergie a pu étre démontrée dans un modéle de primate non
humain (Bashuda et al. 2005). Dans cette étude, des cellules T du receveur sont rendues
anergiques via le contact in vitro avec des APC du donneur et en présence d’anticorps
bloquant la costimulation. Le transfert de ces cellules T anergiques a permis d’induire une

survie a long terme des receveurs.

3. La régulation/suppression

A la différence des autres mécanismes de tolérance, celui-ci fait intervenir une
population de cellules dites régulatrices, qui via des propriétés suppressives va agir sur la
population de cellules a réguler. La régulation ou la suppression est donc un phénomene actif
dépendant de la production de cytokines ou d’un contact cellulaire, et permet d’inhiber
I’activation ou la fonction des cellules effectrices. Le concept de suppression induit par des
cellules T capables d’inhiber d’autres cellules est apparu dans les années 1970 (Gershon & K.
Kondo 1970; Gershon & K. Kondo 1971; Gershon et al. 1972). Aujourd’hui, les cellules dites
régulatrices ont été et sont toujours largement étudiées du fait de leur implication en
transplantation mais aussi dans d’autres pathologies telles que les MAI les allergies ou le
cancer. De nombreuses cellules régulatrices ont été décrites. Certaines sont présentes
naturellement dans 1’organisme comme les nTreg, dont j’ai précédemment évoqué le
développement dans le thymus, et d’autres sont induites en périphérie lors de 1’activation de

la réponse immunitaire afin de limiter son intensité ou méme de 1’inhiber.

I11- Les cellules régulatrices

Actuellement, un large panel de cellules régulatrices possédant des fonctions

suppressives a été décrit. Parmi ces cellules, les plus étudiées sont des cellules T CD4" bien
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que des cellules T CD8" et TCD4 CD8" aient été aussi mises en évidence. Les DC et les LB
peuvent également avoir des proprités régulatrices. Enfin, d’autres populations cellulaires
telles que les cellules Tyd, les NKT mais aussi les macrophages, les cellules myéloides
suppressives et les cellules mésenchymales stromales jouent un réle dans la régulation de la

réponse immune (Kathryn J Wood et al. 2012).

1. Les lymphocytes T régulateurs
1.1. Les lymphocytes T régulateurs naturels
(a). CD4*CD25"

Comme je 1’ai décrit précédemment, les cellules T régulatrices naturelles CD4"CD25"
(nTreg) se développent dans le thymus et migrent en périphérie afin de contrdler les
lymphocytes autoréactifs qui seraient responsables du développement de MAI. Les nTreg
expriment constitutivement différents marqueurs tels que le GITR (Glucocorticoid-Induced
Tumor necrosis factor Receptor family-related protein) (Jun Shimizu et al. 2002), le CTLA-4
(T Takahashi et al. 2000), I’antigene LAG-3 (CD223) (C.-T. Huang et al. 2004), le CD103
(xB intégrine) (Curotto de Lafaille & Lafaille 2002), le CD62L (Szanya et al. 2002) ou la
molécule Nrp-1 (Neuropilin-1) (Bruder et al. 2004). Cependant, 1’expression de ces molécules
n’étant pas restreinte a ces cellules, elles ne peuvent donc pas étre utilisées comme marqueurs
spéecifiques. Chez la souris et le rat, I’expression du facteur de transcription Foxp3 a été
spécifiquement associée aux cellules régulatrices CD4"CD25". Foxp3 a été identifié comme
régulateur du développement et de la fonction des Treg CD4"CD25". Le transfert du géne
codant Foxp3 dans des cellules CD4"CD25 confére un phénotype et une fonction suppressive
a ces cellules (J. D. Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003). De plus, la mutation du géne
codant pour Foxp3 chez la souris scurfy entraine un désordre auto-immun lymphoprolifératif
(Brunkow et al. 2001). Chez I’homme, des études ont permis d’associer la mutation du gene
codant Foxp3 au syndrome sévére auto-immun allergique fatal, appelé le syndrome IPEX
pour, "Immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked syndrome” (C. L.
Bennett et al. 2001; Wildin et al. 2001). Malgré I’expression de Foxp3 dans les Tregs
humaines, celui-ci a également été décrit comme transitoirement augmenté dans les
lymphocytes T activés, rendant difficile son utilisation comme marqueur spécifique.
Actuellement, aucun marqueur spécifique n’a encore été identifi¢é chez 1’homme, bien que
I’utilisation du CD127 (chaine « du récepteur a I’'IL7) permette d’affiner le phénotypage des

Treg. En effet, son expression est sous-régulée dans les Tregs (W. Liu et al. 2006; Codarri et
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al. 2007). Cependant, une récente étude réalisée chez des patients souffrant d’arthrite
rhumatoide montre également une diminution de 1’expression du CD127 dans les cellules T
activées (Aerts et al. 2008), soulignant la difficulté de trouver un marqueur spécifique aux
Treg humaines.

Les nTreg sont capables d’inhiber différentes réponses lymphocytaires induites par les
lymphocytes T CD4" et T CD8", mais aussi la réponse humorale via 1’inhibition de la
production d’anticorps par les LB. Les nTreg peuvent également inhiber des réponses
immunologiques induites par les NK et sont capables de modifier la maturation et la fonction
des DC (A M Thornton & E M Shevach 2000). La présence de 1’IL-2 est essentielle & la
prolifération et a 1’activation des nTreg (Angela M Thornton et al. 2004), alors que leur
fonction suppressive dépend du TGF-B et de I’IL-10 (Du et al. 2006). Cependant, il semble
que les nTreg soient capables de produire des cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-17.
En effet, I’'IL-6 pourrait convertir les nTreg en cellules Th17 de facon dépendante du TGF-B
(L. Xu et al. 2007). Cette plasticité cellulaire montre que les nTreg pourraient, dans certaines

conditions, se différencier en cellules effectrices et favoriser la réponse immune activatrice.

(b). CD8*

Une population de cellules T CD8" naturelles a été mise en évidence chez le rat par
Saoudi et ses collegues en 2004 (Xystrakis et al. 2004). Cette population de lymphocytes T
CD8" est caractérisée par une faible expression de la molécule CD45RC (CD8'CD45RC'™).
Elle exprime le facteur de transcription Foxp3, I’antigéne CTLA-4 et peut produire de I’'TL-4,
de I’IL-13 et de I’IL-10 in vitro. Ces lymphocytes T CD8" exercent leur fonction régulatrice
en inhibant 1’expansion de cellules T CD4" de type Th1 via un contact cellulaire (Xystrakis et
al. 2004). Chez I’homme, une population de thymocytes CD8"CD25" possédant un phénotype
(GITR, CTLA-4, TGF-B1) et des fonctions suppressives similaires aux cellules T régulatrices
CD4'CD25" a été mise en évidence par I’équipe de Sergio Romagnani et de Francesco
Annunziato (Cosmi et al. 2003).

1.2. Les lymphocytes T regulateurs induits

Alors que les nTreg sont associés a la tolérance aux antigenes du "soi", les Treg
induits (iTreg) générés en périphérie semblent contrdler la réponse aux antigénes étrangers
non pathogenes provenant par exemple de la flore commensale, des aliments ou des antigenes

inhalés. De nombreuses populations ont été décrites ces vingt dernieres annees.
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On retrouve les lymphocytes T CD4'CD25"Foxp3” issus de la conversion de
lymphocytes T CD4" naifs en Treg. Différents mécanismes permettent I’induction de ces
iTreg (Curotto de Lafaille & Lafaille 2009) dont le plus décrit est dépendant de la présence de
I’IL-2 et du TGF-B (Fantini et al. 2004). En transplantation, 1’induction de ces iTreg
CD4'CD25"Foxp3” a été observée dans des modéles de tolérance a I’allogreffe cardiaque
dépendant du TGF-p (Cobbold et al. 2004; Ochando et al. 2006). Ces cellules possédent le
méme phénotype que les nTreg rendant leur distinction difficile. Récemment, les études du
groupe de Shevach suggérent qu’un membre de la famille des facteurs de transcription
d’Ikaros, Helios, serait un marqueur des Treg thymiques et pourrait permettre de discriminer
les iTreg des nTreg (Angela M Thornton et al. 2010). Des études complémentaires sont
nécessaires pour confirmer ces données, cette idée ayant été récemment remise en question
par différentes études (Akimova et al. 2011; Haribhai et al. 2011). En effet, 1’équipe de
Williams montre chez la souris que des cellules Foxp3™ (Haribhai et al. 2011) converties en
Treg sont majoritairement Helios™ suggérant que ’expression d’Helios n’est pas restreinte
aux nTreg.

Deux autres populations d’iTreg CD4" ont été décrites: les Trl et les Th3.

Les Trl, décrites par le groupe de M.G. Roncarolo, sont capables d’inhiber la colite
auto-immune (H Groux et al. 1997). Elles sont générées a partir de cellules CD4", en présence
d’IL-10. Récemment, une autre cytokine, 1’IL-27, a été décrite comme capable d’induire la
génération de Trl (Apetoh et al. 2010). Les Trl exercent leur fonction suppressive via la
production d’IL-10 et de TGF-B (M G Roncarolo et al. 2001). En transplantation, 1’induction
in vivo de ces cellules avec une combinaison d’IL-10 et de Rapamycine permet d’établir une
tolérance a long terme d’allogreffe d’ilots pancréatiques (Battaglia et al. 2006). Un essali
clinique basé sur le transfert de ces cellules Trl est actuellement en cours en Italie afin
d’évaluer leur efficacité dans la maladie du greffon contre I’hote (GVHD) (M.-G. Roncarolo
& Battaglia 2007).

Les Th3 ont été décrites pour la premiére fois dans un modéle d’induction de tolérance
orale a ’EAE chez la souris (Y Chen et al. 1994). Elles sont générées en présence d’IL-4,
d’IL-10 et de TGF-B. Leur fonction régulatrice est dépendante du TGF-f qu’elles produisent
(H L Weiner 2001). Elles ont la particularité d’induire la différenciation de lymphocytes T en
cellules Treg CD4"CD25 Foxp3™ (Carrier et al. 2007).

Outre les populations d’iTreg CD4", des populations d’iTreg CD8" ont aussi été mises
en évidence, dont les cellules CD8'CD28". Décrites chez I’homme, elles sont générées in

vitro par des stimulations répétées via des APC (Z. Liu et al. 1998). Leur fonction suppressive
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est spécifique de I’antigéne et dépend d’un contact cellulaire (John S Manavalan et al. 2004).
Elles ont la capacité d’empécher le rejet aigu dans un modéle de greffe de foie chez le rat (Y
Liu et al. 2007). Ces cellules ont été retrouvées chez des patients transplantés rénaux,
hépatiques ou cardiaques, ne présentant pas de signe de rejet (Raffaello Cortesini et al. 2002;
Adriana | Colovai et al. 2003). Une équipe de notre laboratoire a également mis en évidence
une population d’iTreg CD8" possédant un phénotype similaire aux cellules naturelles
CD8'CD45RC"" décrites par 1I’équipe de Saoudi. Cette population est capable d’inhiber le

rejet aigu dans un modele d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al. 2007).

Des cellules TCRxp"CD3"NK1.1°CD4°CD8", dites double négatives, ont également
été décrites comme possédant des propriétés suppressives. Leur fonction est dépendante de
I’IL-2 et de I’lIL-4 et nécessite un contact cellulaire (Z. X. Zhang et al. 2000). Découvertes
chez la souris puis décrites chez 1’homme, elles n’expriment pas la molécule CD28 mais
possedent des molécules d’activation telles que le CD25 et le CD69 (Z. X. Zhang et al. 2000;
Fischer et al. 2005). Elles sécrétent de I’'IFN-y et du TNF-a (W. Chen et al. 2003). Elles
permettent de prévenir le rejet de greffe (M Hill et al. 2011) et la GVHD (Kevin J Young et
al. 2003). Une récente étude a mis en évidence la capacité de ces Treg murines & acquérir, in
vivo, le complexe CMH/peptide antigénique via la trogocytose avec les APC qui portent le
complexe. Ce mécanisme confére a ces Treg la capacité a lyser les lymphocytes CD8"

specifiques de I’antigene (Ford Mclintyre et al. 2008).

Les cellules NKT sont des cellules exprimant a la fois le TCRxp et le marqueur de la
lignée NK, le NKRP1. Elles peuvent produire de I’'TL-4, de I’IFN-y, du TGF-f et de I’IL-10
suite a une activation via la reconnaissance d’un glycolipide étranger présenté par la molécule
CD1d. Les NKT ont été associées a des fonctions de régulation notamment dans le cadre du
diabete (Frey & T. D. Rao 1999) mais aussi en transplantation (K. I. Seino et al. 2001,
Higuchi et al. 2002). Chez la souris, elles sont impliquées dans la tolérance a I’allogreffe
cardiaque et sont capables d’inhiber la GVHD en favorisant la prolifération des Treg du
donneur de fagon dépendante de 1’1L-4 (Pillai et al. 2009).

1.3. Mécanismes de régulation des lymphocytes T régulateurs

Les cellules Treg, qu’elles soient induites ou naturelles, disposent de diverses
stratégies afin d’exercer leur activité suppressive. Différents mécanismes de régulation ont eté
décrits, dont I’utilisation de cytokines inhibitrices, la cytolyse, la perturbation métabolique

et/ou I’inhibition de la maturation ou de la fonction des DC (Figure 9). La diversité de ces
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mécanismes permet aux lymphocytes T régulateurs de cibler de nombreux types cellulaires.
Les Treg sont capables d’inhiber la réponse a médiation cellulaire en ciblant la prolifération et
la fonction de lymphocytes T CD4" et CD8" effecteurs. Elles inhibent également la réponse
humorale en s’attaquant a la commutation de classe des Ig et a la production des anticorps.
Enfin, les cellules T reégulatrices peuvent cibler la cytotoxicité des NK et des NKT, la
maturation et la fonction des DC ainsi que la fonction et la survie des neutrophiles et des
mastocytes (Rouse 2007; Ethan M Shevach 2009).

(a). La production de cytokines régulatrices

L’IL-10 et le TGF-B sont les deux principales cytokines suppressives utilisées par les
Treg pour exercer leur activité. Diverses études ont pu mettre en évidence 1’importance du
TGF-B dans le maintien de la tolérance. C’est notamment le cas dans un modele de diabete
chez la souris, dans lequel I’expression du récepteur au TGF-B par les lymphocytes T CD8"
est essentielle pour leur régulation par les Treg CD4"CD25" (E. A. Green et al. 2003). Dans
une autre étude realisée dans un modele de colite chez la souris, les cellules effectrices
insensibles au TGF-B échappent a la suppression par les Treg. Dans ce méme modeéle, les
cellules Treg CD4"CD25" déficientes pour le TGF-B sont capables d’inhiber la colite. En
revanche, cette suppression est levée lors de 1’ajout d’un anticorps anti-TGF-f (Fahlén et al.
2005). Ces résultats suggérent que la fonction des cellules Treg CD4"CD25" peut dépendre du
TGF-B produit par d’autres cellules. De plus, notre équipe a mis en évidence 1’importance de
cette cytokine dans la tolérance a 1’allogreffe cardiaque chez le rat. En effet, nous avons
montré que le transfert de la tolérance, via I’injection de cellules T régulatrices a un second
receveur syngénique, est dépendant du TGF-B. En effet, I’administration au receveur d’un
anticorps bloquant le TGF-B inhibe I’induction de la tolérance (Le Texier et al. 2012).
L utilisation du TGF-B soluble par les cellules T régulatrices CD4"CD25" a été remise en
cause par certaines études. En effet, Thornton et ses collégues ont montré que la fonction
suppressive des cellules Treg CD4"CD25" nécessite un contact cellulaire (A M Thornton & E
M Shevach 1998). En effet, I’expression d’une forme membranaire du TGF-B pourrait étre
responsable de la fonction suppressive des Treg (K. Nakamura et al. 2001).

La cytokine IL-10 a également été décrite comme étant importante dans la tolérance
immune. Son réle dans la régulation par les Treg a été mis en evidence dans différents
modeles murins d’autoimmunité, d’infection, de transplantation et d’inflammation (Shimon
Sakaguchi 2004). Par exemple, dans un modele de greffe chez la souris, I’injection

d’anticorps bloquant I’IL-10 entraine un rejet plus rapide de la greffe de peau allogénique
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dont le rejet est normalement inhibé par les cellules T régulatrices (Cherry | Kingsley et al.
2002). Dans une autre étude, Rubstov et ses collegues montrent que la délétion spécifique de
la production d’IL-10 par les Treg n’est pas associée a I’apparition de MAI systémiques mais
que I’IL-10 est tout de méme nécessaire a la tolérance locale des poumons et du colon
(Rubtsov et al. 2008). L’effet inhibiteur de I’IL-10 a notamment été attribué a son action sur
les cellules myéloides, dont elle diminue 1’expression des molécules de CMH de classe I, des
molécules de costimulation ainsi que la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires (K. W. Moore et al. 2001). Le r6le immunorégulateur de 1’IL-10 peut aussi
étre associé a la génération de cellules Trl ou de DC tolérogénes dépendantes de I’'TL-10, qui
sont elles-mémes des cellules régulatrices productrices d’IL-10 (Kryczek et al. 2006; Maria
Grazia Roncarolo et al. 2006).

Une nouvelle cytokine, 1’'IL-35, a récemment été décrite comme étant produite par les
cellules T régulatrices (Collison et al. 2007). L’IL-35 est constituée de la chaine EBI3
(analogue de la chaine 1L12p40) associée a la chaine 1L12p35. Chez la souris, Collison et ses
collégues ont mis en évidence la production d’IL-35 par les cellules Treg Foxp3®. L’IL-35
semble nécessaire a leur activité suppressive. De plus, I’expression ectopique de 1’IL-35 dans
des cellules T naives leur confére une activité suppressive. In vitro, 1’ajout d’IL-35
recombinante sur des cellules T effectrices est suffisant pour inhiber leur prolifération
(Collison et al. 2007). Une autre étude réalisée chez la souris montre que I’'IL-35 est
responsable de I’inhibition de la différenciation des lymphocytes Th1l7 et permet la
diminution de la sévérité de I’arthrite (Niedbala et al. 2007). Chez I’homme, la production
d’IL-35 par les Treg humaines reste controversée (Bardel et al. 2008), bien qu’une étude
récente montre que la sécrétion d’1L-35 par les Treg Foxp3* est importante pour leur fonction
de suppression et contribue a la conversion des cellules T régulées en iTreg productrices d’IL-
35 (Chaturvedi et al. 2011).

(b). La lyse cellulaire

Les cellules Treg sont aussi capables d’induire la cytolyse de leurs cibles. Différents
mécanismes ont été décrits comme faisant intervenir la voie Fas/FasL (T. Watanabe et al.
2002), la voie granzyme/perforine (Grossman, Verbsky, Barchet, et al. 2004; Grossman,
Verbsky, Tollefsen, et al. 2004) ou seulement la voie granzyme B associée a un contact
cellulaire (Gondek et al. 2005). Une autre voie a été rapportée comme jouant un réle dans la
fonction cytolytique des Treg. En effet, une étude chez la souris a montré une inhibition de la

survie d’allogreffe de peau par blocage de la voie TRAIL/DRS (Tumor necrosis factor-
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Related Apoptosis Inducing Ligand/Death Receptor 5) qui serait dépendante de la diminution
de I’activité suppressive et cytotoxique des Treg (X. Ren et al. 2007). La voie PD-1/PD-L1 a
également été decrite comme utilisée par les cellules Treg pour exercer leur fonction

suppressive, en induisant notamment 1’apoptose des LB autoréactifs (Gotot et al. 2012).

(c). La perturbation métabolique

La perturbation métabolique constitue une autre stratégie employée par les Treg afin
d’exercer leur fonction regulatrice. Cette méthode consiste a modifier 1’environnement
biochimique ou cytokinique extracellulaire ou parfois intracellulaire, le rendant délétére pour
les cellules cibles. Les cellules Treg, nécessitant la présence d’IL-2 pour survivre et étant
incapables d’en produire elles-mémes, consomment donc 1’IL-2 produite par les lymphocytes
T effecteurs. Pandiyan et ses collegues ont montré dans un modéle d’inflammation de
I’intestin chez la souris que ce phénomeéne entraine 1’appauvrissement de 1’environnement en
IL-2, déclenchant I’apoptose des cellules effectrices qui ont besoin d’IL-2 pour survivre
(Pandiyan et al. 2007). Certaines études ont aussi mis en avant I’implication de I’ATP
(adénosine triphosphate) dans la fonction des Treg. En effet, la présence de I’ATP dans
I’environnement extracellulaire a des effets pro-inflammatoires. Le relargage d’ATP est
observé lors de dommages tissulaires et de mort cellulaire, et entraine 1’activation des DC. Or,
I’ectoenzyme CD39, exprimée par les Treg chez la souris, permet la dégradation de I’ATP en
AMP (Adénosine Monophosphate) et donc diminue les effets pro-inflammatoires. Une étude
chez I’homme a notamment mis en évidence la diminution d’une population de Treg
Foxp3'CD39" chez des patients en phase de rechute de sclérose multiple (MS), suggérant
I’importance des Treg Foxp3"CD39" dans le controle des MAI chez ’homme (Borsellino et
al. 2007). La forme cyclique de I’AMP, I’AMPc, semble aussi impliquée dans 1’activité
suppressive des Treg. L’AMPc est connue pour son effet inhibiteur sur la prolifération, la
différenciation et la production d’IL-2 par les cellules T (Bodor et al. 2001). L’étude de Bopp
et ses collegues montre que les nTreg de souris sont capables d’induire une suppression par le
transfert d’AMPCc intracellulaire dans des lymphocytes T effecteurs, via des jonctions GAP

formées entre les deux types cellulaires (Bopp et al. 2007).

(d). La régulation des cellules dendritiques

En plus d’une action directe des Treg sur les cellules effectrices, les Treg peuvent
utiliser un mécanisme indirect de suppression, notamment par I’interaction avec les DC. Cette

interaction peut se faire via différentes molécules. La molécule CTLA-4 portée par les Treg
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interagit avec les molécules CD80 et CD86 présentes sur les DC et induit la diminution de
leur expression. Cette interaction entraine la diminution de la capacité des DC a induire la
prolifération des lymphocytes T effecteurs (Oderup et al. 2006). L’implication du CTLA-4 a
été mise en évidence par I’utilisation d’un anticorps bloquant cette molécule, avec pour
résultat la diminution de la suppression dépendante des DC (Oderup et al. 2006). De méme, le
contact Treg/DC dépendant des molécules CTLA-4, CD80 ou CD86 peut induire I’expression
d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les DC. IDO est une enzyme qui permet la
dégradation du tryptophane et entraine la production de métabolites pro-apototiques induisant
la suppression des lymphocytes T effecteurs (Fallarino et al. 2003). D’autres molécules
semblent aussi impliquées dans ’activité régulatrice des Treg dépendante des DC. C’est le cas
de la molécule LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) exprimée par les Treg, qui interagit
avec les molécules de CMH de classe Il et inhibe la maturation des DC, empéchant
I’activation des lymphocytes T (Liang et al. 2008). Par une autre stratégie, Nrp-1, exprimée
par les cellules Foxp3®, permet aussi aux Treg d’éviter I’activation des lymphocytes T. En
effet, elle prolonge le temps de contact des Treg et des DC empéchant les lymphocytes T
d’accéder aux DC (Sarris et al. 2008; Ethan M Shevach 2009). Les Treg sont également
capables de diminuer la capacité des DC a capter les antigenes via les récepteurs
endocytiques, lectines de type C «like» tels que CD206 et DC-SIGN, en diminuant leur
expression. Ils entrainent aussi I’expression du récepteur inhibiteur FcyRIIb limitant

I’activation des DC (Navarrete et al. 2011).
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Figure 9: Schéma représentant les quatre principaux mécanismes de suppression des Treg d’aprés
Workman et al.(Workman et al. 2009).

1.4. Les lymphocytes T régulateurs en transplantation

De la méme maniére que pour le maintien de la tolérance envers les antigenes non
pathogénes qui permet d’éviter les réponses auto-immunes, la balance entre les Treg et les
lymphocytes T effecteurs en transplantation va influencer le devenir du greffon vers le rejet
ou la tolérance. Chez un receveur d’allogreffe, la quantité de Treg n’est pas suffisante pour
contrer I’action des lymphocytes T alloréactifs et éviter le rejet de 1’allogreffe. L’objectif est
donc de faire pencher la balance au profit des Treg en diminuant la proportion de lymphocytes
T effecteurs ou en favorisant 1’expansion des Treg. De nombreux modeéles animaux ont mis
en évidence I’'importance des Treg dans 1’induction ou le maintien de la tolérance en
transplantation (P. A. Taylor et al. 2001; Hara et al. 2001; Alberto Sanchez-Fueyo et al. 2002;
E. Chiffoleau et al. 2002; Guillonneau et al. 2007). Chez I’homme, le r6le des Treg en
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transplantation n’est pas encore clairement établi, bien que I’é¢tude des patients dits
"opérationnellement tolérants” permette & présent de mieux les caractériser. Ces patients
tolérants possedent une fonction stable du greffon, bien qu’ils ne soient plus sous
immunosuppression suite a un arrét de traitement pour diverses raisons (non-observance ou
problémes d’effets secondaires au traitement). Certaines études suggérent que la présence de
Treg serait associée a la tolérance. En effet, I’équipe de Sanchez-Fueyo A. a mis en évidence
un plus grand nombre de cellules Tregs CD4"CD25FoxP3" dans le sang des patients tolérant
leur greffe de foie par rapport aux patients sous immunosuppression ou a des volontaires sains
(M Martinez-Llordella et al. 2007). Derniérement, lors de 1I’étude du profil de genes exprimés
par des patients transplantés rénaux opérationnellement tolérants, une équipe bresilienne a
montré que ces patients possedaient un profil d’expression de genes associés aux Treg tels
que Foxp3, le TGF-B et son récepteur (Moraes-Vieira et al. 2012). Une équipe de notre
laboratoire a quant a elle mis en évidence une diminution des lymphocytes T
CD25"CD4"Foxp3* chez les patients en rejet chronique par rapport aux patients tolérants ou a
des volontaires sains, suggérant que le maintien du nombre de Treg en périphérie est
important pour la tolérance (Louis et al. 2006; Cécile Braudeau et al. 2007). Bien qu’elle n’ait
pas mis en évidence de différence d’expression du TGF-f entre les patients tolérants et ceux
développant un rejet chronique, elle a montré que 27% des genes différentiellement exprimés
entre ces deux groupes de patients étaient régulés par cette cytokine (Sophie Brouard et al.
2007).

Bien qu’il soit admis que les Treg jouent un réle important dans la tolérance, il semble
que la détection d’une augmentation de Treg ne soit pas toujours un marqueur d’une
prédisposition & la tolérance chez I’homme. En effet, certaines études montrent une
augmentation des marqueurs de Treg tel que le Foxp3 associée au rejet. En transplantation
rénale, ’expression de Foxp3 dans les urines des patients corréle avec le rejet du greffon (B
Li et al. 2001; Muthukumar et al. 2005). Des résultats similaires ont été obtenus en
transplantation pulmonaire et cardiaque. Une augmentation du nombre de cellules Foxp3™ a
été mise en évidence dans les lavages broncho-alvéolaires de patients en rejet aigu par rapport
a des patients sans rejet (Neujahr et al. 2009). De méme, 1’expression de FOxp3 est augmentee
dans des biopsies cardiaques de patients avec un grade de rejet élevé par rapport a des patients
sans rejet ou avec un stade moins avancé de rejet (Baan et al. 2009). Ces résultats suggerent
une augmentation de I’infiltration des greffons par les Treg, probablement dans le but de

limiter I’inflammation et la réponse immune contre le greffon.
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Bien que les résultats obtenus en transplantation chez I’homme ne soient pas aussi
clairs que ceux obtenus chez le rongeur, le role des Treg dans la régulation de la réponse
immunitaire est quant a lui évident. C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser des stratégies

thérapeutiques qui favorisent cette population cellulaire chez les patients transplantés.

2. Les DC tolérogenes

Comme j’ai pu 1’évoquer précédemment, les DC sont elles aussi impliquées dans les
mécanismes de tolérance. L’ importance des DC dans la tolérance périphérique a notamment
été soulignée par I’é¢tude de Darrasse-Jeze G et ses collégues. Ils ont montré que la déplétion
des DC chez la souris entraine une diminution du nombre de Treg CD4"CD25"Foxp3",
corrélée a une augmentation de lymphocytes T producteurs d’IL-17 et d’IFN-y, et une
augmentation du risque de MAI (Darrasse-Jéze et al. 2009).

2.1. Les DC immatures

Les propriétes régulatrices ou tolérogenes des DC ont classiquement été associées aux
cellules immatures. En effet, ces cellules exprimant faiblement les molécules de co-
stimulation et ne produisant que trés peu ou pas d’IL-12p70 (Banchereau & R M Steinman
1998), elles ne sont pas aptes a activer une réponse immunitaire effectrice. Par ailleurs, elles
possedent de fortes propriétés endocytiques et phagocytiques (Buckwalter & M. L. Albert
2009). Elles captent les antigenes du "soi" et migrent dans les OLS pour présenter ces
antigenes aux lymphocytes T autoréactifs et induire leur délétion ou leur anergie (Ralph M
Steinman et al. 2003). De nombreuses études ont associé le potentiel régulateur des DC aux
cellules immatures. Chez I’homme, I’injection de DC immatures dérivées de monocytes
pulsées avec un peptide du virus influenza et injectées en sous-cutanée chez des volontaires,
permet la génération de cellules Treg CD8" spécifiques de 1’antigéne et productrices d’IL-10
(M V Dhodapkar et al. 2001; Madhav V Dhodapkar & Ralph M Steinman 2002).
Nussenzweig et Steinman ont montré que ’apport d’un antigéne a des DC en ciblant le
récepteur d’endocytose DEC-205 et en condition non inflammatoire, induit la prolifération
des cellules T spécifiques de I’antigéne puis leur délétion. Au contraire, lorsque la méme
expérience est réalisée avec des DC activées via le CDA40, les cellules T vont alors proliférer,
produire de I’'IL-2 et de I’'IFN-y, et exercer des fonctions effectrices (Bonifaz et al. 2002).
Outre leur capacité a inhiber les lymphocytes T, les DC semblent aussi capables d’inhiber la
réponse humorale. Des DC dérivées de la moelle osseuse (BMDC) immatures ainsi que des

DC provenant de poumons de souris peuvent fortement inhiber la production d’IgE par des
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LB activés via le CD40 et I’'IL-4 (Obayashi et al. 2007). 1l semble donc évident que les DC
immatures peuvent présenter des propriétés tolérogénes notamment en raison de 1’absence de

signaux de costimulation qu’elles fournissent.

2.2. Les DC matures

Le potentiel tolérogéne des DC ne peut pas étre exclusivement attribué aux cellules
immatures. En effet, il a ét¢ démontré que la maturation et I’expression de molécule de
stimulation pouvaient étre nécessaires a I’induction de tolérance. L’équipe de Lutz a montré
que des DC stimulées avec du TNF-« expriment fortement le CMH de classe Il et les
molécules de costimulation, mais qu’elles produisent peu de cytokines pro-inflammatoires.
Ces cellules sont capables d’induire une protection contre I’EAE chez la souris (Menges et al.
2002). Le concept de cellules semi-matures a donc été propose, correspondant a un état de
maturation intermédiaire de DC capables d’induire la tolérance. D’autre part, les DC matures
sont aussi capables d’exercer des fonctions de régulation. Elle peuvent induire une tolérance
en stimulant la prolifération de cellules Treg naturelles (Sayuri Yamazaki et al. 2003). Les DC
CD11¢*CD103", qui présentent un phénotype mature (CD80, CD86, CMHII), participent au
maintien de la tolérance intestinale en induisant des Treg Foxp3®. L’induction de ces Treg
dépend de la présence de TGF-pB et de la production par les DC de I’acide rétinoique. Ces
deux facteurs permettent 1’induction de I’expression de Foxp3 par les cellules T (Coombes et
al. 2007; C.-M. Sun et al. 2007; Xiao et al. 2008).

L’ensemble des données sur les DC possédant des propriétés tolérogenes montre que
finalement, 1’état de maturation des DC basé sur leur phénotype ne permet pas de distinguer
les DC tolérogenes des autres DC. Actuellement, seule leur fonction permet de les distinguer.
Ainsi, il semble donc plus pertinent de définir 1’état de maturation d’'une DC d’un point de
vue fonctionnel plut6t que phénotypique (Caetano Reis e Sousa 2006).

2.3. Induction de DC tolérogénes

Comme je I’ai décrit précédemment, les cellules Treg sont capables de conférer aux
DC des propriétés tolérogenes, notamment grace a 1’expression de la molécule CTLA-4. En
effet, elles peuvent modifier I’expression de molécules de maturation sur les DC ou induire
I’expression de molécules tolérogenes (IDO, ILT3, ILT4) et ainsi modifier leur fonction. Sous
’action de cellules Treg CD8'CD28, I’expression des molécules de costimulation des DC va
étre diminuée, alors que I’expression des récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4

(Immunoglobulin Like Transcript) sera augmentée (C. C. Chang et al. 2002). Les DC
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exprimant fortement ces deux récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 entrainent 1’anergie des
cellules T effectrices, les convertissant en Treg spécifiques de I’antigéne (John S Manavalan
et al. 2004).

Certains facteurs solubles sont également capables d’induire des DC aux propriétés
tolérogenes comme I’TL-10 et le TNF-«. La présence de ces cytokines permet de générer des
DC CD11c°CD45RB"* capables d’induire la différenciation de cellules T naives en cellules
régulatrices Trl productrices d’IL-10 (Wakkach et al. 2003). D’autres facteurs solubles
comme le TGF-B, la vitamine D3 ou les corticostéroides sont aussi utilisés pour induire in
vitro des DC tolérogénes (O'Neill et al. 2004). Récemment, il a été montré que la galectine-1
est également capable de conférer aux DC des fonctions tolérogenes. En effet, les auteurs ont
observé que les DC générées en présence de galectine-1, en faible concentration, sont
capables d’inhiber I’activation des cellules T et la neuroinflammation auto-immune, de facon
dépendante de I’TL-10. Les propriétés tolérogenes de ces DC dépendent de la production de la
cytokine IL-27 induite par la galectine-1 (llarregui et al. 2009). L’IL-27 est une cytokine
régulatrice récemment décrite, composée des chaines 1L27p28 et EBI3 (Epstein-Barr virus
induced gene 3), produite par les APC activées et notamment par les DC (Pflanz et al. 2002;
Awasthi et al. 2007). L’IL-27 posséde un role régulateur de 1’inflammation. En effet, elle
inhibe les cellules T effectrices Thl, Th2 et plus particulierement les cellules Th17 (Batten et
al. 2006). Lors d’une infection, les souris déficientes pour le récepteur a I’'IL-27 meurent suite
a une inflammation sévére des tissus associée a une réponse exagérée des cellules T (Villarino
et al. 2003). L’IL-27 permet de contrbler la réponse auto-immune dans des modeles murins
d’EAE et d’arthrite (Batten et al. 2006; Pickens et al. 2011). La fonction régulatrice de 1’'1L-27
est attribuée a sa capacité a induire la différenciation de cellules régulatrices productrices
d’IL-10, les Trl (Fitzgerald et al. 2007; Stumhofer et al. 2007; Apetoh et al. 2010).
Karakhanova et ses collegues ont mis en évidence que 1’IL-27 agit également sur les DC en
induisant 1’expression de la molécule régulatrice B7-H1, également appélée PD-L1
(Programmed Death-1 Ligand), et inhibent les capacités stimulatrices de DC (Karakhanova et
al. 2011). Enfin, notre équipe a observé la sur-expression de I’IL-27 dans un modele de
tolérance a I’allogreffe cardiaque de rat et nous avons montré que 1’IL-27 semble impliquée
dans cette tolérance. En effet, 1’injection d’un AAV (adeno-associated virus) codant pour
I’IL-27, associé a un court traitement immunosupresseur, permet la prolongation de survie

d’allogreffes cardiaques chez le rat (Le Texier et al. 2012).
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2.4. Molécules associées aux DC tolérogénes

Bien qu’il n’existe pas de marqueur spécifique pour caractériser les DC dites
tolérogénes, il semble pourtant que I’expression de certaines molécules soit associée aux
propriétés régulatrices de ces cellules. Nous pouvons citer les récepteurs ILT3 et ILT4
évoqués précédemment ou encore 1’enzyme héme-oxygénase-1 (HO-1). En effet, cette
enzyme, responsable du catabolisme de I’héme, a largement été associée a des fonctions de
régulation de la réponse immune (Simon et al. 2011). Par exemple, les DC exprimant HO-1
sont capables d’inhiber la réponse T in vitro et in vivo de fagon dépendante de cette enzyme
(A Moreau et al. 2009).

Comme mentionné précédemment, I’expression des molécules PD-L1 et PD-L2 par
les DC a aussi été associée a des capacités tolérogénes. En effet, 1’interaction de ces
molécules avec leur récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T induit un signal inhibiteur
a celles-ci. Le blocage de cette interaction induit un diabéte auto-immun chez la souris (Fife et
al. 2009).

L’expression d’IDO par les DC leur confére des propriétés tolérogenes (Fallarino et
al. 2003). Une population de DC IDO'CD19*, mise en évidence dans la rate chez la souris,
possede des propriétés régulatrices lorsqu’elle est stimulée (Mellor et al. 2003). Des travaux
réalisés dans notre unité ont mis en évidence le r6le de ’enzyme IDO dans I’induction de la
maturation des DC qui induisent I’expansion de Treg CD4*CD25™" (Marcelo Hill, Tanguy-
Royer, et al. 2007). De plus, ils ont montré que 1’induction de la tolérance a 1’allogreffe
cardiaque de rat via la molécule CTLA4-Ig est dépendante d’IDO et de NO (oxyde nitrique)
(Marcelo Hill, Zagani, et al. 2007).

2.5. DC tolérogénes en transplantation

En transplantation, différents modéles animaux ont permis de mettre en évidence le
potentiel tolérogene des DC. L’équipe de Thomson a montré la capacité des BMDC
immatures du donneur a prolonger la survie d’allogreffe cardiaque chez la souris, lorsqu’elles
sont injectées 7 jours avant la greffe (Fu et al. 1996; L Lu et al. 1997). De méme, des DC
immatures genérées avec des faibles doses de GM-CSF, résistantes a la maturation, ont donné
des résultats similaires chez la souris (M B Lutz et al. 2000) et le rat (DePaz et al. 2003).
L’injection de DC du donneur au receveur permet également d’éviter le rejet d’allogreffe de
peau (Roelen et al. 2003) et protege du developpement de la GVHD (Katsuaki Sato et al.
2003). Enfin, notre équipe a montré que des BMDC issues du receveur, injectées la veille de
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la greffe et associées a un court traitement immunosuppresseur en dose sous optimale, sont
capables d’induire la tolérance a long terme chez le rat (M Hill et al. 2011).

Les pDC possédent également un potentiel tolérogéne. Dans un modéle d’allogreffe
cardiaque de souris, les pDC captent les alloantigénes de la greffe et migrent dans les
ganglions ou elles générent des Treg CD4"CD25"Foxp3* (Ochando et al. 2006) et permettent
d’induire la tolérance. Chez I’homme, la forte expression de PDL-1 et de CD86 par les pDC,
corréle avec une accumulation de Treg CD4*CD25"Foxp3* dans le sang de patients tolérant
leur greffe de foie (Tokita et al. 2008).

Les études réalisees chez I’animal montrent le potentiel thérapeutique des DC
tolérogenes. Des études cliniques de thérapie cellulaire utilisant des DC ont déja été réalisées
dans le cas de traitement contre le cancer. Cependant, ces études utilisaient la capacité
immunogéne des DC pour tenter d’induire une réponse effectrice et non régulatrice. En
transplantation, la thérapie cellulaire utilisant les DC tolérogénes pour induire la tolérance n’a
pas encore été testée chez I’homme. Le risque majeur de cette stratégie serait d’induire une
immunogénicité envers les alloantigénes. En effet, les DC tolérogénes injectées dans un
contexte inflammatoire pourraient étre modifiées et induirent une réponse immunitaire contre
les alloantigénes au lieu d’induire une tolérance. Pour pallier ce risque, il est proposé
d’associer a I’injection de DC des traitements tels que des molécules bloquant la
costimulation, afin que la présentation des antigenes aux cellules T se fasse dans un contexte

tolérogeéne.

3. Les lymphocytes B régulateurs
3.1. Généralites

Les LB sont principalement connus pour leur capacité a induire positivement la
réponse immunitaire a travers leur propriété d’APC et leur capacité unique a produire et
sécréter des anticorps. Ils jouent un role important dans 1’¢limination de pathogenes
extracellulaires et sont largement décrits pour leur implication dans des pathologies telles que
les MAI via la production d’auto-anticorps, dans les allergies par la sécrétion d’IgE ou encore
en transplantation via la génération d’anticorps anti-donneurs. Cependant ces dix dernieres
annees, de nombreuses études ont rapporté un réle régulateur des LB démontrant 1’existence
de LB régulateurs, les Breg (Vitale et al. 2010). Dés la fin des années 1960, il a été suggéré
pour la premiere fois 1’existence d’une population de cellules productrices d’anticorps
capables d’exercer un effet régulateur. En 1968, Alan Morris et Goran Moller ont mis en
évidence la résistance a I’immunisation par le SRBC (Sheep red blood cells), des animaux
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injectés avec des splénocytes producteurs d’anticorps (A. Morris & Mdéller 1968). Par la
suite, Katz, Parker et Turk ont décrit I’effet suppressif des LB en démontrant que la déplétion
des LB, dans une préparation de splénocytes, inhibait le role régulateur de cette préparation
sur la DTH (Delayed-type hypersensitivity) chez le cobaye (Katz et al. 1974). Dans les années
1990, I’équipe de Janeway a confirmé 1’existence d’une fonction régulatrice portée par les
cellules B, en utilisant un mod¢le d’EAE de souris déficientes en LB (souris uMT) (S. D.
Wolf et al. 1996). Cette étude montre que 1’induction d’EAE dans ce modele ne nécessite pas
la présence de LB, mais que ceux-ci sont nécessaires a la diminution de la sévérité et a la
guerison de la maladie. Les fonctions régulatrices de ces cellules ont par la suite été attribuées
a des LB producteurs d’IL-10, appelés ensuite cellules B10. En 2002, des expériences de
transfert réalisées par Fillatreau et ses collegues montrent que les LB wild type (WT), a la
différence des LB IL-10", sont capables de normaliser I’EAE chez des souris uMT (Fillatreau
et al. 2002). Plusieurs études réalisées dans des modeles animaux ont eégalement mis en
évidence I’importance de la fonction régulatrice des B10 dans les MAI, comme les coliques
chroniques, les maladies inflammatoires intestinales (IBD) (A Mizoguchi et al. 1997; Atsushi
Mizoguchi et al. 2002) ou I’hypersensibilité de contact (CHS) (R. Watanabe et al. 2007). Les
B10 régulent le diabete chez des souris NOD (Non-Obese Diabetic), dans lesquelles les LB
sont également décrits comme impliqués dans 1’induction de la maladie (Xiu et al. 2008).
Dans un modéle d’arthrite induite par le collagéne (CIA), la déplétion des LB réduit la
sévérité de la maladie (YYanaba et al. 2007) alors que I’injection de cellules B arthritogéniques
activées avec un anticorps anti-CD40 diminue 1’incidence et la sévérité de la maladie via la
production d’TL-10 (Mauri et al. 2003). L’existence de LB régulateurs chez I’homme a été
suggeérée par différentes équipes. Duddy et ses collégues ont observé une diminution des LB
producteurs d’IL-10 chez des patients atteints de sclérose multiple (MS) (Duddy et al. 2007).
L’équipe de C. Mauri a mis en évidence une diminution de la capacité d’une population de
LB a produire de I’IL-10 et a exercer des fonctions suppressives chez des patients atteints
d’un lupus systémique érythémateux (SLE) (Blair et al. 2010). L’action des Breg ne semble
pas se limiter aux MAI. Les Breg peuvent également étre impliqués dans I’induction de
tolérance périphérique en tolérisant des cellules T CD8" autoréactives (Werner-Klein et al.
2007) ou dans I’immunosuppression induite lors d’infection par des helminthes (N. E.
Mangan et al. 2004; Hussaarts et al. 2011). Ils sont également impliqués dans I’inhibition de
la réponse anti-tumorale (Inoue et al. 2006; Yu Zhang et al. 2012) et dans la protection du

cerveau contre les dommages induits par une ischémie (Yingxin Chen et al. 2012).
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3.2. Identification des populations de lymphocytes B régulateurs

Actuellement, il n’existe pas de marqueurs spécifiques des Breg. La production d’IL-
10 par les cellules CD19" (marqueur des LB) a donc été trés utilisée pour caractériser ces
cellules. Les recherches réalisées par différents groupes suggérent qu’il existe diverses
populations de Breg. Cependant, certaines molécules telles que le CD1d ou le CD5 semblent
communes a des populations de Breg identifiées par différentes equipes de recherche.

Le groupe de Bhan a associé I’expression de la molécule CD1d aux Breg péritonéaux
producteurs d’IL-10 (Atsushi Mizoguchi et al. 2002). Ce méme marqueur a été retrouvé par
I’équipe de C. Mauri qui a mis en évidence une population de LB
CD1d""CD21""CD23 IgM*AA4.1™. Ces cellules présentent un phénotype de cellules
immatures, de type précurseur de cellules transitionnelles de la zone marginale (T2-MZP) de
la rate. Ces Breg sont capables de diminuer 1’arthrite via la prodution d’IL-10 dans un modeéle
murin (Evans et al. 2007).

La molécule CD5 a également été associée aux Breg producteurs d’IL-10. L’équipe de
T. Tedders a identifié une population de LB producteurs d’IL-10, CD19*CD1d"CD5", qui
représente 1-2% et 7-8% des cellules CD45R™ (B220) respectivement dans la rate et la cavité
péritonéale de souris. Ces Breg sont impliqués dans la régulation de I’inflammation induite
par des cellules T (Yanaba et al. 2008) ainsi que dans I’EAE chez la souris (Matsushita et al.
2008).

Chez I’homme, le groupe de C.Mauri a mis en évidence une population de Breg de
type transitionnel qui expriment majoritairement les molécules CD1d et CD5 et sont
CD19*CD38"CD24". Ces Breg prélevés sur des volontaires sains produisent de I’'IL-10 suite
a une stimulation via le CD40, alors que cette méme population prélevée sur des patients avec
un SLE est réfractaire a cette stimulation et produit moins d’IL-10 (Blair et al. 2010). Une
autre population de Breg a également été identifiée chez ’homme. Elle posséde un phénotype
mémoire CD19"CD24"CD27" et est présente en faible proportion dans le sang de patients
sains. Suite & une stimulation avec du CpG ou du LPS, ces cellules produisent de 1’TL-10 et
régulent la production de TNF-« par les monocytes (lwata et al. 2011). Derniérement, Kessel
et ses collégues ont également identifié dans le sang de volontaires sains une population de
Breg de type mémoire CD27"CD25"CD86™CD1d" IL-10"TGF-B" qui posséde des
propriétés suppressives in vitro (Kessel et al. 2012). Enfin, le facteur de transcription Foxp3”,
classiqguement associé aux cellules Treg, semble également exprimé par certaines populations

de Breg. Une population de cellules CD19"CD5"Foxp3™ a récemment été identifiée et pourrait
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étre impliquée dans le maintien de la tolérance. En effet, ces cellules semblent faire défaut
lors d’allergies alimentaires (J. Noh et al. 2010; J. Noh et al. 2012; J. Noh & G. Noh 2012).
Les marqueurs ou les groupes de marqueurs associés aux Breg ne sont pas restreints a
ces cellules et ne permettent donc pas de les identifier de fagon formelle. Des études
fonctionnelles in vivo ou in vitro sont actuellement indispensables pour pouvoir qualifier une

population de "Breg".

3.3. Mécanismes de régulation des lymphocytes B régulateurs

Les études réalisées ces derniéres années ont donc mis en évidence 1’existence de
populations lymphocytaires B capables de réguler la réponse immune. Les mécanismes
utilisés par ces Breg sont encore peu décrits, mais la littérature commence a voir émerger
quelques études sur les Breg rapportant certains mécanismes régulateurs assez similaires a

ceux utilisés par les populations de Treg (Figure 10).

(a). La sécrétion de facteurs solubles

Les populations de Breg ont surtout été caractérisées par leur production d’IL-10.
Cette cytokine est largement décrite pour ses propriétés immuno-régulatrices (Shimon
Sakaguchi 2004) et semble également responsable des propriétés régulatrices de certaines
populations de Breg. En effet, Fillatreau et ses collegues ont montré que le transfert de LB
spléniques stimulés, prélevés chez des souris guéries de ’EAE, ne sont plus capables de
diminuer la sévérité de la maladie lorsque les LB ne produisent pas d’IL-10 (IL-107).
L’activation des Breg via leur BCR, le CD40 ou les TLR est souvent nécessaire a la
production de I’'IL-10 qui leur permet d’exercer leur fonction régulatrice (Fillatreau et al.
2002; Mauri et al. 2003; Blair et al. 2010; Iwata et al. 2011). Mizoguchi et ses collégues ont
également montré I’importance de la molécule CD1d pour la production d’IL-10 et pour la
fonction régulatrice des Breg (Atsushi Mizoguchi et al. 2002). De méme, il semble que
I’expression de TIM-1 (T-cell Ig mucin 1) par les Breg soit importante pour la sécrétion d’IL-
10 et pour le maintien de la tolérance (Xiao et al. 2012). Certaines études suggérent que I’IL-
10 sécrétée par les Breg peut agir en inhibant la différenciation et la prolifération des
lymphocytes T effecteurs Thl, Th2 et Th17 (Evans et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011; N. A.
Carter et al. 2012) ou en inhibant la sécrétion de cytokines par les DC (Moulin et al. 2000).
Les Breg ont également été décrits comme étant capables d’induire 1’anergie des cellules T
CD8" via I’expression du TGF-B membranaire (Parekh et al. 2003). Ils peuvent également

inhiber le diabéte en induisant 1’apoptose des cellules Thl et I’inhibition de la fonction des
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APC via la sécrétion de TGF- B (J. Tian et al. 2001). 1l semble également que les LB puissent
entrainer I’apoptose des cellules T via la sécrétion de la galectine-1 (Zufiiga et al. 2001).

(b). Le contact cellulaire

Certaines études suggérent un réle régulateur des LB par contact cellulaire, notamment
en induisant 1’apoptose des cellules via I’expression de la molécule FasL. En effet, les cellules
B de souris déficientes pour FasL ne sont plus capables d’induire la tolérance dans un
contexte de greffe de peau (Minagawa et al. 2004). De plus, une population de LB CD5"
exprimant FasL a été décrite comme entrainant 1’apoptose des cellules effectrices CD4" et
pourrait étre impliquée dans 1’échappement des parasites a la réponse immunitaire (Lundy
2009). Les LB présentent aussi des propriétés anergisantes et pro-apoptotiques des cellules T
par contact cellulaire, indépendamment de la voie Fas/FasL (Tretter et al. 2008). Morva et ses
collégues ont également décrit chez ’homme des LB capables d’inhiber la maturation et la
fonction des DC, et ce de fagon dépendante d’un contact cellulaire (Morva et al. 2012).

Les Breg sont aussi impliqués dans la différenciation et la prolifération de cellules
Treg (P. Reichardt et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011). Par exemple, 1’équipe de C.Mauri a
mis en évidence, dans un modeéle murin d’arthrite, une diminution de la quantité de cellules
Treg corrélée a une augmentation de la sevérite de la maladie lorsque les LB ne sont plus
capables de produire de I’IL-10 (N. A. Carter et al. 2011). De plus, dans un modele de lupus
chez la souris, la production d’IL-10 par les LB est décrite comme nécessaire au maintien de
I’expression du facteur de transcription Foxp3™ par les cellules Treg CD4"CD25", ainsi qu’a
la diminution de I’inflammation (Scapini et al. 2011). Suite & une stimulation du TLR2, les
LB induisent également la différenciation des cellules régulatrices de type Trl (Sayi et al.
2011). L’action des cellules B sur les Treg peut dépendre d’un contact cellulaire. En effet,
Reichardt et ses collégues ont notamment montré que des LB naifs, chargés avec un antigéne,
permettent I’induction de Treg in vitro a partir des cellules T naives spécifiques de cet
antigene et ce, de facon dépendante de la formation d’une synapse immunologique entre ces
deux types cellulaires (P. Reichardt et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011). De plus, certaines
molécules telles que les molécules de costimulation CD40 (Tu et al. 2008) et B7, les
molécules du CMH classique, ou encore la molécule CD1d exprimée par les Breg semblent
importantes pour 1’action de ces cellules sur les Treg. En effet, dans un mod¢le murin d’EAE,
I’équipe de BN. Dittel a mis en évidence I’importance de 1’expression de B7 par les LB dans
Iinfiltration du systéme nerveux central par des Treg Foxp3™ et dans la régulation de la

maladie (Mann et al. 2007). Ashour et ses collegues ont également montré, dans un contexte

57



INTRODUCTION - C. La Tolérance

de tolérance périphérique oculaire, I’implication de cellules B présentant 1’antigéne sur les
CMH de classe | et Il dans I’induction de cellules Treg CD8" et CD4" (Ashour & Niederkorn
2006).

Dans différents modeles de MAI, I’expression par les Breg de la molécule CDI1d,
nécessaire a la présentation de glycolipides et phospholipides aux cellules NKT, semble étre
importante pour I’induction d’une tolérance immune dépendante des cellules régulatrices
NKT (Sonoda & Stein-Streilein 2002; B. Wei et al. 2005).

Derniérement, la molécule GITRL a également été mise en évidence comme étant
impliquée dans la fonction régulatrice des Breg. En effet, chez les souris déficientes en LB,
’équipe de Dittel observe une diminution du nombre de cellules Treg CD4 Foxp3™ qui est

restauré via le transfert de LB exprimant la molécule GITRL (Ray et al. 2012).

(). Les anticorps protecteurs

Bien que la production d’anticorps par les LB ait été largement associée a 1’induction
de la réponse immune, il semble que les LB puissent exercer des fonctions régulatrices via la
production de ces anticorps. Ces fonctions régulatrices seraient dépendantes de 1’interaction
des anticorps avec les récepteurs FcyR présents notamment sur les DC et les macrophages
(Jankovic et al. 1998; Bayry et al. 2005). En effet, chez les souris uMT déficientes en LB,
Moulin et ses collegues observent une augmentation de la production d’IL-12 par les DC,
ainsi qu’une diminution de leur capacité a induire la différenciation de type Th2 (Moulin et al.
2000). L’étude d’un modele d’infection par des parasites chez des souris uMT suggere que le
role régulateur des LB dépend du récepteur FcyR (Jankovic et al. 1998). D’autre part, il est
décrit que les modifications des groupements glycanes portés par la partie Fc des anticorps
semblent importantes pour leur fixation a ces récepteurs. En effet, la sialylation des anticorps
augmente leur pouvoir anti-inflammatoire (Kaneko et al. 2006). Une étude chez la souris
montre que la sialylation des anticorps diminue leur fixation au récepteur FcyR classique et
augmente leur affinité pour le récepteur SIGN-R1 (homologue de DC-SIGN humaine)
(Anthony, Wermeling, et al. 2008). Ce phénomene semble favoriser 1’expression du récepteur
inhibiteur FcyRIIb par les macrophages, diminuant ainsi leur capacité pro-inflammatoire
(Bruhns et al. 2003). Récemment, Karsten et ses collegues ont mis en évidence que les 1gG1
fortement galactosylées, via leur fixation sur le récepteur FcyRIIb, favorisent 1’association de
celui-ci a la molécule Dectin-1, ce qui induit une inhibition de 1’activité pro-inflammatoire du
composant C5a du complément (Karsten et al. 2012). Il a également été montré qu’une

immunisation répétée par un antigéne augmente la fucosylation des anticorps (Gornik et al.
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1999), entrainant une diminution du phénoméne d’ADCC (Scallon et al. 2007). Enfin,
I’existence d’anticorps anti-idiotypes (partie de I’anticorps qui reconnait 1’antigéne) dirigés
contre les autoanticorps, semble jouer un réle important dans le maintien de la tolérance en
neutralisant les autoanticorps et en inhibant leur sécrétion via la fixation au récepteur FcyRIIb
(Hampe 2012). En effet, ce récepteur exprimé notamment par les macrophages, les DC et les
LB, transmet un signal inhibiteur a la cellule aprés I’interaction avec les complexes immuns.
Il est impliqué dans la régulation de I’activation des LB en inhibant le signal activateur
transduit par le BCR. Il régule négativement la maturation des LB et la survie des
plasmocytes en induisant un signal pro-apoptotique a la cellule (Nimmerjahn & Jeffrey V
Ravetch 2008).
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Figure 10: Schéma synthétisant les mécanismes de régulation des Breg a partir de Mizoguchi et al.
(Atsushi Mizoguchi & Atul K Bhan 2006).

3.4. Induction de lymphocytes B régulateurs

L’ensemble des études réalisées chez la souris et chez ’homme montrent que les Breg
semblent naturellement présents en faible quantité et que leur nombre augmente en cas
d’inflammation, comme lors de MAI (lwata et al. 2011). Diverses études montrent que ces
cellules nécessitent une stimulation via le BCR, le CD40 ou le TLR pour exercer leur

fonction. Les mécanismes d’induction des Breg sont trés peu décrits. L’étude de Qian et ses
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collegues montrent que les DC, via le CD40L et la cytokine IFN-pB, seraient impliquées dans
la différenciation de Breg exprimant le récepteur inhibiteur FcyRIIb (L. Qian et al. 2012). De
facon intéressante, lors d’une étude clinique de phase I, I’injection de DC autologues
tolérogénes chez des patients diabétiques entraine une augmentation de cellules B qui
possedent des fonctions suppressives démontrées in vitro lors de réactions mixtes
lymphocytaires (MLR) (Giannoukakis & Trucco 2012). Les résultats de cette étude appuient
I’hypoth¢se que les DC pourraient étre impliquées dans I’induction de Breg. D’autre part, il
semble que la présence de TNF-o favorise la génération de Breg, comme le suggére 1’étude
de Schioppa et ses collegues. En effet, a la différence des LB de souris présentant un
carcinome, le transfert de LB prélevés chez des souris deficientes pour le TNF-ox n’est plus
capable de favoriser I’expansion de tumeur (Schioppa et al. 2011).

Le rble suppresseur des Breg a été rapporté par différentes études qui mettent en
évidence le fort potentiel thérapeutique de ces cellules. En effet, la génération et 1’expansion
de Breg, afin de les injecter aux patients atteints de MAI ou transplantés, pourraient permettre
de réguler la réponse immune. Certaines études ont montré qu’il était possible de générer des
Breg ex vivo. En 2008, Rafei et ses collegues ont mis en évidence la possibilité d’induire des
Breg producteurs d’IL-10 & partir de cellules spléniques ou de LB purifiés de souris naives,
traités avec du GIFT15 (molécule de fusion qui associe I’IL-15 et le GM-CSF). Ces GIFT15-
Breg capables de supprimer I’EAE expriment des marqueurs (CD21, CD23, CD24, CD1d,
IgD, IgM) communs aux cellules Breg T2-MZP. Une autre étude a également mis en évidence
la possibilité de générer des cellules Breg a partir de splénocytes de souris naives en les
traitant pendant trois jours avec un anticorps anti-CD40. L’injection de ces Breg a une souris
receveuse autologue le lendemain de la greffe permet d’inhiber le rejet chronique d’allogreffe
cardiaque via la production d’IL-10 (Mallik et al. résultats non publiés, TTS Berlin 2012).
L’utilisation de cellules Breg en thérapie cellulaire semble représenter une nouvelle approche

prometteuse afin de réguler la réponse immunitaire dans différentes pathologies.

3.5. Les lymphocytes B régulateurs et la tolérance en transplantation

En transplantation, les LB ont majoritairement été décrits comme producteurs
d’anticorps anti-donneur et donc comme étant délétéres pour la survie du greffon. Néanmoins,
a DI’image des cellules T qui possedent un double rdle effecteur et régulateur en
transplantation, les cellules B semblent également participer a ces deux aspects de la réponse

immune en transplantation.
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(a). Des lymphocytes B nécessaires a l’induction de la tolérance

Le potentiel régulateur des LB a notamment été¢ révélé par 1’étude de Deng et ses
collegues dans un modele de tolérance a I’allogreffe cardiaque chez la souris, induite par un
anticorps anti-CD45RB. En effet, I’absence de LB chez la souris receveuse (uMT) dans ce
modele entraine le rejet rapide du greffon, mettant en évidence la nécessité des LB dans
I’induction de tolérance (Shaoping Deng et al. 2007). L’équipe de M.Sykes a également mis
en évidence I’importance de la présence de LB du donneur dans la tolérance induite par la
création d’un chimérisme chez la souris (Fehr et al. 2008). De plus, il semble que la tolérance
puisse étre induite en stimulant directement les LB. En effet, I’administration d’un anticorps
de faible affinité dirigé contre la molécule TIM-1, majoritairement exprimeée par les cellules
B, induit la tolérance a I’allogreffe d’flots pancréatiques. Les LB TIM-1" de ces animaux
tolérants sont capables de transférer la tolérance via la production d’IL-10, a un second animal
non traité (Q. Ding et al. 2011; K. M. Lee et al. 2012).

(b). Des anticorps protecteurs

La présence de DSA est classiquement associée a une attaque du greffon par le
systeme immunitaire. Cependant, dans certains modéles de xéenogreffe ou d’allogreffe, il est
possible d’observer la présence de DSA sans détérioration tissulaire et fonctionnelle du
greffon (Koch et al. 2004). Ce phénomeéne appelé accommodation est généralement observé
suite a une inhibition de la réponse lymphocytaire B, suivi d’un retour progressif des
anticorps, et est souvent associ¢ a I’expression de molécules cytoprotectrices. En effet, la
surexpression de molécules telles que HO-1, IDO, NO, Bcl-2 et Bcl-XL qui protégent les
cellules endothéliales du greffon en régulant la réponse immune, 1’inflammation et 1’apoptose,
a été observée dans des greffons tolérés, malgré la présence de DSA (F. H. Bach et al. 1997,
Soares et al. 1998; Y.-P. Jin et al. 2005; J. M. Heslan et al. 2006; Marcelo Hill, Zagani, et al.
2007). 1l est suggéré que ces anticorps ne seraient pas délétéres mais plutdt protecteurs vis-a-
vis du greffon (Koch et al. 2004; X Zhang & E F Reed 2009) et pourraient étre a 1’origine de
I’expression des molécules protectrices (Delikouras et al. 2003; Jindra et al. 2006).

(c). Des lymphocytes B associés a la tolérance chez I’homme

Bien qu’aucun protocole d’induction de tolérance (sans immunosuppresseur) chez
I’homme ne soit mis en place a ce jour, il existe tout de méme de rares patients
"opérationnellement tolérants™ (TOL) qui présentent une fonction stable de leur greffon aprés

I’arrét de leur traitement. Récemment, trois études majeures Européennes et Ameéricaines, ont
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été réalisées pour comparer les profils transcriptomiques et immunologiques des patients
transplantés rénaux TOL avec ceux des patients sous traitements immunosuppresseurs
présentant une fonction stable du greffon (STB), présentant des signes de rejet (CR) ou des
volontaires sains (HV). Ces études visent a mettre en évidence la présence de biomarqueurs
capables de prévenir d’un état propice a la tolérance ou au rejet, afin d’adapter voire de lever
le traitement des patients transplantés. L’étude des patients TOL réalisée par 1’équipe de notre
laboratoire, dirigée par le Pr Soulillou et le Dr Brouard, a tout d’abord mis en évidence une
augmentation de la fréquence des LB et 1’enrichissement de génes liés aux LB dans le sang
des patients TOL par rapport aux patients STB ou CR (Louis et al. 2006; Sophie Brouard et
al. 2007). L’accumulation de LB dans le sang de ces patients TOL a été confirmée par une
augmentation du nombre absolu des LB. Une analyse phénotypique a permis de mieux
caractériser ces cellules comme étant de type mémoire, exprimant des molécules de
costimulation (CD80, CD86, CD40) et de migration (CD62L). Ces LB présentent également
un profil inhibiteur, avec un ratio de I’expression des récepteurs activateur et inhibiteur
(FcyRIla/ FcyRIIb) diminué et une surexpression de la molécule BANK-1 impliquée dans
I’inhibition de I’activation des cellules B dépendante de la signalisation via la molécule CD40
(Aiba et al. 2006). Les LB des patients TOL possedent également un profil de LB régulateurs
avec une accumulation de cellules CD1d"CD5" (Annaick Pallier et al. 2010). Ces résultats
concordent avec ceux obtenus par les deux autres grandes études, qui montrent également une
signature de génes associés aux LB ainsi qu’une accumulation de LB dans le sang des patients
TOL (K. A. Newell et al. 2010; Sagoo et al. 2010). Ils montrent que ces cellules B sont de
type transitionnel et naif, et sont capables de produire plus d’IL-10 suite a une stimulation
polyclonale en comparaison avec les LB des patients non TOL. lls ont également constaté une
accumulation du transcript de la molécule CD20 (exprimée par les LB) dans les urines des
patients tolérants (K. A. Newell et al. 2010). L’ensemble de ces résultats suggére donc un réle
possible des LB dans I’induction ou le maintien de la tolérance chez ces patients
opérationnellement tolérants. Une des hypotheses actuelles propose qu’a la suite d’une
immunosuppression, la reconstitution du compartiment des LB en présence des alloantigénes
pourrait créer un environnement favorable au développement ou au maintien de la tolérance
vis-a-vis du greffon. En effet, ’étude de Parsons et ses collegues réalisée chez la souris
suggere que la déplétion du compartiment des LB au moment de la transplantation induirait la
tolérance en déplétant les clones B alloréactifs et en remodelant le répertoire des LB (Parsons
et al. 2011). De plus, les résultats obtenus lors d’une étude chez ’homme mettent en évidence

qu’a la suite de certains traitements immunosuppresseurs, le compartiment des LB est
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recolonisé par des populations de LB particuliers, associés dans la littérature a des fonctions
régulatrices. En effet, suite & un traitement d’induction a 1’Alemtuzumab (anti-CD52), les
auteurs observent une augmentation temporaire de la proportion de cellules de type
transitionnel présentant un phénotype régulateur et une augmentation permanente de LB naifs
(Heidt et al. 2012). Ces LB présentant des capacités altérées de production d’IgG. Il est
probable que ce défaut de réponse participe au maintien de la survie du greffon. Enfin, des
résultats similaires ont été obtenus chez le primate non humain suite a une déplétion des LB
via le Rituxumab (anti-CD20). La reconstitution du compartiment B par des cellules
immatures et transitionnelles a été associée a une survie a long terme des greffes d’ilots

pancréatiques (C. Liu et al. 2007).
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D. Stratégies d’induction de tolérance en transplantation

Les immunosuppresseurs actuellement utilisés en transplantation ont permis
d’améliorer la survie des greffons a court terme. Cependant, I’administration de ces
traitements ne permet pas d’améliorer la survie des greffons a long terme. Les
immunosuppresseurs sont également responsables de lourds effets secondaires comme la
cytotoxicité, I’augmentation du risque d’infections et de cancers. C’est pourquoi, les
recherches actuelles en tranplantation visent a identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques
afin d’induire une tolérance a long terme spécifique du greffon. La tolérance se definie par
une acceptation du greffon en absence d’immunosuppresseurs, avec le maintien des capacités
a induire une réponse immune contre d’autres pathogénes. La possibilité d’induire une
tolérance en transplantation fut démontrée pour la premiere fois par Billingham, Brent et
Medawar en 1953 (Billingham et al. 1953). IIs mirent en évidence 1’induction d’une tolérance
a I’allogreffe de peau chez la souris en exposant le receveur aux antigenes du donneur au
stade feetal. Par la suite, de nombreux autres modeles animaux démontrérent la possibilité
d’induire une tolérance en transplantation. Pourtant, bien qu’il existe quelques rares cas de
tolérance dite «opérationnelle» chez 1’homme, aucun protocole d’induction de tolérance en
transplantation n’est actuellement disponible. En effet, certains protocoles utilisés chez
I’animal ne sont pas applicables en clinique et d’autres ne fonctionnent pas. Ces échecs
pourraient s’expliquer par la fréquence importante de cellules mémoires chez I’homme
comparé a I’animal de laboratoire, peu exposé aux antigenes étrangers (Nadazdin et al. 2011).
Différentes études ont pu démontrer le réle délétére de la présence de lymphocyte T et B
mémoires pour la survie de la greffe (Bingaman & Farber 2004). Les cellules mémoires
induites avant la transplantation par une immunisation lors de transfusions sanguines, d’une
premiére greffe, d’une grossesse ou encore par des antigénes de I’environnement, entrainent
une augmentation du risque de rejet de greffe chez ’homme (P S Heeger et al. 1999; Nickel et
al. 2004). Récemment, 1’équipe de P.Reinke a mis en place un modéle de transplantation
d’allogreffe cardiaque chez le rat qui permet d’étudier le réle des cellules T mémoires dans le
rejet et de tester I’efficacité de nouveaux protocoles d’induction de tolérance en présence de
ces cellules mémoires (Siepert et al. 2012).

Enfin, I’induction de tolérance telle qu’elle est définie est difficilement applicable chez
I’homme en raison du risque éleve a supprimer les traitements immunossupresseurs. C’est
pourquoi les tests cliniques actuels et futurs portent majoritairement sur 1’utilisation de

stratégies thérapeutiques qui utilisent de faibles doses d’immunosuppresseurs, afin d’induire
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un état partiel de tolérance tout en minimisant les effets secondaires des traitements (Calne et
al. 1998).

I- L’induction de chimérisme hématopoiétigue

L’induction d’un chimérisme hématopoiétique correspond a la colonisation des
organes lymphoides primaires du donneur par les cellules du receveur. Ces cellules
participant au mecanisme de sélection de la tolérance centrale, les lymphocytes capables de
reconnaitre les antigénes du donneur sont éliminés de la méme fagon que les lymphocytes
reconnaissant des autoantigenes. Le chimérisme est induit par une greffe de moelle osseuse ou
par injection au receveur de cellules souches hématopoiétiques purifiées du donneur. De
nombreuses etudes réalisées chez 1I’animal mais également chez I’homme mettent en évidence
I’induction d’une tolérance a [D’allogreffe suite a 1’établissement d’un chimérisme
hématopoiétique (Sachs et al. 2011). Cependant, 1’utilisation de cette stratégie est encore
limitée en raison de la toxicité des traitements d’induction (irradiation totale ou thymique...)
(Bolling et al. 2011) et du risque de réactions des cellules du donneur contre le receveur, la
GVHD (graft versus host disease). Actuellement, seuls les patients atteints d’un cancer et

nécessitant une greffe sont potentiellement concernés par ce type de traitements.

I1- La déplétion lymphocytaire

Les lymphocytes étant les acteurs majeurs du rejet, ils sont donc la cible de traitements
immunosuppresseurs utilisés actuellement chez les patients transplantés. Les traitements
déplétants comme I’ATG (anti-thymocyte globulins), ’OKT3 (anti-CD3) qui ciblent les
lymphocytes T ou le Rituximab (anti-CD20) qui dépléte les LB, sont généralement utilisés
comme traitement d’induction, c'est-a-dire, juste apres la greffe (parfois avant) afin d’induire
une immunosuppression intense et rapide au moment ou la réponse immunitaire du receveur
est la plus forte.

L’ATG est I’'un des plus anciens traitements déplétants utilisés. Il est constitué d’Ig
purifiées a partir du sérum d’animaux (lapin, cheval) immunisés avec des lymphocytes
humains. L’ATG favorise les Treg in vitro (Lopez et al. 2006) et fait actuellement 1’objet
d’une étude clinique par Markmann et ses collégues. Cette étude consiste a tester 1’efficacité
de I'utilisation de ’ATG et du Rituximab pour inhiber le rejet d’allogreffes lorsqu’ils sont

associes temporairement a des inhibiteurs de calcineurines.
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L’anti-CD3, OKT3, bien qu’efficace pour I’inhibition du rejet aigu des greffes de
reins, de foies et de cceurs, il peut entrainer de nombreux effets indésirables comme
I’induction du syndrome inflammatoire, déclenché par le relarguage de cytokines par les
lymphocytes T ciblés par I’anticorps. L’OKT3 est donc utilisé exceptionnellement, par
exemple lors de rejets résistants aux corticoides. Cependant, de nouveaux anticorps anti-CD3,
modifies pour éviter la réponse inflammatoire, ont été générés, comme le Teplizumab. Celui-
ci est actuellement soumis a des études cliniques dans le cadre de maladies auto-immunes et
pourrait étre utilisé par la suite en transplantation (Sherry et al. 2011).

L’anti-CD20 (Rituximab) permet de dépléter I’ensemble des LB a I’exception des
plasmocytes et présente 1’avantage d’inhiber les LB mémoires. Malgré 1’utilisation en routine
de ce traitement, son efficacité en transplantation n’a pas encore été démontrée lors d’études
contr6lées chez I’homme. Néanmoins, une étude chez le primate non humain a permis de
montrer que I’utilisation du Rituximab, associé a I’ATG comme traitement d’induction et a la
Rapamycine comme traitement d’entretien, permet d’induire la survie a long terme d’ilots
pancréatiques (C. Liu et al. 2007). Dans cette étude, la déplétion lymphocytaire est suivie
d’une recolonisation du compartiment des LB par des cellules immatures/transitionnelles qui
ont eté associees, dans d’autres études, & la tolérance en transplantation. Comme je I’ai
mentionné ci-dessus, le Rituximab associé a I’ATG fait actuellement 1’objet d’une étude
clinique réalisée par Markmann et ses collégues.

L’anti-CD52 (Alemtuzumab ou Campath-1), qui cible a la fois les lymphocytes T et B,
semble favoriser I’induction d’une tolérance chez 1’homme, comme le montre 1’étude de
Heidt et ses collegues. En effet, la déplétion par 1’Alemtuzumab crée un environnement
propice a la tolérance via I’induction de cellules B présentant un profil de cellule régulatrice
(Heidt et al. 2012). De plus, le traitement a I’Alemtuzumab semble compatible avec
I’utilisation de doses plus faibles de traitements immunosuppresseurs toxiques a long terme,
comme les inhibiteurs de calcineurines (Calne et al. 1999; Ellis et al. 2007). Actuellement, des
études cliniques sur I’induction de la tolérance sont en cours afin de tester 1’efficacité de
I’Alemtuzumab associée a d’autres stratégies comme 1’injection de cellules regulatrices, de

cellules souches du donneur ou a un blocage de la costimulation (Page et al. 2012).

I11- Le blocage de la costimulation

Certaines stratégies se basent sur la nécessité d’une costimulation pour 1’activation des
lymphocytes et sur I’implication de 1’absence de cette costimulation dans la genération de
cellules anergiques ou régulatrices. En effet, le blocage des voies de costimulations comme
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stratégie d’immunosuppression a fait ses preuves sur des modeles animaux. Au sein de notre
laboratoire, I’utilisation des molécules telles que le CD40-1g, CTLA4-Ig, ou ’anti-CD28 a
permis d’induire la tolérance dans des modeles d’allogreffe. En effet, I’injection le jour de la
greffe d’un adénovirus codant pour la molécule CD40-1g (partie extracellulaire du CD40
associé au fragment Fc d’une Ig) permet de bloguer I’interaction CD40-CD40L et d’induire
une survie a long terme de I’allogreffe chez le rat. Cette tolérance est dépendante de la
présence de cellules CD8'CD45RC"", capables d’induire I’expression par les cellules
endothéliales de la molécule protectrice IDO, via la sécrétion d’IFN-y (Guillonneau et al.
2007). De méme le CTLA4-1g, une molécule qui bloque I’interaction B7/CD28/CTLA4 en se
fixant sur les molécules B7, permet d’induire la tolérance dans des modéles d’allogreffes (H.
Lin et al. 1993; H. Azuma et al. 1996; Marcelo Hill, Zagani, et al. 2007). Une étude pré-
clinique réalisée chez le primate a montré que le Belatacept, une version améliorée du
CTLA4-Ig (LEA29Y) ayant une plus forte affinité, induit une survie du greffon similaire a
celle obtenue avec d’autres traitements actuellement utilisés, mais permet d’obtenir une
fonction rénale améliorée (Larsen et al. 2005). En 2011, le Belatacept a obtenu une
autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et son indication est approuvée pour une
utilisation combinée a d’autres immunosupresseurs. Enfin, I’équipe de notre laboratoire
dirigée par le Dr B.Vanhove a mis en évidence le caractére prometteur du blocage de
I’interaction activatrice B7/CD28 et le maintien de ’interaction inhibitrice B7/CTLA-4, en
générant un anticorps anti-CD28 (JJ319) capable d’induire la tolérance a 1’allogreffe de rein
chez le rat (Haspot et al. 2005). Le blocage séléctif de CD28 favorise 1’augmentation du
nombre de Treg et I’expression de molécules régulatrices comme CTLA-4, IDO, HO-1 et le
TGF-B. Suite aux résultats encourageants chez le rongeur, cette équipe a généré un anticorps
monovalent antagoniste anti-CD28 chez I’homme (Sc28AT). Cet anticorps permet d’éviter le
rejet aigu et chronique d’allogreffe rénale ou cardiaque chez le primate non humain (Nicolas
Poirier et al. 2010). lls ont par la suite généré une version améliorée de cette molécule, le
FR104, qui posséde une durée de vie augmentée et une meilleure stabilité chimique. De fagon
dépendante du CTLA-4, cette nouvelle molécule est capable d’inhiber la xéno-GVHD induite
chez des souris SCID (severe combined immunodeficiency) humanisées via I’injection de
PBMC (peripheral blood mononuclear cell ) humaines (N Poirier et al. 2012). L’étude pré-
clinique de cette molécule sur le primate non humain en monothérapie ou associée a d’autres
immunosupresseurs est actuellement en cours. Malgreé les résultats prometteurs de ces études,
il est peu probable que I’utilisation seule de molécules bloguant la costimulation puisse

induire une tolérance a long terme, en particulier chez I’homme. En effet, différentes études
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sur des modeles expérimentaux ont mis en évidence la résistance des cellules T mémoires
face a la plupart des traitements basés sur 1’inhibition de la costimulation (Valujskikh et al.
2002; Zhai et al. 2002). Or, comme je 1’ai évoqué précédemment, la présence de cellules
mémoires chez les patients transplantés représente un obstacle a 1’acceptation du greffon.
Certaines études chez I’animal ont pu démontré la possibilité de combiner des traitements
bloguant la costimulation et des inhibiteurs de molécules d’adhérences, comme 1’anti-LFA-1,
pour inhiber la fonction des cellules mémoires (Kitchens et al. 2012) et le rejet d’allogreffe
(Badell et al. 2010). Ainsi, il semble nécessaire que les études sur les molécules visant a
bloquer la costimulation s’intéressent & leur action sur les populations de cellules mémoires et

sur leur efficacité lorsqu’elles sont combinées a d’autres traitements.

1VV- L’inhibition de la migration cellulaire

La migration des cellules de I’immunité est indispensable a la réponse induite contre le
greffon. Dernierement, I’équipe de P. Bousso a particulierement bien mis en évidence cette
dynamique des cellules qui migrent et interagissent afin d’induire cette réponse immune. En
utilisant une nouvelle technique de microscopie biphotonique, ils ont démontré I’importance
dans le rejet de I’infiltration rapide des DC et des monocytes du donneur dans le greffon,
suivie de leur migration dans les OLS. Ces cellules activent les lymphocytes T alloréactifs qui
vont a leur tour migrer au niveau du greffon pour le détruire (Celli et al. 2011). La mobilité
des cellules implique un remodelage intracellulaire du cytosquelette d’actine controlé
notamment par des petites molécules GTPase. Les molécules d’adhésion exprimées par les
cellules de I'immunité et les cellules endothéliales sont également importantes pour la
migration cellulaire. Elles permettent aux leucocytes de se fixer a la barriere endothéliale du
greffon et de la traverser. Elles sont également nécessaires a la stabilité des interactions
cellulaires et donc a I’activation des cellules effectrices. Certaines stratégies ciblant la
migration et 1’adhésion cellulaire ont été utilisées dans des modéles animaux pour réguler la
réponse immune en transplantation. L’utilisation d’une combinaison des anticorps anti-LFA-1
et anti-VLA-4, ciblant deux molécules d’adhésion, permet d’induire une prolongation de
survie des allogreffes d’ilots pancréatiques chez le rat (H Yang et al. 1995). Ohki et ses
collégues ont montré que I’inhibition de la voie Rho GTPase permet de prolonger la survie
d’allogreffes cardiaques chez la souris, en limitant la migration leucocytaire au sein du
greffon (Ohki et al. 2001). En accord avec ces résultats, une autre étude a mis en évidence
I’induction d’une tolérance a 1’allogreffe cardiaque de rat via 1’inhibition de la GTPase RhoA,
qui entraine une modification du cytosquelette d’actine des cellules T et I’inhibition de leur
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infiltration au sein du greffon (Skelton et al. 2010). Un nouvel agent immunosuppresseur, le
beta-SQAGY, permet d’induire la tolérance a 1’allogreffe de peau chez le rat via I’inhibition
de la migration des DC en se liant a la molécule CD62L (Takenouchi et al. 2005). Ces
résultats suggeérent que I’inhibition de la migration cellulaire semble étre une stratégie qui

pourrait potentiellement permettre d’induire la tolérance en transplantation chez I’homme.

V- L’induction et le transfert de cellules régulatrices

Au regard des expériences menées chez I’animal, 1’utilisation du potentiel tolérogene
des cellules régulatrices semble étre une stratégie prometteuse pour induire la tolérance en
transplantation d’organes chez I’homme. La thérapie cellulaire utilisant notamment les Treg et
les DC tolérogénes est de plus en plus envisagée.

L’utilisation de cellules Treg dans des modéles animaux a déja permis d’évaluer leur
potentiel régulateur en transplantation. Chez la souris, I’injection de Treg CD4'CD25"
cultivées ex vivo permet d’induire une prolongation de la survie d’allogreffes (G. Xia et al.
2008). De méme, ’expansion et I’injection de Treg humaines dans des souris humanisées
permettent d’inhiber 1’alloréponse immune contre des greffes humaines. En effet, Sagoo et ses
collegues ont mis en évidence I’induction de la survie d’allogreffes de peaux humaines, via
I’injection de cellules Treg spécifiques de 1’alloantigéne chez des souris humanisées. Au
cours de cette étude, ils ont pu mettre en évidence une méthode permettant d’enrichir ex vivo
une population de Treg en cellules allo-spécifiques. La technique est basée sur la selection des
cellules T régulatrices exprimant les molécules d’activation CD69 et CD71, suite a une
stimulation in vitro avec des DC allogéniques (Sagoo et al. 2011). L’équipe de K.Wood a
également montré la survie d’allogreffes de peaux humaines chez des souris humanisées, en
injectant des cellules Treg polyclonales générées et amplifiées ex vivo (Issa et al. 2010). Cette
stratégie semble aussi efficace pour inhiber le rejet chronique, comme le suggére une autre
étude réalisée par la méme équipe. En effet, ils ont mis en évidence que I’injection de ces
Treg humaines chez les souris humanisées permet d’inhiber 1’atériosclérose d’artéres
humaines greffées, en inhibant la fonction et I’infiltration des cellules effectrices (Satish N
Nadig et al. 2010). De plus, ils ont également mis en évidence que le traitement des souris
avec de faibles doses de Rapamycine permet d’améliorer 1’effet des Treg lorsqu’elles sont
injectées en plus faible quantité (J Hester et al. 2012). L’ensemble de ces résultats met en
évidence le potentiel thérapeutique des cellules Treg humaines en transplantation. Cependant,
I’injection de cellules Treg chez les patients transplantés n’est pas sans risque, en raison de
leur plasticite qui leur permettrait dans des conditions particulieres de se comporter en
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cellules effectrices productrices de cytokines pro-inflammatoires (X. Zhou et al. 2009).
Néanmoins, I’utilisation de certains immunosuppresseurs comme la Rapamycine, combinée a
I’injection des cellules T régulatrices, pourrait diminuer les risques (Noris et al. 2007).

Dans I’optique d’utiliser les cellules régulatrices pour favoriser la tolérance du greffon,
il est important de noter que certains traitements immunosuppresseurs semblent avoir des
effets déléteres sur les Treg. C’est notamment le cas des inhibiteurs de la calcineurine
(Demirkiran et al. 2008; Fourtounas et al. 2010) qui inhibent 1’expansion et la fonction des
Treg in vitro et in vivo (W Gao et al. 2007), probablement via I’inhibition de I’expression de
Foxp3 (Baan et al. 2005). En revanche, d’autres traitements comme les corticosteroides,
I’ATG (Anti-Thymocyte Globulin) ou le Campath-1H (anti-CD52, Alemtuzamab), semblent
favorables a I’expansion des Treg (Lopez et al. 2006; Minamimura et al. 2006; Noris et al.
2007; X. Feng et al. 2008; Bloom et al. 2008). La Campath-1H et I’ATG ne semblent pas
induire la délétion des cellules Treg CD4"CD25" et permettent la différenciation de cellules T
CD25 en cellules T CD4"CD25" qui présentent alors des fonctions suppressives. De méme, la
Rapamycine, un inhibiteur de mTOR, favorise I’augmentation de la population des Treg en
favorisant leur prolifération et leur génération & partir de cellule CD4" naives, tout en
diminuant la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Baan et al. 2005; Segundo et al.
2006; Battaglia et al. 2006; W Gao et al. 2007; S. A. Long & Buckner 2008). Le choix des
traitements IS est donc important afin de favoriser la génération de Treg et de ne pas
supprimer cette population, tout en inhibant I’action des T effecteurs.

Une autre population, les DC tolérogénes, est également envisagée en thérapie
cellulaire pour induire la tolérance en transplantation d’organes. Leur capacité régulatrice,
suite a un transfert, a été mise en évidence dans différents modeles animaux. Par exemple,
I’injection de BMDC immatures du donneur au receveur, plusieurs jours avant la
transplantation, permet de prolonger la survie d’allogreffes cardiaques chez la souris (Fu et al.
1996; L Lu et al. 1997). Notre équipe a également mis en évidence I’induction d’une
tolérance a I’allogreffe cardiaque de rat suite a 1’injection au receveur, la veille de la greffe, de
BMDC autologues, associée a un cours traitement immunosuppresseur (LF15-0195) en doses
sous-optimales (M Hill et al. 2011). La connaissance du donneur avant de générer les cellules
n’étant pas nécessaire, 1’utilisation de cellules autologues permet d’envisager cette stratégie
chez ’homme, non seulement lorsque le greffon vient d’un donneur vivant, mais également
lorsque le donneur est decédé. De la méme fagon que pour les cellules Treg, il n’est pas exclu
que les DC tolérogenes puissent se différencier en cellules immunogenes lorsqu’elles seront

injectées et exposées a un environnement inflammatoire induit par la greffe. L association

70



INTRODUCTION - D. Stratégies d’induction de tolérance en transplantation

avec des immunosuppresseurs pourrait également diminuer les risques d’induction d’une
réponse immunogene par les DC injectées.

Notre équipe participe actuellement a une étude clinique internationale de phasel/Il,
The ONE Study, 7th Frame Program, European Comission. Basée sur les résultats
encourageants obtenus chez I’animal, I’objectif de cette étude multicentrique est d’étudier
I’efficacité et 1’absence de toxicité du transfert de cellules régulatrices humaines (DC, Treg...)
a des patients transplantés rénaux recevant un traitement immunosuppresseur minimisé. Les
résultats sont tres attendus et vont permettre de savoir si cette stratégie est efficace et

envisageable en routine.

Les stratégies €évoquées ne permettent actuellement pas de se passer des
immunosuppresseurs. Néanmoins, ils permettent d’envisager une diminution des doses
utilisées ou I’utilisation de traitements moins toxiques. Cependant, nombre d’entre elles
efficaces chez I’animal pourraient ne pas fonctionner chez I’homme. C’est pourquoi, ne
disposant pas actuellement d’une stratégie satisfaisante pour éviter le rejet chronique et
’utilisation d’immunosuppresseurs, il est nécessaire d’améliorer nos connaissances sur

I’ensemble des mécanismes immunologiques de la tolérance et du rejet en transplantation.
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Résultats

Comme je I’ai décrit en introduction de cette thése, a 1’heure actuelle, I’un des
objectifs majeurs en transplantation est 1’induction d’une tolérance a long terme, spécifique
du greffon. L’utilisation des immunosuppresseurs a permis de mieux controler le rejet aigu et
d’améliorer considérablement la survie des greffons a court terme. Cependant, ces traitements
sont inefficaces contre la perte des greffons a long terme principalement due au rejet
chronique. Cette these a donc eu pour objectif 1’étude des mécanismes immunologiques
impliqués dans la tolérance a I’allogreffe cardiaque chez le rat. La compréhension de ces
mécanismes pourrait permettre, dans le futur, de générer de nouveaux outils pour induire la
tolérance a long terme.

Notre équipe a précédemment mis en évidence qu’un court traitement
immunosuppresseur, le LF15-0195, permet I’induction d’une tolérance a long terme
d’allogreffes cardiaques chez des rats incompatibles pour les molécules du CMH (E
Chiffoleau et al. 2002). Afin de mettre en évidence les mécanismes impliqués dans cette
tolérance, une étude par puce a ADN a péalablement été réalisée par notre équipe pour
comparer les génes exprimés dans les greffons tolérés et ceux développant un rejet chronique
(modeéle de transfusion de sang du donneur) (J. M. Heslan et al. 2006). L’analyse de ces puces
a permis de mettre en évidence la présence de mécanismes régulateurs au sein du greffon avec
I’expression de molécules de protection de la cellule endothéliale (J. M. Heslan et al. 2006; P
Thebault et al. 2007). Les résultats suggeérent également la présence d’une régulation de la
réponse humorale chez les rats tolérants avec une inhibition des genes associés a la production
d’anticorps. C’est pourquoi, en premiére partie de ces reésultats, nous avons tenté de
caractériser la réponse lymphocytaire B dans notre modéle de tolérance. De plus, I’analyse
des puces a ADN a mis en évidence une molécule inconnue qui est inhibée dans les
allogreffes tolérées. Ainsi, en seconde partie, nous avons tenté de caractériser la fonction et la
régulation immunologique de cette nouvelle molécule que nous avons nommée LIME (LPS-

induced molecule).

A.Modeles d’allogreffes cardiaques chez le rat

L’allogreffe cardiaque est realisée entre des rats de fond génétique Lewis,
d’haplotypes RT1 (systeme du CMH chez le rat) (Figure 11) incompatibles pour les
molécules de CMH. Le greffon est prélevé chez un rat Lewis.1W (RT1u) et transplanté chez

un rat Lewis.1A (RT1a). Le donneur et le receveur sont 4gés de 8 a 12 semaines. Le coeur est
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greffé en position hétérotopique dans la cavité abdominale selon la méthode décrite par Ono
et Lindsey (K. Ono & Lindsey 1969). Le suivi du fonctionnement de la greffe se fait par
palpation a travers la paroi abdominale. Le rejet est défini par I’arrét des battements. En

absence de tout traitement, I’allogreffe est rejetée 6 + 0,6 jours aprés la greffe (J. P. Soulillou
et al. 1984).

I- Le modéle de tolérance induit par le LF15-0195

Notre équipe a démontré que I’injection, pendant 20 jours d’un traitement
immunosuppresseur, le LF15-0195 (3mg/Kg en intrapéritonéale (IP)), un analogue de la
déoxyspergualine, permet d’induire une tolérance a long terme des allogreffes cardiaques de
rat (E Chiffoleau et al. 2002) (Figure 11).

1.Le LF15-0195

1.1. Propriétés immunosuppressives

Le LF15-0195 (Laboratoires Fournier, Daix, France) est une molécule analogue de la
déoxyspergualine (DSG) (Lebreton et al. 1999) qui est un dérivé de la spergualine, une
molécule isolée a partir de Bacillus Laterosporus (T. Takeuchi et al. 1981). L’étude de la
DSG, initialement synthétisée comme agent anti-tumorale, a permis de mettre en évidence ses
propriétés immunosuppressives. Par la suite, la DSG a donc été testée dans divers modeéles de
transplantation chez I’animal. Son efficacité a été démontrée dans la prolongation de la survie
d’allogreffes de cceurs, de reins, d’llots pancreatiques (Dickneite et al. 1986) et de peaux
(Nemoto et al. 1987).

La DSG ne présentant pas des propriétés physico-chimiques satisfaisantes, des
analogues ont été synthétisés parmi lesquels, le LF15-0195, qui présente une meilleure
résistance a 1’hydrolyse et au métabolisme oxydatif in vivo (Lebreton et al. 1999). Les
propriétés immunosuppressives du LF15-0195 ont initialement été testées et confirmées dans
un modele de GVHD chez la souris (Lebreton et al. 1999) puis dans d’autres modeles de
rongeurs. Son efficacité a été mise en évidence en transplantation (E Chiffoleau et al. 2002;
W.-P. Min et al. 2003; D. Zhou et al. 2003; H. Wang et al. 2003), mais également dans des
modeles de maladies auto-immunes, dans I’arthrite (P Ducoroy et al. 2001) et dans ’EAE
(Duplan et al. 2006). Suite aux résultats encourageants obtenus chez le rongeur, le LF15-0195
a ¢té test¢ dans un modele préclinique et permis une prolongation de survie d’allogreffes

rénales chez le primate non humain (Hongji Yang et al. 2003).
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1.2.Mécanismes de suppression
(a).Interaction avec 1’Hsc70, une molécule de choc thermique

Il a été démontré que le LF15-0195 est capable de se lier a ’Hsc70 (Komesli et al.
1999), une molécule appartenant a la famille des protéines de choc thermique. Ces molécules
possédent plusieurs fonctions comme celle de molécule chaperonne. Elles interagissent avec
des peptides ou des protéines, modifient leur conformation et peuvent également faciliter leur
translocation entre différents compartiments cellulaires (Gething & Sambrook 1992). De plus,
ces molécules ont également été associées au mécanisme de présentation antigénique par les

molécules de CMH exprimées par les APC (Srivastava et al. 1994).

(b).Induction de la mort cellulaire

Il semble que I’effet immunosuppresseur du LF15-0195 puisse étre dd a son réle dans
I’induction de la mort cellulaire des cellules T. Le LF15-0195 semble favoriser I’élimination
de ces cellules en les sensibilisant a la mort cellulaire induite par activation (AICD). Ducoroy
et ses collégues ont mis en évidence un réle pro-apoptotique du LF15-0195, qui favoriserait
I’activation des caspases 8 et 10 dans les cellules T, suite a ’engagement de la molécule Fas
(CD95). Cette effet fut confirmé par les auteurs dans un modele de souris dans lequel le
LF15-0195 inhibe la GVHD en induisant 1’apoptose des cellules T du donneur via un
mécanisme dépendant de la voie Fas/FasL (Patrick Ducoroy et al. 2003).

(c).Inhibition de la voie NF-kB et induction de DC tolérogénes

L’étude de Yang et ses collegues a permis de mettre en évidence I’inhibition de la voie
NF-kB par le LF15-0195 (Jinming Yang et al. 2003). Le NF-kB est un facteur de transcription
nécessaire a ’activation des lymphocytes et des DC. Lorsque les cellules sont au repos, le
NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par une protéine kinase inhibitrice, 1kB, qui en se
liant au NF-kB, masque son domaine de translocation nucléaire. Suite a un signal
d’activation, d’autres protéines kinases, les IKK, sont phosphorylées et vont a leur tour
phosphoryler la molécule 1kB. Celle-ci est alors ubiquitinylée et dégradée. Le NF-kB est
libéré et migre dans le noyau pour reguler de nombreux genes en se fixant au domaine KB de
leur région régulatrice (Denk et al. 2000). Le LF15-0195 inhibe la phosphorylation d’IkB
empéchant la translocation de NF-kB dans le noyau. Yang et ses collegues ont montré que le
LF15-0195 peut induire in vitro des DC tolérogenes résistantes a la maturation en inhibant la
voie NF-kB (Jinming Yang et al. 2003). Min et ses collégues ont également décrit I’induction
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de DC tolérogénes via I’inhibition de la voie NF-kB dans un modele de tolérance a
’allogreffe cardiaque de souris induit par le LF15-0195 (W.-P. Min et al. 2003).

2. Resultats préalablement obtenus dans le modéle de tolérance a I’allogreffe
cardiaque chez le rat induite par le LF15-0195

L’étude de I’effet direct du LF15-0195 (5 jours aprés la transplantation) sur les
animaux greffés a permis de démontrer que ce traitement induit une forte inhibition de la
réponse des anticorps anti-donneurs, de la réponse Thl ainsi qu’une inhibition de I’infiltrat
leucocytaire dans les greffons comparés aux animaux non traités (E Chiffoleau et al. 2002).

Suite a I’arrét du traitement, 1’analyse du sérum des animaux tolérants, 100 jours aprés
la transplantation, montre un retour de la production des anticorps en périphérie (J. M. Heslan
et al. 2006). Par ailleurs, la rate et le greffon des animaux tolérants sont fortement infiltrés par
des cellules régulatrices T CD4"CD25" qui représentent 20-25% des cellules CD4" et dont la
moitié d’entre elles exprime le facteur de transcription Foxp3™ (J.-M. Heslan et al. 2005).
Notre équipe a également montré que ces cellules régulatrices sont spécifiques des antigénes
du donneur et sont capables de transférer la tolérance a un second receveur syngénique (E.
Chiffoleau et al. 2002).

Afin de caractériser les mécanismes responsables de la tolérance, notre équipe a
réalisé des analyses comparatives par puce a ADN, du transcriptome des allogreffes tolérées a
long terme (Tol) avec celui des allogreffes développant un rejet chronique (CR) (modeéle
DST: transfusion de sang du donneur) ou de greffes syngéniques (Syng) (J. M. Heslan et al.
2006). Sur les 27000 genes testés, peu sont différemment exprimés entre les greffons Tol et
les greffons CR. De fagon intéressante, les génes surexprimés dans les greffons Tol codent
pour des molécules cytoprotectrices comme iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), HO-1,
IDO ou encore la chaine IL27p28. Des genes codant pour des molécules liées aux cellules T
régulatrices comme LAG-3, CCR4, ou encore pour des cytokines comme I’IFN-y et des
chimiokines sont également surexprimés. Ces résultats sont cohérents avec [D’infiltrat
leucocytaire et I’accumulation de Treg observes dans les greffons Tol. Des molécules de
cytotoxicité (Granzyme A, B, perforine) ont également été mises en évidence dans les
greffons Tol. L’expression de ces molécules pourrait refléter la présence de cellules
effectrices mais également représenter la fonction suppressive des Treg utilisant la voie
Granzyme/Perforine pour réguler les cellules effectrices et protéger les cellules endothéliales
du greffon (J. M. Heslan et al. 2006).
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Par la suite, notre équipe a démontré que certaines molécules protectrices des cellules
endothéliales comme IDO étaient exprimées dans les greffons par ces cellules et que les
cellules T régulatrices étaient responsables de cette expression via la production d’IFN-y (P
Thebault et al. 2007). L’ensemble des ces résultats confirme que la tolérance dans ce modeéle,
est un phénomeéne actif qui permet la mise en place d’un environnement protecteur dans le
greffon. Notre équipe a également mis en évidence 1’expression de la molécule CLEC-1 (c
type lectin like-1) par les cellules endothéliales et myéloides des greffons des animaux
tolérants (P Thebault et al. 2009). L’étude de CLEC-1 montre qu’elle est induite par des
médiateurs immuno-régulateurs et par les cellules T régulatrices. Elle semble impliquée dans
I’inhibition de la réponse Th17 au profit des cellules régulatrices CD4"CD25 Foxp3™ et des
cellules Th2 (P Thebault et al. 2009).

Rat Lewn IW
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Figure 11: Modéles d’induction de tolérance (LF15-0195) et de rejet chronique (DST)
d’allogreffes cardiaques chez le rat

I1- Le modele de rejet chronique (DST)

L’objectif de notre étude est de mettre en évidence et de caractériser des mécanismes
immunologiques spécifiques de la tolérance en transplantation. C’est pourquoi, nous réalisons
I’analyse de notre mod¢le de tolérance en le comparant & un modéle de rejet chronique
d’allogreffe cardiaque chez le rat, qui implique les mémes souches de rats et la méme

combinaison de donneurs et de receveurs (DST= transfusion de sang du donneur).

Dans ce modéle de DST, le rejet chronique est induit par I’injection en intraveineuse
d’Iml de sang du donneur (Rat Lewis.1W) au receveur (rat Lewis.1A), 14 et 7 jours avant
I’allogreffe (Figure 11). Malgré I’existence de mécanismes régulateurs responsables de
I’inhibition du rejet aigu chez les animaux traités par DST, ils ne sont pas suffisants pour

empécher ’apparition du rejet chronique (J. M. Heslan et al. 2006; Ballet et al. 2009).
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Les rats du modéle DST présentent une forte alloréponse des cellules T CD4"
producteurs d’TFNy a long terme (J>100). Ces animaux sont également caractérisés par une
production rapide d’anticorps anti-CMH de classe | et Il du donneur dans le serum, ainsi
qu’au sein du greffon. De plus, ceux-ci présentent un dépdt de C4d sur la paroi des capillaires
et des artéres dés 7 jours apres la greffe qui persiste au cours du temps. Ce dépot est interprété
comme une activation de la voie du complément et de la réponse humorale chez ces animaux
(Ballet et al. 2009).

Les greffons des animaux du modele DST présentent des signes histologiques
caractéristiques du rejet chronique. Les greffons sont rapidement infiltrés aprés la
transplantation, par des leucocytes (Ballet et al. 2009), principalement des lymphocytes T
CD4" et CD8" ainsi que des macrophages (J. M. Heslan et al. 2006). Ils présentent également
des dommages vasculaires qui apparaissent au cours du temps. Le greffon se fibrose
progressivement, les artéres s’obstruent suite a 1’épaississement de 1’intima liée a I’infiltration
leucocytaire des endothéliums et a la prolifération myofibroblastique inflammatoire (J. M.
Heslan et al. 2006; Ballet et al. 2009) (Figure 12).

Figure 12: Images représentant les lésions et linfiltration cellulaire dans des greffes cardiaques
(J100) syngéniques (Syng), en rejet chronique (CR) ou tolérées (Tol) a partir de Heslan et al. (J. M.
Heslan et al. 2006)

(A) Marquages de coupes de greffons a I’hématoxyline-éosine-safran. Observations: fibrose, lésions
tissulaires dans les greffons CR, absence de Iésions et de fibrose dans les greffons Tol. (B) Immuno-
marquages de coupes de greffons a la peroxydase. Observations: absence d’infiltration cellulaire au
sein des greffons Syng, forte infiltration et obstruction des artéres dans les greffons CR et faible
infiltration sans obstruction des artéres dans les greffons Tol.
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B. Etude de la réponse lymphocytaire B dans la tolérance a

P’allogreffe cardiaque chez le rat

I-Article 1

“Long-Term allograft tolerance is characterized by
the accumulation of B Cells exhibiting an inhibited

profile”

Laétitia Le Texier, Paméla Thebault, Amélie Lavault, Claire Usal,

Emmanuel Merieau, Thibault Quillard, Béatrice Charreau, Jean-Paul

Soulillou, Maria Cristina Cuturi, Sophie Brouard et Elise Chiffoleau.

Publié dans ""The American Journal of Transplantation' (2011 Mar;11(3):429-38)
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Objectif de I’étude

L’objectif des travaux réalisés dans notre équipe est de caractériser les mécanismes mis
en place lors de la tolérance en transplantation. Notre équipe a préalablement démontré
I’induction d’une tolérance a long terme d’allogreffes cardiaques chez le rat via 1’injection
d’un cours traitement immunosuppresseur. Afin de mettre en évidence de nouveaux
médiateurs de la tolérance, une analyse comparative par puce a ADN a été realisée sur les
greffons tolérés (Tol) ou développant un rejet chronique (CR). L’étude de ces puces a permis
de mettre en évidence l’expression de geénes associés aux cellules régulatrices et aux
molécules de cytoprotection dans les greffons des animaux tolérants. De facon intéressante,
I’équipe a également mis en évidence une diminution de I’expression des génes associés a la
synthése d’Ig en absence de modification des geénes liés a I’infiltrat des LB (CD20, CD22)
dans les greffons Tol par rapport aux greffons CR (J. M. Heslan et al. 2006). Les résultats
obtenus suggerant une régulation de la réponse humorale, I’objectif de notre étude a donc été

de caractériser la réponse lymphocytaire B chez les animaux tolérants.

Résumé de article 1

Nous avons observé une infiltration des allogreffes tolérées par de nombreux LB
organisés en "cluster" ainsi qu’une forte inhibition de leur production d’alloanticorps. A la
différence des animaux CR dont les LB produisent principalement des alloanticorps d’isotype
IgG2b (Th1) et présentent un fort dép6t de C4 sur leur greffon, nous avons observé que les
rats tolérants présentent une déviation de la réponse des alloanticorps vers un isotype 1gG1
(Th2) et ne possédent pas de dépot de C4 sur leur greffon suggérant une absence d’activation
du complément. L’équipe a préalablement mis en évidence I’expression de molécules de
protection par les cellules endothéliales des greffons tolérés (P Thebault et al. 2007). Dans
cette étude, nous montrons, in vitro, que les alloanticorps des rats Tol n’entrainent pas
d’activation inflammatoire des cellules endothéliales du donneur. Ils induisent ou
maintiennent I’expression de molécules de protection comme HO-1, Notch-4 et CLEC-1 alors
que les alloanticorps des animaux CR diminuent leur expression. Les anticorps produits chez
le rats tolérants semblent étre plutdt protecteurs que délétéres pour les cellules endothéliales.

De plus, nous avons observé une accumulation de LB dans le sang des rats TOL,
associée un phénotype régulé caractérisé par une forte expression de molécules inhibitrices
telles que FcyRIIb, BANK-1 et une plus faible expression des molécules activatrices telles
que FcyRIla et CD27.
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Enfin, nous avons démontré que le transfert de LB des rats Tol a un second receveur
syngénique permet le transfert de la tolérance démontrant la présence de Breg chez les rats
tolérants.

Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence une inhibition de la réponse
lymphocytaire B associée a la présence des LB régulateurs chez les animaux tolérants. Ces
travaux suggerent un role des LB dans la tolérance. Ainsi, 1’utilisation des mécanismes de
régulation de la réponse B pourrait par la suite servir a genérer de nouvelles stratégies

d’induction de tolérance.
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Numerous reports have highlighted the central role of
regulatory T cells in long-term allograft tolerance, but
few studies have investigated the B-cell aspect. We
analyzed the B-cell response in a rat model of long-
term cardiac allograft tolerance induced by a short-
term immunosuppression, We observed that tolerated
allografts are infiltrated by numerous B cells organized
in germinal centers that are strongly regulated in their
IgG alloantibody response. Moreover, alloantibodies
from tolerant recipients exhibit a deviation toward a
Th2 isotype and do not activate in vitro donor-type
endothelial cells in a pro-inflammatory way but main-
tained expression of cytoprotective molecules. Inter-
estingly, this inhibition of the B-cell response is char-
acterized by the progressive accumulation in the graft
and in the blood of B cells blocked at the IgM to
IgG switch recombination process and overexpress-
ing BANK-1 and the inhibitory receptor Fcgr2b. Im-
portantly, B cells from tolerant recipients are able to
transfer allograft tolerance. Taken together, these re-
sults demonstrate a strong regulation of the alloanti-
body response in tolerant recipients and the accumu-
lation of B cells exhibiting an inhibited and regulatory
profile, These mechanisms of regulation of the B-cell
response could be instrumental to develop new strate-
gies to promote tolerance.
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Introduction

Transplantation 1s the treatment of choice for end-stage or
gan faillure and the introduction of iImmuno-supprassants
has made allo-transplantation a clinical reality with preven-
tion of acute rejection. Nevertheless, most organs are lost
at long-term due to the development of chronic rejection
that represents the leading cause of late graft failure. Mech-
anisms of chronic rejection are complex and multifactonals
and Involved innate and adaptive mmunity with a T-and B-
call activation due to persistant alloantigen shedding (1). B
cells constitute an important source of antigen-presenting
cells (APCs) and as secretors of deleterious alloantibodies
they represent a main target in the prevention of chronic
rejection (2-6). In the past few years, strategies have been
developed to deplete B cells or to reduce allcantibody pro-
duction, but with contrasting results (7-9).

Induction of donorspecific tolerance would be the solution
of cholce for long-term graft function and to iImprove quality
of life of patients, Allograft tolerance has been reported in
numerous rodent models but also in human in some cases
of renal or liver transplantation following immunosuppres-
sive treatment cessation {10,11). Thus, the identification
of motecules that could induce, predict or diagnose toler
ance in transplantation represents a crucial aim of research
for translational application, Numerous studies have high-
lighted the central role of regulatory T cells in long-term
allograft tolerance, but few studies have investigated the
B-csll aspect in these models. However, recent large clini-
cal studies have reported a B-cell signature associated with
operational tolerance, suggesting that the B cells may con-
tribute to the tolerant state {12-15). Therefore, the com-
prehension of the mechanisms involved In the modulation
of the Bcell response in tolerance models appears to be
crucial to develop strategies to induce long-term graft sur
vival in a clinical setting.

Wa previously described a model of long-term cardiac allo-
graft tolerance In rat Induced by a short-term treatment
with an immuno-suppressor, LF15-0195, a deoxysper-
gualine analeg (16,17). We showed that tolerated allo-
grafts were characterized by the local accumulation of
CD4*CD25" requlatory T calls toegether with the expres-
sion of cyto-protective molecules by endothelial cells (EC)
(18,19). In this study, we investigated the B-cell aspect in
long-term recipients and demonstrate a strong regulation
of the alloantibody respense and the accumulation of B
cells exhibiting an inhibited profile,
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Materials and Methods

Animals and transplantation

Aats were purchased by 'Centre d'Slevage Janvier” [Le Genest-Sant-isie,
Francel and maintained in an animal facility under standard conditions ac-
cordng to institutional guidalines. The studies were reviewed and approved
by the approprate Institutional raview committes, Inbred B-week-old male
LEW W rats (RT1u) served as haart donors and LEW. 1 A (RT13) as sllogratt
recipients, Heterotope: cardiac alografts were performed as praviously de-
scribed (20). For the induction of tolerance, LF15-0196 (Fournser Laborato-
nias, Daix, France), a dsoxyspecgualing analog was administared 1o afograft
recplents by intraperitanaal Injection at 3 mg/kg/day for 20 days starting the
day of ransplantation (16). For the modet of devalopment of chronk rejec-
tion, blood was collected by cardiac puncture into 3 heparinzed syrings and
abograit recpiants wers transfusad with 1 ml of donor blood 14 and 7 days
peiof to the transplant [donorspecific blood transfuson (DST)) (18,21,221,
For syngenic grafts, LEW. 14 rats served as heart donors and recpients.
Blood andior graft of recipents were recaverad at day 10, 30 or 100 after
transplantation. For in wvo transfer experdmants, 50 « 10° of spkenocytes
or 20 » 10° of purdied CD4* T or B cells from tolerant reciplents were
misctad Lv. into LEW.1A secondary syngansic irmadiated racplents |4 Gy,
whole-body irradiation {Institut Fedérmtit de Racherche Thérapeutique 26,
Nantes, Francs) 1 day befors transplantation| on the day of LEW. W cardiac
transptantation.

Antibodies

Marmd (IgM1, MARG1.2 (igG 1), MARGZD (GZb), FITC- mouse antirat Fo
106 Fiat')2 fragments and secondary antibody FITC goat anti-mouse 1gG
were purchasad from Jackson ImmunoResaarch Laboratories (West Grove,
PA, USa), Polyclonal rabbit antk-human/rat C4 antbody was parchased Trom
Santa Cruz {Sen Diego, CA, USA) and antivat-CD27, -CD4-PECY7 (OX35),
-CDMASRA-FITC 10X33), -HIS24-PE and -TCR-Alexa647 from BD Bloscences
{Franklin Lakes, NJ, USA)

Immunohistology

Cardiac tissue was snap-frozen in iquid nitrogan after embedding in OCT
compound (Tissue Tek-Miles Laboratonies, Elkhart, IN, USA). Cryostat sec-
tions {7 pml were fixed in acetone foe 10 min Secticns were then labeled
with Abs-specific for IgG1, IgG2b ar C4 and with DAPY, mountad m Vec-
tashiekd mounting madium (\&ctor Laboratones Inc., Buringame, CA, USA|
and observed by fuorescance microscopy (Axoskop? plus-Carl Zeiss Inc.,
Gottingen, Germany).

Assessment of circulating donorspecific antibodies (DSA)
LEWIW splenocytas were incubated with decomplemented diluted sara
{1/B] trom recipeents [dilution In PBS containng 0.5% BSA (Sigma-Akdnch]
and 0.02% sodium azide). Cells wers staned with FITC mouse antivat Fo
109G Flab")2 fragment or mouse antrat I9G1 or IgG2E and then with FAITC
goat antimouse IgG. Fluorescant labeling of cells was measurad by flow
cytometry and dsta were expressed In geometric mean of fluorescencs,

in vitro DSA cytotoxicity

LEW IW spienocytes wera ncubated with decomplemented diluted sara
{dilution 1/20 in PBS) from recipients. Colls were then ncubated 30 min
withi rabbit diluted sera (Sigma-Akdnch) (dilution 1/3 in PRSI Cells were
then stained with propidium lodure (IP] and vashed, |P*labeled cells
were assessed by flow cytometry and data were agrassed in % of
cytotaxcity.

Flow cytometry and cell sorting
Fluorescent kabeling of cefs was measured using a FACS LSA 1| (BD Bio-
sclances) and analyzed with Fowbo® softwate (Tree Star, Inc., Ashland,
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Table 1: Oligonuclectides used in this study
Rat HPRT For 5 CCTTGGTCAAGCAGTACAGCCS
Rav S TTCGCTGATGACACAAACATGAR"
Rat HO-1 For 5 CCACGCTCGACAGCATGTC’
Rav 5 GTTTCGCTCTATCTCCTCTTCCAS'
Rat NOTCH-4 For Y GCGAGGACAACATTGGTCTCS
Ray Y GAGGAGGGGTCAGCATGACTS'
Rat VICAM-1 For 5 TGGGAAACTGRAAAGAGGAATS
Rav FCAGGAGCCAAACACTTGACCY
Rat CLECA For STTTGGTGTTGCTCGTTGGC3!
Rav 5 AAGTTCACGACACAGTTTTACGGY
Fat BANK-1 For SAATGCTTCCTGTGGCTTCTGS”
Rav S TCAAGTATAGAGCCCATTCCTTGS’
Rat lgM  chain SACCGCCTCTACCTTCATCGTS

C region For
Rev FCTGTGGGAGGGTCTCTTGLTS
Rat IgG ¢ chain 5'CATTCCCTGCCCCCATCS

C ragion For
Rev 5 CCGTTCATCTTCCACTCCGTS'
Rat CO27 For 5 AGAGGTGGCAAAACTGTGGAY
Rav S ACTCAGCATTGGCAGTGACCS'
Rat BCMA For 5 CGGTTCTCTGGATCTTCTTGG
Rav 5 GTCACCAGCCCTGCTCTTAGTS
Rat Fegr2a For 5'GATCTCCTCCAGTCCTCCCC?
Rav STCCATCTCAAACGCCAACCY
Rat Fegr2b For 5 GTTTCACCACAGCCTTCGG3!
Rav FACTCACTCCAGGACTGATGGGZ

OR, USA). Spéean CO4+ T cells or B cells from tolerant recipients weare purk
fied by positive selection using a FACSAria flow cytomaetes {BD Bosciences)
raspectively by TCA plus CD4 staining and by CD45RA plus HISZ4 staining

Purity was ~99%.

Endothelial cell activation

Rat LEW.IW EC line was isolated as previously descrbed (23) and
plated ovemight inta 12-wel platss NUNC™Merdk-Eurolab-Francel (2 »
10% callshwell) in compiete RPMI medium culture with decomplemented
and Inactivated sara (senal frozenidefrozen) from long-tsrm syngansic re-
cplents of recipients that tolerated or develop chronic rejection. Six, 10, 24
or 48 h latee, the acherent EC were washed sevesal bmes and subjected to
RNA extraction.

ANA extraction and real-time quantitative RT-PCR

Perpheral blood mononuclear cells (PEMC) were isolated by Ficoll To-
tal BNA from grafts, EC or PBMC ware prépared using Thzol (Imatrogen)
accordng to the manufacturar’s mstructions. Realtime quanttative PCR
was performed as previously descrbed {24) using a GenAmp 7700 Se-
quence Detection System and SYBR® Graen PCR Mastar mix (Appled
Bicsystems, Applera, Courtaboout, Francel. The olgomscikectides used in
this study are described in Table 1. Hypoxanthine-guanine phiosphonbosyk
transterase (HPAT) was used as an endogenous control gene to normalze
for vanations n the starting amount of RNA. Relative expression was cal
culated using the 2335 mathod 124,26) and exprassad n aritrary units.

Statistical analysis

Statistical evaluation was parformed using the Student’s ttest for unpaired
data, and results were considered significant If p values were <008 Data
ata axpressed as mean = SEM. The Kaplan-Mekr methed was used 1o
calculate the survival curves followed by Mantel-Cox log rank analysis.
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Results

Tolerated allograft contained B cells organized in
germinal centers and strongly regulated in IgG
production

We previously demonstrated that tolerated allografts were
infiltrated by numerous CD4+CD25% T cells (16), We eval-
uated here the presence of B cells and observed by IgM
staining that B cells were present and crganized in germinal
centers (Representative picture, Figure 1AL Interestingly,
no 1gG protein was detectable in these nodules of B cells.
This contrasts with the strong expression of 1gG protein ob-
served in B-cell nodules in allografts from recipients that
develop chronic rejection induced by DST treatment in the
same rat allograft combination (Fiqure 1A) {18). At the tran-
script level, we ohserved a similar expression of BCMA,
a survival factor and specific marker of B calls {26), in al-
lografts from recipients that tolerated or develop chronic
rejection (Figure 1B}, However, we observed a low expras-
sion of 1gG transcripts {relative to BCMA) in tolerated al-
lografts that contrasts with the huge expression observed
in allografts from recipients that develop chronic rejection
{(Figure 1B, n = 5, *p < 0.05). Thus, the ratio lgG/lgM is
consequently very low in tolerated allografts compared 1o
the one assessed in allografts from recipients that develop
chronic rejection (Figure 1B, n = 5, *p < 0.05). These data
suggest that in tolerant recipients, B cells have infiltrated
the allografts, formed germinal centers but are strongly
inhibited in their IgM to IgG switch

Deviation of the alloantibody response toward a
Th2-related isotype

We previously demonstrated that the total 1aG deposit on
whole tolerated allografts was lower than the one assessed
on allografts that develop chronic rejection (18), We evalu-
atad hare the quality of the deposit with the specific IgG1
(Th2-related Isotype) and 1gG2b (Thi-related isotype) iso-
types and the C4 deposit on graft EC. We observed the
presence of some IgG1 deposit on graft EC from tolerant
recipients but no 1gG2b or C4 complement deposit (Repre-
sentative pictures, Figure 2). This contrasts with the strong
deposits of IgG2b, IgG1 and C4 complement cbserved in
allografts that develop chronic rejection. Therefore, toler
ated allegrafts are characterized by the specific deposit of
Th2-related antibody isotype on graft EC without C4 com-
plement activation,

DSA do not activate graft EC in a pro-inflammatory
way

We evaluated whether this regulation of the antibody re-
sponse at the graft site was visible in the periphery in
the sera. We observed slightly less IgG DSA in sera from
tolerant recipients than in the ones from recipients that
develop chronic rejection with a lower level of the lgG2Zb
Isotype (Thi-related) and a higher level of the IgG1 isotype
(Th2-related) DSA (Figure 3A) (n= 10, *p < 0,05, ***p <

American Journa! of Transplantation 2011; 11: 429438
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Figure 1: In tolerated allografts, B cells are present but reg-
ulated in their IgG expression. (A) Heprasentative pictures of
Immuno-fluorescence mergad staining as dascnbed in section
‘Material and Methods' tor rat IgM and 1gG (gresen) and daps (blue)
of allografts from raciprants that davelop chronic rejection (CR)
or toleratad thair allografts (Tol). Merged pictures, ongmal mag-
nification 400x, Pictures are reprasentative of five independent
axpatimeants, (B) mANA axpression of BCMA, 1gG {y chain C re-
gionl and IgM (e chain C ragion) refative to BCMA exprassion) was
anafyzad by gquantitativa RTPCR in heart syngeneic grafts {Syngl,
allografts from racipients that davelop chronic repection (CR) or
tolarated their allografts (Toll as descnbed in section ‘Matenal and
Mathods’ in = 5). Results are expressed in Arbitrary Unit (AL} of
tha spacific gene/™PRT transcnpt ratio £ SEM, *p < 0.05

0.001). Interestingly, these differences in the penpheral
quantity of the DSA and in their isotypes are slight and do
not reflect the strong reguiation of the antibody response
that we ohserved locally at the graft site
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CR Tol

IgG1

1gG2b

Figure 2; IgG1 antibody but no C4 complement deposit on
graft EC from tolerant recipients. Fepresentative pictures of
immuno-fluorescence merged staining as dascrihed in section
‘Material and Methods” for rat 1gG1, 1gG2b or C4 complement
igreant and dapi (blual of allografts from recipients that devalop
chronic rejection (CR) or tolerated their allografts (Toh. Merged pic-
wginal magnification 400x. Pictures are reprasentative of
five Independent exparimeants

We then evaluated the properties of the DSA that are pro-
duced In tolerant recipients that may be determinant for
the graft outcome. We observed a similar in wiro cytotoxi-
city of tha peripheral DSA from tolerant recipients than the
ones from recipients that develop chronic rejection demon-
strating that /n vitro, DSA from tolerant recipients are able
to fix complement (Figure 3B). Then, we evaluated the
properties of these peripheral DSA on in vitro activation of
donortype EC. We observed that both sera from recipients
that develop chronic rejection or tolerated their allografts
induced the expression of the transcripts for VCAM-1, a
marker of activation, in donortype EC (Figure 3C). How-
ever, we observed that sera from recipients that develop
chronic rejection decreased the mRBNA expression of HO-
1 and NOTCH-4, two cytoprotective maolecules, whereas
sara from tolerant recipients maintained or even increased
their expressions (Figure 3C, n = 3, *p < 0.05). Similar
results were obtained for the expression of CLEC-1, a
molecule that we previously showed to be down-regulated
following inflammatory activation (Figure 3C, n =3, *p -
0.05) (27). This decreases in the expression of these
molecules was not cbserved on syngeneic EC (data not
shown|} demonstrating that the effects observed were due
to DSA and not to ather factors from the sera, These data
demonstrate that the properties of the DSA produced in
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tolerant recipients are different that the ones preduced in
reciplents that develop chronic rejection because they do
not activate in a deleterious/inflammatory way donortype
EC but seem to protect them.

In tolerant recipients, B cells accumulate
progressively in the blood and are partially blocked

in their IgM to IgG switch

Wi praviously demonstrated in tolerant recipiants an ac-
cumulation of CDA*CD25* reguiatory T cells in the graft
and in the spleen (low in blood) that appears following the
20 day treatment cessation (16,17). We evaluated here
the phenotype of B cells and assessed the expression of
genes related to B-cell differentiation of activation during
(at day 10 after transplantation) or after lat day 30 and
100) immuno-suppressive treatment. We observed a low
mRANA expression of CD27, a marker of activation and of
memory B calls in allografts and PBMC from tolerant re-
cipients compared to the ones from recipients that devel-
opchronic rejaction {Figure 4, n = 5, *p < 0.05). This has
been confirmed by flow cytometry analysis of CD27 ex-
pression in B PBMC (Figure 4, n = 5, *p < 0.05). These
data suggest a control of B-cell actvation in tolerant recip-
wents.

Interestingly, we observed a higher expression of BCMA
transcripts in the PBMC from tolerant recipients than in
the ones from recipients that develop chronic rejection or
even from the ones of syngeneic recipients (at day 100 af-
ter transplantation) {Figure 4, n = 5, *p < 0.05). This accu-
mulation of B cells in blood of tolerant recipients has been
confirmed by flow cytometry analysis of the PBMC com-
position with a progressive increases following immuno-
suppressive treatment cessation (at day 30 and 100 after
transplantation) (in both frequency and absolute numhber)
(Figure 4, n = 5, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
Moreover, we observed that B cells in the blood of toler
ant recipients express a lower ratio of IgG/lgM transcnipts
(relative to BCMA) than the B cells from recipients that
develop chronic rejection ({Figure 4, n = 5, **p < 0.01).
This result has been confirmed by Flow cytometry analy-
sis of intracellular 1gG staining in PBMC (Figure 4, n = 5,
*p < 0.05, ***p < 0.001). Therefore, tolerant recipients
are characterized by the progre cumulation follow-
ing immuno-suppressive treatment cassation of B calls in
the penphery and similarly to what we observed In the
graft, these B cells are partially inhibited in their lgM to IgG
switch

ve a

In tolerant recipients, B cells exhibit

an inhibited profile

We assessed in the blood and in the grafts the expres-
sion of BANK-1, a molecule involved In the CD40-mediated
signaling that has been described to be overexpressed in
biood of patients operationally tolerant to kidney transplant
{13,28), Interastingly, we observed also an overaxpression
of BANK-1 transcripts in PBMC from tolerant recipients

American Journal of Transplantation 2011; 11: 429-438
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Figure 3: Deviation of the alloantibody response toward a Th2-related isotype that does not activate graft EC in a pro-
inflammatory way. (Al Assassmant of the donorspecific 1gG, 1gG2b and gG1 alloantibodies in the sara of recipients that develop

chransc rejection (CR} or tolerated theair allografts (Tol) as described in section "Maternal and Methods'. Data are expressed in gs
0.0011. {8l Assessment of tha m vitre cyte
lop chronic rejaction (CRI or tolerated their allografts (Tol) as dascribed in section
otoxicity £ SEM {n = 10, *p -
of recipients that develop chronic raejection (CRI or tolarated their allografts (Tol)

maan fluorescence channel £ SEM (n = 10, *p < 0.05, ***p -
sara of syngeneic racpients of recipients that dev
‘Matenal and Methods', Data are expressed mn % of

cubated wath diluted

as descnbed in sect

yie
sera of syngeneic recipients (Syry

ara exprassad in AU of spacific gena/HPRT (n=3, *p < 0.05)

compared to the onas from recipients that develop chronic
rejection or from syngeneic recipients (Figure 5, n=5, *p -
0.05). An overexpression, was also cbserved in PBMC or
grafts from recipients that develop chronic rejection com-
pared 1o the ones from syngeneic recipients (Figure 5,
n=25 *p < 0.05 **p < 0.01). These data suggest that
overexpression of BANK-1 may reflect the presence of B
cells at the intiation of the switch process

We assessad the expression of the activatory receptor
Fcgrza and of its inhibitory counterpart Fegr2b, expressaed
by APCs and that reflect their activation state. Interestingly,
we observed a strong expression of Fcgr2a in allografts
and PBMC from recipients that develop chronic rejection
compared to the ones from recipients that tolerated their
allografts (Figure 5, n = 5, *p < 0.05, **p < 0.01). The in-
hibitory receptor Fegr2b is also highly expressed in the ak-
lografts and in the PBMC of recipients that develop chrenic
rejection but also highly expressed in the PBMC of tolerant

American Journal of Trahsplantation 2011; 11: 429438

ion 'Matanal and Methods'. Ten, 24 or 48 h later, EC were wi
10 hl, HO-1 {at 10 h), NOTCH-4 (at 24 hl and CLEC-1 (at 48 h) mRNA expresson was

metric
oxicity of the DSA for the

0.05). {C) Rat £C line of donor crigin (LEW.1W) was

and lyzad for RNA extraction. HPRT VCAM-1 (at
ssad by quantitative ATPCR in EC and results

recipients (Figure 5, n =5, *p < 0.05). Consaquantly, when
we parformed the ratio FegrZh/Fegr2a transcripts for each
animal, we observed that this ratio is higher in the allo-
grafts and in the PBMC from tolerant recipients compared
10 the ones from racipients that develop chronic rejection,
suggesting an inhibitory profile rather an activatory one
(Figure 5, n =5, *p < 0.05)

Therefore, welerant reciplents are characterized by the ac-
cumulation of B cells in the periphary that seem to be
blocked at the switch process and exhibiting an inhibited
profile,

B cells from tolerant recipients are able

to transfer tolerance

We previously demonstrated that total splenocytes or
splean CD4* T cells from tolerant recipients were able to
transfer tolerance to a subsequent sub-lethally irradiated
host [117,19) and Figure 6A, n =4, **p < 0.01)]. Here, we
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showed that purified spleen B cells from tolerant racipiants
(but not from naiv data not shown) were also able
to transfer allograft tolerance suggesting the presence of
requlatory B cells (Figure 6A, n = 4, 0.05), We aval-
the level of the IgG DSA in the periphery of these
transfaerred racipients and observed a very low lavel in the

ones transferred with tolerant CD4* T cells compared to

control rejecting recipients. Importantly, we observed that
the preferential isotype of 1gG DSA that is producad com
pared to control rejecting recipients is the 1gG1 isotype
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Figure 4; Accumulation of B cells par-
tially blocked at the switch recom-
bination process in blood of toler
ant recipients. mANA axpresson of
'j[‘-—", Ei'lff'.‘h'« ‘J'v.’ ‘:1‘:01-:1[‘.‘1 (relative to
N Al was analyzed by quantitative
o ATPCR in PBMC and grafts from syn
Hants that
wonic rejaction (CR) or tok
nbed
Re-

ganeic recipients (Syng), re

develop o

eratad (Toll ther allograft as das
saction 'Material and Met

n = 5 *p < 0.0¢ 0.01. Ab
solute numbear and % of B in PBMC,
IgG* in PEMC and CD27* inBPEMC =
SEM were assassed by Flow Cytome-
try as descnbed in saction 'Material and
Methods' in syngenx recipients (Syng)
of reciplents that devalop chronic rejec
tion {CR) or tolarated their allograft at
day 10, 30 or 100 alter transplantation
3 *p < 0.05, **p < 0.0t

(Figure 6B, n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001)
(no difference was observed for 1gG23a or 2b DSA, data not
shown). Therefore, these data demonstrate also a requ-
lation and dewviation of the alloantibody responss toward
a Th2-related 1sotype in transferred recipients that can be
madiated by the transfer of regulatory T cells alone. This
suggests that regulatory T cells from tolerant recipients
are able by themselves to educate B cells to regulate the
alicantibedy response and that these machanisms of reg
ulation are important for long-term allograft tolerance,
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Figure 5; B cells from tolerant recipients exhibit an inhibited
profile. mANA expression of BANK-1, Fegr2a and Fegrzh was an-
alyzed by quantitative RT-PCR in PBMC and grafts from syngenerx
recipients {Syngtl, recipients that dewslop chronic rejection (CR) or
tolarated their allograft (Tol) as describad in section ‘Matarial and
Methods’. Rasults are expressed in AU of the specific gena/HPRT
transcript ratic £ SEM in = 5) *p < 0.05, **p < 0,01

Discussion

Deciphering the mechanisms of allograft tolerance in ro-
dent and the identification of molecules that could induce
or diagnosge stable tolerance or at contrary predict deteri-
oration of the graft represents a crucial aim of research in
transplantation.

We praviously demonstrated in a rodent medel of long-
term allograft tolerance induced by a short-term immuno-
suppression, the expansion of regulatory CD4+CD25*
T celis that accumulate in the spleen and at the graft site fol-
lowing treatment cessation (16-18). Moreover, we showed
the expression of immuno-regulatory molecules suggest-
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Figure 6: B and CD4* T cells from tolerant recipients trans-
fer allograft tolerance and the control of the B-cell response.
50 x 10° of total splanocytas or 20 x 10% of purified CD4+ T or
B calls from tolerant racipients were tran ed to a sscondary
irradiated host as descnbed in saction ‘Materials and Methods'
(Al Survival curve of allografts in transterred recipients in = 4,
*n < 0,06, **p < 0,01). (B} Thirty days after transfar, 1gG or IgG1
DSA ware assessed in the sera as descnbed in section ‘Maternial
and Methods'. Data are exprassad in geometnc mean fluores-
cence channal £ SEM {n > 4, *p < 0,05, **p < 0.01)

Ing active mechamsms of regulation and a local immune
privilege state (16-18).

In this study, we have investigated the B-cell aspact in
long-term tolerance. We showed the presence of nod-
ules of B cells in grafts of tolerant recipients with a devia-
tion of the allcantibody response toward a Th2-phenotype.
The presence of germinal centers in grafts and a Th2-
type B-cell response have often been associated with the
development of chronic rejection (29-31). However, we
showed here in our model that the B cells from toler
ant recipients are strongly requlated in their IgG produc-
tion especially at the graft site and that the specific de-
posit of the Th2velated isotype antibedies on graft EC
does not activate C4 complement. Indeed, this contrasts
with the strong deposits of Thi-related Isotype antibody
and C4 complement observed in allografts from recipi-
ents that develop chronic rejection by DSTtreatment or
in the 10% of immuno-suppressor treated animals that
develop chronic rejection at long-term (data not shown)
However, interestingly, this control of the alloantibody re-
sponse s only slightly reflected in the periphery by the

435

87



RESULTATS - B. Etude de la réponse lymphocytaire B dans la tolérance a 1’allogreffe cardiaque chez

le rat

Le Texier et al,

assessment of the DSA in the sera when compared to
recipients that develop chronic rejaction. Indeed, in recip-
ients that develop chronic rejection, the level of DSA in
the circulation may be underestimate due to their mas-
sive absorption by the organ graft, Alternatively, DSA that
accumulate in the circulation of tolerant recipients may
represent antibodies with a low affinity that will not cause
tissue damage. In clinic, presence of circulating anti-HLA
antibodies is associated with increased graft fallure; how-
ever, about 26% of patients producing posttransplant DSA
have normal appearance of their grafts (5,6). Moreover,
C4d complement deposit on the graft is not systemati-
cally observed in patients developing chronic rejecticn and
& recent study demonstrates that changes in endothelial
transcripts are better to prognostic or identify kidneys ex-
penencing antibody-mediated injury (32), Indeed, DSA can
elicit EC injury via complement-dependent mechanisms
but also through complement-independent mechanisms
by stimulating pro-inflammatory and pro-proliferation sig-
nals (33,34}, We showed here in our model that DSA from
tolerant recipients do not activate donortype EC in an pro-
Inflammatory way because they maintained or even In-
creased the expression of HO-1, NOTCH-4 and CLEC-1
molecules that we showed 10 exert protective roles (27,35~
37). Interestingly, these in vitro data are concordant with
what we previously demonstrated in vivo with a high ex-
prassion of HO-1, NOTCH4- and CLEC-1 by graft EC in
tolerant recipients and a down-expression in the ones of re-
cipients that develop chronic rejection (19,27,36). Indeed,
it has bean shown that depending on their isotype, their
dose, their affinity or their fucosylation, DSA may be dele-
terious for graft EC or in contrast protect them by inducing
expression of protective molecules (38,39).

Interestingty, we observed following Immuno-suppressive
treatment cassation an accumulation of B cells in PBMC of
tolerant recipients and a phenotypa of inhibited B cells par
tially blocked at their IgM to IgG switch and overexpressing
the inhibitary receptor Fegr2b. Becauss of lack of specific
antibodies to phenotype B cells in rat, we have not been
able 10 determine their differentiation step and whether
these cells reprasent different subpopulations. This accu-
mulation of inhibited B cells may be an epiphenomenon of
LF15-0195 immuno-suppressive treatment that has been
shown to block NFxB signaling {40). However, we showed
no accumulation of B cells under LF15-0195 treatment
and B cells from tolerant recipients are able to mature
by in vitro TLR stimulation suggesting that B cells are not
hypo-responsive (data not shown). Interestingly, an accu-
mulation of B cells, an overexpression of BANK-1 and an
increased Fcgr2b/Fcgr2a transcript ratio have also been
observed in PBMC of patients that spontaneously develop
operaticnal tolerance to kidney transplant after cessation
of immunosuppressive treatment (12-15,28). BANK-1isan
adapter protein involved in Bcell receptormediated signal-
ing that negatively reguiates CD40-mediated AKT activa-
tion and subsequent B-cell responses (41,42). Therefore,
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lgM-bearing B cells may utilize BANK-1 to decrease the
signal strength, thereby praventing hyperlgM responsas at
the switch process (42). Interestingly, expression of BANK-
1 variants have been shown to contribute to sustained
B-cell-receptor signaling and B-cell hyperactivity character-
istic of systemic lupus erythematosus (SLE) (43). We also
observed an overexpression of FegrZb, an inhibitory re-
ceptor that has been shown to be a potent regulator of
B-cell division, class switching and maturation to plasma
cells. Fegr2b may play a prominent role In the mainte-
nance of peripheral tolerance and its polymorphism is also
significantly associated with SLE in multiple ethnic groups
{44). In our model, the overexpression of BANK-1 and of
the Fegr2b/Fcar2a ratio may reflect an accumulation of in-
hibitory or inhibited B cells blocked at their switch process.
These blocked B cells may not have proceed to somatic
hypermutation and therefore may produce DSA of low
affinity (45),

We observed a control of the B-cell response in tolerant
recipients with a preferential switch of DSA toward a Th2-
related isotype, We showed by transfer experiments that
this requlaticn may be mediated by regulatory CD4*CD25*
T cells that accurnulate in tolerant recipients. Indeed, reg-
ulatory CD4+CD25* T cells have been shown to not only
regulate the T cell response but also to requlate B-cell ac-
tivation by reducing considerably IgG antibody production
and isotype changes (46). Interestingly, B cells from toler
ant recipients are able by themselves to transfer allograft
tolerance suggesting that a subpopulation of regulatory B
cells have developed, Recent studies have demonstrated
the existence of subpopulation of regulatory B cells ex-
hibiting a particular phenotype andfor expressing IL10 and
their depletion has sometimes been observed to exacer-
bate inflammatory diseases (47-49). We did not observe
the accumulation of IL10 expressing B cells in PEMC of
tolerant recipients (data not shown), suggesting that these
B cells are different from the regulatory B cells or pro-B10
described in the literature (47-49}.

In conclusion, we demonstrate a strong regulation of the
B-cell response in long-term tolerant recipients with a de-
viation of the alloantibody response toward a Th2-related
profile that is certainly important for the graft EC protec-
tion. Moreover, we showed the accumulation in the blood
of a particular phenotype of B cells exhibiting an inhibited
profile, which may represent as described in clinical stud-
ies (13-15), a usetul signature of tolerance. In addition,
we showed the expansion of B cells in tolerant recipients
able to transfer tolerance. Therefore, in clinic, therapies
that aim to reduce alloantibody production by targeting B
cells may prevent the regulatory role of B cells important
for long-term protaction of the graft. Therefore, the com-
prehension of the mechanisms involved in the deviation
of the alloantibody response and the Interplay between
pathogenic and requiatory B cells appear important to
elucidate.

American Journal of Transplantation 2011; 11: 429-438
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Objectif de I’étude

Ces travaux s’inscrivent dans le cadre de 1’étude des mécanismes et des molécules qui
pourraient étre impliqués dans la tolérance en transplantation. L’analyse préalable par puces a
ADN des greffons tolérés a long terme (modele LF15-0195) ou en rejet chronique (modele
DST) (J. M. Heslan et al. 2006), a notamment permis de mettre en évidence la sous-
expression du géne RGD1310371 dans les greffons Tol par rapport aux greffons CR. Ce géne
code pour une molécule non-décrite jusqu’a présent, que nous avons nommée LIME.
L’objectif de cette étude a donc été de caractériser la régulation et la fonction immunologique

de cette molécule inconnue.

Résumé de Particle 2

Nous avons commencé notre étude en quantifiant le transcript de LIME par RT-PCR
(Reverse transcription polymerase chain reaction) quantitative dans les greffons Tol, en rejet
aigu (AR, rats non traités) ou CR. Nous avons observé une faible expression du transcript de
LIME dans les greffons Tol par rapport aux greffons AR, 5 jours apres la greffe, et par
rapport aux greffons CR, 100 jours aprés la greffe. Cette faible expression est également
observée dans le sang des rats Tol comparé au sang des rats CR, confirmant 1’inhibition de
LIME chez les animaux tolérants et la forte induction chez les rats rejetant leur greffe.

Afin de caractériser cette nouvelle molécule, nous avons étudié 1’expression de son
transcript dans divers types cellulaires du systéme immunitaire. Les résultats indiquent qu’elle
est exprimée dans les DC et les macrophages stimulés. L’analyse de la cinétique de son
expression dans des BMDC révéle que c’est une molécule rapidement induite apres une
stimulation pro-inflammatoire. A I’inverse, son expression est diminuée par I’IL-10, une
cytokine immuno-régulatrice. De plus, I’étude fonctionnelle de LIME nous a permis de mettre
en évidence son implication dans la capacité des DC a stimuler les lymphocytes T.
L’ensemble de ces résultats pourrait expliquer la surexpression de LIME dans le rejet
d’allogreffe qui implique la présence de DC activees et de cytokines pro-inflammatoires pour
induire une réponse immune contre le greffon. Au contraire, les mécanismes régulateurs qui
caractérisent les animaux tolérants pourraient étre a 1’origine de I’inhibition de 1’expression de
LIME chez ces animaux.

L’étude de la localisation cellulaire de LIME, par microscopie confocale, nous a
permis d’observer que cette molécule est organisée en réseau dans le cytoplasme des cellules.

Elle semble également colocalisée avec 1’actine au niveau de protrusions membranaires. De
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facon intéressante, 1’étude de la structure prédictive de LIME suggere un lien entre cette
molécule et les protéines de la famille "Trefoil". Cette famille regroupe diverses protéines
caractérisees par un domaine "Trefoil" et une structure en "tréfle”. Cependant, LIME ne
contient pas ce domaine "Trefoil" mais présente une structure similaire a celle des protéines
de cette famille. Certains membres de la famille "Trefoil", comme les molécules Fascines
(Fascine-1, Fascine-3), sont connus pour jouer un role majeur dans la réorganisation du
cytosquelette d’actine (A. Li et al. 2010). De plus, nous avons constaté que le gene de LIME
est encadré par deux genes codant pour des molécules qui se lient au cytosquelette, 1’IL-16 et
Mesdc-1 (mesoderm development candidate 1). En effet, ces molécules se lient
respectivement a la myosine et a I’actine et sont impliquées dans la mobilité et la motilité
cellulaire. D’autre part, dans la littérature, le gene de LIME a été associé aux cellules ciliées
(McClintock et al. 2008). Or, dans notre étude, nous observons une tres forte expression du
transcript de LIME dans les testicules, la trachée et les poumons, des organes riches en
cellules ciliées dont la fonction est fortement dépendante du cytosquelette. L’ensemble de ces
résultats suggere que LIME pourrait étre associée au cytosquelette, qui joue un réle majeur
dans la motilité et la mobilité cellulaire mais également dans la formation de synapses
immunologiques.

Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence une nouvelle molécule qui
pourrait, dans le futur, servir de cible thérapeutique pour réguler 1’activation des lymphocytes

T par les APC et ainsi moduler la réponse immunitaire.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are sentinels of the immune system distribute throughout the body that
following danger signals will migrate to secondary lymphoid organs to induce effector T cell
response. We identified in a model of graft rejection, a new molecule that we named LIME
(RGD1310371) and that is strongly up regulated in DCs following inflammatory stimuli.
Importantly, we showed that LIME is involved in the T cell stimulation property of DCs. We
observed that LIME is expressed as network in the cytoplasm and co-localized with actin
notably at membrane protrusions. Interestingly, LIME protein structure prediction reveals a
link with molecules of trefoil family such as the actin-bundling molecule Fascin. Moreover,
LIME gene is flanked of the two cytoskeleton-binding proteins IL-16 and MESDC-1. In
addition, LIME is highly expressed in testis, trachea and lung that are rich in highly ciliated
cells. Taken together, all these data suggest a role for LIME in specialized structures of
cytoskeleton that are important for dynamic cellular events such as motility, mobility or
immune synapse formation. In the future, LIME may represent a new target to reduce the

capacity of DCs to stimulate T cells and to regulate an immune response.
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INTRODUCTION

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

Maturation of DC is accompanied by numerous changes that are correlated with a
reorganization of microfilaments and microtubules and an altered expression of specialized
actin- and tubulin-associated proteins. Indeed, reorganization of the cytoskeleton is needed to
allow dissolution of adhesion structures such as podosomes and acquisition of migratory
ability [3]. Shape remodeling of DCs is also important allowing acquisition of an elongated
shape, extending and retracting long dendrites to form dynamic clusters with CD4" T cells for
efficient immune synapse formation and T cell activation [2],[4]-[6].

Comprehension of mechanisms involved in DC maturation represents a crucial aim of
research to be able to develop new strategies to manipulate immune response. Immune
properties of DCs arouse interest due to their involvement in various pathologies such as
infectious diseases, cancer, autoimmunity and graft rejection. As part of a study of
identification of genes associated with allograft rejection or tolerance in transplantation, we
identified a new molecule that we named LIME and that we found to be over-expressed in
graft and blood of rats developing chronic rejection. In this study, we attempted to

characterize the immune regulation and the function of this new molecule.
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RESULTS

Identification of an uncharacterized molecule over-expressed in graft rejection.

In an attempt to identify new genes that could be involved in the development of chronic
rejection or tolerance in transplantation, we applied pan genomic DNA chip. We compared in
a rat MHC fully mismatched cardiac allograft model, whole allografts that develop chronic
rejection with allografts that are tolerated by a short-term treatment with an
immunosuppressor [7]. We previously described extensively these models and showed that
DNA chip enable the identification of molecules involved in these complex phenomena
[7].[8]. Among the genes up-regulated in chronically rejected versus tolerated allografts, we
identified the rat gene ID 308794 (RGD1310371). This gene encodes for a predictive
molecule not characterized so far and that was only shown to be highly expressed by ciliated
cells [9]. We arbitrary named this molecule “LIME” for “LPS-Induced MoleculE”. We
confirmed by quantitative RT/PCR the over-expression of LIME mRNA in chronically
rejected allografts compared to syngenic grafts and also observed a peak of expression in
acutely rejected allografts (Fig. 1A, n=5, *p<0.05 and **p<0.01). Interestingly, we observed a
higher mRNA expression of LIME also in blood of recipients developing chronic rejection
compared to the one from syngenic or tolerant recipients (Fig. 1A, n=5, **p<0.01 and
***n<0.001).

LIME is highly expressed in activated myeloid cells and in testis, trachea and lung.

In order to characterize this new molecule, we analyzed its expression in different rat cell
types. Quantification of LIME mRNA showed a very low expression in resting spleen DCs,
alveolar macrophage lineage (NR83 83), B, T and endothelial cells (EC) (Fig. 1B). However,
we observed that LIME mRNA expression was strongly induced (up to 50 fold) following
inflammatory stimulation in DCs and alveolar macrophage lineage but not in B, T and ECs
(Fig. 1B). We performed a LIME mRNA expression kinetic analysis in bone marrow derived
DCs (BMDCs) and observed that LIME was strongly induced (up to 100 fold) at 12 hours
after stimulation with the different inflammatory stimuli tested (LPS, IFNy, CpG or Poly(I:C))
and then rapidly decreased. Interestingly, LIME mRNA expression was decreased at 12 hours
after stimulation with the immuno-regulatory cytokine IL-10 (Fig. 1C). We analyzed LIME
MRNA expression in human monocyte-derived DCs and also observed a strong up-regulation
(up to 45 fold) following LPS-stimulation suggesting similar regulation of LIME expression
across species (Fig. 1D, n=3, **p<0.01). We then analyzed LIME mRNA expression in
different organs or tissues from naive rats. We denoted a huge expression in the testis and a
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strong expression in the trachea and lung. The expression was lower in the other organs or
tissues tested (skeletal muscle, aorta, thymus, lymph nodes, small intestine, brain, spleen,

heart, colon, bone marrow, liver, skin, and kidney) (Fig. 1E, n=3).

LIME is involved in the stimulatory properties of DCs.

To determine the function of LIME, we used specific LIME reformed-type small interfering
RNA (RNAI) that allow efficient and long-term inhibition of the gene [10]. Two non
overlapping RNAI specific for LIME were tested in rat LPS stimulated BMDC and compared
with a control RNAI. We previously demonstrated that this technology efficiently transfected
most of the rat BMDCs (up to 80% of the cells were transfected with a fluorescent RNAI) [8].
With LIME specific RNAI, we obtained an efficient inhibition of LIME mRNA expression in
LPS-stimulated BMDCs compared to control RNAI (up to 70%) (Fig. 2A, n=3, *p<0.05 and
***n<0.001). We first analyzed whether LIME inhibition modified LPS-induced maturation
of these cells. We did not observe any effect of LIME inhibition on the expression of
activation molecules such as class | and class Il MHC, CD80 or CD86 (data not shown). We
did not observe either an effect of LIME inhibition on the LPS-induced cytokine production
of 1L-12p70, IL-6 or IL-10 (data not shown). Then, we investigated whether inhibition of
LIME in matured BMDC affected their ability to promote T cell proliferation. In a fully
allogeneic mixte leukocyte reaction (MLR), we observed a diminution of T cell proliferation
when LIME was inhibited in the stimulatory BMDCs (Fig. 2B, n=3, *p<0.05). We observed
also a lower production of IFNy by these allogeneic T cells (Fig. 2C, n=3, *p<0.05).

We then used a more relevant and sensitive system of T cell stimulation with CD8" T cells
from OT-I transgenic mice TCR transgenic for ovalbumin (OVA). First, we evaluated the
efficiency of transfection of mice BMDCs with specific fluorescent RNAI. We observed that
almost all the cells (up to 97%) were transduced with RNAI (Representative Picture, Fig. 2D).
We confirmed inhibition of LIME mRNA expression in mouse BMDCs (up to 70%) with two
different LIME specific RNAI (Fig. 2E, n=3, *p<0.05 and ***p<0.001). Similar to what we
observed in rat BMDCs, this inhibition did not modify the expression of activation molecules
in mice DCs (class I and class Il MHC, CD80 or CD86) (data not shown). However, LIME
inhibition in OVA loaded BMDCs strongly reduced their ability to stimulate the transgenic
CD8" T cells (Fig. 2F, n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). The reduction of proliferation
was observed with OVAzs7 264 peptide or OVA protein loaded DCs demonstrating that this

decrease was not due to a default in antigen processing. Importantly, the same defect of
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specific CD8" T cell proliferation was also observed in vivo, following footpad injection of
LIME inhibited OVA loaded BMDCs (less proliferation and recovering of specific CD8" T
cells in the draining lymph node; Fig 2G, n=4, **p<0.01). Taken together, these data

demonstrate a role for LIME in the stimulatory properties of DCs.

LIME co-localized with the cytoskeleton.

To determine the intracellular localization of LIME, we analyzed its amino-acid (AA)
sequence by using different predictive Software as PSORTII [11], TMHMM2.0 [12], NMT
tools [13], TargetP1.1 [14] and NetNES [15]. Results revealed no transmembrane domain and
a high probability for LIME to be located in the cytoplasm (data not shown). We detected a
Nuclear Export Signal domain (NES) from AA 100 to 110 (I-K-A-Q-L-N-D-D-L-E-I),

suggesting that LIME circulates between nucleus and cytoplasm.

To determine its exact cellular localization, we attempted to generate anti-rat LIME
polyclonal antibodies by immunizing rabbit with LIME specific peptides. Unfortunately, we
obtained no efficient immunization suggesting that LIME is highly conserved between
species. Therefore, we transfected eukaryote cells with plasmid encoding the rat LIME full-
length sequence and containing the V5 tag. Confocal microscopy analysis revealed expression
of the V5 tag associated LIME protein largely in the cytoplasm and at lower extent in the
nucleus. Interestingly, in the cytoplasm, tagged LIME protein appeared to be organized as
network as some cytoskeleton filament proteins (Fig 3A, representative picture). Therefore,
we performed co-staining of LIME protein with polymerized actin by using phalloidin.
Interestingly, we observed that LIME co-localized with actin and particularly at some areas
under the cell plasma membrane (at specific cytoskeleton organized structures or protrusions)
(Fig 3B, representative merged picture). To determine the exact nature of the co-localization
between LIME and actin, the profiles of the fluorescent intensities for LIME and actin were
plotted at two different cell membrane locations (transept white lines) (Fig 3B i) ii)).
Representative histograms showed a largely overlapping staining and parallel fluctuations of
LIME and actin intensities suggesting a close relationship between these proteins.

LIME exhibit structure homology with “trefoil” molecules.

In the literature, nothing was described on LIME gene except its high expression by mouse
ciliated cells [9]. To obtain more information about LIME and notably to determine whether
this new molecule could be linked with a specific family, we made in silico analysis of LIME
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sequence in collaboration with the GenOuest bioinformatics core facility (Rennes, France).
First, NCBI blast (National Center for Biotechnology Information database) of rat LIME
sequence revealed 71% and 88% of identity respectively with the human and mouse
sequences demonstrating that LIME is highly conserved between species (Fig. 4A). Any
specific signals characteristic of a known family protein or specific patterns were revealed
with InterProScan portal [16]. Moreover, sequence alignment algorithms such as “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST) [17] and PSI-BLAST [18] could not detect a homolog of
LIME from the protein databank.

As the biological function of protein molecules is determined by their 3D shape (which
dictates how the protein interacts with ligands or other protein molecules), one of the most
common motivations for predicting the protein function is to use the structural information.
We used “gene3D”[19], the “Iterative Threading ASSEmbly Refinement” (I-TASSER) [20]
and “Protein Homology/analogY Recognition Engine” (PHYRE) [21],[22] web servers that
applied for finding of homology modeling and tertiary structure prediction. Interestingly,
results from these 3 different web servers revealed a high probability of link between LIME
and trefoil protein family. For example, the nine first hits extracted from PHYRE exhibit a %
of confidence >94% and a % of identity ranging from 14% to 24% (with 6 exhibiting a % of
identity > 20%, the threshold to consider homology). By their structure, these proteins are
linked to trefoil molecule family. Trefoil molecules are characterized by a rich cystein
domain, named trefoil domain and by their “three-leaf” structure [23]-[25]. Although LIME
does not contain a rich cystein domain, it is related to trefoil molecule family by its predictive
structure. Figure 4B illustrates the predicted LIME 3D modeling by PHYRE software. As an
example, 176 residues (58% of LIME sequence) have been modeled with 99,8% confidence
by the highest scoring template d1tf9 protein, a protein of unknown function and exhibiting
18% of identity with LIME (Fig. 4B).

We also observed that LIME gene exhibit shared synteny with preserved co-localization of
the following genes Tmc3, Stard5, IL-16, LIME (RGD1310371), Mesdcl (mesoderm
development candidate 1) and Mesdc2 on rat, mouse and human chromosomes (Data not
shown). Interestingly, LIME gene is flanked of IL-16 and Mesdc-1, two genes that have been
described to bind respectively the cytoskeleton proteins myosin [26] and actin [27],[28].
Genes of similar structure or linked functions are often grouped in locus/complex of genes or
supergenes on chromosome as it is the case for the NK or MHC gene complex [29],[30].
Therefore, the proximity of LIME with these genes may suggest the presence of a

locus/complex of genes sharing similar properties or functions related to cytoskeleton.
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DISCUSSION

In this study, we characterized a molecule not described so far that we named LIME,
and that we identified as over-expressed in blood and graft of recipients developing rejection.
We showed that LIME expression is associated with the pro-inflammatory status of myeloid
cells notably, DCs. In contrast, LIME expression is decreased by the immuno-regulatory
cytokine IL-10 and has been reported to be inhibited by the anti-inflammatory agent arbutin
[31],[32]. This regulation of expression could explain accumulation of LIME in recipients
developing rejection versus tolerance. Indeed, rejection is combined with expression of pro-
inflammatory cytokines and activation of myeloid cells that infiltrate the graft, uptake donor-
antigens and migrate to the secondary lymphoid organs to stimulate T cells [33]. In contrast,
tolerance is associated in our model with a strong inhibition of inflammation and cell
activation and by the over-expression of immuno-regulatory factors [34]-[37].

A body of evidence suggests a role for LIME in dynamic cellular structure of the
cytoskeleton. Indeed, LIME protein expression appeared to be organized in network and we
observed a co-localization with actin notably at some membrane protrusions. Moreover,
LIME is highly expressed in activated myeloid cells and in testis, trachea and lung that are
rich in highly ciliated cells suggesting its involvement in dynamic cell extensions.
Furthermore, LIME gene is flanked of the two genes encoding IL-16 and Mesdc-1 that have
been described to bind respectively the cytoskeleton proteins myosin [26] and actin [27],[28],
and to play a role in cell mobility and motility. LIME and its neighboring genes may form a
locus/complex of molecules sharing the common feature of being associated with the
cytoskeletal network.

Interestingly, LIME predictive structure study indicated similarity of structure with
trefoil proteins that interact for some of them with actin. Among them, are the actin filament
(F-actin) bundling proteins Fascins [38] that exhibit the same expression profile of LIME with
a high expression in activated DCs (Fascin-1) [6] and a high expression in testis (Fascin-3)
[39]. Fascin-1 is involved in the formation of filopodia, dendrites and invadopodia [40]-[42]
that play critical roles in maturation-associated DC functions such as migration, cytokine
production and interaction and activation of T cells [43]-[45]. Fascin-3 as LIME is highly
expressed in testis at the spermatid stage ([39] and GEO profiles, data not shown). During
spermiogenesis, round spermatids are remodeled into the fusiform shape of mature
spermatozoa. Significant morphological changes occur and are correlated with a

reorganization of microfilaments and microtubules in the head and tail regions of elongating
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spermatids by the expression of specialized actin- and tubulin-associated proteins [39]. Fascin
and LIME may function in microfilament rearrangements that accompany fertilization. The
role of these molecules sharing the common feature of being associated with the cytoskeletal
network is important to decipher. Indeed, Fascin has received a lot of attention among
cytoskeletal proteins because multiple clinical studies have implicated its expression in cancer
progression and metastasis [40]. We observed LIME protein also in the nucleus and identified
a NES signal that allows molecule exchange between the cytoplasm and nucleus through
nuclear pore complex. Similarly to actin that contains two NES [46], LIME might shuttle
between the cytoplasm and nucleus to play a role in both compartments. Indeed, in addition to
play a fundamental role in cytoplasm, actin has been described to binds RNA polymerase and
to promote chromatin remodeling [47]-[50].

We observed that LIME inhibition in DCs reduces their ability to stimulate T cells.
However, we did not observe an effect of LIME inhibition on DC migration in chemotaxis
experiments (data not shown). This does not exclude a role for LIME in cytoskeleton
rearrangement important for motility or mobility. Alternatively, LIME that is strongly up-
regulated in DCs following inflammatory maturation could be required for immune synapse
formation with T cells and efficient T-cell priming. Indeed, it has been shown that BMDC
deficient for the Wiskott-Aldrich Syndrome Protein (WASP), a regulator of the cytoskeletal
actin reorganization, present no alteration of maturation and of antigen endocytose and
processing but have a reduced ability to stimulate specific T cells due to an alteration in the
immune synapse structure [45].

To conclude, we described in this study a new molecule, LIME that could be involved
in the dynamic function of specialized structure of the cytoskeleton important for cell
adhesion, migration, motility or immune synapse formation. In the future, LIME may

represent a new therapeutic target to regulate DCs activity and immune response.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and transplantation

MHC fully mismatched LEW.1A (RT1a) and LEW.1W (RT1u) rats and C57BI/6 mice were
purchased from the Centre d’Elevage Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Transgenic mice
S/SOPF B6.0T-1 were purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France).
Rodents were maintained in an animal facility under standard conditions according to our
institutional guidelines. The studies were reviewed and approved by the appropriate
institutional review committee. Syngenic LEW.1A to LEW.1A or allogeneic LEW.1W to
LEW.1A heart allografts were performed as previously described [51]. Allografts in untreated
recipients were acutely rejected in 7 days. Allograft tolerance was induced as previously
described by a short-term treatment (20 days, 3 mg/kg/day) with an immune-suppressor,
LF15-0195 (Fournier Laboratories), a deoxyspergualine analog [52]. Chronic allograft
rejection was induced by two donor blood transfusions (DST) before transplantation as
previously described [7]. Graft function was assessed by scoring pulsations through the
abdominal wall and acute or chronic rejection was confirmed by respectively heart beating
cessation or the presence of vascular lesions (Histology). Graft and blood were harvested at
day 5 or 100 after transplantation. PBMC were extracted from whole blood using ficoll (GE

Healthcare).

Cell purification, culture, and activation

-Rat splenic DCs, T and B cells from naive rats were purified by positive selection using a
FACSAria flow cytometer respectively by OX62*/classll MHC®, TCR* and OX33"/HIS24"
stainings. DCs, T and B cells were cultured in complete medium and stimulated for 12h with
respectively LPS (1upg/ml) (Sigma-Aldrich), plate-bound anti-CD3 (1pg/ml) anti-CD28
(1pg/ml) antibodies (BD Biosciences) or Cpg 2006 (5uM) (InvivoGen).

-Rat alveolar macrophage lineage NR8383 [53] cells were cultured in Ham's F12 medium
completed with 10% endotoxin-free Fetal Bovine Serum (Perbio Science), 2 mM I-glutamine,
1mM sodium pyruvate, 1 mM HEPES, and 5x10° M 2-ME, penicillin-streptomycin
(100U/ml; 100pg/ml respectively) (all from Sigma-Aldrich) and stimulated 6h with rat IFN-y
(50 U/ml) (Serotec).

-Rat endothelial cell (EC) line of LEW.1W origin was isolated as previously described [54],
plated into 12-well plates (Nunc; Merck/Eurolab France) (1 million cells/well) in complete
RPMI medium and stimulated 6h with rat IFN-y (50 U/ml) (Serotec).
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-Rat BMDCs were obtained as previously described [55]. Briefly, bone marrow cells were
cultured in complete RPMI 1640 medium supplemented with rat 1L-4 (0.4 ng/ml) and murine
GM-CSF (1.5 ng/ml). At day 8, rat BMDCs were collected, plated (2 million/ml) and
stimulated with LPS (1 ug/ml) (Sigma-Aldrich), recombinant rat IFN-y (50 U/ml) (Serotec),
CpG 2006 (5uM) (InvivoGen), poly (I:C) (25 pg/ml) (InvivoGen) or recombinant rat 1L-10
(20 ng/ml) (R&D Systems) for 6, 12, 24 and 48h.

-Human DCs were generated as previously described [56]. Briefly, monocytes were enriched
by elutriation (>85% CD14") and cultured for 6 days in complete medium supplemented with
human GM-CSF (200 1U/ml) (CellGenix) and IL-4 (1000 IU/ml) (CellGenix). Then, DCs
were harvested and stimulated at 1 million cells/ml 24h with LPS (1 pg/ml). Ethical
Committee approval was received for the study and the informed consent of all participating
subjects was obtained. All cells were cultured at 37°C and 5% CO2, recovered and subjected
to RNA extraction.

-For mouse BMDC generation, only murine GM-CSF (0,15 ng/ml) was added to complete

RPMI medium during culture of bone marrow cells.

RNA extraction and real-time quantitative RT-PCR

Total RNA from organs, tissues or cells was prepared using TRIzol (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. Real-time quantitative RT-PCR was performed as previously
described [57] by using a step one plus instrument (Applied Biosystems) and SYBR Green
PCR Master mix reagent (Applied Biosystems). Oligonucleotides used in this study were for
rat (r), mouse (m) and human (h): rHPRT (Up-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC, Lo-
TTCGCTGATGACACAAACATGA), rLIME (Up-GTGTGACTGCTGTGCCGA, Lo-
CCAGACAGAAGTCCTGCCC), mGAPDH (Up-CTACAGCAACAGGGTGGTGG, Lo-
TATGGGGGTCTGGGATGG), mLIME (Up-GCCCAGATGAAGTTAAAGCG, Lo-
GCCCATAGACAACCACTTGG), hHPRT (Up-CGAGATGTGATGAAGGAGATGG, Lo-
CCTGTTGACTGGTCATTACAATAGC), hLIME (Up-GCAGTTCAAGCCAAGACCC,
Lo-AAATCCTCCTGTTATCCCCAG). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT)
and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used as an endogenous
control gene to normalize for variations in the starting amount of RNA. Relative expression
was calculated using the 222" method [57],[58].
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Bioinformatics analysis

Rat, mouse and human LIME amino-acid (AA) sequence were analyzed with NCBI blast
(National Center for Biotechnology Information database). To study cellular localization, rat
LIME AA sequence was analyzed using the AA sequence-based predictors PSORTII [11],
TargetP1.1 [14] and NetNES [15]. The probability of LIME to be associated with the
membrane was checked by the presence of alpha-helix with TMHMM 2.0 [12] and NMT
tools [13]. The presence of specific signals or link with known family protein according to the
predictive secondary structure or predictive 3D structure, were analyzed by InterProScan
portal [16], Gene3D [19], PHYRE [21],[59] and I-TASSER [20],[60] web servers.

Plasmid construction and transfection

Full-length rat LIME mRNA sequence was cloned from rat cDNA testis by PCR with the
specific primers: rLIME (Up-ACGCGGATCCATGGCGCGGAATGTGTATGGTCC, Lo-
ATAGTTTAGCGGCCGCCCTGTATTGATGCCCATGGCCTGCTC) (Eurofins MWG) and
insert in pcDNAG vector (Invitrogen). 6X10* COS (CV-1 (simian) in Origin, and carrying the
SV40) fibroblast-like cell line derived from monkey kidney tissue were plated on Microscope
Cover glasses (Marienfield GmbH & Co0.KG) in 12-wells plate (Nunc; Merck/Eurolab
France) during 24h. Cells were transfected with pcDNA6 plasmid with lipofectamin
(Invitrogen) and Plus reagent (Invitrogen) according to the manufacturer instructions. Cells

were stained 24h after transfection.

Immunohistology

COS cells were fixed with paraformaldehyde (4%) (Electron Microscopy Science, Hatfield,
USA) and stained with anti-V5 antibody (11pg/ml) (Invitrogen), alexa fluor 568 anti-mouse
antibody (4pg/ml) (Invitrogen) and FITC phalloidin (0,4U/ml, Invitrogen). Cover glasses
were mounted in Prolong Gold DAPI mounting medium (Invitrogen), and observed by
fluorescence microscopy (Nikon Al R Si Confocal microscope). Images were purchased (X60
Plan Apo N.A: 1.4, zoom 2.) with sequential mode and analyzed by using Metamorph and
Image J program.

RNAI BMDC transfection, activation and T cell stimulation

Non-overlapping LIME specific Stealth RNAI (Stealth Select RNAI; Invitrogen) duplexes
were designed and purchased by Invitrogen: Rat RNAI-1 (5'-
CCACUGGAUGCUGGUUACUGGAAAU-3"), rat RNAi-2 (5'-
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CAUGCUAGACAUCUCUAAACCUAUU-3"), mouse RNAi-1 (5°-
GCGAAAUGGGCCAAGUGGUUGUCUA-37) and mouse (RNAi-2 5’-
UAGACAACCACUUGGCCCAUUUCGC-3’). At day 8 of culture, 2 million adherent rat or
mouse BMDCs were transfected with Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) and with 200
pmol of control RNAi (medium GC content Stealth RNAIi negative universal control,
Invitrogen) or LIME specific RNAI. Cells were stimulated 48 h with LPS (0.5 pg/ml).

-For rat mixed leukocyte reaction (MLR), LEW.1A BMDCs were harvested 2 days following
transfection and plated in 96-wells plate (6,25x10* cells/ml) with allogeneic LEW.1W lymph
node-derived T cells (20x10* cells/ml) in complete RPMI medium. Three days later, cells
were pulsed for 8h with 0.5 pCi/well [methyl-*H]thymidine (Amersham) and °H
incorporation was measured using a scintillation counter (TopCount NXT; PerkinElmer).
INFy production was assessed in the MLR supernatant 5 days later by ELISA according to the
manufacturer instructions (BD Biosciences).

-For mouse experiments, efficiency of mouse BMDCs RNAI transfection was tested by
transfecting cells with Alexa fluor Red Oligo (Invitrogen) with the same protocol and then
subjecting cells to FACS analysis.

-For in vitro antigen-specific T cell stimulation assay, 8-days transfected BMDC (1x10* cells)
were plated in 96-wells plate, loaded with OV A7 264 peptide (0,1ng/ml) or ovabulmin
protein (500ug/ml), stimulated with LPS (0.5 ug/ml) for 24 hours, washed and then incubated
with CFSE-labeled (Invitrogen) lymph node purified OT-1 CD8" T cells (10x10* cells)
(Miltenyi kit). At day 5 of culture, cells were stained with anti-CD3 (BD Biosciences) and
anti-CD8 (BD Biosciences) and T cell proliferation (CFSE dilution) was analyzed by flow
cytometry.

-For in vivo antigen-specific T cell stimulation, 5X10° CFSE stained splenocytes from B6
OT-I ly5.1 mice were injected (i.v) in B6 ly5.2 mice. 24 hours later, 1X10°> mouse BMDCs
transfected with control or LIME specific RNAi were loaded with OVAs7 264 peptide
(5pg/ml) and injected in the footpad. Poplite lymph nodes were recovered and stained with
anti-CD45.1, CD3 and CD8 antibodies (BD Biosciences) and % of proliferation (CFSE
dilution) and recovering of CD45.1 CD8" T cells were analyzed by Flow cytometry.

Flow cytometry analysis
Fluorescent labeling was measured using a FACS LSR 11 (BD Biosciences) and analyzed with
FlowJo Software.
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Statistical analysis
Statistical evaluation was performed using Student’s t test for unpaired data, and results were

considered significant if p values were <0.05. Data were expressed as mean £ SEM.
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Figure 1: LIME mRNA expression in transplantation models, cell subtypes and organs.
LIME mRNA expression in (A) cardiac grafts and PBMC of rat syngenic recipients (Syng),
allograft recipients developing acute (AR) or chronic rejection (CR), or allograft tolerant
recipients (Tol) at day 5 or 100 after transplantation (n=5), (B) Splenic DCs, alveolar
macrophage lineage (Mac) (NR8383), B, T and EC, stimulated (stim) or not (NS) with
respectively LPS, IFNy, CpG, anti-CD3/CD28 or IFNy for 12 hours (n=3), (C) rat BMDCs
stimulated or not (NS) with LPS, IFNy, CpG, Poly(I:C) or IL-10 for 6, 12, 24 or 48h (graphs
were representative of three independent experiments), (D) HmoDCs stimulated or not (NS)
with LPS for 12 hours (n=3) and in (E) different organs from naive rats as indicated (n=3).
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Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/HPRT
transcript ratio + SEM *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 2: LIME function in stimulatory properties of BMDCs.

(A) LIME mRNA expression in rat BMDCs transfected with control or two LIME specific
RNAI. Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/HPRT
transcript ratio + SEM (n=3, *p<0.05, ***p<0.01). (B) Proliferation by *H incorporation
(cpm) of allogeneic T cells stimulated by transfected control or two LIME specific RNAI
BMDCs (MLR) for 4 days (n=3, *p<0.05). (C) IFNy quantification in MLR supernatant by
ELISA (n=3, *p<0.05). (D) Representative histograms (flow cytometry) of stimulated mouse
BMDCs transfection efficiency (with red Fluorescent control RNAIi (plain line) or
untransfected control (dotted line)). (E) LIME mRNA expression in mouse BMDCs
transfected with control or two LIME specific RNAI. Quantitative RT-PCR results were
expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/GAPDH transcript ratio £ SEM (n=3, *p<0.05,
***n<0.01). (F) Proliferation of OT-I CD8" T cell stimulated by OVA2s7_264 peptide (0,1
ng/ml) or OVA protein (500ug/ml) loaded mouse BMDCs (transfected with control or two
LIME specific RNAI) (4 days). Data were expressed in AU of CFSE dilution compared to
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control=100 (n=3, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05). (G) In vivo proliferation and recovering
of CD45.1 OT-1 CD8" T cells previously inoculated to CD45.2 congenic mice and stimulated
by OVAs7 264 peptide (5 pg/ml) loaded mouse BMDCs (transfected with control or LIME
specific RNAI) for 3 days. Data were expressed in AU of CD8" T cell CFSE dilution
(compared to control=100) and in % of CD45.1 CD8" T cells recovered in the draining lymph
node (n=4, **p<0.01).

Figure 3
A

Figure 3: Cellular localization of LIME protein.

Representative pictures of immuno-fluorescence staining of COS transfected with plasmid
encoding full length rat LIME protein and containing the V5 tag (red) with (A) DAPI (blue)
and (B) DAPI and phalloidin (polymerized actin) (green). Original magnification x1200 (Plan
Apo N.A: 1.4 zoom 2.). (Bi,Bii) Representative histograms of intensity fluorescence (AU)
detected in pixels along of the transept white lines graphed with linescan function of
Metamorph Image Processing Software. Pictures were representative of three independent

experiments.
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Figure 4: In silico LIME analysis.

(A) Multiple AA sequence alignment of rat, human and mouse LIME (NCBI blast). Results

were expressed in % of identity with rat sequence. (B) Picture of LIME 3D modeling based

on the highest scoring template by PHYRE web server. Results demonstrated identity of
LIME structure with the B-trefoil family protein d1tf9 (99.8 % of confidence with 58% of

coverage of LIME sequence with the template) with 18% identity of sequence.
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Discussion/perspectives

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette these ont eut pour objectif 1’étude
des mécanismes impliques dans la tolérance a 1’allogreffe cardiaque chez le rat. Pour cela, ces
travaux se basent sur les résultats precédemment obtenus par notre équipe lors de I’étude
comparative par puce a ADN des greffons tolérés (Tol) et des greffons développant un rejet
chronique (CR).

L’analyse des puces suggerant une inhibition de la réponse humorale chez les animaux
tolérants, I’objectif de la premiere partie de notre étude a donc été de caractériser la réponse
lymphocytaire B chez les rats tolérants.

Nous avons débuté nos recherches par une analyse de ces cellules dans les greffons
tolérés ou développant un rejet chronique, via des immuno-marquages d’IgG et d’IgM. Nous
avons constaté la présence de LB organisés en "clusters” dans les deux types de greffons Tol
et CR. Ces "clusters” de cellules B pourraient correspondre a la formation de centres
germinatifs parfois observés dans des organes sujets a une réponse auto-immune chronique ou
a des d’infections chroniques lors desquelles, il est possible d’observer une néogénése
lymphoide (Aloisi & Pujol-Borrell 2006). Dans la littérature, ce type de formations
lymphoides, appelées organes lymphoides tertiaires, est également associé a la production
d’alloanticorps et au rejet chronique d’allogreffes (Baddoura et al. 2005; Thaunat et al. 2005).
Cependant, dans notre étude, le marquage des IgG et la quantification de leurs transcripts met
en évidence une production d’IgG uniquement par les "clusters” des greffons CR, suggérant
une absence ou une trés faible production d’anticorps par les LB dans les greffons Tol. De
plus, nous observons une plus forte expression des transcripts d’IgM dans ces greffons Tol,
suggérant la présence de LB dont la production d’IgG est inhibée et la production d’IgM est
maintenue ou augmentée. Ces résultats pourraient s’expliquer par la présence de mécanismes
régulateurs de la fonction des LB qui pourraient entrainer une inhibition du processus de
commutation de classe des Ig au sein des "clusters” présents dans les greffons Tol. De plus,
une récente étude suggére que la formation des organes lymphoides tertiaires au sein des
allogreffes de rein peut é&tre associée a la tolérance chez la souris (K. Brown et al. 2011). La
présence d’une néogénese lymphoide pourrait donc étre favorable a la survie du greffon. Par
la suite, il serait donc intéressant de confirmer 1’organisation de centres germinatifs au sein
des greffons en reéalisant des marquages histologiques des differents types cellulaires qui les
composent (cellules T CD4*, CD8" et DC). De plus, il faudrait confirmer I’inhibition du
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processus de recombinaison de classe des Ig en étudiant notamment I’expression de molécules
impliquées dans ce phénomeéne telle que I’enzyme AID. Des études préalablement réalisées
par notre équipe ont mis en évidence 1’accumulation chez les animaux tolérants de cellules
Treg CD4"CD25" capables de transférer la tolérance & un second receveur syngénique (E.
Chiffoleau et al. 2002). Nous pourrions tenter de déterminer si ces cellules Treg participent a
I’inhibition des LB au sein des greffons en analysant les LB et leur production d’anticorps
dans les greffons des animaux transféres avec les cellules Treg.

Malgré I’inhibition de production d’IgG au sein du greffon, nous avons observé un
dépot d’IgG sur les vaisseaux des allogreffes tolérées. L’analyse des isotypes de ces Ig par des
immuno-marquages montre uniquement un dépdt d’IgG1 (Th2) sur les greffons Tol, ce qui
contraste avec le dépot important d’IgG2b (Th1) et d’IgG1 (Th2) observé sur les greffons CR.
De plus, nous observons une plus forte quantité de DSA circulants de type IgG1 et une plus
faible quantité de type 1gG2b, chez les animaux Tol par rapport aux animaux CR. Ces
résultats soulignent une déviation de la réponse des anticorps anti-donneurs vers un isotype
associé aux Th2 chez les animaux tolérants. Dans la littérature, 1’observation d’une réponse
de type Th2 a été associée au rejet chronique (Koshiba et al. 2003; Illigens et al. 2009).
Cependant, dans notre modéle de tolérance, les DSA ne semblent pas activer le complément
comme en témoigne I’absence de dépdt de C4 sur I’endothélium des allogreffes. A I’inverse,

un important dép6t de C4 est observé sur les greffons CR.

La quantification de la totalité des 1gG anti-donneurs, dans le sérum des animaux,
confirme la régulation de la production des DSA chez les animaux tolérants. Néanmoins, la
différence de production de I’ensemble d’lgG anti-donneurs en périphérie entre les deux
groupes d’animaux ne refléte que faiblement la forte régulation observée dans les greffons
Tol. 1l est probable que le niveau de DSA produits chez les rats CR soit sous-estimé en raison
d’un recrutement massif de ces anticorps au sein du greffon. Bien que la présence de DSA
circulants soit le signe d’un mauvais pronostic de la survie du greffon chez ’homme, certains
patients possédant des DSA ne présentent pas d’altération de la fonction de leur greffon (A.
Piazza et al. 2001; Haririan et al. 2009). A D’inverse, malgré une forte corrélation entre la
présence du dépot de C4 et I’activation de la réponse humorale anti-donneur, 1’absence de ce
dépot n’exclu pas la possibilité d’une réponse humorale contre le greffon. Une récente étude
suggere que la modification de I’expression des génes associés a 1’activation des cellules
endothéliales dans les greffons semble étre un meilleur marqueur pronostic de 1’activation de

la réponse humorale anti-donneur (Sis et al. 2009). En effet, les anticorps peuvent agir via des
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mécanismes indépendants du complément et induire des signaux pro-inflammatoires dans les
cellules endothéliales (Wehner et al. 2007). Cependant, dans notre étude, les DSA des
animaux tolérants n’entrainent pas, in vitro, d’activation inflammatoire des cellules
endothéliales du donneur. Au contraire, ils favorisent ou maintiennent 1’expression de
molécules protectrices telles que HO-1, Notch 4 et CLEC-1, alors que les DSA des rats CR la
diminuent. Ces résultats concordent avec 1’expression de molécules cytoprotectrices telles que
IDO, iNOS et HO-1 par les cellules endothéliales des greffon tolérés, observée dans une étude
précédemment réalisée par notre équipe (P Thebault et al. 2007). Ces résultats suggerent que
les DSA des animaux tolérants possédent des propriétés différentes de ceux provenant des
animaux en rejet chronique. Ils pourraient contribuer, comme le suggerent certaines études, a
protéger les cellules endothéliales du greffon (Koch et al. 2004; X Zhang & E F Reed 2009).
Différentes facteurs agissent sur les propriétés cytotoxiques des anticorps tels que leur
concentration, leur spécificité ou leur affinité (A. T. Chang & Platt 2009; X Zhang & E F
Reed 2009). Par la suite, il serait donc intéressant de caractériser les DSA produits chez les
rats tolérants en étudiant ces différents paramétres. De plus, les groupements glycanes portés
par les anticorps semblent importants pour leur propriété cytotoxique. La sialylation des
anticorps diminue leur capacité pro-inflammatoire en régulant leur fixation sur les RFc
(Kaneko et al. 2006; Kaneko et al. 2006). De plus, il a été montré que la galactosylation des
anticorps 1gG1 leur confére des propriétes anti-inflammatoire via I’inhibition de 1’effet du
composant Cha du complément (Karsten et al. 2012). Nous pourrions donc évaluer la
sialylation et la galactosylation des DSA présents chez les rats tolérants afin de déterminer si
la présence de ces groupements glycanes peut étre associée a la tolérance dans notre modele.
Les résultats obtenus lors de 1’étude de ces anticorps pourraient contribuer a une meilleure
connaissance des anticorps dans la tolérance et dans le futur, permettre de diagnostiquer un

profil protecteur ou délétére des anticorps produits chez les patients transplantés.

Au cours de notre étude, nous avons également mis en évidence une accumulation des
LB dans le sang des rats Tol par rapport aux rats CR. L’analyse par cytométrie et par RT-PCR
montrent que les LB des animaux Tol sont inhibés dans leur production d’Ig et que
I’induction du mécanisme de commutation de classe des Ig pourrait étre bloquée.

Afin d’étudier le phénotype des LB chez le animaux Tol, nous avons analysé, dans le
greffon et le sang, I’expression de molécules associées aux LB. Chez les animaux tolérants,
nous observons une plus faible expression de la molécule d’activation CD27 par les LB, un

ratio de I’expression des transcrips des récepteurs inhibiteur et activateur (FcyRIIb/FcyRIla)
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augmenté, ainsi qu’une accumulation du transcript de la molécule BANK-1 en périphérie. Le
récepteur inhibiteur FcyRIIb est un régulateur négatif de la division cellulaire des LB, de la
commutation de classe des Ig et de la différenciation en plasmocyte (Nimmerjahn & Jeffrey V
Ravetch 2006). BANK-1 est impliquée dans 1’inhibition de I’activation des cellules B
dépendante de la signalisation via la molécule CD40 (Aiba et al. 2006). L’ensemble des
résultats suggeére que les LB des greffons et du sang des animaux Tol présentent un phénotype
régulé. De facon intéressante, des résultats similaires ont été mis en évidence dans le sang des
patients operationnellement tolérants présentant une accumulation de LB avec un ratio
FcyRIIb/FcyRIIa augmenté et une accumulation de la molécule BANK-1 (Annaick Pallier et
al. 2010). Ces résultats soulignent la présence de mécanismes similaires entre I’homme et le
rat.

Notre équipe avait préalablement mis en évidence la capacité des splénocytes totaux et
des lymphocytes CD4" purifiés des animaux tolérants a transférer la tolérance (E. Chiffoleau
et al. 2002). Dans cette étude, nous avons démontré que les LB des animaux tolérants sont
également capables de transférer la tolérance a des receveurs syngéniques. Ces résultats
révelent la présence d’une population de LB régulateurs parmi les LB des rats tolérants.
Reécemment, différentes équipes de recherche ont mis en évidence un rdle régulateur des LB
en démontrant 1’existence de Breg importants pour la régulation de la réponse immune et
particulierement dans les maladies auto-immunes. La caractérisation de ces LB montre qu’ils
présentent un phénotype immature/transitionnel (Vitale et al. 2010). La plupart des
populations de Breg identifiées exercent leur fonction régulatrice via la production d’IL-10
(Evans et al. 2007; Mann et al. 2007). Dans notre étude, des analyses préliminaires par
cytométrie des LB du sang des animaux tolérants ne révélent pas d’accumulation de LB
producteurs d’IL-10 par rapport & ce qui est observé chez les rats CR. Ces résultats suggérent
que les Breg, mis en évidence dans notre modele de tolérance, sont différents de ceux décrits
dans la littérature. Toutefois, il est nécessaire de réaliser des analyses supplémentaires sur les
LB de la rate dans laquelle nous avons detecté les Breg. De plus, il est probable que cette
population régulatrice ne représente qu’un faible pourcentage de cellules au sein de la
population de LB totale, ce qui rend difficile la mise en évidence de ces Breg. Par la suite, il
serait donc intéressant d’indentifier le phénotype des Breg afin de mieux les caractériser et
d’étudier leur mode d’action. Dans la littérature, différents marqueurs comme le CD1d et le
CD5 (Vitale et al. 2010) ont été associés aux Breg ainsi que les molécules CD21, CD23,
CD24 (Evans et al. 2007; Blair et al. 2010; Kessel et al. 2012) ou encore le facteur de

transcription Foxp3 récemment mis en évidence dans des Breg impliqués dans la tolérance
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orale (J. Noh et al. 2010; J. Noh et al. 2012; J. Noh & G. Noh 2012). Bien que les mécanismes
de régulation utilisés par les Breg soient encore peu connus, certaines études ont révélé que
d’autres facteurs que 1’'IL-10 tels que le TGF-B ou la galectine-1, peuvent étre utilises par les
Breg. Il serait donc intérressant de tester la production de ces molécules par les LB présents
chez les rats tolérants de notre modéle. De plus, il a été démontré que les Breg sont capables
d’induire des cellules T régulatrices. Or, les rats tolérants présentent une accumulation de
cellules T régulatrices CD4"CD25" au niveau de la rate et du greffon. Afin de déterminer si
les Breg participent a 1’induction des Treg, nous pourrons utiliser les rats déficients pour les
LB (KO pour les IgM), disponibles au sein de notre laboratoire, et déterminer si 1’absence de
cellules B est associée a une inhibition de la génération de Treg lors d’un traitement par le LF
de rats KO greffés. De plus, nous pourrons tenter de déterminer si les cellules B sont
indispensables a 1’induction de la tolérance dans notre modg¢le.

En conclusion, dans cette premiere partie, nous mettons en évidence une forte
régulation de la réponse lymphocytaire B associée a une déviation de réponse de type Th2
chez les animaux tolérants. Nous montrons également une accumulation de LB présentant un
phénotype régulé et la présence de LB régulateurs suite a une forte immunosuppression.
Comme le suggérent de récentes études, la recolonisation du répertoire lymphocytaire B en
présence des alloantigénes, suite a une immunosuppression, peut permettre de créer un
environnement propice a la tolérance en générant des populations de LB régulateurs (Heidt et
al. 2012). Ce phénomeéne pourrait donc étre a 1’origine, dans notre modele et chez les patients
opérationnellement tolérants, de cette accumulation de LB au profil inhibé et/ou inhibiteur qui
favoriserait la tolérance des greffons en absence de traitements immunosuppresseurs.

Notre étude permet donc de souligner I’importance de la compréhension des
mécanismes de régulation des LB qui pourrait permettre la mise en place de nouvelles

stratégies d’induction de tolérance.

Dans la seconde partie de notre étude des mécanismes impliqués dans la tolérance a
I’allogreffe cardiaque chez le rat, nous nous sommes intéresses a une nouvelle molécule non
décrite jusqu’a présent, que nous avons nommée LIME (LPS-induced molecule). En effet,
I’analyse des puces a ADN a permis d’identifier le géne codant pour cette nouvelle molécule
comme étant inhibé dans le greffon des rats Tol. Aprés la confirmation par RT-PCR

quantitative de I’inhibition du transcript de LIME dans les greffons ainsi que dans le sang des
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rats Tol par rapport aux animaux CR, notre objectif a été de caractériser la régulation et la
fonction immunologique de LIME.

Lors de I’analyse de la régulation de LIME, nous avons montré que son transcript est
exprimé dans les DC et les macrophages suite & une stimulation pro-inflammatoire. A
I’inverse, son expression est diminuée par la cytokine immuno-régulatrice 1L-10 et par
I’arbutine, un agent anti-inflammatoir (S.-L. Cheng et al. 2007; H.-J. Lee & K.-W. Kim
2012). Cette régulation de 1’expression de LIME dans ces cellules pourrait expliquer sa forte
expression chez les rats CR par rapport aux animaux Tol. En effet, le rejet d’allogreffe
implique la présence de cytokines pro-inflammatoires et ’infiltration de DC activées dans les
greffons, qui vont capter les antigénes du donneur et migrer dans les ganglions drainants pour
activer les lymphocytes alloréactifs (Celli et al. 2011). En revanche, I’inhibition de LIME
chez les animaux tolérants pourrait refléter la régulation de I’inflammation et de I’activation
cellulaire, ainsi que la présence de facteurs immuno-régulateurs observés lors de la tolérance
(E Chiffoleau et al. 2002a; J. M. Heslan et al. 2006; P Thebault et al. 2007; L Le Texier et al.
2011).

Au cours de la caractérisation de LIME, nous avons pu mettre en évidence divers
arguments en faveur de son association avec le cytosquelette. En effet, 1’étude de la
localisation cellulaire de LIME via des immuno-marquages dans des cellules COS sur-
exprimant LIME et une analyse in silico, suggére que c’est une molécule exprimée dans le
cytoplasme, dans lequel elle est organisée en réseau. Nous avons également observé une
colocalisation de LIME avec I’actine polymérisée dans les protrusions membranaires. De
plus, dans la littérature, le géne de LIME a été associé aux cellules ciliées de souris
(McClintock et al. 2008). En accord avec ces résultats, nous avons montré que le transcript de
LIME est fortement exprimé dans les testicules, la trachée et les poumons qui sont des
organes riches en cellules ciliées, dont la forme et la fonction dépendent fortement du
cytosquelette (Griffiths et al. 2010). Nous supposons donc que LIME pourrait étre impliquée
dans la formation de protrusions ou d’extensions membranaires impliquant le cytosquelette.
Cependant, il sera important, par la suite, de confirmer la localisation cellulaire de LIME dans
des conditions plus physiologiques dans des DC de rats, et de réaliser des expériences
supplémentaires telles que des immunoprécipitations, afin de confirmer 1’interaction de LIME
avec |’actine.

Par ailleurs, nous avons constaté que le gene de LIME est encadré par deux géenes
codant pour les molécules IL-16 et Mesdc-1, décrites comme jouant un réle dans la mobilité

et la motilité cellulaire en se liant a des molécules du cytosquelette comme la myosine
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(Bannert et al. 2003) et I’actine (Gingras et al. 2010; Tatarano et al. 2012). Or, les genes
possedant des structures ou des fonctions similaires peuvent étre regroupés dans un méme
locus ou complexe de geénes sur le chromosome. C’est le cas notamment pour les complexes
de génes NK ou codant les molécules du CMH (Yokoyama & Plougastel 2003; M Martinez-
Llordella et al. 2007). Le géne de LIME pourrait donc faire partie d’un "cluster" de génes qui
codent pour des molécules associées au cytosquelette. L’ensemble de ces résultats renforce
I’idée d’un lien entre LIME et le cytosquelette.

De fagon intéressante, 1’analyse in silico de LIME suggere une forte similarité de
structure entre LIME et les protéines de la famille Trefoil. Or, certains membres de cette
famille, tels que les molécules Fascines (Ponting & R. B. Russell 2000), sont connus pour
interagir avec 1’actine. De plus, elles présentent un profil d’expression similaire a celui de
LIME, en étant fortement exprimées dans les DC activées (Fascine-1) et dans les testicules
(Fascine-3). Fascine-1 est impliquée dans la formation de filopodes, d’invadopodes et de
dendrites (Vignjevic et al. 2006; L. M. Machesky & A. Li 2010; A. Li et al. 2010),
nécessaires a la migration et a ’interaction des DC matures avec les cellules T (West et al.
2004; Lammermann et al. 2009; Bouma et al. 2011). Fascine-3, comme LIME, est exprimeée
dans les testicules par les cellules de la spermatogénése a 1’étape des spermatides (Tubb et al.
2002) (données Geo profiles). Afin de donner au futur spermatozoide sa forme allongée, les
spermatides subissent un réarrangement des microfilaments et des microtubules du
cytosquelette. Ce réarrangement est associé a la modification de I’expression de molécules
liées a la tubuline ou a I’actine. Ainsi, LIME et Fascine-3 pourraient jouer un réle dans le
réarrangement du cytosquelette qui accompagne le développement des spermatozoides, et
donc étre nécessaires a 1’acquisition de ses propriétés de motilité et de mobilité. Un défaut
d’expression de LIME pourrait donc étre la cause de pathologies telles que I’infertilité qui
peut étre due a une déficience de la mobilité ou de la motilité cellulaire (Beauchamp et al.
1984; Ortega et al. 2011). Différentes études ont également associé 1’expression de Fascine a
la progression du cancer et au processus metastatique, pour lesquels la migration cellulaire est
un facteur important (L. M. Machesky & A. Li 2010). LIME pourrait également participer a
ce type de processus et donc étre impliquée dans des pathologies telles que le cancer en

influencant le mécanisme de migration des métastases.

Nous avons également observé 1’expression de LIME dans le noyau des cellules ainsi

que la présence d’un signal d’export nucléaire (NES) dans sa séquence d’acides aminés. Les
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NES permettent aux molécules qui les possedent, de passer du noyau au cytoplasme via les
pores nucléaires. De la méme manicre que 1’actine, LIME pourrait aussi jouer un role a la fois
dans le noyau et dans le cytoplasme. En effet, I’actine, qui possede deux NES, est également
présente au niveau du noyau dans lequel elle participe au remodelage de la chromatine et se
lie aux RNA polymérases (de Lanerolle & Serebryannyy 2011). Par la suite, il serait
intéressant d’évaluer, par des immuno-marquages de I’actine non polymérisée, si LIME

interagit avec celle-ci dans le noyau.

Afin d’étudier la fonction de LIME, nous avons inhibé son expression dans des DC
stimulées. Les résultats de 1’analyse de ces DC suggerent que LIME est impliquée dans la
capacité de ces cellules a stimuler les lymphocytes T. Cependant, elle ne semble pas
intervenir au niveau de la production de cytokines, de I’expression des molécules de
maturation (CMH de classe | et I, CD80 et CD86) et du processus d’apprétement des
antigenes par les DC. LIME semble donc agir sur un autre mécanisme important pour la
fonction des DC activées. L’activation des DC est induite par des signaux de danger qui sont
captés par les PRR tels que les TLR qu’elles expriment. Ces signaux déclenchent une cascade
d’événements intracellulaires aboutissant a des modifications morphologiques et
fonctionnelles de la DC. Ces modifications incluent la réorganisation du cytosquelette,
impliquant le réarrangement des microtubules et du réseau d’actine, et donc une régulation de
I’expression des molécules associées a la tubuline et a I’actine. Le remodelage du
cytosquelette est indispensable afin que la DC acquiere les propriétés de mobilité, de motilité
et de sécrétion de cytokines nécessaires a 1’activation des cellules T. Dans des expériences de
chimiotaxie utilisant le CCL19 ou du sérum pour attirer les cellules a travers des transwells,
nous n’avons pas observé de modification de la migration des DC lorsque LIME est inhibée.
Cependant, les expériences réalisées n’excluent pas compleétement un role de LIME dans la
mobilité ou la motilité cellulaire des DC. En effet, il serait intéressant de réaliser ces mémes
expériences dans un systeme tenant compte de la nécessité pour les cellules, en condition
physiologique, de former des protrusions membranaires telles que les invadopodes. Dans
I’organisme, les cellules forment ces protrusions afin d’induire la dégradation de la matrice
extracellulaire et de migrer efficacement (L. M. Machesky & A. Li 2010). Ainsi, des
expériences de chimiotaxie utilisant des transwells recouverts d’une couche de collagéne

pourraient permettre d’étudier I’implication de LIME dans 1’invasion et la migration de DC.
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Le remodelage du cytosquelette des DC est également impliqué dans la formation de
synapses immunologiques entre les DC et les cellules T, ce qui permet une activation efficace
de ces cellules (Watts et al. 2007; Yamashiro 2012). En effet, un défaut d’expression des
molécules impliquées dans le réarrangement du cytosquelette d’actine, comme la molécule
WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein), peut entrainer une altération de la capacité des
DC a stimuler les cellules T, en inhibant la formation des synapses immunologiques (Bouma
et al. 2011). WASp est une molecule impliquée dans la polymérisation de 1’actine au sein des
cellules myéloides. Elle a été identifié¢e comme étant déficiente dans le syndrome Wiskott-
Aldrich qui entraine une immunodéficience chez les personnes atteintes de cette pathologie
(Derry et al. 1994). Ces personnes presentent également une organisation anormale du
cytosquelette et une absence de formation des podosomes dans les cellules myéloides, ce qui
altére la migration de ces cellules (Siobhan Burns et al. 2004). LIME, comme WASp, en
interagissant avec le cytosquelette, pourrait étre impliquée dans la formation des synapses
immunologiques nécessaires a 1’activation des cellules T par les DC. De plus, comme je 1’ai
décrit précédemment, LIME est associée aux cellules ciliées. Or, ces cellules présentent de
fortes similitudes morphologiques avec les synapses immunologiques. La formation des
cellules ciliées nécessite un remodelage particulier du cytosquelette impliquant, la
translocation du centrosome au niveau de la membrane, ce qui est également nécessaire a la
formation de la synapse immunologique (Griffiths et al. 2010). L’implication de LIME dans
les fonctions du cytosquelette pourrait donc expliquer sa forte expression dans les cellules
ciliées et son réle dans les DC. Par la suite, nous pourrions tenter de déterminer si LIME est
réellement impliquée dans la formation de synapses immunologiques entre les DC et les
cellules T en étudiant, par des expériences de time-lapse, leur interaction lorsque LIME est
inhibée.

En perspective, I’identification des partenaires moléculaires de LIME semble étre une
étape importante pour essayer de définir la fonction exacte de LIME dans le cytosquelette.
Ceci contribuerait a déterminer si elle participe effectivement a la formation de protrusions
membranaires telles que les dendrites, les lamellipodes, les filopodes ou encore les synapses
immunologiques. Ces protrusions font intervenir différentes molécules du cytosquelette et
sont impliquées dans la migration ainsi que dans la fonction des DC. Pour faciliter les futures
investigations sur la molécule LIME, il semble nécessaire de générer de nouveaux outils tels
qu’un anticorps anti-LIME, ce qui faciliterait 1’étude précise de sa localisation cellulaire dans
des systemes plus physiologiques, ainsi que 1’étude de ses partenaires moléculaires par des

expériences d’immunoprécipitation. L’étude de la fonction de LIME serait également facilitée
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par l'utilisation d’un rat déficient pour cette molécule, notamment pour déterminer si
I’absence de LIME influence 1’organisation du cytosquelette des DC et confirmer le réle de
LIME dans la fonction de ces cellules. Ainsi, nous pourrions tenter d’identifier les
mécanismes par lesquels LIME intervient dans 1’activation des cellules T. Enfin, LIME étant
fortement exprimée chez les animaux en rejet chronique, il serait intéressant d’évaluer si elle
est impliquée dans l’induction de ce rejet en observant l’effet de son inhibition sur

I’apparition du rejet chronique.

Ces travaux ont permis de mettre en évidence une nouvelle molécule impliquée dans
la capacité des DC a stimuler les cellules T et qui pourrait agir en interagissant avec le
cytosquelette de la cellule. Cependant, de nombreuses recherches sont encore nécessaires pour
déterminer la fonction exacte de LIME et son implication dans le rejet. Les premiers résultats
obtenus suggerent que LIME pourrait étre une cible thérapeutique afin de réguler 1’activation
des cellules T par les DC et de moduler la réponse immunitaire en transplantation, mais

également dans d’autres pathologies comme le cancer ou les infections.
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Schéma bilan

Notre équipe a montré qu’un court traitement immunosuppresseur permet 1’induction
d’une tolérance a long terme d’allogreffes cardiaques chez le rat. L’objectif de nos travaux a
été de caractériser les mécanismes impliqués dans la tolérance de ce modeéle. La figure 13 ci-
dessous illustre 1’ensemble des mécanismes régulateurs mis en évidence par les études

réalisées précedemment ainsi que les nouveaux mécanismes observés au cours de cette thése.
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Figure 13: Schéma récapitulatif des principaux mécanismes observés dans le modele de tolérance a
Pallogreffe cardiaque chez le rat

Les différentes études préalables ont permis de montrer que cette tolérance est
caractérisée par une accumulation de cellules Treg CD4"CD25" au sein du greffon et de la
rate des animaux tolérants ainsi que par I’expression de molécules protectrices telles que
INOS, IDO et HO-1 par les cellules endothéliales du greffon (J.-M. Heslan et al. 2005). Par la
suite, notre équipe a montré que le transfert de cellules Treg CD4"CD25" provenant de rats
tolérants a un second receveur syngénique permet d’induire une tolérance a 1’allogreffe

cardiaque chez ces animaux. Cette tolérance est également associée a D’infiltration des
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greffons par des Treg CD4"CD25" et a I’expression d’IDO par les cellules endothéliales.
L’étude in vitro montre que les Treg CD4"CD25" des animaux tolérants induisent I’expression
d’IDO par des cellules du donneur, et ce via la production d’IFNy. De plus, la neutralisation
in vivo de I’IFNy ou d’IDO entraine une inhibition du transfert de la tolérance par les Treg.
Ainsi, les Treg semblent jouer un réle important dans la tolérance, via la production d’IFNy et
I’induction d’IDO (P Thebault et al. 2007).

La tolérance induite par le LF15-0195 se traduit également par la présence de
cytokines régulatrices telles que 1’'IL-10 ou encore le TGF-f et I’lL-27, produites par les
cellules myéloides. Notre équipe a montré que le transfert de la tolérance par les Treg est
inhibé par I’injection d’un anticorps bloquant le TGF-B, soulignant I’importance de cette
cytokine dans la tolérance (Le Texier et al. 2012). En effet dans la littérature, le TGF-p a été
décrit comme participant a I’induction de Treg ainsi qu’a leur fonction suppressive (Regateiro
et al. 2011). La cytokine régulatrice IL-27 a quant a elle été décrite comme inhibant la
différenciation des cellules effectrices Thl, Th2 et Th17 et altérant la capacité stimulatrice des
DC (Karakhanova et al. 2011). Notre équipe a pu mettre en évidence le role régulateur de I’IL-
27 en transplantation, en montrant que 1’injection d’'un AAV codant pour cette cytokine
associée a un court traitement immunosuppresseur permet de prolonger la survie des
allogreffes (Le Texier et al. 2012).

Notre équipe a également mis en évidence la présence d’une autre molécule
régulatrice, le récepteur lectine "like" de type C, CLEC-1, exprimé par les cellules
endothéliales et les DC des greffons Tol. Ce récepteur est induit par les Treg et les molécules
immunorégulatrices telles que 1’IL-10 et le TGF-p. Il permet d’inhiber la réponse effectrice
TH17 et de favoriser les réponses TH2 et Treg. En effet, I’étude de ce récepteur a permis de
montrer que son inhibition dans des DC entraine, lors de MLR, une augmentation de la
prolifération des cellules effectrices CD4"CD25"Foxp3™ et de la production d’IL17 ainsi
qu’une inhibition de la production d’TIL-13 et de la prolifération des cellules Treg
CD4"CD25'Foxp3*. De plus, la forte expression de CLEC-1 dans les greffons Tol est associée
a une inhibition de I’expression des transcripts de I’'TL-17, comparée a celle observée dans des
greffons développant un rejet chronique dans lesquels CLEC-1 est tres faiblement exprimée
(P Thebault et al. 2009).

Les travaux de cette thése ont permis de mettre en évidence différents mécanismes

pouvant également contribuer a la tolérance dans ce modéle. En effet, nous avons montré

I’existence d’une nouvelle molécule LIME qui est exprimée par les DC suite a une activation,
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et inhibée par des facteurs immunorégulateurs tels que 1’IL-10. Cette molécule semble
importante pour la capacité stimulatrice des DC. Notre étude révele que LIME est inhibée
dans les greffons tolérés. Nous supposons que cette inhibition pourrait étre induite par les
cytokines immunorégulatrices (TGF-B, IL-27, IL-10) ou par les Treg. Ces facteurs
immunorégulateurs, qui sont également a ’origine de 1’expression de CLEC-1 par les DC,
pourraient donc conférer un statut tolérogene aux DC dans le greffon des animaux Tol, en
induisant 1’expression de CLEC-1 et en inhibant celle de LIME. En effet, I’inhibition de
LIME pourrait contribuer a I’induction ou au maintien de la tolérance en régulant la capacité
des DC a activer les cellules T.

D’autre part, nous avons observé la présence dans le greffon de "clusters" de LB
inhibés qui produisent peu ou pas d’anticorps, ainsi qu’une déviation de la réponse anticorps
vers 1’isotype IgG1l (TH2) en périphérie. Notre étude montre également que les anticorps
présents dans le sang des rats tolérants favorisent 1’expression de molécules protectrices (HO-
1, Notch4, CLEC-1) par les cellules endothéliales du greffon. Ces anticorps peuvent donc,
avec les Treg qui induisent IDO et CLEC-1, participer a la protection de ces cellules. De
facon intéressante, nous n’avons pas observé de dépdt de C4 sur le greffon suggérant
I’absence d’activation du complément. De plus, les LB des rats tolérants présentent un profil
inhibé avec une faible expression de CD27 et une accumulation des transcripts codant la
molécule BANK-1, associé a une forte expression du ratio des transcripts codant pour les
récepteurs inhibiteurs et activateurs FcyRIIb/FcyRIla. Enfin, nos résultats montrent la
présence, dans la rate des animaux tolérants, de LB régulateurs capables de transférer la

tolérance.

A partir de ces données, plusieurs hypothéses que j’ai évoquées précédemment
peuvent étre émises et pourront étre testées par la suite. En effet, nous pourrions étudier si les
Treg sont & ’origine des Breg ou de I’inhibition des LB. A I’inverse, les LB pourraient
participer a I’induction des Treg comme il est suggéré dans la littérature (P. Reichardt et al.
2007; N. A. Carter et al. 2011). Les DC de ce modele de tolérance qui semblent présenter un
phénotype tolérogéne (CLEC-1*, LIME’, IL27", TGF-B*) pourraient également induire
I’inhibition des LB ou permettre de générer des Breg (L. Qian et al. 2012). Mais comme le
décrit Morva et ses collégues, les LB pourraient eux-mémes étre a 1’origine de la régulation
des DC en inhibant leur maturation et leur fonction (Morva et al. 2012). lls pourraient méme
étre a l’origine de I’inhibition de I’expression de la molécule LIME et contribuer a la

régulation de D’activation des cellules T par les DC. Enfin, la fonction protectrice des
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anticorps que nous avons observée chez les rats tolérants pourrait étre due a la présence de
sialylations ou de galactosylations sur leur fragment Fc. Ces groupements glycanes peuvent
réguler les propriétés inflammatoires des anticorps via la fixation aux récepteurs FcyRIIb
(Bruhns et al. 2003; Anthony, Wermeling, et al. 2008) qui peut induire un signal tolérogene
aux cellules ou, en association avec Dectin-1, entrainer 1’inhibition des effets pro-

inflammatoires du complément (Karsten et al. 2012).

La tolérance dans ce modele semble étre le résultat d’une accumulation de
mécanismes régulateurs actifs qui créent un environnement protecteur au sein du greffon. La
connexion entre ces différents mécanismes reste a définir afin de déterminer quels sont ceux
qui peuvent étre déclencheurs. Ceci permettrait de définir quelle stratégie thérapeutique serait
la plus pertinente a utiliser chez les patients transplantés pour induire une tolérance a long

terme.
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ANNEXES

BAsIC AND EXPERIMENTAL RESEARCH

Immunoregulatory Function of IL-27 and TGF-01
in Cardiac Allograft Transplantation
Laetitia Le Texier,"** Pamela Thebault,"*** Manuela Carvalho-Gaspar,” Virginie Vignard,"**

Emmanuel Merieaw,"** Claire Usal,"** Maria-Cristina Cuturi,"** Kathryn ]. Wood,”
and Elise Chiffolean"**¢

Background. Deciphering the mechanisms of tolerance represents o crucial aim of research in transplantation. We
previously identified by DNA chip interleukin (1L)-27 p28 and transforming growth factor {TGF) - B1 as overexpressed in
a model of rat cardiac allograft tolerance mediated by regulatory CIM°CD25" T cells. The role of these two molecules
on the control of the inflammatory response remains controversial, However, both are involved in the regulation of the
1 helper 17/ Treg axis, suggesting their involvement in tolerance.

Methods, We analyzed regulation of 1L-27 and TGF-B1 expression in allograft response and their role in tolerance by
using blocking anti TGF-8 antibody and by geaerating an adeno-associated virus encoding [1-27.

Results. Here, we confirmed the overexpression of 1L-27 and TGF-B1 in tolerated cardiac allogmhs in two different
rodent models. We observed that their expression correlates with inhibition of T helper 17 ditferentiation and with
expansion of regulatory CD4°CD25" T ¢dls. We showed in a rat modd that anti-TGE-B treatment abrogates in-
fectious tolerance mediated by the transfer of regulatory CD4"CD25" T cells, Moreover, overexpression of [L-27 by
adeno-associated virus sdministration in combination with a short-term immunosuppression allows prolongation
of cardiac allograft survival and one tolerant recipient, We found that 1L-27 overexpression did not induce Foxpd®
CD4"CD25" T-cell expansion but rather IL-10-expressing CD4" T cells in the tolerant recipient.

Conclusions. Taken together, these data suggest that both TGF-B1 and 1L-27 play a role in the mechanisms of tol-
erance. However, in contrast to TGF-f1, [L-27 seems not to be involved in eegulatory CDA"CD257 T-cell expansion but

rather in thelr mode of action.

Keywords: Tolerance, Regulatory T cells, Rodent.

(Transplantation 2012;94: 00-00)

he interfeukin (IL)-6/1L-12 family represents a group of
factors remarkable for their pleiotropic effects on T helper
cell (Th) function, differentiation, and development (1), One
of the most recently described is the heterodimeric ¢ytokine
1L-27 that is composed of the Epstein-Barr virus-induced
(EBD)-3 and 1L-27 p28 subunits, 11-27 signals through the
receptor subunits gpl30 and WSX-1 that is restricted 1o T
cells, natural killer cells, and monocytes (1).
The roke of [L-27 on Th differentiation and on in-
flammatory responses is controversial (2, 3). Initwally, 1L-27
was described to be involved in Thi differentiation, This was
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suggested by its ability to induce the Thl transcription factor,
T-bet, in maive CD4" T cells (4-6). Then, IL-27 was shown to
decrease effector Th function and particulardy to suppress
Thi7 differentiation (7). Recently, an anti-inflammatory effect
of 1L-27 has been reinforced by its ability to regulate in vivo
models of infectious and autoimmune discases (3, 8, 9).
Interestingly, IL-27 has recently been reported to generate
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FIGURE 1. Expression of interleukin (IL)-27 p28, Epstein-Barr virus-induced (EBI)-3, II-12 p38, transforming growth
factor (TGF)-#1, IL-17, and I1-6 in a rat cardiac allograft model. A, messenger RNA expression of (a) [L-27 p28, (b) EBI-3. (c)
[L-12 p35, (d) TGF-1, (e) IL-17, and (f) [L-6 was analyzed by quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction in
cardiac syngeneic grafts (Syng), acutely rejected allografts (ARej), chronically rejected allografts (CRej), or tolerated
allografts (Tol) harvested at day 5 (d5) or 100 (d100) after transplantation (n=4). Results are expressed in AU of the gene/
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase transcript ratio | SEM and expressed as relative expression compared
with the reference syngeneic grafts at day 5 (value=1). ¥ P<0,05, ** p-0.0], **¥* p-0.001. B, Representative pictures of im-
munecfluorescence-merged staining by histologic diagnosis for 4°, 6-diamidino-2-phenylindole (blue), IL-27 p28 (green), EBI-
3 (green), and CD172a (red) in the graft and spleen (a-d); IL-27 p28 (green), EBI-3 {green), and T-cell receptor (TCR) (red) in
the graft and spleen (e h); EBI-3 (green) and I1-27 p28 (red) in the graft (i); and TGF- (LAP complex) (green) and TCR (red) in
the graft and spleen (j-h) (original magnification x600). Data are representative of three independent experiments on
different rat tolerant recipients. C, Expression of IL-27 p28 protein was assessed by histologic diagnoesis by counting the
number of positive cells per field in CRej and Tol. Results are expressed in number of cells per field = SEM; n=4, * P-0.05.
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IL-10-producing Trl cells (7, 10-12), IL-27 because other
IL-12 family members have been shown to be produced
mainly by antigen-presenting cells (APC) (13). However,
some studies have demonstrated that regulatory CD4'
CD25" T cells can express the [L-12 family cytokine 1L-35
that is necessary for suppression (14, 15).

We previously identified by DNA chip 11-27p28 and
TGF-P as up-regulated in an experimental model of long-
term allograft tolerance in a rat modd, in which we dem-
onstrated the crucial role of CD4°CD25" regulatory T cells
(16-18). Because IL-6/IL-12 family members have been
shown, together with TGF-f3, to modulate cffector and reg-
ulatory T-cell development and function, we analyzed their
expression and their role in allograft response.

RESULTS

Overexpression of IL-27 and TGF-f1 in Cardiac
Allograft Tolerance Rodent Models

We previously described that a short-term treatment
with the immunosuppressor LF15-0195, a deoxyspergualin
analog, induced major histocompatibility complex fully mis-
matched cardiac allograft tolerance in rats with no develop-
ment of vascular lesions at long term (16-18). We previously
demonstrated the expansion of induced regulatory CD4'
CD25" T cells that are able to transfer allograft tolerance
and that interplay with APCs for expression of tolerogeneic
molecules (17, 19, 20), In order to identify new mediators
of tolerance, we applied pan-genomic DNA chip on whole
tolerated allografts and compared them with allografts that
develop chronic rejection (induced in the same strain com-
bination by donor-specific blood transfusion [DST]) (18),
Among the genes up-regulated in tolerated allografts, we
identified the IL-27 p28 chain and TGF-Bl. We confirmed
here by quantitative reverse-transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) the overexpression of [L-27 p28 and EBI-

Transplantation * Volume 94, Number 3, August 15, 2012

3 transcripts in long-term tolerated allografts (at day 100
after transplantation) compared with allografts that develop
chronic rejection (Fig. 1A-a and A-b, respectively). In order
to determine whether the overexpression of IL-27 was also
retrieved during the induction of tolerance, under the im-
munaosuppressive treatment, we analyzed the grafts at day 5
after transplantation. We observed a peak of expression of
IL-27 p28 at day 5 after transplantation in tolerated allo-
grafts compared with syngencic grafts but not of EBI-3,
suggesting that 1L-27 is overexpressed only during main-
tenance of tolerance once regulatory CD4" CD25" T cells
have expanded (Fig, 1A-b), We analyzed also the expression
of IL-12 p35 that forms with EBI-3, the IL-35 cytokine.
We observed a strong expression of IL-12 p35 during in-
duction of tolerance that then partially decreases during
maintenance of tolerance (Fig. 1A-c). However, because
EBI-3 is not expressed during induction, the peak of [L-12
p35 expression does not correspond to 1L-35, For TGF-f31,
we abserved a high expression at both day 5 and 100 after
transplantation (Fig. 1A-d). Because TGF-B1 and IL-27 are
both involved in the regulation of the Th17 differentiation
axis, we analyzed the expression of IL-17 and IL-6. We
observed that IL-17 and IL-6 expressions were inhibited in
tolerated allografts at day 5 or 100 after transplantation
compared with allografts that develop acute or chronic
rejection (Fig. 1A-¢ and A-f, respectively).

In an attempt to identify and characterize common
mediators of tolerance within the Reprogramming the Im-
mune System for the Establishment of Tolerance consor-
tium, we decided to analyze messenger RNA expression of
IL-27 and TGF-B1 in other tolerance models and regulatory
cells. Interestingly, overexpression of 11-27 p28 and TGF-[31
was also observed in a cardiac allograft mouse model of tol-
erance that is induced by DST and anti-CD4 treatment and
that also involved regulatory CD4'CD25" T cells (21). An
increase of up to 45-fold for IL-27 p28 and of 19-fold for
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- * Rejocted
a g R - RAG T
wm et
E s - A [ ¥ - ) . 2
—_—
Days aftar transgiantation

FIGURE2. Messenger RNA (mRNA) expression of interleukin (IL)-27 p28, transforming growth factor (TGF) 1, Epstein-
Barr virus induced (EBI) 3, CD3, and Foxp3 in cardiac allografts in mice. mRNA expression of (A) [L-27 p28, (B) TGF-81, (C)
EBI-3, (D) CD3, and (E) Foxp3 were analyzed by quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction in cardiac
untreated rejected allografts (Rejected), treated tolerant allografts (Tolerant), and allografts from RAG / recipients
harvested atday 2, 8, 7, 8, or 10 after transplantation (n>2), Results are expressed in mRNA units/HPRT ratio - SEM. * P-0.08,

** p<0.01.
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TGF-f1 was observed in tolerated grafts compared with re-
jecting ones (Fig. 2A and B, respectively). EBI-3 expression
was also up-regulated over time in tolerated allografis but at
a similar level than in rejecting grafts (Fig. 2C). Interestingly,
1L-27 p28 expression correlates with the early regulatory
Foxp3® T-cell infiltration (up to 10-fold in CD3 and 85-fold
in Foxp3 expression) {Fig. 2D and E, respectively) and is not
observed in Recombination-activating gene '~ recipients
lacking T cells. Therefore, [L-27 p28 overexpression may be
induced by the regulatory Foxpd' T cells that early infiltrate
the allografts (Fig. 2A).

In Tolerated Allografts, IL-27 and TGF-3 Are
Expressed by Myeloid Cells

In order to determine which cells express 1L-27 and
TGF-B1 in long-term tolerant recipients, we anafyzed allo-
grafts and spleen by histologic diagnosis. We observed protein
expression of IL-27 p28 (Fig. 1B-a and B-b) or EBI-3 (Fig. 1B-c
and B-d} maostly by myeloid cells (CD172a") in the graft and
spleen, respectively, Interestingly, we also observed some T
cells (T-cell receptor”) expressing IL-27 p28 (Fig. 1B-e and
B-f} or EBI-3 (Fig. 1B-g and B-h) in the graft and spleen,
respectively. Some but notall of EBI-3" cells were costained
with [L-27 p28 (Fig |B-1 in the graft). Unfortunately, be-
cause the commercially available [L-12 p35 polydanal an-
tibady is not working in our hand, we were not able to
determine whether the other EBI-3" cells represented 11-35"
cells. We counted more 1L-27 p28° cdlls in tolerated allografts
than in allografts developing chronic rejection, confirming
the RT-PCR analysis (Fig. 1C), TGF-B1 (detected by anti-
latency associated protein [LAP]-1 antibody) was expressed
maostly by myeloid cells (non-T cells) { Fig. 1B-j and B-h in the
graft and in red pulp of spleen, respectively).

We also analyzed the messenger RNA expression of
EBI-3, TL-27 p28, IL-12 p35, and TGF-f1 in highly purified
regulatory CD4°'CD25° T cells that accumulated in the spleen
of tolerant recipients ( 17), We compared with their CD25°
counterparts and with both these populations from naive rats.
Interestingly, EBI-3, 1L-27 p28, and [L-12 p35 transcripts
were strongly expressed in CIM4'CD25" T cells from tolerant
recipients compared with their CD25 counterparts, whereas
only EBI-3 transcripts were up-regulated in CD4'CD25'
T cells from naive rats (Fig. 3A-C, respectively). These data
suggest that 1L-27 and IL-35 are overexpressed only in in-
duced CD4'CD25" T cells. No difference was observed in the
expression of TGF-$1 in CD4'CD25" T cells compared with
their CD25™ counterparts (Fig, 3D).

Role of TGF-{31 and IL-27 in Rat
Allograft Tolerance

In order to determine the function of TGF-B1 in rat
cardiac allograft tolerance, we administrated ncutralizing
anti-TGE-B antibody. We observed that anti-TGF-§ treat-
ment was not sufficient to abrogate long-term rat allograft
tolerance (data not shown), However, when administered at
the time of transfer of regulatory CD4' T cells, anti-TGF-§
treatment is able to abrogate transfer of tolerance (median
survival time [MST], 13 days vs. 100 days [Fig. 4A]). These
data suggest a role for TGF-B in expansion and function of
regulatory CD4" T cells.

Texier et al, 229

To test the immunomodulatory role of IL-27 in trans-
plantation, we gencrated an adeno-assodated virus (AAV)
encoding rat IL-27. Recombinant AAV are among the most
efficient gene delivery vehicles for therapeutic gene transfer
in vivo especially because they can transduce many tissues
with a safe, strong and long-term expression of the trans-
gene (22-24). We demonstrated the efficiency of IL-27 AAV
transduction and of 1L-27 expression by transfecting in vitro
human embryonic kidney 293 cells (Fig, 4B). We tested the
effect of IL-27 overexpression on fully mismatched cardiac
allograft survival. We administrated AAV to recipients by
peripheral vein injection for systemic delivery and 3 weeks
before transplantation to allow time for the transgene to
be efficiently expressed. Intravenous (IV) AAV administra-
tion targets all the blood-irrigated organs, but this serotype
2/8 will particularly transduce hepatocytes (25, 26). Because
IL-27 15 a secreted protein, we should ohserve accumulation
in the sera and a systemic effect. Indeed, we observed that
IL-27 protein expression started to increase 3 weeks after ad-
ministration in the sera of transfected recipients and remained
stable over time (up to fourfold compared with basal level at
day 304 after transplantation) (Fig. 4C). Administration of
IL-27 AAV alone showed moderate effect on allograft sur-
vival (MST, 13 days vs. 7 days for untreated recipients;
Fig. 4D} (data not shown). However, when associated with
a 10-day course of suboptimal doses of rapamycin, IL-27
AAV administration was able to prolong allograft survival
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FIGURE 3. Messenger RNA expression of Epstein-Barr
virus induced (EBI) 3, interleukin (IL)-27 p28, IL-12 p35,
and transforming growth factor (TGF)- 1 inrat CD4 “CD25"
T cells. Messenger RNA expression of (A) EBI-3, (B) IL-27
p28, (C) IL-12 p35, and (D) TGF-B1 was analyzed by quan-
titative reverse-transcriptase polymerase chain reaction in
purified CD4"CD25°, CD4'CD25 , and CD8" T cells from
naive rats (Naive) or from long-term tolerant recipients
(Tol). Results are expressed in AU of the gene/hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase transcript ratio © SEM,

n=4, * P-0.05.
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FIGURE 4. Role of transforming growth factor 3 and interleukin (IL)-27 in rat cardiac allograft tolerance. A, Recipients that
have been transferred with 20X10% of spleen CD4°T cells from long-term tolerant yecipients (Transf.) were treated with
neutralizing mouse anti- rat transforming growth factor § mAb (clone 2G7, IgG2b) injected intraperitoneally (5 mg/kg) twice
a week beginning the day of transplantation until rejection (Transf.+2G7) n>4. **P<0.01. B, Representative pictures of im-
munofluorescence-merged staining for I-27 p28 (red), green fluorescent protein (GFF) (green), and DAPI (blue) of
untransfected (UT) or GFP or IL-27 adeno-associated virus (AAV) transfected human embryonic kidney 283 cells as de-
scribed in Materials and Methods (onginal magnification x600). C, I1-27 level was assessed by enzyme-linked immuno-
sorbent assay in the sera from GFP or IL-27 AAV transfected allograft recipients harvested at days —14, —4,0, 17, 40, and 300
before or after transplantation. Results are expressed in fold change compared with the IL-27 basal level assessed from each
recipient. D, Rat cardiac allograft recipients were treated with GFP or 11-27 AAV (4.5x 10"’ vector genome) injected intra-
venously into recipients 3 woeks before transplantation. Alternatively, suboptimal dose of rapamycin (Rapa) was given orally
from day O to day 10 (0.4 mg/kg), n>4. ** P-0.01. E, Assessment of anti -donor-specific IgG antibodies in the sera of IL-27
AAV - tolerant recipient or GFP AAV treated recipient and harvested atdays 0, 17, 25, 71, and 300 after transplantation. Data
are expressed in geometric mean fluorescence, F, T cells from GFP or tolerant IL-27 AAV treated recipients (day 300 after
transplantation) were stimulated by allogeneic (LEW.1W) APC for 4 days (mixed leukocyte reaction), and T-cell prohferanon
was assessed in triplicates by *H incorporation, Data are expressed in cpm ' SEM, G, Ratio of IL-10/interferon y expression
assessed by enzyme-linked immunosorbent assay in the supernatant of mixed leukocyte reaction from stimulated CD4™ T
cells from GFP or tolerant IL-27 AAV - treated recipients, Data are expressed in arbitrary unit (AU).

(MST, 45 days) compared with control (green fluorescent processesand to play pivotal functions in the immune system,

protein |GFP| AAV plus rapamycin [MST, 30 days| or
rapamycin alone [MST, 24 days|) (Fig. 4D). One of seven
rats treated with IL-27 AAV accepted its graft at long term
and displayed a low anti-donor response {alloantibody pro-
duction and spleen T-cell proliferation) compared with con-
trol recipient (Fig, 4E and F, respectively). In addition, we
noted a higher [L-10-to-interferon y expression ratio by the
alloantigen-specific CD4" T cells from this tolerant recipient
(Fig. 4G).

DISCUSSION
Ve observed up-regulation of TGF-31 and 11-27
two L,\pmnum.ll models of cardiac allograft tolerance me-
diated by regulatory CD4'CD25" T cells, reinforcing the idea
that these two molecules may play a role in tolerance mech-
anisms. TGF-1 is known to be implicated in many biologic

notably in the Th17 and regulatory T-cell differentiation (27).
We found a high expression of TGF-B1 in our model of al-
lograft tolerance in rats with no expression of IL-6 and IL-17,
suggesting that the Th17 differentiation axis is totally inhibited
and that TGF-B1 plays rather a role in the regulatory CD4'
CD25" T-cell development or function. Indeed, we have de-
monstrated that TGE-B1, although not produced predomi-
nantly by regulatory CD4'CD25" T cells, is required for the
transfer of tolerance. Therefore, as previously demonstrated,
regulatory CD4°CD25" T cells require TGF-Bl to mediate
their expansion and their suppression (28-31).

We found that induced regulatory CD4°CD25" T cells
from tolerant recipients expressed higher transcript level for
1L-27 p28, EBI-3, and IL-12 p35 chains than their CD25°
counterparts, suggesting that they could express 1L-27 and
IL-35 cytokines. This contrasts naturally regulatory CD4"
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CD25" T cells from naive rats that overexpressed only the
EBI-3 chain. Controversial studies have suggested that reg-
ulatory CD4'CD25" T cells express [L-35, which is neces-
sary for suppression (14, 15, 32, 33). In fact, IL-35 expression
seems to depend on the activation state of the cells and
whether they correspond to induced or natural suppressive
cells (15, 34, 35). Unfortunately, because of lack of a specific
antibody, we have not been able to stain for [L-35 protein.
We found IL-27 protein expression by some T cells in the
graft and spleen of tolerant recipients. However, the majority
was by myeloid cells, suggesting that expression by regulatory
CD4'CD25" T cells may be rare and low. Nevertheless, we
observed that TL-27 overexpression correlated with accumu-
lation of regulatory CD4"CD25" T cells in tolerated allografts
in both rodent models. Therefore, although induced regula-
tory CD4*CD25° Tcellsmayno!belhenmlorwumeoflL-./.
they promote directly or indirectly its expression in tolerated
allografts.

To determine the role of 1L-27 in transplantation,
we gencrated an AAV-encoding IL-27, AAV represents a
promising safe strategy for gene therapy in clinic (22-24),
We showed that, in combination with a short-term im-
munosuppressive treatment, 1L-27 overexpression allowed
a significant prolengation of allograft survival and promoted
tolerance in one of seven treated recipients. We observed no
expansion of regulatory CD4'CD25" T cells in 1L-27 AAV-
treated recipients (data not shown). In this sense, a recent
study have demonstrated that transgenic mice overexpressing
IL-27 displayed limited differentiation of regulatory T cells
because of a reduced production of [L-2 that is vital for reg-
ulatory CD4'CD25" T-cell maintenance (36). 11-27 is not
expressed during induction of tolerance in our rat model but
only during maintenance when regulatory CD4'CD25°
T cells expand (16, 17). This reinforces the idea that IL-27
15 not necessary for induced regulatory CD4'CD25" T-cell
development but rather for their mode of action. Interest-
ingly, we observed more IL-10 expression by anti-donor
CD4" T cells in the IL-27 AAV-treated tolerant recipient,
Indeed, IL-27 has recently been shown to promote the de-
velopment of induced Trl cells by inducing the ligand-
activated transcription factor aryl hyvdrocarbon receptor to
act in synergy with c-Maf (11, 12).

To condude, although tolerance seems difficult to
achieve in our fully mismatched cardiac allograft model,
overexpressing 1L-27 in combination with immunosuppres-
sion may represent a promising therapeutic strategy. It will
be interesting in the future to test the effect of this IL-27 AAV
on other rat diseases, notably on chronic rejection, and to
determine whether IL-27 is able to modulate the Thi, Th2,and
Th17 responses that develop progressively in this model (18
20, 37, 38).

MATERIALS AND METHODS

AAV Generation and In Vitro Transduction
AAV encoding mat T1-27 (AAV2ZHCMVWPRE including full-length

Texier et al. 231

plates in 600wl Dulbecco’s minimum essential medium supplemented
with 1% fetal bovine serum by addition of TL-27 or GFP AAV (14 multi-
plicity of infection) and null adenovirus (10 multiplicity of infection) to
enhance rapid transduction. Five hr after initial viral application, 3-mL
growth media (10% fetal bovine serum) was added to ¢ach well. Cytospins

and histologic diagnosis were perfe d 4 days following infection.
Animals and 'l‘m:plutation

Rodents are {in | facilities under standard conditions
accordingtoi | guidelines, and studies were reviewed and approved

by the appropnate institutional review commitee,

Rats

Inbred §week-old male LEW.IW rats (RTlu; Centre d'Elevage
lanvier, Le Genest Saint Isle, France) served as heart donors, and LEW.1A
(RT1a) served as allogratt recipients: heterotopic cardiac allografts were
performed as previously described (#0). Induction of tolerance in rats by
short-term treatment with the deoxyspergualine analog, LF15.0195, and the
model of development of chronic raection were performed as previously
described (16-18, 58). Graft of recipients was harvested at day 5 or 100 after
transplantation. For in vivo transfer experiments, 20 10° purified CD4™ T
cells from tolerant vecipients were injected IV into LEW.1A secondary
syngeneic irradsated recipients as previously described (19) 1L-27 or GFP AAV
(45%10" vector genome) were injected TV at reciplents 3 weeks before
t lantation. R yan {Rap Wyeth, Collegeville, PA) was given
(u'.tlly from days 0 to 10 (04 mykg) A neutralizing mouse antr-rat TGE-B
monocknal antibody (mAb) (2G7; provided by Dr. K. Melief, Amsterdam, the
Netherlands) was injected intraperitoneally (5 mg/kg) twice a week beginning
from the day of transplantation as previously described {47),

Mice

CBACa (CBA H2*) and CSTBLLO (BLO H2") mice were oniginally
purchused from Hardan Led. (Bicester, UK and CBA.Ca RAG-1 knockout
(CBA RAG™ ) gift of Dr. [, Kivussis (Ml Hill, London, UK.\ Heterotopic
cardiac transplants were performed as previously described in 6- to 12-wock-okd
mice {42, Fully allogencic BIO heart to CBA recipsent are rejecied with an MST
of 10 days, whereas in CBARAG ™", MST was mote than 100 days (43). Foe
induction of tolerance, mice received 200 pug of anti-CD4 mAb (YTS177.9:
H Wakimann, Oxford, UK,) IV on days — 28 and —27 and a DST (250 p 1 of
donor blood) IV on day —27 [MST 100 days | 2s previousty deseribed (21).
Graft of recipients was harvested at days 2, 5, 7, 8, or 10 after transplantation.

Cell Purification and Flow Cytometry

Total CO4, CDA'CD257, regulatory CDHUCD257, and CDH' T cells
from naive rats or tolerant recipients were parified by positive selection (with
R73, WA/25, OX39, and Ox8 mAbs) using 4 FACSAria Flow Cytometer
{Becton Dickinson, Tranklin Lakes, N7 as previously described (441, Punty
was more than 9%, Auorescent labeling of cells was measured using o FACS
LSR 11 (BD Biosciences, San Jose, CA) and analyzed with Flowjo-R software
{Tree Star Inc., Ashland, OR).

RNA Extraction and Real-Time Quantitative
RT-PCR

Total RNA from grafts or cells were prepared, and real-time guantitative
RT-PCRs were performed as previousdy described using a GenAmp 7700 Se-

complementary DNA-encoding [L-27p28 and EBI-3 scparated by |
nbosame entry uite coding region) or AAV-encoding GFP [AAV2E.CMV
WPRILGFP) were generated as previously described (39), at the University

q Detection Sy and either an SYBR Green or a qPCR Master Mix
(45, 46). Oligonuckotides wsed are describyed m Tabde 1. Hypoxanthme-guanine
plusphnnbuvrltramﬁ:rur was used as an endogenous control gene to

Hospital of Nantes (hitps/ fwww.vectors.nantes.inserm fr), H em-
bryonic kidney 293 cells (0.25x 10" cells/well) were transduced in 6-well

lize for vanations in the starting amount of RNA. Relative expression was
calculated using the 2-Delta Delta C; method (¢7),
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Immunohistology

Cryostat sections (7 pm) of cardiac and spleen tissues (snap-frozen)
or cvtospins of cells were fived in acetone for 10 min. Sections were then
labeled with anti-rat moase 1L-27 p28 and rabbit EBI-3 antibodies that have
been generated and kindly provided by Dr. Taketoshi Taniguchi (Japan) (48],
LAP (antibuman LAP derived from the N-terminal region of the TGF-B gene
product: RD system), R73 (anti-rat T-cell recepror o), Oxdl (anti-rat
C1172a), and with 4', 6-diamidino-2-phenylindal d in Vectashicld

ing medium (Vector Laborataries Inc., Burlingame, CA); and observed
by fluorescence microscopy (Asioskop 2 plus; Carl Zess Inc, Goningen,
Germany ). TL-27 p28” cells were counted in 30 fields per graft,

Mixed Leukocyte Reaction

APC-enriched cell populations from donor-type and responder
spleen T cells were prepared and plated 25 peeviously descnbed (19),
HTdR incorporution was measured for the last 8 hr of the 96 hr culture.

TABLE 1. Oligonucleotides used in this study for rat
and mouse genes”®

HPRT For CCTTGOGTCAAGCAGTACAGCC
Rev TTOGCTOGATGACACAAACATGA
For AGCAGACCCCCTGAGCC
Rev GIGGTAGCGAGGAAGCAGAGT
tEBI-3 For CACTTACAGGCTCGGTGTGG
Rev CGGGCTTGATGATTCGTTC

rll-27 p28

TGE-B1 For CTCAACACCTGCACAGCTCC
Rev ACGATCATGTTGGACAACTGC]
rlL-17A For TGCTGTTGCTGCTACTGAACC
Rev AACTTCCCCTCAGCGTTGAC
rlFNy For TGOGATGCTATGGAAGGAAAGA
Rev GATTCTGGTGACAGCTGGTG
ril-6 For GCAAGAGACTTCCAGCCAGTT
Rev CATCATCGUTGITCATACAATCA
rlL-12 p35 For TGATGATGAC CCTGTGCCTT
Rev GCATGGAGCA GGATACAGAGC
rFoxpd For CCCAGGAAAGACAGCAACCTT
Rev CTGCTTGGCAGTGCTTGAGAA
mHPRT For ATCATTATGCCGAGGATTTGGAA
Rev TTGAGCACACAGAGGGCCA
Probe TGGACAGGACTGAAAGACTTGCTOGAGATG
mCD3 For ATTGUGGOGACAGOGATGGAG
Rev CTTGGAGATGGCTGTACTGGICA
miL-27 p28 For ACAGCTTTGCTGAATCTCGATTG
Rev ACCGTAGTGGAGAGA CTGAGACT
mEBI-3 For ACTGAAACAGCTCTCGTGGCTCTA
Rev AMGTAACGGTOA ATGTCCGAGC
mIGFE-Bi For GGCTACCATGCCAACTTCTGTCT
Rev CCGGGTTGT GTTGGTTGTAGA
Probe CACACAGTACAGCAAGGTOCTTOGCCCT
mFoxp3 For CCC AGGAAAGACAGCAACCTT

Rev TTCTCACAACCAGGCCACTTG
Probe ATCCTA CCCACTGCTGOCAAATGGAGTTC

* From 5'to ¥-eml.

EBI, Epstein-Barr virus induced; HPRT, hypoxanthine guanine phos-
phoribosyltransferases IFN, interferon; 1L, interleuking m, mouse: TGF,
trnsforming growth factor; r, mt,
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Cytokine Assays

Intecferan y and 1L-10 were measured in mixed keukocyte reaction
supematants using enzyme-linked [mmunosorbent wssay from BD Phar-
mingen (OpEIA; San Diego, CA), IL-27 kevel was determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (AbCys Furobio, Courtabeuf, France) in sera
harvested at day <14, =4, 0, #17, +40, and +300 after ransplantation.

Assessment of Circulating Donor-Specific
Antibodies

Donor-specific antsbodies were assessed in the diluted sera (1/8)
harvested from recipients at day 0, +17, #25, 71, and 4300 after trans-
plantation as previously described {49),

Statistical Analysis

Data are expressed as mean © SEM. Statistical evaluation was per-
formed using the Student f test for unpaired data, and results weee con-
sidered significant it P values were less than 0,05, The Kaplan-Meier method
was used to calculate the survival corves, followed by Mantel-Cox log-rank
amalysis.
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Tmeml176B and Tmem176A are associated
with the immature state of dendritic cells
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ABSTRACT

DCs play a central role in the development of innate
and adaptive immunity but also in the induction and
maintenance of immune tolerance. |dentification of fac-
tors that govern DC activation, their maturation state,
and thelr capacity to induce proinflammatory or tolero-
geneic responses therefore represents a crucial aim of
research. We previously identified a new molecule,
Tmem1768B (which we named TORID initially), as highly
expressed in a model of allograft tolerance in the rat,
We showed that its overexpression in rat DCs blocked
their maturation, suggesting a role for this molecule in
the maturation process. To characterize the function of
Tmem1768 further, we used a spht-ubiquitin yeast, two-
hybrid system to identify interacting partners and found
that Tmem176B associated with itselfl but also with
Tmem176A, a membrane protein similar to Tmem1768.
Interestingly, these two molecules showed similar
mMARNA expression patterns among various murine tis-
sues and immune cells and were both down-regulated

ing DC maturation. In addition, we showed that in
using RNAI, these molecules are both involved in the
maintenance of the immature state of the DCs. Taken
together, these data suggest that Tmem1768 and
Tmem176A associate to form multimers and restrain
DC maturation. Therefore, these two molecules may
represent valid targets to regulate DC function, J. Leu-
koc. Biol. 88: 507-515; 2010.

Introduction

DCs ropresent professional APCs able to sespond 1o danger
sagnalds arud o induce officient, naive T cell activation. The -

Abbrevigtions All=atitréry uritls), BVDC =bones marraw-derhed dencdtc
col. cDCacomventioral dendrtic col. Cube Caarrming Faf of ubicutin
OC=cianchtic oaf, HPAT = hypoxanthins-gusning phaephonbosyitrons-
forage, KO=knockot, MS3A= meambtrano-aparning four damana st
famiy, NCBl=National Cantsr for Biotechnciogy Mformasion, NubGe=n-tsr-
mnal balf of ubiguatin, POC= plaamacytord deraiitic cell poly

G =pohinosnc polvoyti o add, oRT-PCR=gquantitative RT-PCR
FRAI=ANA Intedsenos, TLRA-L=TLR4-Igand

D731 4400000 50T © Socmty e Leukooyte PRoogy

munestnubiony functon of DOs can vary depending on thei
subtypes, their activation and nuturation state, and the micro-
environmoent within which thev are located [ 1], Timmamire
DCs, on exposire o microbial produces or promflammnarory
eviokines, up-regubie costmulatorny moleoules, secrele eyto-
kines, and elicit strong T cell prming, In contrist, in the ale
sence of mtlammatory signals or m the presence of mmune-
modulaory agents, such as TE-10 o TGFB, DCS remain in an
e or vesting state, characterized by low expression of
costimulatory molecules and inflammatory evtokines, his “une
marre” state contribites 1o the stlencing of antigenspecific T
cells or the differentiation of regulatory T cells 12]. The com-
prehension of the mechanbsms involved in the Tunctonal dif-
terentation of pnmunosamulatory or wolerogeneie DCs yepres
sents a crictal aim ol research (o develop straregies to manipu-
e bmune response toward iy o lerance |31
We previonsty idenafied an “onknown” molecule, Tmem 1768
(which we called TORID minally), as overexpressed by mye
cloid cells infilinding a olerated heart allograft in the ra [4].
We demonstated thar Tisem 1768 expeession was sticily asso-
ciated with the matre stare of the DOs o thiat ity overex-
pression by viral transdocnon decreases their maturation stans
and renders the cells vesistant 1o the nuuetion mdoced by
LPS [4). These resulis suggested o role for Tinem I 768 0 the
matnre state of the DCs The hnman hortholog ol

Tmem 1768 (previonsdy named LRR) sas found initially 10 be
expressed inoa long ibroblast subpopulation expressing the
receptor for the collagen domam of the Clg molecule, and i
monse hortolog (previously mmed Clastl ) was Wdentified as
uprtregulated in B oells after samulation by CIH0 Lgand [5].
Tuwem E768 KO mice have been generated and descnbed 1o
develop ataxia sporadically, s o resule ol a defect i cerebellar
granules [ 6], However, the funcaon of Tmem 1 708 remains
unkoown, and oo study about somne cells was reported.

1. Carvent address: Ho Lee Moflise Cancer Ceneer, Di, Gabailosich Labora
tory, 12902 Magnolia Dr., MRCZO66E, Tampa, FL. 33612, USA

2. Correspondence: Inacian Nanenal de la Same et de la Recherche Méds-
cale, Unite 643, $1 boulevard fean Moanet, 48043 Nanses Cedex 1.
Frapce. Eamaill elise ednffodeaut umdvnanes fr
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TABLE 1, Oligonucleotides Used in This Study

5" 1o 4 Ohgonncleotde sequences

Mice HPRT Forward
Roeverse
Mice Tmeml 768 Forward
Reverse
Mice Tumeml 70A Forwand
Roverse

CGTGATTAGCGATCGATGAACC
ATCCAGCAGCTCAGCAAACA
CATCAGCATCCACATCCACC
ACTCCAGCTACAATTCCCACAC
TCOTTCACAAGAAACCGGGT
TCTTCGGGAACTGCAGTGET

In this stady, we investigated possible interacting parmmerns of
Tooem 1761 and show that Toem 768 can nrervact with iself
wnd with Tinem 176N, & very simidlar protein. Theretore, we an-
alveed expression and regolation of these two molecnles in
e and their role b DO mtiraton. udeod, the molecnlian
wechouksans by which moduluion of DC nuturation can ocoun
are imporunt 1o decipher o offer new argets o maodulate an
S TespoTise

MATERIALS AND METHODS

Animals

Sos- 10 Sweck-old CATBRLG and Balh /¢ msice were abtained from the Cen-
tre d'Elevage Jamier (Le GenestSaintlsde, France) and maintained in an
animal facility under standand conditions, acconding (o our institetional
oo Frnes

Reagents and flow cytometry

Cells were grown i RPMI 1640 (Gibeo, Grasd hlamd. NY, USA), supple
mented with 10% heatinactrated FBS, 100 U/ml penicilfin, 100 pg ‘mi
sereptonrcing, 2 mM Lydutamine (Gibeo), and 50 gom 2ME (SigmoaeAldrich,
S Lotis, MO, USAL Muarified, wnlabeled FITC-, PE-, Pertp-(0y5. 5, Ped Vi,
o allophiyeocyanan-tabetod antibodies wore prurchased from BD Bloscl
1San Dhego, CA, USA) and inclisde ant-CDSR (B220), anti-CD3, antk
CO1 e, anticlass 11 MHC (LAY, anteCD LY (Macl ), antiGrl, anteDX5,
AnBADIS, antiATHL ant A DE anG A DED, antGADEG, antid THA, aod ani.
class | MBHC. Cells were sorted o w FACSAa (BD Beosciveces) or wns-
tyzed oe a FACS LSRN (BD Bioscbences) asing Flosjo sdvere (Tree Star,
Ashiland, OR. USA)

Generation of BMDCs

BMDCs were generated uming the mwthod desosbed by Ltz et al, [7]
Beielly, CSTBLG maroow was sioved theoaigh o 100-em oo lon mesh in com-
plete medmm, red cells tysed using ansmonium chlode, and cells plated
AL S o bacterialogical petrd dishes in complete medinm, supple-

mwnted with 10 /ol muine (GMOSF, sippliodd a5 a cultsre superaatant
Medivun (10 ml) was added on Day 3, and hald of the medim was re
pliaced on Day 6 Fually, BMDCs were hasvested on Day 8 by gende pipes-
ting, For maturation, 0.1 gg/ml LPS (SegmsAldrch) or 125 pg/mL poly
I

(Sigma-Addrich) was added on Day & and colls were havestod afer 10
of 24 0 of stsnbation

Cell separation

Lyvmphoid cells
Cell suspensiony from spleeos were saibgected 1o ammoninm chiode to
Tyse ersthrocyies and then Talsebed wsng the appropriste antibodios. CIM "
Iewls (CDS CO4Y CDETY, CDS* T colds (DS CIM™ CDSY ), NK cols
(CDS7DX5' ), and B cells (CD3 CDASRY) were then purified from toeal
spleen by How cyrometsy,

508 Joumal of Leukocyte Biology Voiurne B3, Septarmier 2010

Myeloid cells
Coll saspensions from splecns wery subjectedd (o ammoniem chloside o
e ervthrocytes, aed then, T avd B coll depletson ves achioved by ising
anth-CDA and ann-CIHY aotbodies and ant4ar IgGcooated magoetc beads
(Dynal, Oslo; Nooway), according 10 the manufactires's reconanenciatons.
DC (CDI e Hi), pDC (D1 Lo COAGR '), gramudocytes (Gel* CDTILT
DGR ), e moniocytes macrophinges (CDTIH™ Gl CDAGR™) were then
parthied by flow ovtomensy, The penny of the sorted colls was S0R%

Split-ubiquitin veast two-hybrid system

A regulatory T cell yeasa splaaibaquitin library, denved from cDNA of pegp
tide and TOF Satimulated ALRAG™ 7 T cells, was o widt of Prof. Henman
Waldimsun (Oxfons] University, UKY The spRt-absgquirin yeast teodisbrid
srstem has been pedonned an descnbed previoamly [8]. Briefly, the librry
“DBYTILZ NubGax™ s divectiomally cloned into the Tibrary vessor
PPREN (Duabsrsterns Biedec b, Zursh ) The Bait comstroct wis made by an-
plitication of the coding sequence of Trem 1768 by REPCR from RNA
derived from motse splenocytes vsing the poomens in Table 1. This was
cloned o the hait veetor pETASTE (Dualssstems Biotech), Bait and 5
Ticury coostrmcts were tramdormed inso the yeust steain NMYS] [MAT»
DEAE200 qp T Tea-3 118 wde2 EYS20 (e Aop ) 4-HISS nrass (exAop)
ShaeZ a2 e Aop EADE2 GALL] wang stansdared procedies. The pro-

PSTE
Tmem1768

F
£

I | S| ) | T o

PPRI-N
Tmem176A

pPR3I-N
Tmem1768

CTRL

CTRL

MBEIE

~LWHA

&~
=

Figure 1, Interacting partoers of Tmem 768, Theee clanes,
Tweml1T6A, Toem 1768, and B2microglobalin (B2Af), were selected
from the screening of a splitabiquitin vesst two-hivbeid satem and sub-
jected o a baitdependency test to confirm the interacton as de
scribed in Materials und Methods. Representative pictares illustrate the
bair wsts for Tonem L 768, Tiea | T6A, B2-microghobwalin, vector null,
and pAFAlgh. Data are representative of three indepeadent experi-
ments. CTRL, Contol

W oo o org
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e of wserest, Taem 1706 (the bair), wits fused 1o the Cob and the arub-
dal transcipton oo LecANPIO Protedn of the Ty (the proy) was
fuses] 10 the mutared NubG. Whens bast and pees interact mgethesr, the
Nubvs and Cals are foroed into dose pooximity, resadting n (he reoomstins
ton of split-abigquaen, which s cocogized wmeduamedy Iy a abuguicnsges
afic protease, which then deaves the polypeptde cham between Cubr and
LexAVPIO, As

the membran

vesult, the artificial taoeripton factor & redosed from
translocated o the naclevs, wheoe §t biads oo the Lo
operatons sinmted upstieam of a reporter gene via its LexA DNAbinding

domiain, Several sesstant, positive Sones were selectod and svquenced. The

resulting nudeotide sequences were anahzed sing NCBENRBLAST. Tons
formants were grown on selectne medinm boking lencine, tryprophan, his
udioe, and adendne, with addition of 20 mM Samenc- L2 barazole. Posite

>

Tmemi76B

¢ -
& :

PITIRIIREREON
ﬁ%ﬁ’fﬁf o

Tmem176B

Tmem 1768 mRNA expression

-

Tmem176A mRNA umulon

27 A

WAV SR DD o

10.04
2.54
0.04

R LA
:;g%ﬁf:;x o

FTIVIRY

Comifrwime ot @l Tm9m1769 and -A in immature dendritic celis

Figure 2. Comparson of Tmem 1768 and
Tmem 764 structures. Schemate repre-
sentations of the amino scd sequence of
Tmem 1 768 and Tomem 1 76A in mice us
g SOSUT repeesentation (hup: /hp
nuap nagoyaac P/ sosr /), showing N-
and Cacrmbnal orienttion, the peedicted
transmembrane domains based on by
dropathy profiles

Clomes were sequenced iy colony PR wsing the pramer set pPRENTOR,
SAGTCCAMATTCAMGANCANGGS, and PPRANREN, 57ANGC LCTCACATA-
ACTAATTACY. Library plasmads were isolated froan positive clones and
yetruesformed into NMYSL w0 sest bait depeodency, Prev «DNAs which uc-
tivand e Bistidine andd adesiae sepomens i e presence of Tmesn 1768
and ant pCCWARS ar pRTSSTE (negative cootiol vectars ), were consid.

ered true imeracton

Transfection of BMDC with stealth RNAi duplexes,
activation, and MLR

Two onorverdapping “stealth RNA (Stealth ™ select RNAL Imvierogen Life
Techmodogies, Cardduald, CA, USA) dhaplenes, spwecific for Tuem 1768 axl

Tmem176A

Figure 3. Expression of
Tmea 768 and Tavem 1 T6A wn dif
fevent organs and cell subtypes from
waeve micrs, (A1 Tmem ] TH8 ol
Imem I 76A expresson wis swaessed
by QRTPCR in different cogaens from
nanve mace; 1 = 4 in cach groap, Re
sl are expeessard in AL of
Tmem 1 768 or Tmem 176, noemal
wed s HPRT = sise compared with
the rederence thyoms (vadoe=1), or B
T 1768 aoed Tinemn 1 704 expres
Tmemi76A sion woe ssessed by qRTICR in dif
ferent, by porified cells Bom v
mice {w=3). Counulo, Gaumdocytes;
Moo Macro, monoovees macrs
phoges: I B cells; CDS T or (IM T,
CDSY v CDAY T odis. Resulis ane
expressed in AL of Toew ] 768 o
Imem176A nomsibieed w0 HIRT =
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Tmem 1 76A, were srmtlwesze
Saealth Tioem 1768 RNAL D GAUGCAAUCAAGAAUGOACOCUGGGUASY
P 1708 RNAL 2 (5 OGO UAAMACAANCALOOCUGOUALRYY

Tenema 1764 RNAL | (S COADCUDCUUGUGOUGCCANGLIUERS ), and
Tmem 1 764 RNAL 2 (5 CACUCUUCAUVAUCCALGCUCCACCAS) were de
sigmed o tanget different coding regions of the respective mouse mRNA s

quence (GenBnh Accesion Now, NM_IZ066 and NM_0Z5925, respoctnely

anmercally by lendtragen Life Techoe

Cytokine assays

Supernatans from culoires were harvested an 48 b for BMDUCs traasfected
with controd RNAL or specific Tosem 1 760k or Timem 1 764 RNAL Crrokines
were measured by o murine ELISA st {BD Biosciences), sccording to the

manaac turer s instroc o

at Ditngec/” v sebinten wilh gon/ConBank /) A BEAST (NCBE st Statistical analvsis

was cutied oot 1o confiren that the caly targets of the teo stealth RNAS

Stanshos

atiom was performed using the Stisdent s Hest for unpatrod
r Uese snodecuhes A Day 5 of audooee, 2 soillion adbweren

CATHLG BMIN s were transboc todd wiah lipofec imine RNAMAN {ivitrogen
ol RNAG Gmediom GO content

data, und resubts were comidered sgnibicant o Pydues were <0006 Dues

are expressed as mean = s

Life Technobogies) and with 200 pusol
Seealth RNA: e
RNAG specif
with pals 1O TS gl S Aldnch) for 451 TS

Two days tolloming seassdoction, BMDCs were Turvesties] and staned s RESUL
MHC, class T MHC, CDRG, CDSG, or CDAD mmAb for

low cytometry amalysis or wete plated with Balb C lymph podedenved T

e unversd controd, Invitrogen Life Technologies) or wath

Toem ) 768 isd Tinem I 76A. Cadls were stisnolsed o not

ing anitCRlle, Determination of interacting partners of Tmem176B

X ontshy 1761 iy highly e
cellx in complete RPMI medivm (ratio 1:4), Altermatively, Balb/C lymph We deseribed previousty Tisem 7618 as heing highly expressed

| with CFSE (M« by sncatore mveload cells et and oo, but nothing was

worde-derived T cells weve Ll wlar Probes, Fagen

OR, USA). Three days later, cells were pulsed for 8 bowith 0.5 pC5/well known abont the signaling of this maodecule or its ime rmcnon
methy[SH ] thymadine (Ameodhiam, Les Ulis, France), aod thymidine m with other proteins o derernmme mteracung prarmers of
COrpoOraBon was teasured using @ scantilan weniter {Top Coune NXT, Itmem 1 T6B

we apphed a splitcubiguitm veast twordivhinid sy
Perkin Elmes, Walthum, MA, USA) - CFSELbeled el were stadoed with -
: - e using Dinem E708 as badr agadist o murine expression li-
ant-TCR, anaiCDY, and anaCD25 antibodies and were amalvzed by flow

at Dray

brary. Among the positive clones (=150}, which we obtained

Cveoanetry yof culare

b this techaique, we adentified the ¢DNA encoding for

RNA extraction and real-time qRT-PCR Tenem ETOA (in 20% of the dones), loe the B2microglobulin
Totad RNA froem tiemies or colls wis prepared useng Trizol | lnvicrogen Lide (e LES of the elones), and for Tmem1 768 (i 3% of thie

according 1o the manufacrurer’s instrucnons. Real-sime clomes). The other ¢DNA sequenced were ideannfied i <1
APCR was pedfonmed as deseribed previoansly asing » GenAmp 7700 s of the clones and were therefore considered as Blsespositives
quence desection sstesn anid SYBR Grven POR yeater mix {Applied Desys

(it oot shown ). Then, we spplied o bait dependency test o

weabowend, Faumce) 9] The odigomucleatudes wesed in this

: confiom the dnteraction of Towml 708 swith Toiendd 764 with
sndy are described in Table 1 HPRT was used as endogenous control

mount of RNA. Relative the BLmicroglobulin and with iselll As shown o Figy

genes o pormalize for vanatons i the staning
sston wis caloubmed wsing the 248 compacative threshold wethod observed tut the goowth of the clones on itercton selecion

expressed 1 ALT [9] medin (=LWHA) withe pSTE-Twem L 768 was high ar the thid

+LPS + Poly I:C

5

s

Figure 4, Regulation of

Teem | 768 and Tmem I T6A ox- Tmem176B
pression in DCx, Mice BMIDCs

were culoured for 10 ar 24 h wil

TLRA-L (LPS, 05 pg/n
TEREL (poly 1, 12
Tonem L 768 and Tmem 1 76A ex-
«f by QRT-PCR, R & &

wessed in AL o

v g/ ml)

o
b
=
4

Tmem1768 mRNA expression

Tmem1768 mRNA expression
=
r

PSS ON

aned yesu

Tenem I 768 or Tmoem I 7T6A normal

zedd 1o HPRT = sisr, compared § - .§ 1.04
with the relerence control RNA) 2 !
10

Ivalue=1; n=3%; %, <000, ** E 5
P01, **, P01}, US, = ¢
L nsamulated Tmem176A i z 0.54

i 0.5 [3

i i

U R
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md fourth dilunon rate of the cotramsformed yeast for the
Froem 70N and Tmem 708 sty aned was positive compared
with the negarive control (pSTE nall) . T conrast, for the g2-
e roglobaling it was not more positve ar the thied foneeh
dilution rte than the commmnstormaon with the
ol (pSTE null

dependency tese, the nteswction of Tawem 708 with Tinem 1 76\

NEEAnve con
Iheredore, these data confirmed, o the hait
ancd with deseld, whercay the B2microglobolin was o Lilae-positivg

ol the styectung

Structures of Tmem1768 and Tmem176A

By veast two-hivhiod sorcening, we ideatihed Taem 1 70N as o
protemn interacting with Tmem 1 768, We hove suggested preve
ously that Toem 708 and Tusem ] 760 may belong 1ot
saane Foily of genes, ws their sernctnres were very simidar
CZR5% identiy of the protein stvcoree o el (410 Moreover,
we have shown that Fmem 1 768 and Tmem1 76\ proteins ex
hibit some similarities of strocmire with the proteins of the
MSAA fundly (102095 identity of the protein sarvcoure) with o
stontliar tron s exon orgamzation and the four gunsmembie
nons donvaes 4] However, nnlike Tiem 70A0 the genes ol
the MS4A Bumnily are nor located on the same chiromosome as
Tmem 1 768, soggesting that e | 768 and Tmem 176\ mav
in fce comstmne o differenn Kind of Bomily than the MS4A
Larmly,

T mice, we also observed that Tem i 768 and Tmem 1 70A
molecules extibin a silar protein strocture with lour trms
membranons domains (329 of identy using P's-Blast (NCBI
Fig. 2] Tnterestingly, the two genes eovoding these proteing

e locsted adpacent o cach other o the saune cliromosonse

but in un opposite direction (0 "sense ), suggesting this
these two genes ave closely related. We demonsirated previ
otsly i the v b Troem ETOB wies Jocated b fnocacedla L
structiaes of the cells [4]

Faken together, the high smilarity of prowin seoncure, the
chiromosormal colocalization, and the Gacr shat Timem 1 761 and
Troem 70 can lorm maltimers suggested that these mole-

cudes may be part of an aracelludar, membranous complex

Expression of Tmem176B and Tmem!I76A in murine
organs and immune cells

e 1760 was identificd previonsly together with inmnin-
relied genes, as expressed in momse Kidney proximal mbules
exposed 1w protemuna and as a |m~.ul-l- utoantigen i hepa-
|

were described for this molecule,

tocellular carcinoma | 10 However, no functomal sooclics

o better clhuractenze these two mobecales, we analvzed
their expression in differcnt ongans and in differens solaned
cell subpopulations from naive mice by qRT-PCR. We observed
v high mBRNA expression of Toem L 768 in lung, Kikdney,
Iymph nodes, sl spleen, a low expression m liver, thyimus
coldon, and intestine,

Lestis, arwl & weak expression in hear,

skin, musele, brn, and aorta (Fig. SA). This profile of expres
stonn i idce s sikar o e one thar we described presionsly
e et (41 Torerestingly, we observed exactly the same patiern
ol expression Tor T 76A i the argans, with the highest

expression i lung, Kidney, and spleen (Fig. %\

WA JEKDID O

Comfowane of @l Trem176B and -A in immature dendritic celis

Simbarly, m didlerest mmune cell subtvpes from mve
e, woe observed o high exprression of Toiem I 761 aml
Tonem E70A i BMDCs and in «DC (Fig 31)

of these tan molecules decremses, respectivedy, i grannlootes,

The expression

monocytes, and phCs, and no expression was detected in rest
meg NK, CIHT 1, CDs® 1, or Beells (n= 13

Tuken together, these data demonsiate i mice

W by
sunilarly 10
whint we olserved proviously i eat, Qo Tmem 1708 s ex-
pressed preferentully m lung, Kdoey, and spleen and o mn-
4 Moreoves

tein with similar stractre,

eloid celis we showed that Tmem 176A, a pro-
which interaces with Twem 768,

exhibits an identical expression profik

Regulation of TmemI76B and Tmem176A expression
in murine DCs
We demonsoaed presiowsly in rat and homan that expression

of Tonem 1768 was associved with the inumammre S resting suate

'y

>
Tmem1768 mRNA expression

o
b4

2

o
L

igh

e
g

Tmem176A mRNA expression

: &

? - + ~ N
Q?.a"f.&’x&'ya"éﬁ
& & &

Figure 5. Inhibition of Tmem176AE and Tmem176A by RNAI, Mice
BMIDCs were timlecied with controd RNAS o (AL with two
Twem] 768 or (B) with two Tmem 1 76Aspecific RNAI for 48 b

Tiean | 768 and Trem ) 76A exprosion was asscssed by gRT-PCR, and

%,

results are expresed in AU of Tmem | 768 o Tmem | 76A, nommalized
o HPRT £ sis, compared with the refecence control RNAS (value= 1
w=3; *, P0.0h0)
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of myeloid cells and thar activaton with proinflonmatory stim- ol homar, thas Tmem [ TOB expression i DCs s down-regis-
uli strongly reduced expression of the anscnpts [4]. Here, we lted following inflammetory stimdaton (4], In addition, we
ivestigared the vegulation of expression of e 768 b show thar expeession of s interacing protein, Time ) 76, 18
o of Toem I 76N in mice BMDCs in respornse 1o TLR wig- down-tegubated following inflammatorny stmulbaton
Lering

Mice BMDCs were stimulated with LPS {TLR4-1) or poly 1€ Tmem176B and Tmem176A do not regulate

TLR3L) for 10 or 24 b, and Toem 1768 and Tmeml 76A expression of each other
IRNA expression wis analyzed by RT-PCR. We olmernved tha Wi then mvestigared whether expression of one of the mole-
LIPS or poly LC sumubvion aguificamly down-regulaed e ctles regulines the expression of the othier. To test this possi-
expression of Tmem 708 at 10 or 24 1 of stmnlation (a=3 bilies, we wsed specific refommed-vpe small interfering RNA
P00 P<0.01 L P<0001; Fig. 4). Intesesiingly. we (stealth RNAD, which allows ong-tenn and efficient mlhabison
observed that the mRNA expression of Tmem 1764 wis alwo with low, nompecthe acuvation [12] Two nonoverkippang
dowrsregulaed ar 24 hof seimuladon but ot o lower extent steadth RNAS specific for Tanem 1768 and Timem 176X (me-
thun Tiem 1768 (a3 7 P<005, Fig 4). These vesulis dem- i GO content) were used as well as o vavessal siealth cone-
onstrate e, similar 1o what we olseryed previously i nn trol RNA (medinm GO content) inomice BMDCs and i

RNAI RNAJ ANAI Tmem1768 »
Tmem1768 Tmem176A Tmemi76A

Class Il - | | B /\

- - | - J
MHC .‘ “ : / ; /
B B W -

Class| - J “ I1]:" |
MHC - o o i I /|

|

|

¥

l

|

t

o €

o
% of cells

+ A\ . p
coso o /N |4 /NS
o J A of 1/ ‘ o | \
e - — .s.‘._/ A e -

copes f’ \ > i\ = A \
\|  CD4o

=
1
g
R
N
3
e,
~
% of cells

A 1T A 1T 4
/
coo o A [ [ A
‘i" I‘ .AI y. N
L A J L\ J LaZ \_J

Cu RNAJ

——  Tmem1768 or A RNAI

Figave 6. Effect of Tmem176B or Tmem176A inhibition on DC phenotype, Mice BMIM s were mandecied with contol (cor) RNAL with two
Tmem 1768 or two Tmem T6Aspecific RNAL or with a mix of both (Tmem! 76B+ Tmem 1764} tor 48 . BMDOCs were analyzed by How oytometn
(A} Representanve analvsiv histogroes of BMDCs for ches TTMBC, dase T MHC, CDS0, CDS6, or CIMO. The same data were obtined wids the
o different RNAS and are representative of three independent expeniments. (B) Histograms representing the percentige of BMDCa that expees
ot tagh Jevel CDR0, CDSG, or CDS0O (p=4; %, P00 *%, <001 *** peognl)
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level of expression of these molecules was analvzed by gRI-PCR.
We abserved b Figuee 5 than Tainem D 768 and Towem 1764 RNAI
stippressed the expression of their respoctive mBNA rrans s
0,00 Fig b A

B, respectvely). Moreover, we observed that ihibision of

Troem 1768 or Timem 1767\ by specilic RNAS did nor modulive

cllicienty (=709 of inhibitcon, p=3;

the respective expression of Tinem 1 700 or T 708 in BM-
DCs (Fig. )
Mhese resalts denonstrate thar Tiem I 768 and Tuem 1 76\

do not regubve expression of each other

Function of Tmem176B and Tmem176A in mice DCs
To determime the Tunction of these two mobecnles, we mins
fecred mice BMDCs wath two difterent RNAS, specific for
Troem 708, Tmem 170 or both. We evadwated the ellecy of
mhubition ol expression on DO muturation aned on the capaes
ity 1o prime allogeneic T eells o test the elfect on matured
DCs, we wsed poly RO acivanion, which in conrrase 1o LPS, de-
crvases it o Jower extent te expression of these two molecules
(Fig 43, We observed in mumanne BMDCs dav inbibiion of
expresson of Toem 1768, Tmem 176, or both increased the
expression of the costimulmory molecules CDEG ad €D
compared with the control RNAL (Fig. 6A, representtive hisoo-
grans: Fig, OB, histogrons representing the percent of cells
expressing these molecules ar the highest level). No dillerence
was observed in the expression of chs 11 or class T MHC, [n
contrast, when the cells where matured with paly TC, which
induced an ncrcase o the expression of costimubaton mole
cdes, we did not retrieve the effect of the inhibiton of expres-
sion of these molecules on the expression of CDRO, CDE6, or
CDAD (i nor shown ). The inereased expression of costimmn
Lty molecntes b paly RC stmubaton wmay be oo high o
observe wn addigonal effect by the inbibiton of Tovem) 768 or
e 1 76N molecules

Mercdore, these resalts strongly suggest that Tmem 1 768
andd Tenem E76A play w similiae vole in the mamtenance of the

immature state of the DC (eg,, enssiring o lower level of ex-

pression ol costmlatory molecules)

We then analvzed the ellecr of the inhibition of Twmem1768
or Tmem176A on the secretion of evtokines by nnstunularedd
or poly ECstmulved DO We observed no TEAY secretion ar all
by snstimobaed cells (it pot shosou) amd no wodification of
[L-G seceetion by poly ECstimulsted colls when these mole-
enles were mhibited (Fig. 7; no p70 HA12 or 110 was detest
ables dat not shown ). The absence of eflect an the expression
ol costunmlatony molecnles wsd oo cytokmne secreton i fully
activated DCs suggests tat these two molecoles pliy thelr vole
only movery nmmanee DO

We then analvzed the effecr of the inhihition of Tmem 17618
Tmem I 76A, or both on the capacity of DCs to promote alloge-
neie T oell priming. We obseyved thar their inhibiton in im-

wature BMDCs moreased prolder ol allogencic mply
node cells (MLR) significantly (a=%; #2005, Fig. 8A). A
the DS are tmmmature in these cnltare conditions, the ditfer
entiation of allogeneic effecton cells s relativelv low, Neverthe-
less, we confirmed these resulis wsing CFSE staining with en-

lanced, allogeneic CDA" T coll prodiferation when expression

aof Tmem I 761, Tem 1 767, or both was inhibied i DCs, Ty

WAV SRDID o

Comalamine ot wl Tmem1769 and -A in immature dendrtic cells

IL6 secretion

Figure 7, Effect of Tmem 1768 or Trem 1T0A inhibition on TLS secre
tion by DCs, Mice BMDCs were ranstected with conol RNAS, with
two Toem ET6B- or two Taem I T6Aspecific RN
hoth (Tmem 17684 Tmem176A) for 45 h and stmulated with TERSL
(pody 1, 125 ug/ml) for 48 b 116 producton
natants by ELISA (w=3}

1oor with womix of

pssesscdl i super-

deed, more allogeneic CDET T cells expressing CD25 (marker
of T cell actvason) proliferaed n response o DS, io which
expression ol Toem 1708, Toens176A0 or both had been
downaegubated |results are expressed in percent or AL com
pared 1o control SIRNA, p=1, *P<0L05 (Fig, %) represenuive
dor plots (Fig. 8B): hissograms Fig BC) | Again, this effect on
allogeneic CIMT T cell activation was not retrieved wieh poby
ECactivated DOs (Frg, 8C) Taken wggether, these data demon
strate that Tomem 1768 and Tmem 1760 play a role in the
patiieance of the matnre stace of the DOs by mainsainimg
i lower expression level of costimubanon molecales. However,
when the DOs are more satared, these molecnles are no
longer influential

DISCUSSION

We previomshy idenntied o new gene, Toinem 17618 (alis, TO-

RID o ovar, chast-1 i once, aned LRE in hn ), of ankaown
function as strongly overexpressed in o model of allografi tol-
crance in rass (4] We showed that Tiem 1 768 possesses fowr
wransmembrane domains and wis expressed i inmacellula
structures | 4] Moreover, we demonstrated duy Tmem 1768
was hughly expressed by immature monocytes and DOs vt
and hman and dat s expression was strongly downaegn.
Latedd Tollowiang inffamamatory stmmbanon. In addigion, we
showed det overexpression of Trem 1 768 by vical srwnsdoe-

seon rendered vt DOs mone iooatine ansd resistant b the

matuation indoced I LPS [ 4], Collectively, these data sug-
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A proliferation B ?4‘4’\; Tmem176A Tmem1766 « A
R RNAI RNAI
‘jm 6% lf o 3
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}_‘_-' ctpaaley
g L% e 18% [14% g
“ l AP Poly I:C
ffsanf M — 3
L LT L, cree
“f f ‘f ‘ff Cc NS BMDC-prolif CD4+ CD25+ Poly 1:C s BMDC-prolif CD4+ CD25+

Figure 8. Effect of Toem 1768 or Tawem176A

s of DCs
10 dnduce allogeneic T cell proliferation, Mice
BMDCs were transtected wich control RNAL
Imem 1768 or two Tmem T6A-
specific RNAL or with 4 mix of both

for 48 h and Jelt

b the stimulatory prope

with two

(Tmem ] 7684+ Tmem 1764
unstimudated [NS (not stimulated) | or stimo-
lated with TERSL (poly LC,

and then corultured with Balb /¢ allogenes lymph

5 pge /o) for A8 b

proliferating CD25+ T cells (AU)

mixle colls tor 3 days (A) ABogencic Tvmph nods
cell proliferabon wis assessed by thymidine incos
(B) CFSE-labeled allo-
grnac nph node oclls were ssained at the ond ol
the MLR (3 days) with ante DS, wnneCIH, 5

1 D25 anubodies and were anashzed by How cvsometny

@@’
L LS

poration ( =3 % PCO6)

ary

(C) histograms represent tie percentage of peolider

gested a pole for Tmem 1768 m the mumenance of the imima
e stste of the DCs, To gain tsighit tto the functonal roke
of this molecude, we searched for proteins meracting with
Pmem 768 nsing the yeast wodwhrid systeme Tnerestingly, we
observed thar Toewm 1 768 cn interact withs isell and with
Imem I 76A (alas, heal 12}, a gene thiv possesses sirmilir st
[14]. The
fovr rmmssnembranows domans and has o stmilar inrron
6l

of identiny in mice

e o Tinem 1 7613 Tmem 1764 protein wlso contains
oxon

organization o bmeml 'he sinlarity between the two

profeins s 32% Ttesestngly, the

Tmem 170N gene is focated in the smmediste vicinity of the

Toem 1 760 gene on the same chromosome, These two genes
are coded in the direction opposite 1o that of the overlapping
Dlamtranslated reggions in thoe putative first inmrons. The high
hamology of strvcrnre amd the proximiey on the chiromosons
saggest that these two genes may exernt simiar funcoons and
mny be controlled by similar regulatons We investigared thie
profile of expression of Towem I 700 in mice and observed thn
this molecnle displays a similar profile of expression and regu-
Lation o Tiem 1768, with an expression i nnatire mone-
eytes and DOs and o dowsregulation following proinfhamimas-
tory sticoalation. We observed thar these two molecales ary
poorly expressed in sk, an organ rchon Langherans DO,
and e pbCs and NK B, and T eells

P ETOB aned Tinem IO ave prefeseidially expressod in

These diata saggest th
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3@&&33

ating CD25™ T cells « ompared with the reference comtrol RNAR (valne =1 pe

-

-

proliferating CO25+ T cells (AU)

i sxs£
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4 ﬁffx

ff

B8) Representative dot plots (data are representative of three imdependent expermmens), and

N POn)

cells of the myelowd hineage. Tmem | 70A has been desenbed

bevn klentitied 1o e overes-

poorly so Lae This gene hia

pressec in monse kidney proximal tiboles exhibinng protein
nna, wgether with genes involved in metabolisim, degradation

pathway, or regulator of influmnaton [10]. Moreover,

Tmem 1768 was identfied as o timor santoantigen i patienss
with hepatocellulnr carcinoma, saggesting a possible role for

this protemn i the wanslormation, messtasis, OF IININne eV
ston of numors |1 These da also sugpest o role tor this

wolecule i immune activation of the cells, We demonsorg
here thiat Tmem 76N mteraces with Tmem ) 768 possibly 1o
form mulamers and that these two molecules exbibas simla
profiles of expression and regnlation. Io addinon, we showed
by RNAG that inhibition of Tmem 176\ or Tiwem 1 7618 mole.
enles increastd the expression of costimulatory woleoules wnd

I' velis

goest that these two molecules are part of a complex located in

the stheequent actvaton of allogenen I'hese dacy s
wracellular, membranons stuctures, which way play o cole in
the Finem 1768 KO mice

have been generated and reported 1o develop sponsdic ataxia

matneation of the DCs, Intepestingly

as a resule
nke cell (6] No

and noforimaiely,

ol a delect m the gencrason of the cerehellar gran-

funenomal stdy abont e cells has heen

repored, we cannot have access o these

mice, Interestingly, the sune phienotype of ataxu s remmesed

omice deficient indon channels [13] For example, a defect

Jounicorg
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Comfowine of L. Trem176B and -A in immature dendritic celis

i e munurtion of graamle cells has abo been observed m
e defickent in Noumb 18 15, which s o mobecnle that reg-
ukues coll diffeventiation, endocytic recyeling, and intacellular
teaffieking by mechanisim ivolving Co*' influx and MAPK
activation by specitic chiannels [ 14=17] Jon chanoels have
been shown recently 1o play important roles in immnne frnc
tion of various types of cells by veguliting thelr activation, pro-
Ifevations, or migration | 18221 Tnteresingly, b bas been
shown yecently that DCs express numerous oo clinnnels,
which were described initially to be highly expressed in the
nervous system [ 2% Moreover, aswiteh of jon channel expres
sior in PCs daring the maturation step has been shown,
which regudates their hunctomal activides [20, 25]0 As

Tweml 768 and Toem176A exhibit their structre i four
transmembranow domains, and these two mokecules can mters
act wogether, this suggesss thar these two molecoles nay also
be part of o membrane don channel, By influencing tnracellis-
Low sigraling evews, these lon chanmels way play o determi-
nant role in the pemvons system bt also i the Hineauning of
D maeration,

The molecular mechanisms by sehich these swo molecules
exert el funenon renmin o be elucdaed bat ey help o
detenmine new tugets for the therapeatie modulation of DC
maneation,
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ANNEXES
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The C-Type Lectin-Like Receptor CLEC-1, Expressed by
Myeloid Cells and Endothelial Cells, Is Up-Regulated by
Immunoregulatory Mediators and Moderates T Cell
Activation'

Pamela Thebault, Natacha Lhermite, Gaélle Tilly, Laétitia Le Texier, Thibaut Quillard,
Michele Heslan, Ignacio Anegon, Jean-Paul Soulillou, Sophie Brouard. Beatrice Charreau,
Maria-Cristina Cuturi, and Elise Chiffolean®

Caty pe lectin receptors have recently been described as playing erucial roles in i nity and h tasks since these proteins are
able to recognize pathogens as well as self-Ags. We Identified the C-type lectin-like receptor-1. CLEC-1, as being overexpressed
in a model of rat allogralt tolerance. We previously described in this model the expression of numerous cytoprotective molecules
by graft endothellal cells and their Interplay with regulatory CD4*CD257 T cells. In this study, we demonstrate that CLEC-1 Is
expressed by myeloid cells and specifically by endothelial cells in tolerated allografts and that CLEC-1 expression can be induced
in endothelial cells by alloantigen-specific regulatory CD4°CD25Y T cells. Analysis of CLEC-1 expression In naive rats demon-
strates that CLEC-1 is highly expressed by myeloid cells and at a lower level by endothelial cells, and that its expression is
down-regulated by inflsmmatory stimuli but increased by the immunoregulators 1L-10 or TGFS, Intevestingly, we demonstrate
in vitro that inhibition of CLEC-1 expression in rat dendritic cells increases the subsequent differentiation of allogeneic Th17 T
cells and decreases the regulatory Foxp3® T cell pool. Additionally, In chronically rejected allograft, the decreased expression of
CLEC-1 is associated with o higher production of 1L-17, Taken together, our data suggest that CLEC-1, expressed by myeloid cells
and endothelial cells, is enhanced by regulatory mediators and moderates Thi7 ditferentiation. Therefore, CLEC-1 may represent
a new therapeatic agent to modulate the immune response in transplantation, autoimmunity, or cancer settings,  The Journal of

Immunology, 2009, 183: 3099-3108,

r I N he C-type lectins ore a superfamily of profcins containing
wt leost one C-type Jectin domain that have been classitied
into different groups depending on the amangement of

therr Caaype lectn domains (1) Caype fectin proteins hive been

shown 1o act s pattermn recognition recepions for pathogens, play-
mg impertant roles in innaste smmunity i in the subsequent in-
struction of the adaprive immune response by stimulating evtokine
seeretion or T cell pniming (1, 23, Moreover, Caype lecting have
also been descnibed o bind self-Ags or altered self-Ags and 1o play
i dhreet rode in the orchestration of the immune respoase. Among
the vast C-type lectin superfamily. the C-type lectin-like proteins
wre o sttbgroup of receptors that possess the C-type fectin domain
but Tack calcium- oe carbohydrate-binding elements (31, Recently,
severnl studies demonstrated that Caype fectin-bke receptors are
not restiicted o NK cells. bul are expressed by many other cell
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types, including mycloid cells and endothelial cells (ECs)y® (1),
These receptors have diverse ligands and, by acting as activitory
of inhibitory receptoss, govern cellulur activation (1), Among the
Cotype lecun-tike receplors, a subgroup of receptors, twe “Dectin- |
cluster.” including the DECTIN-1, LOX-1. CLEC-I, CLEC-2,
MICL, CLECI2B. and CLEC9A genes, his recently been de-
sertbed o play important roles in immanity and bomeostasss (3),
Lox-1, expressed by monocyles and ECs, has been shown 1o rec-
ognize o varety of ligands, including bacteria, moditied Tipopro-
teins, activied platelets, hspTO. and apoptotic cells: it has also
been shown to play a role in cell activition and in specific discases
such s artherosclerosis or dinbetes (463 Morcover, Dectin-1,
which binds zymosan or an endogenous Tigand expressed on T
cells, enhances the actvatuon of dendretic cells (DO and cytokine
secretion or T cell priming (2. 7).

We sdentified Cotype bectin-hike receptors | (CLEC- 1), one of the
genes from the Dectin-1 cluster, as being overexpressed in foler-
ated gratts i an expernmental madel of heaet allogralt transplan-
tation, We previously demonstrated in this model the specific ex-
pression of the eyloprotective molecules beme oxygenise-1, NO
synthase, and 1DO by graft ECs and their interplay with regulutory
CDATCD25™ T cells 1o regulae locat effector cells and 1o maintain

* Abbsevaitions wsed in thes paper: EC, endothelal cell; AU, shitrary oon; BMDEC
bone mamos-denved dondritic ol CLEC-1, Caype lactin-libe soeptor-1: DAPL
A O-dhmnidioe-2-pheny lindole; DC, dendnoe coll: DST. domoespeasc tnsfusion;
HAEC, human sonic esdothelil coll: HPRT, hyposanthing phospociiosy s
fermse; RNAL, RNA inlerference
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tolerance (8-10), CLEC-T is an orphan receptor that has previ-
ously been deseribed 1o be espressed by DCs and ECs in humans
(311 However, its funenion has not been descnbed so far, and its
ortholog in rodents has not been characterized. CLEC-1. in con-
trist 10 mest ol the members of this family. does ot contain ITAM
or inhibitory motifs, but rather contams one tyrosine ressdue i ils
cytoplasmic  portion,  Additionally, CLEC-1, like NKG2A or
NKG2C, seems to requise an abditional chain to form a complex
at the membrane surface of cells (3, 11,

In this study. we annlyze the expression of CLEC-1 in rodents
und evaluate for the fiest time the funetion of CLEC-T in the reg-
ulation of an immune responsc.

Materials and Methods

Animals and transplantation

Rats weee purchissed from the Centre d”Elevage lunncr and sntained in
an andmal focilay under dard | o 1 Lo our institutional
paidelines, The studses were reviewed and ;Appmvcd by the approprite
nstitutional review committee. LEW . IW (RT1o) or LEW. 1A (RT 1a) rats
served as heart donors, msd LEW. LA mis served as recipsents. For allogruft
wolerance models. LEISAI95 (20 davs) (Foumier Laboratones) or mi-
donor class 11 Abs were administered i recipients as previously described
(12, 13), Chronic allografi rejecsions were induced by two donoe Mmd
transfissons (donor-specinic tramsfision (DSTH) before transpl o

CLEC-1 MODERATES T CELL ACTIVATION

ECL (Amershum), exposed to Kodak tilm, and guantitied with Kodak
Digital Science lmage Apalysis 1D software.

Trmemaohistology

Carcliac tissue was snop-frozen in likquid nitrogen afier embedding in OCT
compound (Tissoe Tedk) Miles Labotutoniesy, Cryostar sections (7 pm) o
cvtospins of cells were fixesd m acetone wnl insubated overnight wich
FITC-anti-CLEC-1 Abs {4 pg/ml), followed by antrrat PECAM-1 or
CDI72a (5 pg/mby and by Akess Fluor %8 mn-muwr Abs wnd 476
dhamidino-2-pheaylindole (DAPY), ! i Vectashie) e
dinm (Vecwor Laboratories), anil ghserved by fluoresconce microscopry
(Axioskop 2 Plus: Zewss). Images were visualized { X600) and processed
using the AxioVispa Viewer program (Zeiss). For the guantidication of
CLEC-1 staining on transducad cells with RNA interference (RNAI), images
of cell spot were acyuired with Zeess Apotome and AxinVision sofiwiare using
A632/1.4 objestive kens. Positive cells were determined by connting 36 fields
o eacdh apat, The percentige of CLEC-| penitive cefls was caleulaged by

v the vunsber of wells positive for the CLEC-1 staming divaded by the
1ot nmber of cetls (DAPL), for four ditferent counters,

Cell purificarion. culture, and activation

Rat peri I macropk were isolated by lavage of the pentoncal tnv-
ity with 5 ml of PBS The collected cells were ifuged amd sy
in complete DMEM medi

Rat booe marmw-derived DCs (BMDCy) were obtimned as previously
described (15) Briefly, bone marow cells were coltured 1o RPMI 1630

by CDA0-Ig adsmansstraton s prevanisly described (8, 14, Geaft fusction
wins assesved by sooring pulsations throsigh the abdominal wall for heart or
by proteinuria for kidoey trusplants. Foe in vivo tinsfer experiments, a
totad of 20 % 10" CO8 ' T cells from LEW. 1 A-olerant LFES-0195-trcated
Mlplml o from LEW.1A l.lur rats were imjocted v, mto LEW. 1A

rrndiated recipients (4 Gy, whole-body uradiation
{Fstitun chénn[ de Rcchmbc Thirapeutique 26, Namtes, France) | day
before transplantation) on the day of LEW.IW or LEW.IA (syngeneic)
carde tasplantanon,

Antibodies

The following hybridomes for v mAbs were obained from the European
Collection of Cell Cubtre {Salisbary, UK 1l were used i cell deple-
on, eytoftuorometry, cell sortmg, or mmunohestology alier coupling, i
necessary, o FITC, biotn. o PE (BioAtkennic ) OX6 (class I MHC), RT3
ITCRafBl. OX39 (CD25), W325 (CD4). OX62 (CDI0I). and OX41
(CDIT24). BYI-PE (CDS0), BT 2-FITC (CDX6), and OX6-allophycocya-
nin-Cy7 (MHC class 11} were obtained from BD Biosciences, PECAM-|
(CD31) was obtaned from Serotec, and Foxp3-allophycocyunin was ob-
tained from CliniSciences. Biotin-anti-monse TgG, Alexa Fluoe 568 ami-
mouse, FITC anti-rahbit, HRP-streptavidin, and PE-streptavidin were pur-
chasad from Vector Laboratories, and HRP-comjugimad goat anti-rabibin or
anti-monss TG owas obtained from Prerce, Neatraliziog Ab anti-rat 1L-10
(R&D Systemsy and omti-human TGEB (2G7, hybrdoma) and frrelevant
Ab (3GH, hybridomu) were used in in sitro experiments o 10 ge/ml

Generation of a polyclonal anti-rat CLEC-1 Ab

Three syuthetic peptides. one (MQAKYSSTRDMLDDC-NH,| corre-
spoadmg o an 1-14 of the mtracellular domain of CLEC-1 and two
(DSITEKDERLGNMSR, CERVAGRVVPEELQ) corresponding 1o
§3-97 and 256-269, respectively, of the Thdar domain of CLEC-1.
were uwsed to immunize rabbits (NeoMPS). After three rounds of standard
i zabon, serum wies collecaed and sebpected o atfinity parification on
peptides with HiTrp NHS-ctivated high-performance  columm (GE
Healtbearo s, Speciticity of the polyclonal amie-CLEC-1 Abs was tesied by
pretncubating anti-CLEC-1 Abs with the thiee synthetic CLEC-| pepaides
120 pefml: 30 mun. 4°C) belore perfonming immunobisiology staning on
hewrt allografl sections,

N-giveosidase treatment and Western blot

Fmgmcms ol beart. spleen, Inng und thymus from saive rals were lysed on
ice in RIPA sl I with mhibitors cockal
(Sigma-Akdnch) and trested overnight with PNGase F (Sagmue- Aldrich)
sccording (0 the manufacturer’s instructions. Nitrocellulose membrines
blocked with TBS (Tween 20-TBS) with 3% malk were incubated with
rabbit anti-CLEC-| (0.8 pg/ml) or mouse anti-Beactiny (12 uyg/ml) dis
lused in TBS- 1% milk (overnight! and then with HRP-gowt anti-rabbit
(0. pg/ml) or anti-moese 1gG (0.3 pg/mb). Bands were revealed by

plete medivm: 10% endotoxin-free FOS (Perbio Scence) s 2 mM
1 -gl ine, | mM sodimm pyruvaee, | mM HEPES. and 5 % 1077 M
3ME (all from Sigma-Aldrich), supplemeated with raf [L-d (4 ngfm) and
wunne GM-CSF (1.3 ng/ml). At day 8, adherenst matature BMDCs were
collected, plated (1 mallion/ml). sod stimmlated with LPS (1 pg/ml) (Sig-
ma-Aldrich i, recombinant rat [L-10 (20 ng/ml) (R&D Systems), recombi-
nat human TGFEI (20 pg/ml ) (RED Systems), poly(1:C) 125 ug/ml) (In-
vivoGen). or rat flFN-y (30 Ulml) (Serotec).

Rat splenic DCs (OX62°, MHC class 0*), T eells (R737), CD4*
CD25 " T eells, or regulatory CD4*CD25" Teells (RTITWI25'0OX39%)
were purified by pesitive selection using a FACSAna fow eytometer (BD
Biosciences) i previously described (16). Pueity was =999,

Rat EC lines of LEW.IW and LEW 1A origin were soluted s peevi-
owsly described (17) and plated overmight isto 12-well plates (Nunc:
Merck/Evrolab France) (1 mallion cellwwell) in complete RPMI medinm
culture and highly purificd CDI*CD25™ or CDACD257T cells from na-
ive mats or from folerimt recipients were added (5 % 10 cellsiwell) to the
EC cubtures, All:mmvely. foe trmswell assays, 2.5 % 10° LEW,1W ECy/
well were aldedd in the Jowes compactment of a 24-well plate, and in the
upper compartment (separated by a 045 um pore size memboane (B0
Bioscienves)) we added 25 % 107 LEW.IW ECawell with LEW.1A
CD47CD25 T cells from 1olerant recipients, Twenty-four or 48 h liter
(tor 10 or CLEC-1 guantification. respectively ), the adheremt ECs were
wushed several times and anolyzed by quantisntive RT-PCR for hypoxan-
thine phosphoribosy lirmasfernse (HPRT)L, CLEC-1, and 100 expression.

Human sortic ECs (HAECs) were salated as prevsousdy described (18).
HAECs were cultured in cell growth medium sapplemented with 10%
FCS, endothelial cell growsh sapplement (0,45 ), hydrocortisone (1 pg/
mll, human basic fibroblast growth factor (1 ng/ml), haman epidermal
growth factor (0.1 ng/ml), amphotesicin B (30 ng/ml). and gentamicin (50
pe/m) {PromoCell) am 37°C amd 5% €O, For experiments, HAECS used
were berween the third sed sisth pussiges, Activition experiments were
petformed in 6-well plates wsing confluent HAEC monoluyers. Cells were
deprived for 18 b codothelinl cell growdh medinm supplemsented wich
only 2% FCS befare mcubation with 100 Usnl recombinant human IFN-y
(lmwkin: Bochringer Ingethemm) for 12-48 h,

Human DCs were penerated as previously described (193, Brefly,
monocytes were enriched by elutriation (=856 CDI4") and cultured foe
& days 0 mediom supplememed with TL-4 (30 ng/ml) (AMCys) and GM-
CSF (500 1W/mb (ABCysh, Then, DCs were harvested and cultured (|
million cells/miy in plates coated with palyd 2-hydroxyethy | methocrylae)
(Sigma-Aldrich) W prevent cells from adhering, and with LPS ¢ pg/nl)
(Sigtma-Aldrichy, thlL-10 (20 ng/ml) (R&D Systems) ar ch TGFA1 (20 ng!
ml) (R&D Syssems)

Transfection of BMDCs with Stealtie RNAI duplexes, activation,
and MLR
Two ponaverlapping Stealth RNA (Sscalih Selea RNAG Invitrogen) du

plexes were svnthesized commercially by Tnvitrogen with the belp of tools
available aoline (www.invitrogen.com): Stzalth RNAL | (53'.CACCAUA
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Table 1. (Migonucteotides used i prex stoady

Oligonucieotide 5' 1o 3' Soymence
Rat HPRT
Forwand CCTTGGTCANGCAGTACAGCC
Reverse TTCOCTGATGACAC AAACATGA
Rat CLEC-1
Forwanl TPIOGTITIGCTCGTIOAC
Reverse AAGTTCACGACACAGTTTTALOG
Rat FoxP3
Farward OCCAGGAANCACAGCAACCTT
Reverse CTGCTTGGCAGTGCTTGAGAA
Rat IL-17
Forwaed TGCTGTTGCTGCTACTGAACC
Revere AACTTCOCCTCAGCGTTGAC
Rat RORw
Forword BOABGAGE AMTOGANTCG
Rovere OGCTGARGARNITGERAAAR
Rat IDO
Forwaed CCTRCCTCCCATTCTGTCTT
Reverse TGCGATTTCCACCATTAGAGAR
Rat TGFBI
Forwanl CTCAACACCTGOACAGCTCOD
Reverse ACGATCATOTTOGACANCTGOT
Humen HPRT
Forward CGACATOTCATOAAGGAGATGO
Reverse COTOTTAACTAGTCATTACAATAGC
Humwn CLEC-1
Forwaed ARACAAGARGACCTOGAATTTGE
Reverse TCTTGGEGC TGETGACATCTATTA

AGCCUGUAUDCUGGAACA-3") and Stealth RNAJ 2 (S-GAAGUGGC
AUGGGAACAAAUGUUAL-3") were desagned 1o sarget different coding
regions of the rt CLEC-1 mRNA sequence (GenBank accession no,
NM_001109253 at www.ncbinlimnib goviGenbank/). A BLAST (No-
tonal Center for Biolechnology Informetion datsbase) search was con-
ducted to contirm that the onfy targets of the two Stealth RNAI duplexes
were CLEC-1. At day 8 of cubure, 2 million adherent LEW. 1A BMDCs
were transfected with Lipofectaming RNAIMAX (Invitrogen) and with 200
pmok of control RNAS (medium GC content Stealth RNAI negative uni-
versal control; Tnvidrogen) or with RNAG specitic for CLEC-1. Cells were
stimubated with LPS (1 gg/mb) (Sigma-Aldoch) for 45 b,

Two days following ransfection, LEW . 1A BMDCs were harvested il
stuned wsing anti-OX6, B7.1, or B7.2 mAbs for Now cytometry amalysis or
were plated (1.5 % 10" cell/ml) with LEW,IW lymph node-derived T
cells in complete RPMI medi Al vely. LEW.AW lymph node-
derived T cells or lughly parified CD4'CD25 " or CD4'CD25" T cells
were labeled with CFSE (Molecular Probes), Three daws later, cells were
pubsed for 8 b with 0.5 uCiwell [methy-"Hbymidios (Amersham), and
thymadine ncorporaton was measured using a scantillation counses (Top-
Count NXT; PeckinElmer). CFSE-lubeled cells were stained with anti-
TCR. ent-COS, and mtrocellutarly with anti-Foxp3 Abs as previously de-
scribed and were analyzed by flow cytometry ot day 5 of culture (10). T
cells or culture supernatants were harvested ot day 3 or 8 of culture for
quantititive RT-PCR anadysis or cytokine measurement,

RNA extraction and reql-time quantisanve RT-PCR

Total RNA from tissees or cells was prepared using TREzol (lnvitrogen)
according 1o the manufacturer’s instructions. Real-time quantitative PCR
was performed as previcasly described (20} using @ GenAmp 7700 se-
quence detection sysieny and SYBR Green PCR Master mix (Applicd Bio-
systems). The oligomuckeotides used in this study are desenbed i Table 1
HPRT was used as i endogenous control gene to notmalize foe vianations
m the sturting amount of RNAL Relative expression was cakeulated using
the 27 nusthod (200 21) and is expressed in arbitrary units (ALU).

Flow evtometry analvsis

Fh nt lsheling was | wsang 4 FACS LSR 1 BD Biosciences)
and analyzed with FlowJo software (Tree Star),

Cyvrokine assavs

Suy from cul wore larvested at 48 b tor LPS-stimulated
BMDCs trunsfected with control RNAG or specific CLEC-1 RNAL or they
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FIGURE 1. mRNA expression of CLEC-1 m rat iolerated allogridls,
mRNA expression of CLEC-1 was analyzed by quantitative RT-PCR. A,
Cardioc ayngeneic grafts (Syng.), ch lly rejected allografts by DST
treatment (CR1) or €D Tg treatment (C.R.2), or toleruted allografis by
LFIS4195 weatment (Tol) harvessed ar day 100 after transplantation (=
4). B, Kidney syngeneic gralts (Syng.) or 1olerated allografts by anti-doaor
chass TTAD teeatmwent (Tol ) harvessed at day 100G after sansplantation (n =
31, Results are expressed in AU of CLEC-I/HPRT transcipt ratio . SEM
and expeessed as redative expeession compared with the roference synge-
neic gralts (value = 1), =, p < 005 and *+. p < 0.01.

were harvested wt 72 b for MLRS Cytokmnes were mwesured usang a LIN-
COplex kit (RCYTO-S0K: Millipore). Multiplex was performed according
1w the mumfacturer’s instroctions on Luminex FIDIS.

Stavistical anolvsis

Stmntical evaluation wos performed using Stadent’s 1 test for unpasred
data, and results were consadered signiticant of p values were <Z0.05. Data
e expressed as means = SEM.

Results
CLEC-1 ix everexpressed an tolerated allografts

As previonsly deseribed, 10 wdentify new moleceles that could play
arole in wlogralt twkerance, we applied exhanstive rmt DNA chips
and compared long-term tolerated cardiae allogrufls (shon-term
trestment with LEIS-0195) with allografts displaying signs of
chromic rejection (DST treated)y (81, We previously showed m this
model the overexpression of numerous evtoprotective molecules
by gralt ECs and an accumulation of régulstory CD4CD25" T
cells at the graft site (up to 50% of CD4™ T cellsy, with half of
them expressing Foxpd (3 -10) We identified the CLEC-| gene as
overexpressed in wkerated allografis. By quantitative RT-PCR, we
contirmed the up-regulstion of CLEC-1 mRNA expression in wl-
erated allografis (Tol.) as compared with syngenese gradis (Syng. )
or 1o altogralts with chrome rejection induced by 1w differemt
restments (C.R.1, DST treated; C.R.2. CDA0 g trcated) (n = 4, »,
2= 005 and o, p < 001 Fig. 14), Addinonally, we also ob-
served a strong vp-regointion of CLEC-T mRNA expression in
kidney tolerated allografts (Toly compared with syngeneic grafls
(Syng.) in o medel of anti-donoe class 11 Ab administration in
which was previously shown a high intragrft expression of 1IDO
andd Foxp3 (n = 50, p < 005 Fig. 18) (13, 22).

These data demonstrate that CLEC-| expression is up-regolated
in several models of allogralt wlerance. suggesting o role for
CLEC-1 in regulatory mechamsms,

CLEC-1 is enverexpressed by mveloid cells and ECs in tolerated
allografty

To determine the cells expressing CLEC-1 in long-term tolerated
allografts, we have geaerated a polyclonal anti-rn CLEC-1 Ab.
We observed by immunofluorescence on heart allograft sections
that in tolerated allografis, CLEC-1 15 expressed by numerous
groups of myeloid cells (CDT247 1wl by ECs in the graft vessels
(PECAM-1") (Fig. 2A, o and b, respectively). This stuining by
mycloid cells and ECs disappears when the Ab was preincubated

178



ANNEXES

302

a) b)
+ peptides

ll‘ URE wng CLEC-1 in wolerted
epresemative images
CAM- | tred) or CDI72a (red) with CLEC-1 (greeny and DAPI (blsc), A
Long-torm tolenued cardiac allogralis for CLEC-1 aond DAPI staining
() CDIT2a, (5) PECAM-1. and (¢) PECAM-1 plus CLEC-1 pepledes
Long-term cardiac (a) chromically rejected allogrufis
grafts tor CLEC-1, DAPIL, amd PECAM-1 stuming. €, Lonig-s
allogratis tor CLEC-1. DAPL s
PECAM- 1 staini 6AN). Diatis are representative

f three independent experiments

merged staiming tor PE

Subtype s of cells expie

of immenoluorescence

axd (M) syngeneic
rm Kidney
(i) wlered wnd (0) syngencic gral

Oniginal magminication

demonstrating
the high

CHiic to toferated

wsed Tor ity gencration

with the synthetse pe

les

the specificity of the staining (Fig. 24«
expression of CLEC
Hografts, as no staining for CLEC-1 in ECs has been ob
cardhac allografis
(Fig. 28, a and b

We also observed C ll(
(PECAM-1"
stwming by ECs was observed in Kadoey long-term svig
ts {Fig. 2C. 2 and b !

These results demonstrate that CLEC- 1 1
APCs, mycloid cells, and ECs in long-1e

Interestingly
| observed in gralt ECs s spe
rved in

with chrome rechion of in syngeneic grslis

| expression by myceloid cells and ECs

v kidney Tong-term wlernted allografts, whereas no

o LI [¥

oy l'XL'\I”"
rm toferated nllografts
! is expressed by mveloid cells and ECs

| mRNAS were

ssues o eells from ni

In naive rats, CLE(
To charscienze CLEC-]
wsessed by gquantitative RT-PCR in varion
e s, We observed thiw CLEC-1

otgans dymph nodes and spleen ), and i

expression in s, CLEC

mRNA expression is high in the
lng, i secondary Tymphosd
the aorta (Fig. 340 A lower CLEC
in the beart, and o poor expression was
onfirmed ot the protein fevel by Westerr
at CLEC-|
32-kDa

I MRNA expression was observad
bserved in the thymus,

resulls were ¢
ly

Ab that we have gencnsted and that reveals an expected

These

o anty

cosylared organs with the polyel

band (Fig. 3B. representative blot and quantification)

Moreover. tn dilferent rat cell srved o high
mRNA expression of CLEC-1 in BMDCs and in perit
sssron e an endothelal cell hine amd i
of CLEC

pulations, we
aeal mac

rophages and a lower ¢

splenic DCs (Fig. 3¢ | was detected in

T cells (Fig. 3C

INO L‘\l\[._‘\‘-l' i

CLEC-1 MODERATES T CELL ACTIVATION

9>
(‘\,‘d‘o o ot oo“

o
o

c o o

- practine
im (42KDa) N WD . -
in
2™ CLEC-1 -
S8 (32kDa) -
a0

L E

B R

O

CLEC-1 protels oxprossk
L

24
s | s

Eli °

g

=24 «f"fj\-’,a
s |

[ |

-1

g I -

S |

uo-

af

FIGURE 3, Expeession of CLEC-| o
from maive rats. A, CLEC-1 mRNA expression was assessed by guantitis
tive RT-PCR i differemt organs from naive rats; »
Results are ¢ i AU of CLEC-1/HPRT SEM compared with the

reference thymms (value = |} 8 CLEC-1 progein expeessson wis detet

et orgnns aod ol subeypes

}m coch group

Xpres

mined by Western blot in diffiercnl organs Trom nave rals after deglyco-

viation {representative image ) amd guantitic dion o o

0] Y oan ferenve thyme

n sch group) «
Ivudue 1). C, CLEC-1 mRNA expression wWas assease
RT-PCR in detferont cell subtypes from nmve rabs. Results e oxpeessed m
AU of CLEC VHPRT
riments. £, Representative images of imammolinorescence stan
for CLEC-|

Oviganad mognification, <60, Dot are repre

by guantitative

SEM. Dat are representative of three indepen

fent ex

ing of rat (a) BMDCs, (h)
md DAPI

entative

mactophoge, ad (¢) EC line
stuenang (Mue

{ three independent expeniment

At the protain level, we observed by immunotustology tha
CLEC-11 ell BMDCs and

maeroply andd that s

I more expressed in the myelod

s than in the endothelial cell Tine
1 sl

These results demonstrate for the hirst time that in
CLEC
lent, by EX

CxpPres

emtative mages in Fig. 3D

acnts

I is highly expressed by myelowd cells and. 1o a lower ex

ind that 1l expression s al the ¢ell surface

-1 expression s down-regudated by inflampatory stimdi

gulatory mediators

creased v pmmunore

| expresson, rt BMDCs werg

st in vatro, As

To mvestigate the regulation of CLEC
ultvated wath chifleren sown in Fig 44, ¢xpres
sion of CLEC {lowing LPS, IFN-y

ol vilCy stimalation at 48 h of culture (4 30, p < (05 and
f

1 is signiticantly decreased fi
P = 001, In conlr simulation with the immunomeds
latoes TL-10 or TGERY,

creased ut 48 h ool caltuge (no= 3, & o < 005 und o=, p

ollonw ng

expression of CLEC-1 15 significantly in
000

ved in human cells HAECs or
HuMoDC)

Similar resulis v

human e

Cyie-d

CLEC-1 mRNA

179



ANNEXES

The Journal of Immunology

A

"~

[

e

; .
L]
B

CLEC mENA sxpression
-

CLEC.t mRNA expression
] - N
-
Et a
CLECA mRNA exprossios

S8enBhEs

M MoDC

-

B &

HAEC
- 3
-
3
z
s
=14
=1
) €
o
4
o0

CLECH mRMA axpressior

075
s
axs
0w

o 12h 24h 480

-
i

I I
&

B
FIGURE 4. Regulanon of CLEC.] expression. A, Rat BMDCs were
cultured for 6, 24, or 48 h with different stimuli, including LPS (1 pg/ml)
IFN-y (50 Wby, polytBCy 25 gehmly, erlL-10 20 ngfmly, or (hTGFBI
(24 pefml), CLEC-1 mRNA expression was asscased by quantitanyve RT-
PCR. and results are expressed in AU of CLEC IVHPRT (v =
0.05 sl ., < 0,011 #, HAECs were stimulited with IFN-y (100 U/ml)
for 12, 24, or 48 b, CLEC-1 mRNA expression was assessed by quantiva-
tive RT-PCR aml resulis are eapressed in AL of CLEC-I/HPRT (0 = 3
s+, p < 000 C, Human moeccyte-derived DCs (HuMoDC) were stian
wlatedd with LPS o8 g/mly, ech1L-10020 pngdmdy, or thTGFEBE 20 nglmd) for
24 h. CLEC-1 mRNA expressson was asseased by quantintive RT-PCR
und results are expressed in AU of CLEC-I/HPRT (n 0.01)

e p<

L LT
Jieey

expression is significantly down-regulated by inflammatory stimuli
(IFN-y in HAECs. LPS in monocyte-derived DCs) (= 3. we, p <
0001, wherens [L-10 or TGFBI mcreases the expressson of
CLEC- | und rendess the cells resistant 1o the down-regulation of
CLEC-| expression induced by LPS (monocyte-derived IXCs)
(Fig 4. 8 and C. respectively)

These results demonstrate that CLEC-T expression is down-reg-
ulsted by inllammatory stimuls sod increased by immunoregula
tory mediators, suggesting an important role for CLEC-1 in im-
mune response regulation.

Regulatory CDI*CD25* T cells from folerant recipients
enhance CLEC-1 expressiom in donor-rype ECx

We previcusly showed in vitro and in vivo that regulatory
CDATCD2S" T cells from tolernt recipients were able 1o stimu-

3103

Late donor-type ECs to express IDO, a molecule required for the
establishment of wlernnee, demonstrating an inlerplay between
graft ECs and regulatory CD47CD25" T cells for the maintenance
of tolerance (101, Here, we also observed that regulatory CDY?
CD25* T cells from twlerant recipients but pol regulatory
CDATCD25™ T eells from naive rats were able in vitro to increase
significantly CLEC-1 mRNA  expression - gralt donor-type
(LEW.IW) ECs (n = 6 #+, p < 001: Fig, 3Aa), We observed a
low induction in recipient-type (LEW.1A) ECs with regulatory
CD4'CD25" T cells from toleraat recipients, bt this expression
Is not significantly different with the one observed with regulatory
CD47CD25" T cells from naive rats or with CD47CD257 T eells
from tolerant recipients (1 = 63 (Fig. SAb). No anduction of
CLEC-1 expression was observed with CD47CD25 ™ T cells trom
cither naive rats or tolerant recipients (n = 6) (Fig. SAa)

Mauoreover, we observed that neutralization of IL-10, TGFS, ot
both with specific Abs did not further decresse CLEC-1 mRNA
expression compared with the irrelevant control Ab (n = 4y (Fig,
SAc) Indeed, the wrelevant control already decreased by atsell
CLEC-1 mRNA expression in ECs by a neaspecific mechaniam.

Additonally, trapswell experiments demonstrated that as for the
one of IDO, induction of CLEC- | expression requires cell contact
(Fig. 5A, ¢ and o). These data demonstrate that regulatory €D
CD25% T cells from tolerant recipients e able in vitro (o ncrease
CLEC-1 expression in donor-type ECs by a cell contact-dependemt
mechanism.

Furthermore, we previously demonstrated in vivo that regula-
tory CD4TCD25™ T cells from tolerant recipicnts, but not regu-
latory CDACD257 T cells from muve rags. were able 1o transfer
lolerance 10 a subseguent imadiated host (23), We demoastrated
that following transfer. regulatory CDATCDIS™ T cells accumu-
lated 10 the new grafl and induced the expression of 1DO in graft
ECs (10). Here, we also observed i specilic expression of CLEC-|
in ECs in the new allogencic graft following transfer of regu-
ltory CD47CD2S™ T cells from tolerant recipients (Fig. S8a)
No staiming of CLEC-1 by ECs in syngencic grafls was oh-
served following transfer of T cells from tolerant recipsents o
from nuive ruts demonstrating donor-specilic allorecognition
(Fig. 5B, b and ¢, respectively),

Taken together, these data demonstrde thas alloantigen-primed
regulatory CDATCD2S Y T celis that accumulated in the allografis
wre able (o increase locally the expression of CLEC-1 in dosor-
specilic APCs

CLEC-1 alters T cell activation

To assess 1he funchion of CLEC-), we used specilic CLEC-)
reformed-type small interfering RNA, or Stealth RNAILL which
allows for efficient and long-term mhibiton and which can e
duce the eytotonic IFN response unlike conventional small in-
terfering RNA 124). Two nonoverlspping Stealth RNAI specific
for CLEC-1 (medium GC content) were tested together with a
umiversal Stealth control RNAG (medium GC content), To eval-
wate in DCs the effect of CLEC-1 mbibition on subsequent al-
logeneie T cell activation, we used LPS-stimulated BMDCs,
which are able in these muture conditions 1o stimulate effi-
ciently allogeneic T cells, Indeed, we have not been able with
immature BMDCs or an EC line o induce an efticient alloge-
neie T eell stimulation.

We observed a strong inhibition of CLEC-1 mRNA expression
(=80%) in DCs with the two CLEC- I-specific RNAL as compured
with the control RNAG ot 48 h following trassfection (i = §; «+,
=000 Fig. 6Aa). This strong inhibition of CLEC- | expression
was also conlirmed ot the protein fevel with the polyclonal Ab by
immunohistology (¢ = 5: ass, p < 0001 Fig, 6Ab)
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e T uanIalNG e s ror e . S spevitic Steadth RNAL i five independent experiments
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ence merged staining for PECAM-| (red), CLEC-] {gre
DAPE (blse) for long-term carding (a) wlerated allogeneic LEW.I'W grafts
latoey CDA*CD25" T cells
from LEW.IA tolerant recipients. (01 syngencic LEW,IA grafis from
LEW 1A recipients trunsferred with LEW 1A regulatory CD4CD2S* T

We observed thot CLEC- | inhibition in DC culture does not
modulate LPS-induced 1L-12p70, IL-6, or 1L-10 prod

class [ MHC, CD36, or CDSO expression (n = 5, Fig. 6, Ac and

from LEW. LA recgpents transferred with regs

celbs from tolerant recipients, and (o) ssngeneie LEW 1A grufts sransferred £). Therefore, the differences that will be observed following
th T cells from LEW. LA nmve rats. Origine \I maxgubication, > 60 Dale CLEC-1 ng with these mature DOCs will be not due 1o a

e representative of theee indepeadent expeniments defect in DC geperation or maturation
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FIGURE 7. Effect of CLEC-1 inhi-
bitem oo allogeneic T cell activigion
and cytokine peoduction. LEW. 1A s
BMDCs were tamsfected with conwol
Stealth RNAs o two CLEC- |-spevific
Stealth RNAL constructs tor 8 b and
then cocubured with LEW W ulloge
neie T cells for 3 davs. A, LEW,IW al
logenew: T cell profifaration assessal
by thymdioe imcocporation (n = 4 aed
W07, 10, T2, IPN-y, T3, and
L6 secretion assessed in sapernatints
of cultvees as descnbed i Mearervly
el Methends (0 0.05). B,
IL-17, RORy, Foxpd, and TGFE
MBRNA expression nssessad by quonti
tative RT-PCR and expressed i Al
of specitic gene/HPRT congured with
the reference Stealth contral RNAY

Ividdue 1) (w S5; % p <= 005

Sep

Interestingly, when these matore DOCs were coculiuped with al
logencic T cells in o MLR, we observed that CLEC-1 inhibition in
DCs enhanees signiticantly allogenesc T cell production of 1L-17
tat both the protein and mRNA levels) and mRNA expression of
ion fuctor RORYt (n = 500, p < 0.05), without mod
ulating T cell prohiferstion or TL-2 secretion (Fig. 73 Additionally,

"

the trans

CLEC- | inhibitton in DCs decreased significantly allogencic T cell
production of TL- 13 and TFN-y wxd decressed sigmificantly mRNA
expression of the rmscription factor Foxpd (n = 5, =, p < 005;
Fig. 7). The increase in Th17 difficrentiation and the decrease in
Foxpd expression could have been due to a maodulation of 1L-6 or
TGEB expression; however, we observed no dilference in the pro-
duction of the both cvtokines in the MLRs (n = 5) (Fig

CLEC-1 moduiatres regudatory CDICD2S" amd CD4" CD2S

I cell aen

wation
To mvestigiste whether the decrease in Foxpd mRNA expression
observed at the end of the MLR with CLEC- | down-regulated DCs
T cells,
we andyvzed the allogeneic CD4™ and CD3™ T cell profiferation

was due 1o a decrease in the number of regulatory Foxps ®

by CFSE and Foxp3 staining m long-term T celt co-culures {m
day 5 of MLR). We observed that inhibition of CLEC-1 in DCs
decreases significantly the percentage of Foxpd "CD4™ T cells re-
trieved al the end of the MLR culture (3% instead of 6%) and

105
oY
: e e—
£ 57
& F
ToFp
1
“
f( ,,r‘ ~"‘

mereases the percentage of proliterating ellector non-Foxpd
CIDM™T T celis (36% instead of 23 0.05; Fig.

R, Aw, representative dot plots, and Aby, No difference i ¢

viin =5 =p

tor or regulatory Foxp3™ T cells was observed in the CDE™ T
cells (Fig. 8, Ac,
suggest that CLEC- | regulates the balance between elfector and
¥ Lory T cells

termine whether this increase in effector CD4™ Thi 7 dif-
lerentiation was due to a direct cffect of CLEC-1 inhibition on

representative dot plots, and Ad), These data

effector T cell differentiation or an effect on regulatory T cell plas
ity or function. we performed MLRs with highly purified
CD257 and CD257 CDA7 T cells, We observed that ihibition of
CLEC-1 m DCs did not modualate the all
purified regulatory CDMTCD257
(oaintamed at ligh fevel only incells that have profifensed) (Fig

e prodiferstion ol

or their expression of Foxp3

8Ba. representative dot plots). The allogencic prolifermion of po
rificd CDACD2S T cells was also not maodified when CLEC-|
expression waos down-regulated in DCs (Fig, SBE, representutive
dot plots)

More
secrction in stimulated punfied regulatory CD257
CDA™ T cells when CLEC
DCs (= 3« 88, ¢ and d. respectively). The expression of
[L-6 wus also nol modified in MLRs with purified regolatory

wer, we did not observe diflerences in IFN-y or IL-17
r CD2S

Loexpression was downeregulated in
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by How cyrometry. Repeesentative dot plots and hass
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T cells were stuaned at the end of the MLR with anti-TCR
) profiferating Foxpd® T«

re staned at the end of

o 5.4, < 005

not been stimalated

the percentuge of {a Hs i pon CDsTCD2S!

Dista are representative

O3 m (¢

in Marenals amd Methlds (n 1. e

CD25" or CD25° CD4Y
down-regulated in DCs (n

T cells when CLEC-
3 (Fig. 8, ¢ amd d, respectively).
Iherefore, with ssolated subpopulations of CD25" or CD25
CDA™ T cells, we did not retrieve the increase of TL-17 secretion
observed with bulk T cells
of IL-1
direct effect on Thi7 differeatistion of naive T cells or to the phas
ticity of regulatory CDETCD2S* T
trieved the down-regulation of 1L
COdCD23
CD4CD257 T cells for the expressaon of 1L
0.05; Fig. 8Bd)
Taken together,

I expression was

These data demonstrate that the up
regulation 7 observed with bulk T cells was not doe 1o
cells, Interestingly, we re-
13 expression in stimulated
T cells. suggesting thar CLEC-1 acts directly on
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and o hugh expression

T'o eviluate whether there was o corelution between the imereased
expression of CLEC-1 and the expression of IL-17 and Foxp3 in
long-term tolerased allografts, we compared Foxp3d and 11-17
MRNA expression in telerated allogralts and in chronically re-
jectod allografts. Interestingly, we observed in tolerated allografis
where the expression of CLEC-1 was increased (n = 4, oo p

0.01: Fig. 1) that the mRNA expression of [L-17 was significamtly

lower and the one of Foxp3 higher than in chronically rejected
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FIGURE 9, mRNA expression of IL-17 und Foxpd in mt cardine toler-
ated allografts. mRNA capeessson of IL-17 and Foxpd were analyzed by
quantitative RT-PCR i candiae syngenerw grafis (Syng ), chronically re-
jected allografis by DST eeatment (CR.), or wolerated allografts by LF1S-
0195 eeatiment (Tol) harvested o day 100 alier runspluntation (5 = 4).
Results are expressed in AU of TL-17 or Foxp VHPRT transcnpe ratio =
SEM amd expressed as relative expression compared with the seference
syngenere prafis (value = 1) o, p < 0,05 and #+, p < 001,

Fogd
—_—

allografts dn = 4; «, p < (L05; Fig. %), Indead, we previously
demonsirated an accumulation of regulatory Foxpd *CD4*CD2S*
T cells in toberated allogrufts (with up 10 15% of CD4™ T cells
expressing Foxpd) (10,

These data demonsteate that ihe up-regutanon of CLEC-1 m
tolerated allografts is correluted with a low expression of 1L-17
and o lugh expression of Foxp3, suggesting a role for CLEC-1 i
the regulation of the balance between Thi7 effector and regulatory
CD4™ T cells.

Discussion

We adentified CLEC- 1 as being overexpressed in ran 1olerated al-
lografts, CLEC-1 i an orphan type T inmsmembrimne receptor of
the C-type lectin superfamily with an unknown function; il has
previously been described 10 be expressed by DCs wnd ECS in
humins (3, 113 CLEC-1 belongs to the sublumuly of fectin-like
genes locuted in the NK gene comples that encodes numerous
receplors with impoetant immune andfor scavenger functions in
monocytic DCs or ECs (DCIR, Dectin-1. Lox-1. MICL) (3, 25)
However, its signaling is unknown and CLEC-1 seems to bind to
an additional chain at the membrane surface of the cells (3, 1),

We demonstrute for the first ume in rodents tht CLEC-1 i
highly expressed in rat immature myeloid cells and o a lower
extent in ECs, amd that CLEC-1 expression is down-regulated fol-
lowing inflammatory stimuli but increased by mmunore gulators
such us IL-10 or TGFB.

In tolerated cardiae allografts, we obseryved CLEC-1 profein ex-
pression by a group of myelosd cells and by numerons ECs of graft
vessels. Interestingly, this expression by ECs is specific 1o toler-
ated allografts and was not observed in syngencic grafis or in
chronically rejected allogratts. The basal expression of CLEC-1
protein in ECs of syngeneic grafts may be 100 low 10 be detected.
We previously demonstrated also the specific expression of heme
oxygenase-1. inducible NO synthase. and 1DO by ECs of graft
vessels in tlerated allografts and an interplay between graft ECs
and regulatory CDATCDAS™T T cells for the expression of these
cytaprotective molecules and the establishment of long-term tol-
crunce (8, 101, We showed herein in vitro that alloantigen-mduced
regulatory CD4YCD2SY T cells enhanced the expression ol
CLEC-1 in donos-type ECs and that this induction, as for 1DO,
required cell contaet. Furthenmore, we showed in viva that follow-
ing transfer. alloantigen-induced regulatory CD4TCD25" T cells
were able to inesease CLEC-1 expression in the ECs of the aew
donor-type graft. These data demonstrate that alloantigen-idoced
regulatory CD4"CD25* T cells that accumulate at the geaft site
enhance locally the expression of CLEC-1 in APCs and that this
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induction requires cell comtact and is Ag-specific. As for IDO, the
ineduction of high levels of CLEC-1 expression in graft ECs may
play a rode in allograft tolerance (10).

We demonstrased in vitro that CLEC-1 on DCs alters the effee-
tor CD4* T cell response by decreasing Th17 differentiation and
favoring the regulotory Foxpd"CD4" T cell pool. However, we
did not retrieve this effect with purified CD4TCD257 T cells, and
no effect was ohserved on proliferation of regulatory CD4™CD2S*
T cells, Therelore, these duta suggest that this elfect was not due
10 a direct effect of CLEC-1 on Thi7 differentiation of naive
CDATCD25™ T cells, but rther may be due o the suppression
mediated by regulutory CDA7CD25" T cells. Alternatively,
CLEC-| Iriggering on DCs by regulatory CDA'CD25 T cells
may modulate DC function 1o in tem decresse Th17 dilferentia-
tion. It has been shown that 1L-6 renders CD4TCD25™ T cells
resistant to the suppression medisted by regulatory CD4*CD25Y
T cells amd that IL-6 blocks the differentintion of regulatory
CDATCD25S™ T cells (26, 27). However, we did not observe i
modification of TL-6 or TGFB expression in the MLR m the ab-
seiwe of CLEC-1 triggering, suggesting that the shifting in the
balance between efiector and regulatory T cell numbers is doe 1o
uther factors,

Addtitionally, we found that CLEC-1 expression in tolerated al-
lografts was associated with o low expression of 1L-17 and the
presence of numercas regulatory Foxpd 'CD4CD25* T cells thin
ecumulate at the graft site (8, 10}

Taken twgetber, these data suggest that in tolerated allografts,
CLEC- | expressed by myekond cells and ECs is enhanced by reg-
ulatory T cells to, in tum. moderate allogeneic Th17 response. In
this regard, the paired immunoreceptors PIR-B (ortholog of ILT3
ared ILTH i humani have clearly been shown to be induced by
regulatory CD8"CD28™ T cells in DCs and ECs and to, in wrn,
generate the expansion of regulatory CDA*CD25" T cells (28,
PIR-B has also been shown 1o be highly expressed by ECs from
wlerated allografts in & nt model of allogeaft lerance that in-
volved regulatory T cells (29),

The regulation of allogencic Th17 response mediated in part by
overexpression of CLEC-1 by myeloid cells ad ECs may con
fribate 1o long-term tokerance and prevention of chrome rejection,
Indecd, it has recently be shown that human ECs can direetly ac-
tivate allogencic memory T eells toward production of 1L-17, and
thit 1L 17-producing CD4* ThI7 T cells contribute to allograft
rejection and vasculopathy in a established experimental model of
chronie rejection (30, 310 Interestingly. we also observed thit
CLEC-1 uets directly on CD4CD25 T celis for the expression
of IL-13, suggesting plso o role for CLEC-1 in Th2 dilferentintion,

We showed herein for the first time that as for many C-type
Tectin receptors expressed on myeload cells. CLEC-1 is involved in
the modulation of T cell activation. For example, DCAL-2 tnig-
gering has been shown to alter cytokine production by DCs and
thereby o regubase the quality of downsgeeam T cell setivation (32,
33), DCAL-1 has been described 1o act as-a T cell costimulatory
molecule, which skews CD4" T cells toward a Th2 response by
enbancing their seeretion of 1L-4 (34), Dectin-1, an activating re-
ceptor, is shown o promote the activation of DCs o instruct the
itferentanon of L= 17-producing effector CD4' T cells and
CDS™ CTLs and o convent regulatory CD4CD25™ T cells into
1L-17 producer cells (2. 7, 35), Morcover. AICL receptor ex-
pressed on myeloid cells amd NKpRO expressed on NK ad mem-
ury CDS™ T cells are both sctivating C-type lectin-like receptors
interacting with each other, and their mutual engagement promotes
reciprocal activation and cytokine release at sites of inflammation
(36). CLEC-1 tmggenng may modulate directly activation of the
DCs and ECs and/or give a regulmory signal 10T cells,
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In conclusion, we demonstrate for the first time that CLEC-1,

identified in a model of tolerance and expressed by myeloid cells
and ECs, is increased by immunoregulatory mediators and acts as
a regulatory receptor able to alter T cell response. Therefore.
CLEC-1 may be a useful target to modulate immune responses
toward protective immunity or tolerance induction.
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Etude des mécanismes impliqués dans la tolérance a Pallogreffe cardiaque chez le rat

Actuellement, les travaux réalisés en transplantation visent a induire une tolérance spécifique du greffon a long
terme. Il est donc nécessaire d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes qui y sont associés. Cette thése a
donc eut pour objectif la caractérisation des mécanismes immunologiques impliqués dans un modéle de
tolérance a I’allogreffe cardiaque chez le rat. Une premiére étude de la réponse lymphocytaire B chez les rats
tolérants nous a permis de mettre en évidence une régulation de la production des anticorps anti-donneurs qui
sont présents en plus faible quantité. lls expriment un isotype de type TH2 et semblent protecteurs pour les
cellules endothéliales du greffon. D’autre part, nous avons observé une accumulation de lymphocytes B en
périphérie, associés a un profil inhibé ainsi que la présence de lymphocytes B régulateurs capables de transférer
la tolérance. Dans une seconde étude, nous avons mis en évidence une nouvelle molécule, non décrite jusqu’a
présent, inhibée lors de la tolérance par rapport un rejet. Nous avons donc tenté de caractériser la fonction et la
régulation immunologique de cette molécule que nous avons nommée LIME (LPS-Induced MoleculE). Nous
avons montré que LIME est exprimée par les cellules dendritiques activées et parait importante pour leur
capacité a stimuler les cellules T. LIME semble associée au cytosquelette, qui joue divers roles dans la motilité
et la mobilité cellulaire mais aussi dans la formation de synapses immunologiques. Ainsi, LIME pourrait devenir
une nouvelle cible thérapeutique afin de réguler la réponse immunologique en transplantation.

Mots clés: transplantation, tolérance, lymphocytes B, LIME.

Study of mechanisms involved in cardiac allograft tolerance in rat

Currently, the transplantation research aims to induce long term graft tolerance. Thus, it is necessary to improve
our knowledge in tolerance-associated mechanisms. The purpose of this thesis is to characterize immunological
mechanisms involved in a model of cardiac allograft tolerance in rat. A first study of the B cell response in
tolerant rats, allowed us to show a regulation of the anti-donor antibody production, which are present in small
quantities. They express a TH2 isotype and seem to be protective for graft endothelial cells. Moreover, we
observed an accumulation of inhibited profile associated B cells and regulatory B cells able to transfer tolerance.
In a second study, we showed a new molecule no described so far, inhibited during tolerance compare to
rejection. We tried to characterize the immunological function and regulation of this molecule that we named
LIME (LPS-Induced MoleculE). We showed that LIME is expressed by activated dendritic cells and seems
associated with cytoskeleton, which plays various roles in cellular mobility and motility but also in
immunological synapse formation. Thus LIME could become a new therapeutic target to regulate immunological
response in transplantation.

Key words: transplantation, tolerance, B lymphocytes, LIME.
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