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Avant-propos

Marquée par plusieurs acquisitions fondamentales, le XX®™ siécle est la période durant
laquelle se concentre I’histoire de la greffe d’organes, relatant par ailleurs sa majeure
évolution. En effet, ce sont, avant tout, les progres chirurgicaux dans les années 1950 qui
permettent a la transplantation d’organe de devenir techniquement possible. Ainsi, la premiére
transplantation renale & partir d’un donneur vivant a lieu en 1952 par 1’équipe du Docteur
Louis Michon a I’Hopital Necker a Paris (MICHON et al., 1953). Cependant le patient
décédera 21 jours apres sa greffe. Cette méme année, le Professeur Dausset (prix Nobel de
médecine en 1980) fait I’observation princeps d’une leuco-agglutination massive des globules
blancs par le sérum d’un sujet leucopénique (DAUSSET & NENNA, 1952). Ces travaux lui
permettront de décrire, quelques années plus tard (en 1958), le premier groupe leucocytaire, le
groupe MAC, premier d’une longue série d’antigénes du systeme majeur d’histocompatibilité
humain, dénommé plus tard HLA (Human Leukocyte Antigen) (DAUSSET, 1958). Ainsi, en
1954 a Boston, la démonstration de 1’obligatoire compatibilité est faite grace a la réussite
d’une greffe entre deux vrais jumeaux réalisée par John Merill et Joseph Murray (MERRILL
et al., 1956). En 1959 a Boston puis a Paris, sont effectuées des greffes rénales entre faux
jumeaux. Des séances d'irradiation totale et un traitement par corticoides permettent d'affaiblir
suffisamment le systeme immunitaire du patient pour qu'il n'y ait pas de rejet. Cependant, la
greffe ne peut se limiter qu’entre jumeaux. L’obstacle de l'incompatibilité biologique devant
étre franchi, des immunosuppresseurs « efficaces» permettant d’éviter le rejet sont
indispensables. C’est ainsi que la découverte de la cyclosporine A (inhibiteur de la
calcineurine) a la fin des années 1970, fut la percée majeure de la transplantation (Calne et al.,
1978). La transplantation suivie d’un traitement a la cyclosporine A (CsA) est ainsi devenue
le meilleur recours pour palier a une dysfonction chronique d’un organe vital. Toute une
variété d’immunosuppresseurs a ensuite été développée puis utilisée. Les progres importants
dans ce domaine ont permis une nette amélioration et une prolongation de la survie des
patients, ainsi qu’une extension de la limite d’age des receveurs. Victime de son propre
succes, la transplantation est aujourd’hui confrontée a un important manque d’organes
difficile a surmonter. Par ailleurs, les thérapies actuelles en transplantation imposent toujours
un traitement immunosuppresseur a vie entrainant un affaiblissement général du systeme
immunitaire a Dorigine d’importants effets secondaires (cancers, infections,

néphrotoxicités,...) et ne protégeant pas contre le rejet chronique de greffons vascularisés.
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L’établissement d’une tolérance spécifique au donneur demeure par conséquent un objectif
majeur en transplantation, car elle seule permettrait de renoncer a 1’immunosuppression
chronique tout en évitant le rejet d’allogreffe.

Cette these, basée sur des travaux de recherches fondamentaux chez le rongeur et ’homme, a
pour but d’étudier une nouvelle stratégie thérapeutique en transplantation. Suite a un chapitre
consacré¢ aux différents types de rejet, ainsi qu’aux principaux mécanismes effecteurs
impliqués, je présenterai les différentes cellules régulatrices, et particulierement les
lymphocytes T CD4'CD25" régulateurs et les cellules myéloides suppressives (MDSC)
impliqués notamment dans la tolérance. Enfin, je décrirai la dynamique de la synapse
immunologique, en particulier I’importance de la voie de costimulation CD28/CD80-
86/CTLA-4. En annexe sont joints des articles et revue obtenus suite a différentes
collaborations réalisées au cours de cette thése : Poirier et al. 2011, Poirier et al. 2010, Dilek
et al. 2010.
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Introduction

La transplantation d'organes ou de tissus entre individus de la méme espéce (ou d’espéces
différentes) genétiqguement différents est sujet au rejet et ses problemes associés. Le caractere
étranger est assimilé a la présence d'antigénes des tissus transplantés que I'h6te n'a pas et
reconnait donc comme 1’étranger ou comme « non-soi ». Méme si tous les autres facteurs sont
optimaux (par exemple, la gestion des donateurs, I'état fonctionnel de I'organe du donneur,
I'intervention chirurgicale, et la gestion periopératoire du destinataire), la principale raison de
I'échec de greffe est le rejet, en dehors d’un contexte thérapeutique.

L'organe transplanté représente une source continuelle d'alloantigenes HLA capable d'induire,
a tout moment, une réaction de rejet aprés la transplantation. Ne pouvant pas étre éliminée,
l'allogreffe active en permanence des réactions immunitaires spécifiques, cellulaires et
humorales, entrainant une surproduction de cytokines continue, une constante activité
cytotoxique, potentiellement déléteres pour le tissu greffé. Par conséquent,

I’immunosuppression a vie est nécessaire pour assurer la survie des allogreffes.

|- Réponses immunes, rejets d’allogreffe, controle

I-1 La réponse allogénique

Les organes transplantés expriment les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) du donneur, résultant en deux voies de reconnaissance de I'antigéne
(alloreconnaissance) par les cellules T : directe (Figure 1A) et indirecte (Figure 1B).
L’alloreconnaissance, base immunologique du rejet d’organe, se référe a la reconnaissance
par les cellules T du polymorphisme génétiqguement codé entre les membres de la méme
espéce. Les principales cibles de la réponse immunitaire aux tissus allogéniques sont des
molécules du CMH sur les cellules du donneur.

Les principaux effecteurs cellulaires de cette réponse immune contre les tissus allogéniques
sont les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Apres reconnaissance
du complexe CMH/peptide des CPA, les lymphocytes T vont recevoir des signaux des CPA
pour déclencher une réponse immune effectrice de type Thl ou Th2 principalement, la voie

Th17 ne semblant pas majoritairement impliquée dans le rejet des greffes.
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Les deux voies (directe et indirecte) peuvent étre impliquées dans le rejet d’allogreffe de
facon simultanée ou non. Cependant, certaines études ont également proposé 1’existence

d’une troisi¢éme voie de reconnaissance de 1’antigéne, la voie semi-directe (Figure 1C).

A B C
CPAdu
receveur
CMH du CMH du
donneur receveur donneur
Peptide Peptlide Peptide
allogénique allogénique 0 allogenique

TCR TCR TCR

Figure 1 : Les différentes voies de présentation allogénique.
A. Voie de présentation directe. B. Voie de présentation indirecte. C. Voie de présentation
semi-directe.

1-1.1 L’alloreconnaissance directe

Lors de la réponse allogénique directe (alloreconnaissance directe), les lymphocytes T du
receveur reconnaissent directement les molécules intactes du CMH de classe | ou de classe Il
exprimées par les CPA du donneur (en particulier les cellules dendritiques). Suite a la
transplantation, les CPA présentes dans le greffon vont alors s’activer et migrer dans les
ganglions de drainage afin d’induire la réponse allogénique (Daniel et al., 1998). Les
mécanismes mis en jeu lors de cette reconnaissance font intervenir des réactions croisées
permettant aux TCR des lymphocytes T du receveur de reconnaitre les molécules HLA
allogéniques du donneur. Les lymphocytes T CD4" reconnaissent le complexe présenté par les
molécules du CMH de classe 11 dont 1’expression est restreinte aux CPA. Les lymphocytes T
CD8", quant a eux, reconnaissent le complexe présenté par les molécules du CMH de classe |
exprimées de facon ubiquitaire. Cette voie directe de présentation allogénique, ainsi que son

implication dans le développement du rejet aigu, ont été mis en évidence a partir de 1976
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(Lafferty et al., 1976). Ainsi en 1982, Lechler et coll. ont montré que la déplétion des
leucocytes passagers (CPA du donneur) du greffon prévient la survenue d’épisode de rejet
aigu, alors que la reconstitution du greffon par injection des cellules dendritiques (DC) du
donneur restaure I’immunogénicité et conduit au rejet rapide du greffon (R. I. Lechler & J. R.
Batchelor, 1982). Ce n’est qu’en 1993 que cette reconnaissance a été caractérisée comme
¢tant le premier événement conduisant a un rejet d’allogreffe (L. A. Sherman &
Chattopadhyay, 1993). Par la suite, grace a un mode¢le de rejet aigu d’allogreffe cardiaque
chez la souris déficiente en molécules CMH de classe 11, Pietra et coll. démontrent que les
lymphocytes T CD4" sont suffisants pour le développement du rejet aigu, principalement via
la voie de présentation directe (Pietra et al., 2000). Cette réponse directe des lymphocytes T
naifs apparait dés les premiers jours suivant la transplantation. Son intensité est alors
déterminée par la fréquence des lymphocytes T spécifiques des molécules de CMH
allogéniques (Lindahl & D. B. Wilson, 1977), qui va décroitre au cours du temps en fonction
de la disparition des CPA du donneur. Lechler et d’autres ont étudié 1’évolution de la réponse
directe anti-donneur chez des transplantés rénaux (P. D. Mason et al., 1996) et cardiaques
(Hornick et al., 1998). Chez la majorité des patients, une hyporéactivite spécifique du donneur
apparaissait dans les mois suivant la transplantation, authentifiée par une baisse significative
de la frequence des lymphocytes T anti-donneur. Plus tard, Baker et coll. ont étudié les sous-
populations CD4" chez des patients transplantés rénaux avant et 4 mois aprés la
transplantation (R. J. Baker et al., 2001). Ces auteurs ont montré une diminution significative
des fractions anti-donneur des cellules T mémoires (CD45RQO) mais pas naives (CD45RA).
Ces différentes observations suggerent que I’importance de la voie directe diminue avec le
temps aprés la transplantation. Cependant, elle peut étre maintenue via 1’endothélium du
greffon. Une étude de Halamay et coll. suggére que les cellules CD8", seules, sont suffisantes
pour induire une reconnaissance allogénique ainsi qu’un rejet (Halamay et al., 2002). Gréce a
un modele de transplantation chez la souris transgénique pour le TCR dans lequel le receveur
ne posséde aucune cellule CD4" fonctionnelle, ces auteurs ont montré un rejet aigu en cas de
transplantation cardiaque. Les lymphocytes T CD8" peuvent également étre activés par la voie
directe de présentation via les cellules endothéliales du greffon qui présentent I’antigene et
expriment les molécules de costimulation (Kreisel, Krupnick, Balsara, et al., 2002; Kreisel,
Krupnick, Gelman, et al., 2002).
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1-1.2 L’alloreconnaissance indirecte

Lors de la voie de présentation indirecte (alloreconnaissance indirecte), les antigenes du
donneur, en particulier les molécules de CMH sont capturées par les CPA du receveur (suite a
la destruction des cellules du donneur), puis apprétées pour étre présentées comme peptide
aux lymphocytes T du receveur (K. Inaba et al., 1998). Ce mécanisme est similaire a toute
réponse immunitaire qui prévaut physiologiquement. En transplantation, cette
alloreconnaissance indirecte a été corrélée avec 1’apparition du rejet chronique avant que son
importance soit également démontrée dans le développement du rejet aigu d’allogreffe chez le
rongeur (Fangmann et al., 1992) et chez I’homme (Z. Liu et al., 1996). Auchincloss et coll.
ont élégamment démontré que la voie indirecte est suffisante pour provoquer un rejet dans
une série d’expériences de greffe de peau a partir d’une souris donneuse déficiente en CMH
de classe Il & une souris allogénique déplétée en cellules CD8" (Auchincloss et al., 1993).
Dans cette combinaison, la souris receveuse n’a pas les lymphocytes CD8" qui pourraient
reconnaitre directement les molécules du CMH de classe | tandis que les CPA du donneur
sont incapables de présenter directement aux cellules CD4" du receveur car elles ne possédent
pas les molécules de classe Il. Ainsi, les molécules de classe | du donneur ne peuvent étre «
vues » que grace a la présentation par les lymphocytes T du receveur. En dépit de 1’absence
de toute réponse directe, toutes les greffes de peau ont été rejetées (Auchincloss et al., 1993).
Plusieurs études clinigues ont mis en évidence que la fréquence des lymphocytes T activés par
la voie indirecte de présentation augmentait au cours du temps chez les patients présentant un
rejet chronique a la suite d’une greffe de ceeur, de foie ou de rein (Hornick et al., 2000; Vella
etal., 1997; Z. Liu et al., 1996). La migration des DC du donneur dans les tissus lymphoides,
étant une source d’antigene, est décrite pour générer cette voie indirecte de présentation
(Austyn & C. P. Larsen, 1990). Enfin, d’aprés quelques études, les lymphocytes T CD8"
peuvent étre activés par I’intermédiaire de la présentation croisée (Moron et al., 2004), ou les
molécules de CMH de classe | présentent des peptides non endogénes aux lymphocytes T
CDS8" (M. L. Albert et al., 1998).

I-1.3 La voie de présentation semi-directe
Pendant trés longtemps, les voies directe et indirecte ont été considérées comme les seuls
mécanismes de stimulation des cellules T allospécifiques du receveur. Pourtant, de
nombreuses observations laissaient a penser que d’autres mécanismes étaient impliqués. En

effet, plusieurs études ont mis en évidence I’existence d’un transfert de molécules intactes du
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CMH entre les cellules (J. F. Huang et al., 1999; Tsang et al., 2003). Ainsi, il a été décrit que
des cellules T CD4" activées par la voie indirecte étaient capables de délivrer une aide
efficace aux lymphocytes T CD8" stimulés directement par les molécules allogéniques de
CMH de classe | (R. S. Lee et al., 1994). Une nouvelle voie intermédiaire, qualifiée de «
semi-directe » a donc été décrite par 1’équipe de Robert Lechler (O. B. Herrera et al., 2004; S.
Jiang et al., 2004). Cette voie mettait en évidence in vitro que des DC pouvaient acquérir et
présenter, par un mécanisme actif, des molécules intactes de CMH de classe | et de classe Il
présentes a la surface de cellules dendritiques ou endothéliales allogéniques. De plus, elle a
montré que ce transfert d’antigéne se déroule également in vivo et que les molécules de CMH
ainsi captées sont capables d’activer par une voie directe, et spécifique de 1’antigéne, des
cellules T syngéniques. Cette voie permettrait ainsi d’assurer, une fois les CPA du donneur
disparues, une activation continue des lymphocytes T CD8", obligés de reconnaitre le CMH
de classe | du donneur pour présenter leurs fonctions cytotoxiques, et de recevoir une aide
efficace des lymphocytes T CD4", activés eux par la voix d’alloreconnaissance indirecte.
Toutefois, I’importance relative de ces mécanismes dans 1’activation du répertoire alloréactif

et son implication dans le rejet de greffe ne sont pas actuellement connues.

I-2 L activation lymphocytaire T

Le processus d’activation des lymphocytes T a lieu dans les organes lymphoides secondaires
ou se trouvent les DC matures qui vont présenter le complexe CMH/peptide aux lymphocytes
T naifs. La premiere rencontre des cellules T avec les CPA est une liaison non spécifique
assurée par des molécules d’adhérence. Cette interaction transitoire permet a la cellule T
d’entrer en contact avec un grand nombre de combinaisons CMH/peptide différentes sur
différentes CPA. En I’absence d’interaction spécifique, les cellules se dissocient rapidement.
En revanche, lorsque I’interaction est spécifique, une réponse immune est déclenchée par
I’intégration de 3 signaux d’activation lymphocytaire développés ci-dessous. L’initiation de
I’activation lymphocytaire par le signal 1 correspond a la reconnaissance spécifique par le
récepteur du lymphocyte T (TCR) du complexe CMH/peptide porté par la CPA. Le signal 2
dit « signal de costimulation » est médié par les molécules de costimulation et leurs ligands
exprimés a la surface des DC et des cellules T. Enfin, le 3éme signal est caractérisé par la
libération de cytokines qui vont achever I’activation du lymphocyte T et déterminer

I’orientation de la réponse immunitaire.
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I-2.1 Signal 1 : le signal antigénique

L’engagement du TCR avec le complexe CMH/peptide est la premiére étape nécessaire a
I’activation lymphocytaire. Le TCR est composé d’une chaine o et d’une chaine [3. Chaque
chaine est composée d’un domaine extracellulaire amino-terminal contenant une région
variable (V), une région constante (C) ainsi qu’une région charniére (J) nécessaires a la
création d’un répertoire divers fonctionnel. Le TCR ne posséde pas de domaine
intracellulaire. En effet, celui-ci est couplé de maniere non-covalente a un groupe de
polypeptides membranaires, appelé le complexe CD3, constitué des chaines vy, €, 8, et (. Ce
complexe CD3 est, par ailleurs, lui-méme associé aux corécepteurs CD4 ou CDS8
indispensables a la reconnaissance du type de CMH (de classe Il ou | respectivement) par le
TCR. Ainsi, par l’intermédiaire du complexe CD3, la liaison du TCR au complexe
CMH/peptide initie une cascade de phosphorylations de tyrosines, telles que p59, Fyn, p56,
Lck ou encore ZAP70 (Zeta chain Associated Protein Kinase), débutant au niveau des
domaines Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs (ITAMs), nécessaire a la
transduction efficace du signal antigénique (A. Weiss & Littman, 1994; Schwartzberg et al.,
2005). Le signal 1, s’il est le seul activé, aboutit a I’apoptose ou mort cellulaire programmée
des lymphocytes T, mécanisme susceptible d’induire 1’anergie (Watts & M. A. DeBenedette,
1999).

I-2.1 Signal 2 : le signal de costimulation

Le second signal, dit de costimulation, est constitué par des interactions entre molécules
exprimées de part et d’autre de I’interface lymphocyte T/CPA. Trois groupes de molécules
sont impliqués dans ce second signal : les molécules d’adhésion, les molécules dites
accessoires et les molécules de costimulation (Rothstein & Sayegh, 2003). Les intégrines a la
surface de la cellule T, comme le Lymphocyte Function-associated Antigen (LFA) 1 qui se lie
a I’InterCellular Adhesion Molecule (ICAM) 1 ou 2 sur la CPA, sont responsables d’une
adhésion optimale entre les deux cellules et sont ainsi des médiateurs pour la formation d’une
synapse immunologique mature (Wetzel et al., 2002). Les molécules accessoires ont pour role
de stabiliser cette interaction, et comprennent notamment CD2 sur le lymphocyte T et LFA-3
sur la CPA.

Les molécules de costimulation sont des protéines membranaires exprimées par le lymphocyte
T et les CPA qui appartiennent a la superfamille des immunoglobulines (CD28 et CTLA-4,
ICOS, PD-1 du lymphocyte T interagissant respectivement avec CD80 et CD86, ICOS-L, et
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PDL1-PDL2 sur la CPA), a la superfamille du Tumor Necrosis Factor (TNF) et des
récepteurs du TNF (CD40L, 4-1BB, CD70 du lymphocyte T interagissant respectivement
avec CD40, 4-1BB-L et CD27 sur la CPA), a la superfamille des intégrines (LFA-1, VLA-4
du lymphocyte T interagissant respectivement avec ICAM-1 et VCAM-1 sur la CPA) et a la
superfamille des TIM (T-cell Ig domain and Mucin domain). Elles coopérent avec les signaux
intracellulaires issus du TCR. Les molécules les plus importantes sont celles de la
superfamille des immunoglobulines. CD28 et ICOS (Inducible COStimulatory receptor)
transmettent un signal activateur tandis que CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Associated
Antigen 4) et PD-1 (Programmed Death 1) ont une fonction inhibitrice de 1’activation
lymphocytaire T par modulation négative des signaux issus du TCR. Le tableau 1 résume les
principales molécules de ces superfamilles de costimulation impliquées dans [’activation
lymphocytaire. En présence du signal 1 et du signal 2, la cellule T est activée et répond en
premier lieu par la syntheése d’interleukine 2 (IL-2). En 1’absence du signal 2, la cellule T
devient anergique, c’est-a-dire incapable de proliférer, de produire des cytokines ou de
répondre a une nouvelle stimulation. Cette anergie peut étre levée par un apport exogene en
IL-2, composant majeur du troisiéme signal d’activation (Beverly et al., 1992).

Notre étude s’étant intéressée plus particulierement a la synapse immunologique et a la voie
CD28/CD80-86/CTLA-4, seule cette partie sera détaillée.
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Récepteur Ligand Effet Expression

CD28 CD80<CD86 Activateur Constitutive
CTLA-4 CD80>CD86 Inhibiteur Inductible
. ICOS ICOSL Activateur Inductible

Superfamille

des Ig PD-1 PD-L1/PD-L2 Inhibiteur Inductible
B7H3 ? Inhibiteur Inductible
B7H4 BTLA(?) Inhibiteur Inductible
LAG-3 MHC 11 Inhibiteur Inductible
CD40L CD40 Activateur Inductible
4-1BB 4-1BBL Activateur Inductible
0OX40 OX40L Activateur Inductible

. CD27 CD70 Activateur Constitutive

Superfamille

du TNER CD30 CD30L Activateur Inductible
BTLA HVEM Inhibiteur Inductible

HVEM LIGHT Activateur Constitutive
TRANCE RANK Activateur Inductible

GITR GITRL Activateur Constitutive

o LFA-1 ICAM-1 Activateur Constitutive

Intégrines

VLA-4 VCAM-1 Activateur Inductible
TIM TIM-1 TIM-4 Activateur Inductible
TIM-3 galectin-9 Inhibiteur Inductible

Tableau 1 : Liste non exhaustive des principales voies de costimulation du lymphocyte T.

I-2.2 Signal 3 : le signal des cytokines

Le troisieme signal de l’activation lymphocytaire implique la sécrétion des cytokines,
véritables messagers chimiques entre les différents types cellulaires. L’IL-2, cytokine majeure
sécrétée essentiellement par le lymphocyte T et agissant de fagon autocrine et paracrine,
induit une signalisation intracellulaire aboutissant a la prolifération et a la différenciation du
lymphocyte T apres fixation sur son récepteur (IL-2r ; récepteur dimérique composé de IL-
2Rp et de IL-2Ro/CD25). L’IL-15 et I’IL-7 sont deux cytokines connues pour leur role dans
I’homéostasie et la prolifération des lymphocytes T CD8" (naifs et mémoires, respectivement)
de maniere antigene indépendante (Goldrath et al., 2002). L’IL-10, quant a elle, va au
contraire avoir une action inhibitrice sur I’activation des lymphocytes T. Enfin, d’autres
cytokines vont diriger la réponse immunitaire, tels que I’IL-6 (principale cytokine de
I’inflammation) qui permet la différenciation en Th17, I’Interferon Gamma (IFN-y) et I’'IL-4

qui orientent respectivement vers la réponse Thl (réponse cellulaire) et Th2 (réponse
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humorale et activation lymphocytaire B), et le Transforming Growth Factor Beta (TGF-f3) qui

intervient dans la réponse de cellules T régulatrices.

I-3 La réponse immunitaire

Les lymphocytes, cellules compétentes pour initier les réponses immunes, peuvent étre divises
en deux principaux groupes donnant lieu a deux types de réponse : les lymphocytes T dérivés
du thymus responsables de la réponse cellulaire (i.e. I'hypersensibilité retardée) et les
lymphocytes B dérivées de la moelle osseuse qui produisent des molécules
d’immunoglobulines (anticorps) et sont impliqués dans la réponse humorale (J. F. Miller,
1975).

I-3.1 La réponse cellulaire

La réponse effectrice cellulaire varie selon le type de réponse Th (T helper) des lymphocytes
T CD4" générés durant la phase d’amplification de la réponse T. En 1986, Robert Coffman et
Timothy Mossman décrivent pour la premiére fois la division des lymphocytes T CD4" en
différentes sous-populations fonctionnelles appelées Thl et Th2 (Mosmann et al., 1986;
Mosmann & R. L. Coffman, 1989). En fonction du phénotype des DC, de I’environnement
cytokinique et de 1’incompatibilit¢é du CMH, les précurseurs CD4 alloréactifs ThO vont se
différencier en cellules de phénotype Thl ou Th2 principalement (Mosmann & Sad, 1996).
Les mécanismes qui les régulent sont maintenant bien connus mais depuis, de nombreuses
études ont mis en évidence d’autres sous-populations de lymphocytes T CD4" comme les
cellules T régulatrices, les cellules Th3, les cellules Th1l7, les cellules T folliculaires
auxiliaires (TFH) et plus réecemment les cellules Th22 et les cellules Th9.

En général, les DC induisent une réponse de type Thl envers des pathogénes intracellulaires
comme des bactéries, des virus ou des parasites intracellulaires. Dans ce cas, elles sécrétent
des cytokines de la famille de 1’IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27), de I’IL-18 et des interférons de
type | (IFN-o, IFN-B) (de Jong et al., 2005). Les lymphocytes Th1l expriment le facteur de
transcription T-bet, ce qui leur fait produire des quantités importantes d’IFN-y ; cette cytokine
va activer les macrophages et les lymphocytes T CD8" cytotoxiques qui vont ensuite pouvoir
détruire les cellules infectées. Les cellules CD8" vont agir par différents mécanismes :
I’interaction de Fas/FasL. (Rouvier et al., 1993) ou la sécrétion d’enzymes cytotoxiques
comme granzyme B ou les perforines (K&gi, Ledermann, Burki, Hengartner & Zinkernagel,
1994; Ké&gi, Ledermann, Blrki, P. Seiler, et al., 1994) (Ké&gi et al., 1994) qui initient
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’apoptose (mort cellulaire programmée) de leurs cibles. Les lymphocytes CD4" peuvent
également se différencier en cellules cytotoxiques, exercant leur activité de lyse via
I’interaction Fas/FasL (K&gi et al., 1996). Les macrophages, quant & eux, vont contribuer a la
destruction des cellules cibles via la sécrétion de médiateurs oxydants et pro-inflammatoires
(i.e. hypersensibilité retardée) (Kobayashi et al., 2001) (Figure 2).

En transplantation, la présence d’incompatibilités CMH de classes I et II favorise la réponse
Th1 a cause de la reconnaissance simultanée du classe | et du classe 1l par les lymphocytes T
CD8" et les lymphocytes T CD4". Les lymphocytes T CD8" produisent alors I’IFN-y
nécessaire pour générer une réponse Thl des lymphocytes T CD4" activés par les voies
directe et indirecte. Une réponse Thl est également prédominante lors d’incompatibilités de
classe I isolées, toujours due a la production d’IFN-y par les lymphocytes T CD8" activés
agissant alors sur les lymphocytes T CD4" activés de maniére indirecte. En revanche, dans le
cas d’incompatibilités CMH de classe II uniquement, I’absence de la composante CDS§ et
donc de I’IFN-y, favorise I’orientation vers un environnement Th2 pour les lymphocytes T
CD4" activés par les voies directe et indirecte (Le Moine et al., 2002). Dans la réponse Th2,
les DC vont produire de I’'IL-4 et/ou la chimiokine MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein 1) pour induire une réponse de type Th2. L’interaction Ox40/Ox40L semble
¢galement contribuer au développement d’une réponse Th2 (de Jong et al., 2005). Les
lymphocytes Th2 expriment le facteur de transcription GATA-3 et vont sécréter de 1’IL-4, de
I’IL-5 et de I’TL-13, ce qui va promouvoir la production d’IgE et ainsi activer les mastocytes
et les éosinophiles qui exercent une action de destruction par dégranulation (Kadowaki,
2007). Les cellules Th2 vont également soutenir la réponse immune humorale dont 1’effecteur

principal est le lymphocyte B (Figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des réponses cellulaires en transplantation.

I-3.2 La réponse humorale

Les lymphocytes B sont les acteurs majeurs de I’immunité humorale spécifique. Ils agissent
par I’intermédiaire du récepteur spécifique pour 1’antigéne qu’ils expriment a leur membrane,
I’'immunoglobuline de surface (sIg). Les lymphocytes B ne possédent qu’une seule spécificité
antigénique (un site anticorps unique) qui reste la méme sur des isotypes différents. Le stade
ultime de D’activation des lymphocytes B par leur antigene spécifique les différencie en
plasmocytes dont la seule fonction est de sécréter un anticorps porteur du méme paratope que
I’sIg des lymphocytes B primordiaux.

En périphérie, les lymphocytes B naifs vont rencontrer leur antigéne spécifique dans le
ganglion lymphatique au sein du follicule lymphoide. Leur maturation finale nécessite la
présence de cellules folliculaires dendritiques qui leur présentent I’antigéne. Pour la majorité
des antigénes, il est nécessaire d’avoir également la collaboration d’une sous-population
particuliere de lymphocytes T auxiliaires CD4" dits Th2. Ces derniers interagissent avec les
lymphocytes B qui leur présentent 1’ Ag par leurs molécules de CMH de classe II, I’interaction
de molécules de costimulation (CD40/CD40L, ICOS/ICOSL et CD28/CD80-86) et de
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cytokines qu’ils sécrétent (IL-4, IL-5, IL-6 et IL-10). Cette différenciation a lieu dans le
centre clair germinatif du follicule secondaire: par un mécanisme d’hypermutations
somatiques, les centroblastes de la zone sombre augmentent la diversité et I’affinité de leurs
slg que leurs descendants (centrocytes) sélectionnent au contact de 1’antigéne dans la zone
claire du centre germinatif, avant de donner naissance soit a des plasmocytes sécréteurs
d’anticorps, soit a des lymphocytes B de type mémoire.

Lors d’une premiére rencontre avec un antigéne donné (réponse primaire) ou lors de la
réintroduction du méme antigéne (réponse secondaire), la réponse differe par le délai
d’apparition, sa rapidité et son intensité, 1’affinité et la classe des anticorps. La réponse
anticorps secondaire apparait apres une phase de latence plus courte. Elle atteint un plateau de
niveau plus élevé avec des anticorps d’affinité plus forte et de nature IgG principalement,
alors qu’ils sont de classe IgM pour la réponse primaire. Ainsi les anticorps, qui sont les
médiateurs de I’immunité humorale, remplissent leur réle de défense grace a 4 modes
d’actions : la neutralisation des micro-organismes et de leurs toxines, 1’opsonisation facilitant
I’ingestion par les cellules phagocytaires, I’ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytoxicity),
et surtout 1’activation du complément (pour les IgM et IgiG) conduisant a 1’opsonisation et la

lyse des cellules ciblées.

I-4 Le rejet d’allogreffe

La conséquence naturelle d’une greffe de cellules, de tissus ou d’organes entre individus de la
méme espéce mais génétiquement différents est le rejet d’allogreffe. Trois formes de rejet ont
été initialement décrites (Tableau 2). Elles se caractérisent par leur cinétique plus ou moins
précoce apres la greffe, par les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu et par les

types de lésions constituées au niveau du greffon.
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Type de . . . Acteurs —
YP! Survenue Histologie | Pathologie - Thérapie/lssue
rejet du rejet
Neutrophiles Anticoros
Echec de la greffe dans les Cellules - P
AR ) - anti-donneur,
Rejet |mmed!at glomérules et endothehal/es complément Presque toujours
. Quelques minutes a les CPT, endommagées - o .
hyperalgu , ; et activation irréversible
quelques heures hémorragie, et thrombose des cellules
apreés la reperfusion nécrose et vasculaire endothéliales
thrombose
Neutrophiles et ﬁ‘;:}%ﬁ:ﬁ;&is
Pene e || e | *hartes | Lympnocyes
reffon (jours) & lomérules et antigénes du T, B, Souvent réversible
Rejet aigu gn’im orte auel g les CPT greffon et macrophages | avec un traitement
momé)nta %S la nécrose’ destruction et cellules approprié
trans Ian?ation artérielle et progressive NK
P . des tissus
tubulaire A
infiltrés
rPcze rtrislsir\]/t: gttes Fibroses Traumatisme
: pfo%ctions du interstitielles et Activation vasculaire et
Rejet R intimales, ) > Thérapie optimale
. greffon (mois a s vasculaire activation des i
chronique . infiltration de - pas encore définie
années) avec cellules pathologique | lymphocytes
protelnurlg et mononucléaires T
hypertension

Tableau 2 : Résumé des rejets d’allogreffes chez [’homme.

(D’apres (Colvin, 2007)

I-4.1 Le rejet hyper aigu

CPT : capillaires péritubulaires

Le rejet hyperaigu survient rapidement aprés la greffe (en moins de 24h) chez des individus
dits hyperimmunisés. Ce rejet est principalement di aux anticorps préformés dans le sérum de
I'ndte suite a une transfusion, une greffe ou une grossesse. Ces anticorps sont majoritairement
dirigés contre les antigenes ABO (PORTER, 1965; Kissmeyer-Nielsen et al., 1966) ou les
molécules du CMH présentes a la surface des cellules endothéliales du greffon (G. M.
Williams et al., 1968). Leur fixation va entrainer 1’activation intense de la cascade du
complément qui aboutit a la destruction des cellules cibles par le complexe d’attaque
membranaire (C5b9) ainsi qu’a la libération de médiateurs inflammatoires comme 1’1L-8,
MCP-1 ou le facteur de Von Willebrand (S. Nakashima et al., 2002). Les cellules de
I’endothélium vont alors se rétracter, ce qui va augmenter la perméabilité des vaisseaux,
provoquant des hémorragies, des thromboses, puis I’ischémie et la mort rapide de I’organe
(Rocha et al., 2003). La prévention du rejet hyperaigu s'effectue par la recherche systématique
d’alloanticorps présents chez le receveur et par l'assurance de la compatibilit¢ du systeme

ABO par un test de « cross-match » entre le donneur et le receveur. De ce fait, ce type de
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rejet est devenu un évenement rare en transplantation clinique. Cependant, le rejet hyperaigu

constitue encore a I’heure actuelle une barriére majeure en xénotransplantation (Phelps et al.,
2003).

1-4.2 Le rejet aigu

Le rejet aigu se développe chez I’homme durant le premier trimestre suivant la
transplantation. Jusqu’a la découverte des traitements immunosuppresseurs, il était la
principale cause du rejet de greffe. Il peut étre médié par les lymphocytes T et/ou par les
anticorps, donnant lieu a un rejet aigu & médiation cellulaire et/ou a un rejet aigu a médiation
humorale, respectivement. Il est ainsi dépendant de I’activation lymphocytaire T du receveur,
spécifique du donneur, aboutissant a 1’activation de cellules CD4" auxiliaires et CD8"
cytotoxiques (Auchincloss et al., 1993; Pietra et al., 2000; Popov et al., 1995) et de
plasmocytes produisant des alloanticorps (Steele et al., 1996).

Les DC présentes dans le greffon migrent vers les ganglions lymphatiques et stimulent une
réponse immunitaire allogénique primaire. Ainsi, aprés une premiere activation suite a
I’alloreconnaissance des antigénes du donneur au niveau des organes lymphoides secondaires
(Lakkis et al., 2000), les lymphocytes T auxiliaires alloréactifs migrent vers le greffon et
endommagent le tissu par différents mécanismes effecteurs. Le contexte proinflammatoire au
niveau des cellules endothéliales du greffon va ainsi faciliter le recrutement et donc
I’infiltration massive du greffon par des cellules mononuclées comme les macrophages et les
lymphocytes T du receveur (Pober & Cotran, 1990; T. Collins et al., 1984).

Cette infiltration s'accompagne de la génération de cellules T cytotoxiques. Ces derniéres vont
s’accumuler, une fois activées, dans le greffon (S. Y. Chan et al., 1995) ou elles vont pouvoir
exercer leur activité cytotoxique a 1’encontre de leurs cellules cibles selon deux voies
essentielles : la voie perforine/granzyme de fagcon prédominante et la voie Fas/FasL (Kreisel,
Krupnick, Balsara, et al., 2002).

Par ailleurs, une fois activé, les lymphocytes T CD4" vont notamment fournir aux cellules B
I’aide nécessaire pour leur division et pour leur production d’anticorps. Apres fixation a la
surface de la cellule cible, notamment les cellules endothéliales du greffon, les anticorps
peuvent entrainer directement la mort de la cible par I’activation de la cascade du
complément. Parallelement, apres s’étre associées a leurs récepteurs Fcy présents, entre
autres, a la surface des cellules NK (Natural Killer), les immunoglobulines peuvent tuer
indirectement leur cible via I’ADCC en activant les mécanismes cytolytiques de la cellule

NK.
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I-4.3 Le rejet chronique

Grace a I’utilisation des immunosuppresseurs, le rejet aigu est plus ou moins controlé avec
succes. La découverte des drogues immunosuppressives a, de ce point de vue, permis des
progrés importants en transplantation. La survie a court terme des greffons a ainsi
considérablement augmenté. Cependant, malgré ces avancées, une faible quantité de patients
perdent leur transplant. Cette observation est due a une destruction lente, progressive et
irréversible des fonctions du greffon, appelée pendant longtemps rejet chronique (RC) puis
dénommée vasculopathie chronique d’allogreffe (CAV). Contrairement au rejet aigu qui est la
conséquence d’une réponse immunitaire exacerbée a I’encontre de [’organe étranger
transplanté, celui-ci est dominé par le remodelage pathologique du tissu greffé (Orosz &
Pelletier, 1997). En effet, la CAV n’est pas caractérisée par une destruction de 1’organe, mais
par une diminution de la lumiére des vaisseaux du greffon liée a un épaississement de leur
paroi suite a une prolifération des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, le greffon est
envahi par de la fibrose interstitielle. De physiopathologie toujours mal définie, la CAV ne
répond que faiblement aux traitements immunosuppresseurs suggérant que ses origines ne
sont pas uniquement d’ordre immunologique. Cependant, diverses études de biopsies de
greffons développant des dysfonctions chroniques ont permis de mieux la caractériser
histologiquement, comme 1’atteste la derniére classification de Banff pour le rein (Sis et al.,
2010). Ainsi, la CAV est subdivisée en deux parties : le RC actif médié par les anticorps et la
néphropathie du transplant. Le RC est défini par la présence d’anticorps anti-HLA spécifiques
ou non du donneur et de produits issus de 1’activation du complément au sein du greffon,
comme le C4d. Histologiquement, ce RC est également associé a divers signes de souffrance
chronique : glomérulopathie d’allogreffe (dédoublement de la membrane basale du
glomérule) et/ou épaississement fibreux de I’intima des artéres et/ou des capillaires
péritubulaires (CPT) multicouches et/ou fibrose interstitielle et atrophie tubulaire (FI/AT). Ce
RC doit étre distingué, en pratique clinique, de la néphropathie chronique du greffon ou
FI/AT, qui est la résultante de 1ésions non immunologiques, comme 1’hypertension artérielle
chronique, la toxicité des inhibiteurs de la calcineurine (CNI), des pyelonéphrites bactériennes
ou infections virales, ... Cette classification énumére ainsi les aspects non-immunologiques et
immunologiques, tels que les alloanticorps et 1’activation du complément, mais ne prend pas
en compte la composante cellulaire dans le RC actif. En effet, le développement du RC est un
processus comportant plusieurs étapes clefs qui peuvent étre distinguées en fonction des types
de cellules infiltrantes, de cytokines et de facteurs de croissance impliqués dans les lésions

tissulaires. Les étapes initiales du RC sont associées a une reponse inflammatoire, proche
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d’une DTH (Delayed-Type Hypersensibility) et dominée par une infiltration massive de
monocytes/macrophages dans I’intima. Dans des modéles de greffe chez le rat, il a pu étre
montré que ces étapes précoces Etaient aussi caractérisées par 1’attachement de nombreuses
cellules T et la production in situ d’IL-1, d’IFN-y et de TNF-a. Il a de plus été rapporté que la
production de la chimiokine MCP-1 par les macrophages résidents amplifiait le recrutement
de cellules inflammatoires (D. H. Adams et al., 1993). Dans les phases plus tardives,
I’infiltration cellulaire est dominée par les macrophages, le nombre de cellules T diminuant
peu a peu. Ces étapes sont caractérisées par la prolifération des cellules musculaires lisses et
endothéliales, et 1’épaississement secondaire de 1’intima. Avec le temps, ces phénomeénes
s’amplifient et des cytokines de type Th2, telles que I’IL-4, I’'IL-10 et le TGF-B, cytokines
impliquées dans le remodelage et la fibrose tissulaire, apparaissent dans le greffon. Ces
cytokines vont conduire au déréglement de la balance synthése/dégradation de la matrice
extracellulaire, et ainsi, a 1’apparition d’une fibrose concentrique (Waaga et al., 2000;
Bojakowski et al., 2000). Parallelement, les cellules musculaires lisses expriment a des
niveaux élevés les récepteurs aux facteurs de croissance Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF-a, -B) et Epidermal Growth Factor (EGF), critiques pour leur prolifération et leur
migration vers I’intima. Ces deux événements aboutissent a la formation d’un épaississement
diffus : la néo-intima, pouvant entrainer, dans les cas les plus graves, une obstruction artérielle
totale conduisant a I’ischémie de 1’organe, la fibrose de son parenchyme et ainsi a la mort du
greffon.

Ainsi, la prévention du RC demeure une priorité dans la transplantation et semble réalisable.
En effet, certaines études mettent en relation le réle du blocage sélectif de la costimulation
CD28/CD80-86 et 1’absence de développement de RC chez le rongeur (Haspot et al., 2002;
A.-S. Dugast et al., 2008; Guillonneau et al., 2005).

I-5 La tolérance

La mise en place d’une réponse immunitaire effectrice est nécessaire afin de défendre
I’organisme. Néanmoins, cette réponse immunitaire doit €tre controlée afin de ne pas étre
exacerbée et ne doit pas générer de réponse effectrice envers le soi. Malgré la sélection
négative des lymphocytes autoréactifs dans le thymus, qui constitue la tolérance centrale,
certaines cellules qui reconnaissent les antigenes du soi se retrouvent en périphérie. Une
régulation de la réponse immunitaire en périphérie, définie comme eétant la tolérance

périphérique, est donc indispensable a la fois pour réguler les cellules T autoréactives afin
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d’éviter I’apparition de maladies autoimmunes et pour réguler I’intensit¢ des réponses
immunitaires contre le « non-soi ». Ainsi, la reconnaissance du « soi » et du « non-soi » est
une des propriétés fondamentales du systeme immunitaire.

Dans le cas de I’allotransplantation, la tolérance se caractérise par 1’acceptation sur le long
court du greffon en I’absence de traitement immunosuppresseur. Le receveur doit, par ailleurs,
étre toujours capable de produire une réponse immune contre d’autres antigénes. L’état de
tolérance devrait permettre a terme de prévenir le rejet chronique. Seuls quelques cas de
tolérance a 1’allogreffe rénale ont été décrits chez des patients ayant arrété leur traitement
immunosuppresseur suite a une non compliance ou a 1’apparition de cancer (Ashton-Chess et

al., 2007).

I1-5.1 La tolérance centrale

Pour assurer une réponse immune efficace, le systéme immunitaire doit comporter des
cellules T capables de reconnaitre et de répondre a un nombre important d’antigénes
étrangers. Pour une large part, ceci est réalisé par les multiples réarrangements des génes du
TCR au cours de 1’ontogénie qui aboutit a la production d’une grande variété de spécificités
antigéniques. Le thymus joue un grand réle dans la génération de ce répertoire lymphocytaire
T (J. F. A. P. Miller, 2002; Zinkernagel et al., 1978; Bevan, 1977) et donc dans I’induction de
la tolérance (Figure 3). Pour permettre au lymphocyte T d’assurer sa fonction, le TCR ainsi
généré doit étre capable de reconnaitre le CMH du soi. En raison du caractére stochastique du
réarrangement somatique, seuls 5% des précurseurs de lymphocytes T (G. Anderson et al.,
1998), les thymocytes double-positifs (CD4"CD8"), vont étre réellement capables d’interagir
avec les complexes CMH/peptide du soi présentés par les cellules épithéliales corticales du
thymus (Hogquist & Bevan, 1996). Une selection des lymphocytes T dits « utiles » est donc
indispensable. Cette étape de « sé€lection positive » s’effectue par défaut. Pres de 90% des
thymocytes meurent donc par négligence, car ils ne peuvent intégrer les signaux dépendants
de I’engagement du TCR, nécessaires a leur survie. Ainsi, selon la classe du CMH que leur
TCR a pu lier, les thymocytes double-positifs perdent 1’'un des deux marqueurs et deviennent
simple-positifs. Cependant, le compartiment lymphocytaire T ainsi sélectionné est fortement
enrichi en cellules ayant une forte affinité pour les antigenes du soi et donc dangereuses pour
I’organisme. Dans des modéles expérimentaux dans lesquels 1I’expression des molécules du
CMH est restreinte aux cellules épithéliales du cortex (cTEC), il a en effet été montré que le
répertoire de lymphocytes T qui se développe est en partie autospécifique (Capone et al.,
2001; Laufer et al., 1996). Ces cellules sont fonctionnelles et potentiellement autoréactives
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puisque, ex vivo, elles sont capables de répondre a une stimulation délivrée par des CPA
syngéniques. Une éetape de sélection, visant a éliminer ces cellules dangereuses, est donc
nécessaire : c’est la sélection négative. Contrairement a la sélection positive qui a lieu au
niveau des cellules épithéliales dans le cortex thymique, la selection négative se fait dans la
médulla du thymus. C'est la que seront éliminées les cellules T qui réagissent fortement aux
interactions entre le CMH présentant un peptide du soi. Il a notamment été montré que
I’épithélium médullaire est susceptible d’induire la délétion partielle de thymocytes
spécifiques de superantigenes (Degermann et al., 1994) ou d’antigénes tissulaires (Gallegos &
Bevan, 2004). L’implication des cellules épithéliales thymiques de la médulla a été renforcée
avec I’identification de AIRE (Autoimmune regulator), une protéine présentant des
similitudes importantes avec des facteurs de transcription, et dont I’expression, restreinte aux
tissus lymphoides, est particulierement élevée dans les cellules épithéliales thymiques
médullaires (MTEC) (Kyewski & Derbinski, 2004). AIRE entraine 1’expression de
nombreuses protéines dans le thymus pouvant étre rencontrées en périphérie. De ce fait,
I’expression de AIRE permet donc d’établir un état de tolérance de soi par délétion clonale
des thymocytes autoréactifs (Zuklys et al., 2000; Derbinski et al., 2005). En effet, différentes
études ont montré que des souris déficientes pour ce gene (AIRE-/-) présentent un défaut dans
I’induction de tolérance, traduit par le développement de maladies autoimmunes (M. S.
Anderson et al., 2002; Liston et al., 2003; Kuroda et al., 2005). Chez I’homme également, sa
déficience provoque une pathologie semblable, autosomique récessive monogénique
(Aaltonen et al., 1994), baptisée APECED (Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis
Ectodermal Dystrophy). L’activité de la protéine AIRE permettrait donc, via 1’induction
ectopique d’antigenes présentant une spécificité tissulaire, de prévenir I’autoimmunité.
Environ 1 a 3% seulement des précurseurs de cellules T qui entrent dans le thymus survivent
a la sélection positive et négative. Ces lymphocytes quittent le thymus pour se diriger vers les
organes lymphoides secondaires (R. G. Scollay et al., 1980; Egerton et al., 1990; Goldrath &
Bevan, 1999).

Outre I’¢limination des clones autoréactifs permettant d’induire une tolérance aux molécules
du soi, la médulla favorise également la sélection positive de lymphocytes T régulateurs
naturels (nTreg) CD4"CD25Foxp3™ (S. Sakaguchi, 2004; Watanabe et al., 2005; Fontenot,
Rasmussen, L. M. Williams, et al., 2005). Les cellules épithéliales médullaires permettent le
développement des lymphocytes T régulateurs (Treg) en favorisant I’expression de Foxp3
dans les thymocytes doubles positifs de facon dépendante des signaux via CD28 (S.
Sakaguchi, 2005; Aschenbrenner et al., 2007; S. Sakaguchi et al., 2008). Une étude a suggéré
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que I’expression des ligands de CD28 (les molecules CD80 et CD86, appelées également
B7.1 et B7.2, respectivement) n’était pas restreinte a la zone médullaire du thymus et qu’elle
s’étendait aussi aux cellules épithéliales du cortex rendant la localisation de la sélection
positive des Treg incertaine (D. H. D. Gray et al., 2006).

En transplantation, une tolérance centrale peut étre obtenue a la suite du développement d’un
chimérisme hématopoiétique, correspondant a la colonisation du thymus par des cellules
hématopoiétiques du donneur qui vont participer a la sélection du répertoire lymphocytaire
(Goldrath & Bevan, 1999). Les thymocytes capables de reconnaitre les auto-antigenes, mais
également les antigénes du donneur, comme éléments du soi meurent ainsi par apoptose suite
a la sélection négative dans le thymus. De nombreuses études montrent ainsi que
I’établissement d’un chimérisme hématopoiétique en allotransplantation conduit a un état de
tolérance immunologique, non seulement chez le rongeur, mais aussi chez le porc, le primate
et chez I’homme (Sykes & Sachs, 1988; Kawai et al., 1995; Buhler et al., 2002; Kawai et al.,
2008). Cependant, les applications cliniques restent limitées et peu développées, notamment
en raison de la toxicité des traitements d’induction (greffe de moelle combinée, irradiation

totale ou thymique, ...).
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Figure 3 : Les mécanismes de la tolérance centrale.
mTEC : cellule épithéliale thymique médullaire ; cTEC : cellule épithéliale thymique
corticale ; LT : lymphocyte T ; DC : cellule dendritique
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I-5.2 La tolérance périphérique
Les différentes étapes de sélection que connait un lymphocyte T permettent ainsi d’éliminer
les cellules T « inutiles » car incapables de reconnaitre les molécules de CMH du soi, et, les
cellules dangereuses car présentant une trop forte affinité pour les antigénes du soi. Pourtant
malgré I’activité d’AIRE, tous les antigénes tissulaires ne sont pas exprimés dans le thymus
(L. Klein et al., 2000) ou sont exprimés a des niveaux insuffisants pour induire la délétion de
I’ensemble des cellules autospécifiques. Il en résulte la sortie du thymus de lymphocytes T
matures autospécifiques et donc potentiellement autoréactifs (Bouneaud et al., 2000; R.
Liblau et al., 1991; Lohmann et al., 1996). L’ existence d’une tolérance périphérique est donc
nécessaire pour inactiver les cellules T autoréactives. Cette tolérance périphérique repose sur
plusieurs mécanismes : la tolérance passive (i.e. I’ignorance, la délétion, I’anergie et la

déviation phénotypique) (Figure 4) et la tolérance active (i.e. et la régulation/suppression).
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I-5.2.1 La tolérance passive

L’ignorance

L’ignorance est une absence d’activation de la cellule T qui conduit a une relation
d’acceptation mutuelle de I’antigéne et de la cellule effectrice (Melero et al., 1997). Plusieurs
mécanismes peuvent étre a l’origine du phénomeéne d’ignorance. Ainsi, chez [’adulte,
I’ignorance réside principalement dans la séquestration des antigenes pour que les cellules
immunitaires ne puissent pas atteindre certains tissus et organes vitaux ou une réaction
inflammatoire pourrait s’avérer délétére (i.e. le cerveau, la chambre antérieure de 1’ceil ou les
testicules). En effet, 1’encapsulation d’ilots pancréatiques de porc dans une membrane
d’alginate semi-perméable permet une survie du xénogreffon supérieure a 6 mois chez le
primate en absence d’immunosuppression (Dufrane et al., 2010). Par ailleurs, 1’absence
d’activation des lymphocytes T autospécifiques a aussi été associée a une trop faible
expression de I’antigéne, en dépit de DC pleinement fonctionnelles (Kurts et al., 1998). Enfin,
des cellules T autospécifiques demeurent ignorantes car elles expriment un TCR de trop faible
affinité pour son ligand. En effet, le seuil d’affinité de I’interaction TCR/CMH/peptide
conduisant a la délétion clonale des thymocytes est plus faible que le seuil requis pour
I’activation des cellules T en périphérie (Pircher et al., 1991). Toutefois, méme si elle aboutit
a l’absence de déclenchement des pathologies autoimmunes, 1’ignorance ne peut étre
considérée comme un mécanisme d’induction de tolérance a part entiere. En effet, les cellules
T autospécifiques, ni éliminées, ni anergisées, demeurent physiquement et fonctionnellement

présentes au sein du répertoire T périphérique.

La délétion/L apoptose

Bien qu’essentielle dans le thymus, la délétion clonale des cellules alloréactives peut
également avoir lieu en périphérie par plusieurs mécanismes. Deux mécanismes d’apoptose
sont impliques dans la délétion clonale des lymphocytes T : d’une part I’apoptose passive
lorsque les cellules T sont privées de facteurs de croissance (IL-2, IL-4, IL-9, IL-15, IL-21)
permettant 1’activation de facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-xI, d’autre part
I’apoptose active induite par la fixation de 1’IL-2 sur son récepteur (Activation-Induced Cell
Death ou AICD) (Y. Li, X. C. Li, et al., 1999). L’AICD peut également survenir lors de
stimulations par de fortes concentrations en antigéne chez les lymphocytes T CD8*
(Alexander-Miller et al., 1996) ou CD4" (R. S. Liblau et al., 1994) et par un mécanisme
mettant essentiellement en jeu la voie Fas/FasL (CD95/CD95L) (Dhein et al., 1995).
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L’importance de cette voie est suggérée par I’analyse des animaux déficients pour 1’une ou
I’autre des molécules. En effet, les souris CD95-/- (Ipr/lpr) et CD95L-/- (gld) développent une
pathologie autoimmune proche du lupus érythémateux (Watanabe-Fukunaga et al., 1992; T.
Takahashi et al., 1994). De méme, un défaut dans la voie Fas est associée chez I’homme a un
syndrome autoimmun lymphoprolifératif (Rieux-Laucat et al., 1995; G. H. Fisher et al.,
1995). Par ailleurs, cette voie Fas/FasL est un des mécanismes impliqués dans la tolérance
feeto-maternelle chez I’homme ou les trophoblastes (exprimant FasL) sont capables d’induire
une apoptose des lymphocytes T maternels activés (exprimant Fas) (Makrigiannakis et al.,
2001). Cependant, 1’établissement d’une tolérance, aprés une allogreffe cardiaque par délétion
clonale chez souris déficientes pour la molécule Fas, suggére que d’autres mécanismes de
délétion existent en périphérie (X. C. Li, Y. Li, et al., 1999). Il existe, toutefois, certaines
stratégies thérapeutiques qui se basent sur ces mécanismes de délétion clonale. C’est
notamment le cas des anticorps induisant une apoptose sélective des lymphocytes T activés :
les anti-CD40L qui agissent par un mécanisme Fc-dépendant (Monk et al., 2003) et
également certains anti-CD28 agonistes qui agissent par un mécanisme IFN-y dépendant (X.-
Z.Yuetal., 2004).

L’anergie/L "inhibition

L’anergie, ou paralysie lymphocytaire, est ’incapacité fonctionnelle de lymphocytes T naifs
activés par un antigéne a proliférer lorsqu’ils sont restimulés par cet antigéne (M. K. Jenkins
& Schwartz, 1987). La cellule reste vivante mais est incapable de proliférer et de synthétiser
de I'IL-2 (Schwartz, 1990). L’anergie est un processus en deux étapes :1) un processus
d’activation « incompléte », généralement li¢ & ’engagement du TCR (signal 1) sans signaux
de costimulation (signal 2), mais aussi dans certains mod¢les a 1’altération du premier signal
par liaison du récepteur avec un ligand peptidique modifié, de faible affinité pour le récepteur.
Cette anergie est réversible en présence de grandes quantités d’IL-2 ou par un signal via Ox40
(Schwartz, 2003). Au niveau moléculaire, I’interaction avec CD28 induit 1’hétérodimeére AP-1
(Activator Protein 1), qui se complexe avec le facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor
of Activated T cell), activé par la signalisation calcique soutenue qui suit 1’engagement du
TCR. Un programme transcriptionnel alternatif est accompli par NFAT en absence d’AP-1,
conduisant a I’incapacité du lymphocyte T d’engager une réponse proliférative, de produire de
I’IL-2 ou de se différencier, et a la synthése d’IL-10 (Macian et al., 2002). Enfin, I’anergie va
également dépendre des molécules de costimulation inhibitrices comme CTLA-4 ou PD-1. En

effet, I’absence de I’expression de CTLA-4 procure aux cellules une résistance a 1’induction
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de I’anergie (Greenwald et al., 2001). La présence de 1’antigéne est nécessaire au maintien de
I’anergie (Schwartz, 2003). L’interaction PD-1/PD-L1, quant a elle, inhiberait la prolifération
et la sécrétion de cytokines.

En transplantation, 1’exposition au préalable, in vitro, des cellules T du receveur aux CPA du
donneur, en présence d’un blocage de la costimulation par des anticorps anti-CD80/86 (anti-
B7), leur confére des propriétés anergiques. Ainsi, le transfert de ces lymphocytes rendus
anergiques induit une tolérance a 1’allogreffe rénale chez le primate aprés une courte

induction par immunosuppression classique (Bashuda et al., 2005).

La déviation phénotypique

En détournant la réponse immune vers une réponse peu agressive ou inadaptée, la déviation
phénotypique permet a certains tissus de se préserver d’une inflammation dangereuse en
privilégiant la fonction humorale et en inhibant I’inflammation et la cytotoxicité. D’autre part,
la déviation phénotypique est 1’orientation, notamment par la sécrétion de cytokines, vers une
réponse qui bien qu’effectrice est non pathogéne ou inadaptée. Ainsi, la mise en place d’une
réponse Th2 peut s’avérer protectrice contre les pathologies de type I, et vice-versa (B. Scott
et al., 1994). L’exemple en est donné dans un mod¢le d’EAE (Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis) (D. A. Young et al., 2000) et un modele de diabéte (Bradley et al., 1999)
ou les cytokines de type Th2 ont été liées a la régulation négative de I’autoimmunité, bien que
ce ne soit pas toujours le cas (Pakala et al., 1997). L’environnement en cytokines peut
moduler le trafic des lymphocytes, en jouant un role dans I’expression des molécules
d’adhésion et des récepteurs aux chimiokines a la surface des lymphocytes T, et ainsi
contréler leur interaction avec les cellules accessoires. Ainsi, en réponse a une stimulation
tolérogeéne, les lymphocytes T proliférent, mais sont en revanche incapables de migrer dans
les zones folliculaires des organes lymphoides secondaires pour y délivrer une aide efficace
aux lymphocytes B (E. R. Kearney et al., 1994). L’entrée dans cette zone est en effet
dépendante du récepteur CXCRS dont I’expression optimale est associée a 1’engagement de
CD28 (L. S. Walker et al., 1999). Dans un mod¢le murin, 1’expression aberrante de CXCL13
ou BLC (B-Lymphocyte Chemoattractant, ligand de CXCR5) par les DC aboutit au
développement d’un lupus autoimmun (Ishikawa et al., 2001).

Outre le réle de certaines cytokines et chimiokines promouvant la pathogénicité, la régulation
des cellules autoréactives par certaines représente ainsi un autre mécanisme empéchant

notamment le développement de 1’autoimmunité en périphérie.
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Figure 4 : Les mécanismes passifs de tolérance périphérique.
D’apres (L. S. K. Walker & Abbas, 2002).

I-5.2.2 La tolérance active

Régulation/suppression et modulation

La tolérance périphérique implique également de nombreuses sous-populations de cellules du
systtme immunitaire qui vont, de par leurs propriétés immunosuppressives, inhiber
I’activation et/ou les fonctions effectrices des lymphocytes autospécifiques. Ces cellules
régulatrices seront décrites dans la seconde partie de cette introduction, en détaillant
particuliérement les lymphocytes T régulateurs (Treg) CD4'CD25'Foxp3™ et les cellules

myeéloides suppressives (cellules régulatrices non-T).

I-5.3 La tolérance clinique dite « opérationnelle »
Malgré 1’avancée majeure dans I’industrie pharmaceutique en termes d’immunosuppresseurs,
qui permet de controler les rejets aigus et de prolonger la survie des greffons, aucun
traitement ne permet a I’heure actuelle de prévenir le développement du rejet chronique. Bien

qu’établi dans de nombreux modeles animaux, I’établissement d’un état de tolérance
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reproductible fait toujours défaut chez I’homme. La définition de 1’¢tat de tolérance
operationnelle est ainsi basee sur la stabilité de la fonction du greffon plusieurs années apres
interruption du traitement immunosuppresseur, accompagnée d’une réponse immunitaire
compétente (M. J. I. Ansari & Sayegh, 2004). Compte tenu de la difficulté d’accéder a des
biopsies, 1’état de tolérance opérationnelle ne repose pas sur une définition histologique, mais
sur des critéres fonctionnels du greffon, tels que les taux de créatinine et de protéinurie dans le
cas de la transplantation rénale. La prévalence de la tolérance opérationnelle est dépendante
de I’organe transplanté. En effet, 20-25 % des patients ayant subit une transplantation
hépatique vont développer une tolérance spontanée aprés un protocole de sevrage des
immunosuppresseurs (Martinez-Llordella et al., 2007). En transplantation rénale, les cas sont
beaucoup plus rares et sont dus a un arrét des immunosuppresseurs suite a une non-
compliance des patients ou a une toxicité des traitements a long terme (Ashton-Chess et al.,
2007).

Diverses études comparatives entre ces patients opérationnellement tolérants dans la greffe
rénale, des patients « stables » sous traitement, des patients présentant un rejet chronique et
des individus sains ont permis d’identifier une signature transcriptionnelle dans le sang des
patients tolérants (Brouard et al., 2007) et récemment un profil d’expression de genes associé
a la tolérance opérationnelle chez des patients « stables » (Brouard et al., 2011).

L’analyse du sang de ces patients ne montre aucune accumulation des transcripts de cytokines
inflammatoires dans les clones cellulaires T (Brouard et al., 2005) et présente un taux normal
de Treg (S. Louis et al., 2006) avec un effet suppresseur normal (Braudeau et al., 2007). A la
suite d’une vaccination contre la grippe, les réponses cellulaire et humorale de ces patients ne
semblent également pas différentes de celles développées chez des individus sains (Ballet et
al., 2006). lls développeraient un phénomene de tolérance naturelle absent chez les patients en
rejet chronique, qui ont moins de Treg en périphérie et plus de cellules mémoires que les

patients stables, tolérants ou individus sains (S. Louis et al., 2006; Baeten et al., 2006).
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I1- La tolérance en transplantation : les cellules régulatrices
I1-1 Les cellules T régulatrices

Contrairement aux autres mécanismes de tolérance périphérique passive, il s’agit d’un
processus actif dans lequel une population de cellules contrdle ou régule 1’activité d’une autre
population. A I’heure actuelle, différentes populations de lymphocytes T ont été identifiées
comme dotées de capacités régulatrices leur permettant de controler les réponses immunitaires
normales et pathologiques. Ces cellules jouent un rdle indiscutable dans la tolérance
périphérique, notamment en induisant la survie & long terme dans la transplantation ou en
prévenant le développement de maladies autoimmunes. Elles sont classées selon deux
catégories : les cellules induites dans des conditions de stimulations particuliéres et les
cellules T régulatrices naturellement présentes dans 1’organisme. Parmi les lymphocytes T
régulateurs induits figurent les Trl, les Th3, les cellules « CD4'CD25" nTreg-like » et
certaines cellules CD8". Les principales cellules régulatrices naturelles décrites sont des
lymphocytes T CD4"'CD25", mais des cellules régulatrices ont également été décrites dans la
population T CD8". Enfin, d’autres types cellulaires ont été caractérisés par leur activité
suppressive, comme les cellules NKT, les cellules T yd, les cellules doubles négatives
CD3'CD4CDS et les cellules CD4*CD25". Seront décrites, ci-dessous, la plupart des cellules
ayant été identifiées et étudiées en transplantation. Une attention particuliere sera portée aux
Treg CD4"CD25 Foxp3”.

I1-1.1 Les cellules T régulatrices induites

11-1.1.1 Les cellules Trl

Les cellules Trl ont été décrites par le groupe de Roncarolo qui a montré que des cellules T

CD4" murines activées en présence d’IL-10 se différencient en cellules régulatrices
produisant de forts taux d’IL-10, capables d’inhiber la colite autoimmune (Groux et al.,
1997). Spécifiques de I’antigéne, les Trl peuvent se différencier a partir de cellules CD4"
naives et supprimer les réponses naives ou mémoires des Thl et des Th2 via leur grande
production d’IL-10 et TGF-3, en I’absence d’IL-4 (Groux et al., 1997; M. G. Roncarolo et al.,
2001). Cependant, une récente étude décrit un nouveau mécanisme de suppression de ces
cellules régulatrices Trl. En effet, les cellules Trl vont spécifiguement lyser les CPA

d’origine myéloide via un mécanisme granzyme B (GZB) et perforine dépendant (Magnani et
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al., 2011). Cette activité cytotoxique par les Trl nécessite, en outre, une reconnaissance de la
molécule HLA de classe | par le TCR et est médiée par I’adhésion de la molécule CD54 avec
LFA-1 et I'activation via les molécules CD2 et CD226. Par ailleurs, une fréquence élevée de
cellules T CD4" exprimant GZB est détectée chez des patients tolérants et corréle avec la
présence élevée de cellules T CD4" produisant de I'lL-10 (Magnani et al., 2011).

Les capacités régulatrices de Trl, ainsi que leur facilité de génération, a conduit au
développement de thérapies. Dans le domaine de la transplantation, leur utilisation a paru tout
indiquée en raison de nombreuses données corrélant la tolérance du greffon avec la présence
de cellules productrices d’IL-10 (M. G. Roncarolo et al., 2006). En effet, ’induction in vivo
de cellules Trl par une combinaison d’IL-10 et de rapamycine permet chez la souris d’établir
une tolérance spécifique a long terme a une allogreffe d’ilots pancréatiques (Battaglia,
Stabilini, Draghici, et al., 2006). Un premier essai clinique de transfert de Tr1l est, par ailleurs,
mené en ltalie par Maria Grazia Roncarolo dans le cadre de la prévention de la maladie du
greffon contre I’hote (M.-G. Roncarolo & Battaglia, 2007).

11-1.1.2 Les cellules Th3

Les cellules Th3 constituent une population de lymphocytes T CD4" régulateurs induits et
spécifiques d’antigéne, qui a été décrite dans les années 1990. Elles ont éte identifiées
initialement chez la souris lors d’études des mécanismes associés a la tolérance orale.
L’administration orale de faibles doses de MBP (Myelin Basic Protein) a des souris les
protégeait du développement de I’EAE via I’établissement d’une tolérance périphérique (Y.
Chen et al., 1994). Ces cellules sont caractérisées par leur forte production de TGF-B et de
cytokines de type Th2 comme I’'IL-4 ou I’IL-10 (Y. Chen et al., 1995). Cependant, elles sont
différentes des cellules Th2 classiques ; elles sont capables de générer des mécanismes
suppresseurs via leur sécrétion de TGF- qui supprime la production et la prolifération de
cytokines des cellules Thl et Th2 (Y. Chen et al., 1994). De plus, elles permettent d’induire
la commutation des IgA, ainsi que la production d’IgA par les lymphocytes B (van Vlasselaer
et al., 1992; Weiner, 2001). Des cellules régulatrices similaires aux lymphocytes Th3 décrits
chez la souris ont également été observées chez ’homme : ’administration de myéline par
voie orale a des patients souffrant de sclérose en plaques genére des lymphocytes T
régulateurs spécifiques d’antigénes et sécrétant du TGF-B (Fukaura, Kent, Pietrusewicz,
Khoury, Weiner & Hafler, 1996b; Fukaura, Kent, Pietrusewicz, Khoury, Weiner & Hafler,

1996a). Plus tard, le groupe de Carrier a identifié un rdle majeur des Th3 dans la tolérance
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immune via 1’induction de la différenciation de cellules CD4"CD25"Foxp3” en périphérie
(Carrier et al., 2007). En effet, le TGF-B produit par ces cellules Th3 peut induire 1’expression
de Foxp3 au sein de cellules CD4"CD25" qui deviennent alors régulatrices (W. Chen, W. Jin,
et al., 2003). Enfin, en transplantation, les lymphocytes Th3 sont associés a la tolérance de
greffe allogenique induite par transfusion des cellules sanguines du donneur (DST) chez le rat
(Josien et al., 1998).

11-1.2 Les cellules T CD8" régulatrices

L’existence de cellules CD8" suppressives (Ts) fut longtemps controversée. Elles furent
d’abord décrites dans les années 1970. Puis des études ont décrit beaucoup plus tard une
population de cellules régulatrices distinctes chez I’homme caractérisée par le phénotype
CD8'CD28". Ces lymphocytes T CD8CD28 peuvent étre stimulés in vitro aprés plusieurs
cycles de stimulation par des CPA allogéniques (Z. Liu et al., 1998), xénogéniques
(Ciubotariu et al., 1998) ou par des CPA syngeniques chargées avec des antigenes peptidiques
conventionnels (Suciu-Foca et al., 2005). Les mécanismes d’action de ces cellules sont
multiples puisqu’elles sont efficaces in vitro en absence de CPA, ce qui implique un contact
direct, et que leur fonction in vivo dépend de leur aptitude a sécréter des cytokines anti-
inflammatoires, 1’1L-10 et le TGF-B. Leur action suppressive est restreinte par le CMH de
classe | (Qa-1) et est spécifique de I'antigene (S. Jiang et al., 1998) (Figure 5). Elle s’exerce
sur les lymphocytes T CD4" par inhibition de leur prolifération, de leur capacité & produire de
I'IL-2 et de leur capacité a exprimer CD40L (Z. Liu et al., 1998), mais également sur les CPA
par inhibition de leur expression des molécules de costimulation comme CD40, CD80 et
CD86 (S. Jiang et al., 1998; Z. Liu et al., 1998) et par induction de I’expression de molécules
inhibitrices, I’ILT3 et I’ILT4 (Immunoglobulin-Like Transcript 3 & 4) (Ciubotariu et al.,
1998). Le groupe de Mak a montré dans un modéle murin d’EAE, que les lymphocytes
CD8'CD28’, contrairement a leur contrepartie CD28", inhibent, sans stimulation au préalable,
I’activation et I’expansion clonale de lymphocytes T CD4" Thl étant a 1’origine de la
pathologie (Koh et al., 1992). De plus, leur transfert protége de I’induction de I’EAE
(Najafian et al., 2003). Ces résultats ont été confirmés dans un autre modele, le modéle de la
colite avec des cellules CD8'CD28 naturelles chez la souris (Ménager-Marcq et al., 2006).
Par ailleurs, ces cellules régulatrices expriment de nombreux marqueurs caractéristiques des
cellules régulatrices naturelles comme : Foxp3, GITR, CTLA-4, CD103 et 4-1BB (Scotto et
al., 2004). En transplantation, les lymphocytes CD8"CD28" ont été trouvés et étudiés chez des
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receveurs suite a une greffe de ceeur chez ’homme (Colovai et al., 2003) ou de foie chez le
rat (Y. Liu et al., 2007) et chez ’homme (Y.-X. Lin et al., 2009)

Par ailleurs, il existe également les lymphocytes T suppresseurs CD8'CD28 de type 2 qui
inhibent la prolifération des cellules T, mais aussi la lyse exercée par les cellules
cytotoxiques. lls sont générés in vitro aprés activation par des monocytes en présence d’IL-2
et de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor) pendant une semaine.
Leur activité suppressive ne nécessite pas d’interaction avec les CPA ; elle est médiée par des
facteurs solubles, notamment I’IFN-y et I’IL-6 (Filaci & Suciu-Foca, 2002).

D’autres sous-populations de Ts ont depuis été caractérisées. Ainsi, 1’équipe de Saoudi décrit
en 2004 les cellules T CD8*CD45RC™ dans un modéle de GVHD (Graft Versus Host
Disease) chez le rat (Xystrakis, Dejean, et al., 2004). L’analyse du taux d’expression de
CD45C sur les celluless CD8" a permis de différencier deux sous-populations,
CD8'CD45RC"" et CD8'CD45RC'™, aux caractéristiques différentes, de par leur fonction,
mais également par leur profil de cytokines (Xystrakis, Cavailles, et al., 2004). Ainsi, seules
les cellules ayant une faible expression de CD45C sont dotées de capacités régulatrices. Ces
cellules CD8'CD45RC'™ non cytotoxiques, produisent des cytokines de type Th2 comme
I’IL-4, I’IL-10 ou I’IL-13 et expriment les marqueurs caracteristiques des cellules régulatrices
naturelles comme Foxp3, CTLA-4 ou GITR (Xystrakis, Dejean, et al., 2004). Elles inhibent la
prolifération et la différenciation des lymphocytes CD4" alloréactifs en cellules de type Thl
de maniére contact-dépendante (Xystrakis, Dejean, et al., 2004). Dans un modéle d’allogreffe
cardiaque chez le rat, le blocage de la costimulation CD40/CD40L génere un clone de cellules
T CD8"'CD45RC'™ régulatrices capables de prévenir le rejet aigu mais pas le rejet chronique
(Guillonneau, Hill, et al., 2007). Dans ce modele, les cellules CD8"CD45RC"" induisent une
suppression locale via la sécrétion d’IFN-y qui, a son tour, permet la synthese d’IDO par les
cellules endothéliales du greffon (Guillonneau, Hill, et al., 2007). Enfin, réecemment, toujours
dans ce méme modele, les auteurs ont montré qu’une interaction entre les cellules
CD8'CD45RC"" et des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) est nécessaire pour la
suppression des cellules T CD4" (X. L. Li et al., 2010).

Une nouvelle sous-population régulatrice, les lymphocytes CD8"CD122", a été identifiée chez
la souris. L'expression de CD28 sur les CD8'CD122", permet de les distinguer des
CD8'CD28". Leur fonction suppressive a été mise en évidence dans un modele
d'hyperimmunité sévére chez des souris invalidées pour CD122. Elles possédent des
propriétés suppressives en culture et leur absence in vivo entraine un désordre

hyperprolifératif (Rifa’i et al., 2004). En effet, elles sont capables d’inhiber les cellules T
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CD4" et CD8" in vitro et in vivo. Récemment, leur role a également été mis en évidence dans
un modeéle de colite (Endharti et al., 2011) et d’EAE (Y.-H. Lee et al., 2008) chez la souris.
Enfin, une nouvelle étude a identifié deux sous-populations de cellules CD8'CD122"
différenciées par I’expression ou non de la molécule PD-1 (H. Dai et al., 2010). Ainsi, la
suppression de la réponse des cellules T in vitro et in vivo (dans un modeéle de greffe de peau
chez la souris) est due aux cellules CD8"CD122"PD-1%, et non pas a leurs homologues PD-1"
ayant plutét un phénotype de cellules mémoires. La suppression par ces cellules est
principalement dépendante de leur production en IL-10. Par ailleurs, le signal de
costimulation par les deux molécules de CD28 et PD-1 est nécessaire pour une sécrétion
optimale d'IL-10 (H. Dai et al., 2010).
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Figure 5 : Mécanismes suppresseurs des cellules T CD8" restreintes au Qa-1.
D’apres (Chess & H. Jiang, 2004).

11-1.3 Les cellules T CD4"CD25" régulatrices

Tout comme les cellules CD4"CD25", les cellules CD4"CD25™ peuvent également avoir des
fonctions régulatrices. Cependant, leur pouvoir de suppression est 10 fois plus faible (Graca et
al., 2002). Les propriétés suppressives de ces cellules ont par ailleurs été mises en evidence
dans plusieurs modéles de maladies autoimmunes (L. A. Stephens & D. Mason, 2000;
Furtado et al., 2001; Curotto de Lafaille et al., 2001). Le transfert de cellules T CD4"CD25’,
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issues de cellules déficientes pour le géne de I’IL-2, protége les souris naives receveuses de
I’EAE (Furtado et al., 2002). Ainsi, ces cellules sont capables d’exercer leur pouvoir
suppresseur en absence d’IL-2 (Furtado et al., 2002). De méme, le transfert de ces cellules
empéche le rejet de greffe de peau chez la souris (Graca et al., 2002). Enfin, les cellules T
CD4'CD25 provenant de rats tolérant une allogreffe cardiaque suite & une DST sont capables
de transférer la tolérance a une nouvelle allogreffe (Degauque et al., 2007). Cependant, il a été
montré in vivo que les cellules T CD4"CD25 peuvent étre converties en cellules T
CD4'CD25" avec les mémes propriétés régulatrices et fonctionnelles, suggérant ainsi que leur
activité régulatrice peut étre due a leur conversion en cellules T CD4'CD25" régulatrices
(Curotto de Lafaille et al., 2004).

11-1.4 Les cellules régulatrices double négatives CD3*CD4 CD8
Les cellules T régulatrices double négatives (DN Treg) de phénotype TCRap 'CD3"CD4 CD§

NK1.1 représentent 1 a 3 % des lymphocytes périphériques chez ’homme et chez la souris
(Z. X. Zhang et al., 2000; K. Fischer et al., 2005). Elles sont capables d’inhiber et de
supprimer les réponses immunes auto-, allo- et xénogéniques des cellules T CD8" (Z. X.
Zhang et al., 2000; Ford et al., 2007; W. Chen, Ford, K. J. Young, Cybulsky, et al., 2003) et
des cellules T CD4" (W. Chen, Ford, K. J. Young, Cybulsky, et al., 2003; Voelkl et al., 2011;
D. Zhang et al., 2007; W. Chen, D. Zhou, et al., 2005) de facon dose dépendante, mais
également la réponse des lymphocytes B (Hillhouse et al., 2010; Z.-X. Zhang, Y. Ma, et al.,
2006). Les DN Treg sécrétent, suite a leur activation, de grandes quantités d’IFN-y et de TNF-
o, mais pas d’IL-2, d’IL-4 ou d’IL-10 (Z. X. Zhang et al., 2000). Cependant, leur stimulation
et leur expansion nécessitent de nombreuses cytokines telles que I’'IL-2, I’IL-4 ou I’IL-15 (W.
Chen et al., 2004). Par ailleurs, les DN Treg générent une inhibition spécifique de 1’antigéne
suite a I’expression des complexes CMH/peptide a la surface des CPA (Z. X. Zhang et al.,
2000) et lysent ainsi les cellules T CD8" ou CD4" via I’interaction Fas/FasL alors qu’elles
sont, elles-mémes, résistantes a 1’induction de 1’apoptose (Q. Khan et al., 1999; Marra et al.,
2004). Des études récentes ont également montré que les DN Treg peuvent tuer des cellules B
autologues via la voie perforine/granzyme (Z.-X. Zhang, Y. Ma, et al., 2006). Enfin, le groupe
de Zhang a récemment décrit un nouveau mécanisme de régulation associé a ces cellules. En
effet, une forte expression de CTLA-4 est retrouvee sur les DN Treg et leur permet ainsi
d’inhiber I’expression des molécules de costimulation CD80 et CD86 par les DC matures (J.

F. Gao et al., s. d.). In vivo, les DN Treg contribuent a la prévention du rejet de greffe (Z. X.
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Zhang et al., 2000; D. Zhang et al., 2007) et de la GVHD (K. J. Young et al., 2003) dans de
nombreux modeles animaux. En transplantation, les DN Treg prolongent la survie d’allogreffe
de peau (Z. X. Zhang et al., 2000) et de coeur (W. Chen, Ford, K. J. Young & L. Zhang,
2003). Dans un modele de xénogreffe cardiaque du rat chez la souris, la réponse anti-donneur
de cellules T xénoreéactives est controlée par une augmentation de cellules DN Treg et par une
réduction de la stimulation antigénique par les DC au sein de la greffe (W. Chen et al., 2007).
Une corrélation entre la fonction et la localisation de cellules DN Treg a été établie. Ainsi leur
activité suppressive apparait plus importante au sein du greffon que dans la rate suggérant que

I’environnement local de la greffe potentialise les fonctions régulatrices de cette population

(W. Chen et al., 2004).

11-1.5 Les cellules T régulatrices yd

Les cellules T yd sont majoritairement des cellules CD4'CD8 (Guidos, 2006), mais des
cellules T yv8 CD4" ou T v5 CD8" ont cependant été caractérisées (P. Lusso et al., 1995;
Harrison et al., 1996). Contrairement aux cellules T a8 (Schild et al., 1994), les cellules T yd
reconnaissent directement les antigénes sur les CPA sans qu’ils soient apprétés et présentés
par les molécules du CMH (Brenner et al., 1986; S. Shin et al., 2005). Par ailleurs, différentes
¢tudes ont permis d’analyser leurs propriétés régulatrices (Figure 6). En effet, I’utilisation de
souris déficientes en cellules T & a établi leur réle dans la défense contre les infections, les
cancers ou le développement de la GVHD via la lyse des cellules infectées ou la régulation
des fonctions des cellules T o3 (Mombaerts et al., 1993; Raulet, 1994; Maeda et al., 2005).
Elles exercent leur activité régulatrice en sécrétant des chemokines ou des cytokines tels que
I’TL-10 et le TGF-B qui suppriment les fonctions effectrices des cellules T o3 ou des cellules
Thl. Par ailleurs, elles semblent générer une suppression par I’intermédiaire de signaux TLR
(Toll Like Receptor) (G. Peng et al., 2007) et expriment de fort taux de FasL permettant
d’induire la cytolyse des cellules exprimant le récepteur Fas. En transplantation, les cellules T
vd jouent un rdle important dans la tolérance a 1’allogreffe. Ainsi, une étude a démontré la
contribution de ces cellules dans la génération de I’ACAID (Anterior Chamber-Associated
Immune Deviation) et dans la survie d’une greffe cornéenne (H. M. Ashour & Niederkorn,
2006).
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Figure 6 : Mécanismes suppresseurs des cellules T 0.
D’aprés (Hayday & Tigelaar, 2003).

11-1.6 Les cellules NKT

Les cellules NKT (Natural Killer T) expriment a la fois des récepteurs de cellules NK comme
le CD161 (NK1.1) et un TCR semi-invariant, composé d’une chaine o invariante (Vo l14-
Jo28 chez la souris, Va24-Jal8 (JaQ) chez ’homme) et d’une chaine B peu variable
(Kronenberg, 2005). Chez I’homme, la plupart des cellules NKT expriment Va24-Jal8 avec
VB11 (Kronenberg, 2005). Les cellules NKT ont donc un répertoire TCR restreint, c’est
pourquoi elles sont souvent appelées les cellules NKT invariantes. Les cellules NKT
reconnaissent les antigénes glycolipidiques tels que le a-galactosyl-ceramide (o-GalCer) ou
les glycosphingolipides bactériens présentés par la molécule du CMH de classe | non
classique CD1d (La Cava et al.,, 2006). Leur action est dépendante de I'IFN-y et de
I’engagement de chemokines avec leur récepteur comme CXCR6/CXCL6 (X. Jiang, T
Shimaoka, et al., 2005). Par la sécrétion de cytokines de type Th2 ou pro-inflammatoires, les
cellules NKT sont responsables de la régulation d’une large variété de maladies autoimmunes
et de cancers (Kronenberg, 2005). Les cellules NKT activées semblent par ailleurs moduler,
quantitativement et qualitativement, la fonction des Treg CD4'CD25" via des mécanismes
dépendants de I'lL-2, tandis que les Treg peuvent supprimer leur prolifération, leur sécrétion
de cytokines et leur activité cytotoxique via des mécanismes contact-dépendants (La Cava et
al., 2006). En transplantation, les cellules NKT, tout comme les Treg CD4'CD25",
préviennent le développement de la GVHD suite a la greffe de moelle osseuse allogénique
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(Kohrt et al., 2010). Elles sont également responsables de la tolérance a I’allogreffe cardiaque
chez la souris suite au blocage des voies de costimulation LFA-1/ICAM ou CD28/CD80-86
(K. I. Seino et al., 2001). En effet, le blocage de la costimulation permet la production d’IFN-
v par les cellules NKT, contribuant partiellement a I’induction de la tolérance. De plus,
’activation spécifique des cellules NKT restreinte au CD1d permet la production de TGF-f3
responsable du développement de Treg (K. I. Seino et al., 2001). Les cellules NKT semblent
aussi étre impliquées dans ’acceptation d’une allogreffe de foie (Kiyomoto et al., 2005), de
peau (K. Oh et al., 2005) ou de cornée (Sonoda et al., 2002). Cependant, les cellules NKT
provoquent le rejet de greffe dans un modele d’allogreffe d’ilot (Yasunami et al., 2005;
Toyofuku et al., 2006). Il a aussi été montré que la réponse immune, induite par les cellules T
effectrices et responsable du rejet de greffe de peau, est médiée par la production d’IFN-y, et
non d’IL-17, par les cellules NKT (Mattarollo et al., 2010). Enfin, récemment les cellules
NKT ont été associées au rejet aigu dans une modele orthotopique de transplantation de foie
chez le rat. Ainsi, dans ce mode¢le, I’IL-23 induit leur production d’IL-17 (X. C. Liu et al.,
2011).

11-1.7 Les cellules T CD4"'CD25"Foxp3" régulatrices

11-1.7.1 Identification et caractérisation

Au début des années 70, le concept de lymphocytes T régulateurs, capables d’inhiber une
réponse immunitaire, est apparu. Le groupe de Gershon et Kondo a, en effet, montré que
certains lymphocytes T, qu’il nomme lymphocytes T suppresseurs, pouvaient diminuer
I’intensité de la réponse immune (Gershon & Kondo, 1970). Dés 1969, Nishizuka et coll.
montrent que la thyméctomie néonatale chez la souris induit le développement de
manifestations autoimmunes spécifiques d’organes qui peuvent étre prévenues par le transfert
de cellules spléniques de souris normales adultes (Nishizuka & Sakakura, 1969). Cependant,
I’incapacité a identifier un marqueur de surface pour ces cellules ou des médiateurs solubles
associés a leur fonction a conduit a I’essoufflement des recherches dans ce domaine. Ce n’est
qu’en 1982 puis en 1985 que Sakaguchi et coll. ont amené de nouvelles évidences dans la
caractérisation des lymphocytes T suppresseurs en montrant que les cellules responsables
pouvaient étre restreintes au marqueur CD5™" (ou Lyt-1"%") (S. Sakaguchi, T. Takahashi &
Nishizuka, 1982a; S. Sakaguchi, T. Takahashi & Nishizuka, 1982b; S. Sakaguchi et al.,
1985). Dans la continuité de ces travaux, Sakaguchi et ses collaborateurs ont donné un regain

d’intérét au concept des Treg dans le milieu des années 1990. En effet, ils ont décrit pour la
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premiére fois le phénotype d’une population de cellules T CD4" suppressives, définies par
I’expression de la chaine o du récepteur a I’IL-2 (CD25), cruciales pour le contrble des
cellules T in vivo (S. Sakaguchi et al., 1995; Asano et al., 1996). Ce travail est confirmé par
celui d’une autre équipe qui met en évidence le role de cette population régulatrice dans la
prévention de I’autoimmunité (Suri-Payer et al., 1998) et démontre 1’activité régulatrice de
ces cellules in vitro de facon reproductible (Thornton & Shevach, 1998). Depuis, de
nombreux autres marqueurs de surface ont été proposés pour mieux définir les Treg tels que
GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor Receptor family-related protein) (J.
Shimizu et al., 2002), CTLA-4 (T. Takahashi et al., 2000), CD62L (Szanya et al., 2002),
CD103 (af Integrin) (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2002), LAG-3 (CD223) (C.-T. Huang et
al., 2004) ou Nrpl (Neuropilin) (Bruder et al., 2004). Mais 1’expression de ces marqueurs
n’est pas spécifique et est également modifiée apres activation rendant alors impossible la
distinction entre les Treg et les lymphocytes T conventionnels. Récemment, il a été montré
que I’utilisation de CD127 (chaine alpha du récepteur a 1’IL-7) couplé au marqueur CD25
(CD127°“CD25"%") permet une meilleure discrimination des cellules régulatrices par rapport
aux cellules activées (W. Liu et al., 2006; Codarri et al., 2007). Un autre grand pas a été
franchi dans I’identification des Treg avec la découverte du facteur de transcription Foxp3
(forkhead box P3) (Khattri et al., 2003; Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). Foxp3, un
nouveau membre de la famille des régulateurs transcriptionnels forkhead/winged helix, a été
identifié comme un facteur de transcription majeur pour le contréle du développement et de la
fonction des Treg. En effet, I’expression ectopique de Foxp3 dans des cellules CD4"CD25
leur confére un phénotype et une activité de cellules suppressives (Hori et al., 2003; Fontenot
et al., 2003; Khattri et al., 2003). Les souches de souris Scurfy, qui possédent une mutation
invalidant le géne Foxp3 conduisant a la synthése d’une protéine tronquée, présentent un
désordre lymphoprolifératif (Brunkow et al., 2001). Par ailleurs chez I’homme, les individus
exprimant une protéine Foxp3 mutée développent un syndrome IPEX (Immune dysregulation
Polyendocrinopathy Enteropathy X linked) lié a une immunodéficience associée a des
maladies autoimmunes (Bacchetta et al., 2006). La localisation intracellulaire de Foxp3 reste
aujourd’hui un des marqueurs les plus fiables pour identifier les Treg, méme si chez ’homme,
son expression peut augmenter de facon transitoire dans les lymphocytes T activés sans pour
autant leur conférer des fonctions régulatrices (Morgan et al., 2005). La relation entre
I’expression de Foxp3 par les lymphocytes T activés et la mise en place des fonctions
suppressives reste donc un sujet de débat. Walker et coll. montrent que 1’expression de Foxp3

par les lymphocytes T CD4"CD25 activés est suffisante pour les convertir en cellules



Introduction — La tolérance en transplantation : cellules régulatrices

régulatrices (M. R. Walker et al., 2005). Or, Gavin et coll. montrent au contraire que la
population Foxp3 induite n’est ni anergique, ni suppressive in vitro et que 1’expression de
Foxp3 est transitoire (M. A. Gavin et al., 2006). Cette expression décline dans le temps lors

de cultures prolongées.

11-1.7.2 Origine, développement et homéostasie des Treg

L’origine thymique des Treg naturels est démontrée d’une part grace aux expériences de
Sakaguchi qui observe 1’absence de lymphocytes T CD4"CD25" en périphérie chez des souris
ayant subi une thyméctomie a I’age de 3 jours malgré un développement normal des autres
lymphocytes T (Papiernik & Banz, 2001; S. Sakaguchi et al., 1995), et d’autre part par
Papiernik et ses collaborateurs (Papiernik et al., 1998). Ces Treg générés au niveau du thymus
sont qualifiés de lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) et composent 5 a 10 % du
répertoire des lymphocytes T CD4" (M. Itoh et al., 1999). Dans le thymus, une partie des
lymphocytes T CD4" est sélectionnée par la reconnaissance de haute affinité pour les
antigénes du soi (C.-S. Hsieh et al., 2004). En plus d’une interaction TCR/ligand forte, il
semble que le développement des Treg soit dépendant des molécules de costimulation
exprimées a la surface des cellules épithéliales de 1’environnement thymique. En effet, les
souris invalidées pour CD28 ne présentent qu’une population trés réduite de Treg dans le
thymus et la périphérie (Salomon et al., 2000; Tang et al., 2003). Le groupe de Singer a
identifié le domaine de liaison de Lck comme la clef de la fonction de CD28 dans la
différenciation qui permet aux thymocytes double-positifs de devenir des lymphocytes T
CD4"Foxp3" (Tai et al., 2005). De plus, il a été trés récemment montré que 1’expression de
CD40 par les cellules épithéliales thymiques et les DC influencerait quantitativement la
génération des Treg (Spence & E. A. Green, 2008). Une fois en périphérie, les Treg migrent,
via la circulation sanguine, dans les organes lymphoides secondaires. L’homéostasie et la
survie des Treg sont principalement assurées par la présence d’IL-2. En effet, une approche
utilisant des souris Foxp3-GFP possédant une déficience soit en IL-2, soit en CD25 (IL-2Ra-
[-) a permis de montrer que I’I[L-2 n’est pas impliquée a proprement dit dans le
développement intra-thymique des Treg (Fontenot, Rasmussen, M. A. Gavin, et al., 2005),
mais que cette cytokine est indispensable in vivo pour le maintien et 1’homéostasie
périphérique des Treg. Cependant, ’homéostasie des Treg n’est pas uniquement dépendante
de I'IL-2. D’autres cytokines participent a la modulation du compartiment régulateur. C’est

notamment le cas de I’'I[FN-y qui agit de maniere provisoire (Sawitzki et al., 2005). Par
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ailleurs, la cytokine clef impliquée dans le maintien en périphérie et la mise en place des
fonctions effectrices des Treg est le TGF-f3 (Marie et al., 2005; Y. Liu et al., 2008).

En plus de la génération thymique des Treg, des phénomenes similaires, mais aux
mécanismes différents, se produisent en périphérie et sont a la base des vieux concepts de
tolérance infectieuse (Gershon & Kondo, 1970). Ainsi, des lymphocytes T CD4"CD25 naifs
peuvent étre convertis en Treg CD4'CD25 Foxp3" aprés stimulation par un antigéne du non-
soi. Ainsi, ces Treg induits (iTreg) se différentient des nTreg par leur répertoire, les nTreg
ayant un TCR autoréactif. Les mécanismes a la base de cette conversion sont nombreux
(Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009). Le plus décrit et étudié est celui obtenu chez la souris,
in vitro et in vivo, suite a une stimulation antigénique en présence d’IL-2 et surtout de TGF-f3
(W. Chen, W. Jin, et al., 2003). Par ailleurs, dans tous les modeles de génération d’iTreg, la
costimulation, en particulier CD86 et CD28, s’avere néfaste et empéche 1’induction de Foxp3
dans ces cellules (Kretschmer et al., 2005). Ainsi, des CPA CD80-86 KO (Knock-Out)
induisent plus d’iTreg et une stimulation de CD28 par un anticorps immobilisé inhibe leur
génération de facon dose-dépendante (Benson et al.,, 2007). Il semblerait donc que
I’environnement et les conditions de la présentation de ’antigéne influent sur 1’induction de

Treg.

11-1.7.3 Mécanismes de suppression

Une fois le marqueur CD25 associé aux Treg, I’objectif de nombreuses équipes a été de
découvrir par quel mécanisme passent leurs propriétés immunosuppressives. Cependant, ce
n’est pas un mais plusieurs mécanismes qui ont rapidement été mis a jour. De plus, les
mécanismes moléculaires précis par lesquels les cellules régulatrices inhibent I’activation et la
prolifération d’autres cellules sont trés controversés. A I’heure actuelle, plusieurs mécanismes
de suppression ont été décrits : suppression par I’intermédiaire des cytokines, par interaction
entre les cellules régulatrices et les cellules effectrices ou les CPA, et enfin la lyse des cellules
effectrices par les Treg (Figure 7) (D. A. A. Vignali et al., 2008). Par cette diversité de
mécanismes, les Treg sont ainsi capables d’inhiber une quantité¢ de réponses cellulaires. Ils
inhibent la prolifération et les fonctions effectrices des lymphocytes T CD4" et CDS8", la
prolifération, la production d’anticorps et la permutation de classe des lymphocytes B, la
cytotoxicité des cellules NK et NKT, la maturation et la fonctionnalité des DC ainsi que la
fonction et la survie des neutrophiles, des ostéoblastes et des mastocytes (Shevach, 2009;
Rouse, 2007).
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In vitro, il semblerait que 1’activité suppressive des Treg nécessite un contact direct entre le
Treg et la cellule répondeuse par I’intermédiaire de la CPA (S. Sakaguchi, 2004; Thornton &
Shevach, 1998). En effet, les Treg n’exercent pas d’activité suppressive lorsqu’ils sont séparés
des lymphocytes T répondeurs par une membrane semi-perméable ; de plus, le surnageant de
Treg activés n’inhibe pas la prolifération des lymphocytes T répondeurs (S. Sakaguchi, 2004).
L’action suppressive des Treg nécessite donc un contact in vitro. Plusieurs hypothéses ont été
émises quant a l’identit¢ de molécules impliquées et certaines études sur ce sujet sont
contradictoires.

Il semblerait que le GITR joue un réle dans D’activité suppressive des Treg. En effet,
I’utilisation d’un anticorps anti-GITR in vitro inhibe 1’activité suppressive de ces cellules tout
en préservant leur état anergique. Néanmoins, il a été montré que le GITR exerce un effet
stimulant sur les CD4"CD25’, ce qui les rend résistant a 1’activité suppressive des Treg (W.
Chen, 2006; G. L. Stephens et al., 2004; M. Tone et al., 2003). Le GITR a donc une action
inverse selon le type de cellules (régulatrice ou effectrice) activé par cette voie.

Le CTLA-4 pourrait également intervenir dans I’activité suppressive des Treg. In vitro,
comme pour le GITR, I"utilisation d’un anticorps anti-CTLA-4 abolit I’activité régulatrice des
Treg. De plus, I’injection d’un anticorps anti-CTLA-4 a des souris engendre 1’apparition de
maladies autoimmunes sans réduire le nombre de Treg chez ces animaux (S. Sakaguchi,
2004). Le CTLA-4 des Treg est également nécessaire a la suppression dans le contact direct
des Treg avec les lymphocytes T effecteurs qui expriment CD80/86 aprés activation
(Greenwald et al., 2005). Ainsi, des cellules CD4"CD25 de souris CD80/86 KO sont
résistantes a la suppression par les nTreg (Paust et al., 2004).

Cependant, la réelle démonstration du r6le de CTLA-4 dans la fonction suppressive des Treg
est, elle, tres récente. Wing et coll. ont généré des souris déficientes pour CTLA-4
uniquement dans les cellules exprimant Foxp3 (KO conditionnel), les Treg chez la souris
(Wing et al., 2008). Ces souris développent rapidement un sévere désordre autoimmun en
péripheérie, similaire a celui des souris CTLA-4 KO, démontrant que la déficience de CTLA-4
dans les Treg uniguement est suffisante pour causer la pathologie autoimmune et que le
maintien de I’expression sur les lymphocytes T effecteurs activés est insuffisant pour la
prévenir.

Les mécanismes de suppressions dépendant de CTLA-4 sont divers. Ainsi Fallarino et coll.
ont démontré que, a la maniére de CTLA4-Ig, les Treg peuvent induire une expression d’IDO
(Indoleamine 2,3-Dioxigenase) dans les CPA de fagon CTLA-4 dépendante et ainsi générer

des CPA tolérogeniques (Fallarino et al., 2003), favorisant la génération d’iTreg et inhibant
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I’activation des autres lymphocytes T par la privation du tryptophane. Les Treg peuvent
également induire une sous-expression des molécules CD80-86 sur les CPA par un
mécanisme CTLA-4-dépendant (Onishi et al., 2008; Wing et al., 2008), conduisant a la
géneration de CPA moins stimulatrices pour les lymphocytes T et favorisant 1’induction de
Treg en périphérie (condition sous-optimales de costimulation). De méme, les Treg sont
capables d’induire une « trans-endocytose » des molécules CD80-86 par une fonction
extrinséque de CTLA-4 induisant également une diminution de I’expression des molécules
CD80-86 par les CPA (Qureshi et al., 2011).

Les Treg peuvent sécréter des cytokines suppressives (IL-10, IL-35 et TGF-R) qui peuvent
inhiber les fonctions des cellules T répondeuses (McGeachy et al., 2005; Collison et al., 2007;
R. Li et al., 2007). Le role essentiel de I’IL-10 dans I’activité suppressive des Treg a été mis
en évidence in vivo dans des modeéles murins d’inflammation du tube digestif, de
transplantation, d’autoimmunité et d’infection parasitaire chronique (S. Sakaguchi, 2004). Les
premicres cibles de I’IL-10 sont les cellules myéloides dont elle restreint 1’expression des
cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des molécules de CMH de classe 1l et de
costimulation (K. W. Moore et al., 2001). Une partie de 1’effet de I’IL-10 pourrait également
découler de I’induction de lymphocytes Trl ou de DC tolérogenes, cellules qui amplifieraient
la suppression en produisant elles-mémes cette cytokine (Kryczek et al., 2006; M. G.
Roncarolo et al., 2006). Toutefois par opposition a ses propriétés immunosuppressives, 1’IL-
10 a un effet stimulateur sur la prolifération et la cytotoxicité des lymphocytes T CD8"
(Groux et al., 1998).

L’autre cytokine immunosuppressive majeure est le TGF-, et, une part importante de 1’action
des Treg lui est attribuée. Le TGF-B intervient entre autres sur la maturation des DC (Y.
Yamaguchi et al., 1997), la prolifération et la différenciation des lymphocytes T CD4" (Kehrl
et al., 1986; Sad & Mosmann, 1994) et des lymphocytes B (Briskin et al., 1988; Petit-Koskas
et al., 1988), ou les fonctions cytotoxiques des lymphocytes T CD8" (M.-L. Chen, Pittet, et
al., 2005) et des NK (Ghiringhelli et al., 2005). Une propriété non négligeable est sa
participation a la génération de novo de Treg a partir de lymphocytes T CD4 Foxp3™ (W.
Chen, W. Jin, et al., 2003; Y. Chen et al., 1994). Ainsi, a la sécrétion de TGF-$ par les Treg
pourrait venir s’ajouter celle induite par ces dernieres chez les DC de maniére a créer un
microenvironnement tolérogene. Néanmoins, le role de TGF-f3 est controversé. En effet,
I’utilisation d’un anticorps anti-TGF-3 ne reverse pas la suppression exercée par les Treg (W.
Chen, 2006).
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Récemment, une nouvelle cytokine inhibitrice, 1’IL-35, a été décrite. (Collison et al., 2007).
Composee de deux chaines, IL-12c et IL-27f3, son expression semble spécifique aux Treg, car
IL-27( est régulée par Foxp3. En son absence, les Treg sont inefficaces a endiguer la
prolifération homéostatique de lymphocytes T transferés dans un animal immunodéficient et
échouent a protéger du développement de la colite. Par ailleurs, elle est la seule cytokine dont
le défaut a une influence sur leur capacité a inhiber la prolifération des cellules CD4" in vitro.

Les Treg peuvent aussi médier leur effet suppresseur en entrainant des perturbations dans le
métabolisme des lymphocytes T effecteurs. Par exemple, la privation d’IL-2, fortement
consommée par les Treg, jouerait aussi un r6le dans les mécanismes de suppression en
induisant 1’apoptose des cellules effectrices (Pandiyan et al., 2007). Cette diminution
d’expression pourrait €tre due, au moins en partie, a la consommation compétitive de la
cytokine par les Treg qui expriment le récepteur a un fort niveau (de la Rosa et al., 2004). Les
Treg peuvent aussi inhiber I’activation des lymphocytes T in vitro en inhibant la production
d’IL-2 (Thornton & Shevach, 1998), cytokine essentielle a la survie des lymphocytes T apres
activation. Il faut cependant noter que les lymphocytes déficients pour CD25 restent sensibles
a Iactivité suppressive des Treg (Fontenot, Rasmussen, M. A. Gavin, et al., 2005).

Les Treg sont aussi capables d'induire I'apoptose des cellules cibles par des mécanismes
cytolytiques. Ces mécanismes nécessitent que les cellules régulatrices soient activées. Selon le
mode de stimulation, les Treg CD4"CD25" expriment les protéines granzyme A ou granzyme
B et lysent les cibles autologues, de facon dépendante ou non de la perforine (Grossman et al.,
2004). Plus récemment, deux autres molécules ont été decrites comme jouant un réle dans la
cytotoxicité médiée par les Treg, la galectine-1 et TRAIL/DR5 (Tumor necrosis factor-
Related Apoptosis Inducing Ligand / Death Receptor 5) (Garin et al., 2007; Ren et al., 2007).
Ainsi, la galectine-1 est capable d’induire un arrét du cycle et une apoptose des lymphocytes
T effecteurs (Garin et al., 2007) et la survie prolongée des greffes de peau allogénique induite
par les Treg est inhibée par des anticorps anti-DR5 bloquants (Ren et al., 2007). Enfin,
Boissonnas et coll. ont mis en évidence que des cellules T Foxp3*, les Treg chez la souris,
semblent limiter la réponse de cellules T CD8" en induisant la mort cellulaire des DC par un
mécanisme perforine dépendant au niveau des tumeurs de ganglions lymphatiques
(Boissonnas et al., 2010).

Cependant, I’action des Treg ne s’arréte pas a ces quelques mécanismes. En effet, LAG-3
(CD223), un homologue de CD4 qui se lie avec une forte affinité au CMH de classe 11, est
notamment exprimé par les lymphocytes T apres activation ou par les Treg. En se liant au
CMH de classe 11 des CPA immatures, il induit un signal inhibiteur dans la CPA qui inhibe sa
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maturation et ses capacités de stimulation (B. Liang, C. Workman, et al., 2008). Un autre
mécanisme, met en jeu ’ATP (Adénosine Triphosphate) extracellulaire. En effet, I’ATP
extracellulaire est un indicateur pour le systéme immunitaire de la destruction d’un organe et
exerce des effets inflammatoires sur les DC. Les Treg qui expriment CD39 (comme les
lymphocytes B ou les DC) sont ainsi capables de réduire cet ATP extracellulaire en AMP
(Adénosine Monophosphate), représentant alors un autre mécanisme anti-inflammatoire utilisé
par ces cellules régulatrices (Borsellino et al., 2007).

D’autres molécules peu connues sont également a la base de mécanisme de suppression.
C’est, par exemple, le cas de la neuropiline-1 (Nrp-1) qui est principalement exprimeée par les
cellules Foxp3™ (Sarris et al., 2008) et qui favorise des interactions prolongées avec les CPA
immatures. Ainsi, les Treg, en restant en contact prolongé avec les CPA, empéchent 1’acces
aux lymphocytes T effecteurs qui ne peuvent donc pas s’activer (Shevach, 2009). De récentes
études montrent que les Treg peuvent également moduler le microenvironnement redox
extracellulaire, conduisant a la suppression de I'activation et de la prolifération des cellules T
(Z. Yan & R. Banerjee, 2010; Z. Yan et al., 2010). Les Treg utilisent de multiples stratégies
pour le remodelage d'oxydoréduction extracellulaire, comme la réduction de la synthése du
glutathion dans les DC, via une diminution de l'expression de la y-glutamylcystéine
synthétase, I'enzyme limitante pour la synthése du glutathion (Z. Yan et al., 2010). Enfin,
Navarrete et coll. ont montré que les Treg sont capables de modifier 1’expression des
récepteurs d'endocytose et le processus d'endocytose chez les DC humaines (Navarrete et al.,
2011). En effet, les Treg diminueraient I’expression et ’apprétement des antigénes via les
récepteurs C-type lectin-like, CD206 et DC-SIGN, limiteraient le processus de pinocytose par
les DC et augmenteraient I’expression de FcyRIIB, un recepteur Fcg inhibiteur de 1’activation

des DC (Navarrete et al., 2011).
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Figure 7 : Les principaux mécanismes suppresseurs des lymphocytes T régulateurs (Treg).
D’aprés (D. A. A. Vignali et al., 2008).

MTGF-4: TGF-# membranaire ; GrzA/B: granzyme A et B; Prf: perforine; Teff:
lymphocyte T effecteur.

11-1.7.4 Treq et transplantation

Role des Treg en transplantation

Comme dans l'autoimmunité, I'équilibre entre les cellules effectrices et les Treg dicte
I'équilibre entre le rejet et la tolérance en transplantation (X. X. Zheng et al., 2003). Le role
des Treg en transplantation dans les modeles rongeurs a largement été étudié et démontré
depuis les premiers travaux sur la tolérance infectieuse (Gershon & Kondo, 1971). Nombreux
sont les modeles de tolérance ou les Treg sont important aussi bien dans I’induction que le
maintien de la tolérance (Akl et al., 2005; Karim et al., 2002; Sanchez-Fueyo et al., 2002; P.
A. Taylor et al., 2001; K. J. Wood & S. Sakaguchi, 2003). En effet, la déplétion de cette
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population induit rapidement un rejet ou prévient I’induction de tolérance (S. Sakaguchi et al.,
2001). De plus, récemment Joffre et coll. ont montré que les Treg et la voie de présentation
directe de I’antigéne préviennent en effet le rejet aigu. Elles sont également capables par les
voies de présentation directe et indirecte de prévenir le développement du rejet chronique
(Joffre et al., 2008). En pratique clinique, le débat est toujours ouvert, méme si de plus en plus
d’études montrent un rdle de ces cellules soit dans la tolérance, soit dans la dysfonction
chronique du greffon. L'importance des Treg en transplantation humaine est mieux mis en
évidence par les études portant sur les profils immunitaires des patients opérationnellement
tolérants qui ont une bonne fonction en dépit de ne plus étre sous immunosuppression. Un
nombre élevé de Treg CD4'CD25'Foxp3™ est retrouvé dans le sang périphérique de ces
patients et leur présence peut aider a prédire la tolérance pendant le sevrage a
I’immunosuppression (S. Louis et al., 2006; Martinez-Llordella et al., 2007; Pons et al.,
2008).

Méme parmi les patients sous traitement immunosuppresseur, la différence entre la stabilité et
le rejet peut étre attribué en partie a l'activité des Treg. Le groupe de Sayegh a montré que
40% des transplantés rénaux stables présentaient des signes d'une population de Treg
CD4'CD25" spécifique de l'antigéne, capable de supprimer ex vivo la réponse aprés
restimulation par I’alloantigéne (Salama et al., 2003). En revanche, cette activité régulatrice
est absente chez les patients ayant une dysfonction chronique d’allogreffe (Akl et al., 2008).
Certains patients stables, ainsi que certains patients opérationnellement tolérants, ne
présentent pas d’augmentation de Treg dans le sang périphérique. En revanche, les Treg se
retrouvent et se concentrent principalement I’organe, soutenant ainsi 1I’hypothése que le
recrutement des Treg dans le greffon peut étre d’avantage plus important dans 1’induction de
la tolérance (Bestard et al., 2007; Y. Li et al., 2008).

Par ailleurs, les travaux d’autres équipes de notre laboratoire sur la signature
transcriptionnelle de la tolérance dans le sang ont également mis en évidence que les patients
en rejet chronique ont une concentration plasmatique en TGF- inférieure a celle des patients
stables ou tolérants, que 27% des génes qui permettent de différencier les patients en rejet
chronique des tolérants sont régulés par le TGF-f et que les transcripts Foxp3 sont plus
importants chez les tolérants en comparaison aux patients en rejet chronique (Brouard et al.,
2007).
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Impact des immunosuppresseurs actuels sur les Treg

Le dogme qui entoure les traitements immunosuppresseurs actuels est que les agents utilisés
dans les traitements d’induction ou de fond sont des inhibiteurs ou des déplétants des cellules
« pan-T ». Toutefois, les données émergentes suggerent que tous ne portent pas préjudices
aux Treg. Ainsi, quelques travaux, in vitro, ont suggéré que 1’effet bénéfique de I’ATG (Anti-
Thymocyte Globulin) ou de Campath-1H (anti-CD52, alemtuzamab) ne serait pas uniquement
li¢ a la déplétion des populations lymphocytaires mais aussi a 1’induction et I’expansion des
Treg. Les Treg CD4'CD25" sont préférentiellement épargné par la déplétion. Par ailleurs, ces
deux molécules sont en mesure de promouvoir de novo la conversion de cellules T CD25" en
Treg (Lopez et al., 2006; Minamimura et al., 2006; Noris et al., 2007; X. Feng et al., 2008;
Bloom et al., 2008), capables d’inhiber les cellules T alloréactives. En revanche, dans les
modeles murins, les CNI inhibent I'expansion et la fonction des Treg, in vitro et in vivo,
probablement parce que la fonction des Treg dépend de I'IL-2, dont la production est
calcineurine dépendante (Furtado et al., 2002; W. Gao et al., 2007; Lim et al., 2007; H. Wang
et al., 2006; Zeiser et al., 2006). Des taux réduits d’IL-2 conduisent a une diminution de
I’expression de Foxp3 (Burchill et al., 2007). In vitro, I'administration d’IL-2 exogéne a la
suite d'une exposition des Treg aux CNI renverse ce défaut fonctionnel (Zeiser et al., 2006).
En contraste, des données murines et humaines montrent que les inhibiteurs de mTOR
inhibent préférentiellement la croissance de lymphocytes T effecteurs, alors qu’ils
agrandissent le « pool » de Treg CD4'CD25"Foxp3" via I’induction de leur prolifération, mais
également par leur induction de novo a partir de cellules T CD4" naives (W. Gao et al., 2007;
Battaglia, Stabilini, Migliavacca, et al., 2006; Baan et al., 2005; S. A. Long & Buckner, 2008;
Segundo et al., 2006). Par ailleurs, la rapamycine semble profondément affecter la fonction
des CPA par le biais de ses effets sur I'expression des molécules de costimulation. Cette
différenciation en CPA tolérogenes induit a son tour une expansion de la population Treg, qui
semble conserver sa fonction suppressive (Turnquist et al., 2007). Malheureusement, ce
résultat n’a pas vraiment d’impact a ce jour sur la survie des allogreffes. En effet, Ruggenenti
et coll. ont montré qu’un traitement d’induction par le Campath-1H suivi de rapamycine
induit bien une augmentation des Treg circulants, mais qu’aucun effet bénéfique n’est observé
quant a la survie a long terme de 1’allogreffe en transplantation rénale (Ruggenenti et al.,
2007).

Les anticorps monoclonaux (mAb) anti-CD25 (anti-IL-2R), le basiliximab (Simulect) et le
daclizumab (Zenapax), sont utilisés chez les patients transplantés depuis la fin des années

1990. Ces anticorps ne semblent pas induire de déplétion lymphocytaire, mais exercent plut6t
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leur action en bloquant la fixation de 1’IL-2 sur son récepteur. Des essais randomisés sur leur
utilisation a long terme ont montré une réduction de 30% a 40% dans l'incidence de rejet
(Kahan et al., 1999; Nashan et al., 1997; Ponticelli et al., 2001). Dans le traitement
d'induction, I'efficacité de ces anticorps est comparable a elle de I’ATG chez les patients sans
probléme d’ordre immunologique (Brennan et al., 2006). Cependant, la découverte que la
déplétion des cellules T CD25" chez la souris conduit a l'autoimmunité, et I'observation que
des souris CD25 déficientes ne développent pas de Treg, souléve des inquiétudes quant a
I’effet néfaste de ces anticorps sur les Treg. En effet, I’interaction IL-2/CD25 est
indispensable pour l'activation, I'expansion et le maintien des Treg (Sadlack et al., 1993).
Chez les patients traités par des mAb anti-CD25, une profonde déplétion des Treg est
observée a court terme. Toutefois, a long terme, le phénotype et la fonction de ces Treg sont
similaires aux Treg des patients traités avec un placebo (Z. Wang et al., 2008). Le groupe de
Bluestone a également montré que le basiliximab induit transitoirement une diminution des
Treg en périphérie chez des patients en transplantation rénale, mais qu’il diminue aussi
d’autres lymphocytes T CD25™ (Bluestone et al., 2008). Dans cette méme étude, ils montrent
également que les patients recevant du CTLA4-Ig (belatacept) + basiliximab n’ont pas moins
de Treg que les patients recevant du basiliximab et de la CsA. Ainsi, le belatacept ne semble
pas plus affecter les Treg qu’un traitement CNI, qui lui est néfaste. A noter tout de méme que
dans cette étude, ils observent une infiltration Foxp3™ plus importante dans le greffon des
patients ayant recu du belatacept en comparaison a ceux sous CsA. Une autre étude de Chavez
et coll. avait précédemment montré que dans la phase Il de belatacept, les patients sous MMF
(mycophenolate mofetil), stéroides et belatacept ont une fréquence de Treg en périphérie
similaire aux patients recevant de la CsA, du MMF et des steroides (Chavez et al., 2007). I
semble donc que I’inhibition de la voie de costimulation CD28/CD80-86/CTLA-4, en
association avec de I’'immunosuppression chronique, ne résulte pas en I’induction ou
I’expansion de Treg chez I’homme. Cependant, le belatacept bloque toute la voie de
costimulation. Notre équipe a montré que le blocage specifique de CD28, sans modifier
I’interaction CTLA-4/CD80-86, induit une augmentation des Treg en périphérie et dans le
greffon dans un modele d’allogreffe rénale chez le PNH (primate non-humain) (Poirier et al.,
2010). Par ailleurs, 1’association d’un anticorps antagoniste monovalent anti-CD28 et d’un
CNI prévient le rejet aigu d’allogreffe rénale et le rejet chronique d’allogreffe cardiaque chez
le PNH (Poirier et al., 2010). Ainsi, il existe de toute évidence des différences entre les divers

régimes immunosuppresseurs en fonction de leur impact sur les Treg.
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11-2 Les cellules non-T régulatrices

Outre les cellules T régulatrices qui interviennent dans la tolérance périphérique, de
nombreuses cellules non-T régulatrices ont été caractérisées. Aujourd’hui encore de nouvelles
cellules régulatrices et de nouveaux mécanismes de suppression sont identifiés. Les cellules
non-T régulatrices sont composées entre autres des DC tolérogenes, des DC plasmacytoides,
des cellules souches mésenchymateuses, des macrophages activés alternatifs, des lymphocytes
B régulateurs, des cellules myéloides suppressives... Une coopération entre cellules
régulatrices T et non-T semble réguler de fagon précise les cellules autoréactives et permet
ainsi le maintien d’un équilibre dans les réponses du soi et du non-soi. Seront décrites, ci-
dessous, la plupart des cellules ayant été identifiees et étudiées en transplantation, notamment

les cellules myéloides suppressives.

11-2.1 Les cellules dendritiques tolérogenes

Les DC sont essentielles pour le maintien de la tolérance centrale et périphérique. En effet, la
déplétion de toutes les sous-populations de DC induit une réaction autoimmune fatale chez la
souris (Ohnmacht et al., 2009). 1l y a maintenant également de nombreuses preuves du role
des DC dans I’induction de la tolérance. Pendant longtemps, on a considéré que ce rdle était
dévolu aux DC immatures alors que les DC matures généreraient une réponse immune
effectrice. Néanmoins, méme si des DC immatures sont bien capables de migrer dans les
organes lymphoides secondaires, il n’est pas certain que leur role soit majeur dans 1’induction
de Treg au niveau des ganglions lymphatiques. Les DC immatures semblent avoir plus une
fonction au niveau local dans les tissus périphériques afin de limiter une inflammation
excessive. De ce fait, plusieurs études se sont axées sur le développement de DC « semi-
matures » (M. B. Lutz & Schuler, 2002). Il s’agit de cellules exprimant plus ou moins
faiblement les marqueurs de surface mais qui sécrétent peu de cytokines inflammatoires.
Ainsi, il a été montré que les deux populations de DC, immatures et semi-matures/matures,
jouent un réle dans la tolérance périphérique, ces cellules sont nommées les DC
« tolérogénes ». Ainsi, I’équipe de Kurts a été la premiére a mettre en évidence un role des
DC immatures dans la tolérance faisant suite au transfert de cellules T CD8" spécifiques du
peptide de I’ovalbumine (OVA) dans une souris transgénique OVA (Kurts et al., 1997). De

méme, des DC murines immatures différenciées in vitro puis injectées a une souris prolongent
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I’acceptation d’une allogreffe cardiaque (M. B. Lutz et al., 2000; F. Fu et al., 1996; Kurts et
al., 1997).

En l'absence d'inflammation, les DC tolérogenes maintiennent la tolérance aux antigénes du
soi en périphérie a travers divers mecanismes, comme la suppression des cellules T, I’anergie
des cellules T, Il'induction de Treg, I'expression de molécules immunomodulatrices, et la
production de facteurs immunosuppresseurs (IL-10; TGF-f et IDO) (Figure 8).

Les DC tolérogénes peuvent donc produire des cytokines connues pour é&tre anti-
inflammatoires et pro-tolérogénes comme 1’IL-10 et le TGF-B (Legge et al., 2002; Coombes
et al., 2007), et ainsi favoriser 1’activation et/ou 1’émergence de Treg. En effet, des DC
généreées in vitro puis stimulées par du TNF-a et injectées a de souris augmentent 1’expression
de Treg CD4'IL-10" inhibant P’EAE (M. B. Lutz & Schuler, 2002). De plus, les DC
immatures peuvent induire la différenciation de cellules régulatrices de types Trl et Th3 suite
a la sécrétion d’IL-10 ou de TGF-f3 (Jonuleit et al., 2000).

Bien qu’aucun marqueur spécifique des DC tolérogénes ne soit décrit, 1’expression des
molécules ILT3 et ILT4, exprimées essentiellement sur les monocytes, macrophages et DC, a
été associee a des DC tolérogénes. Ces DC expriment notamment fortement les molécules
ILT3 et ILT4, lorsqu’elles sont mises en contact avec les cellules T régulatrices CD8"CD28,
et trés faiblement les marqueurs de costimulation, conduisant ainsi a une anergie des cellules
T (C. C. Chang et al., 2002; Manavalan et al., 2003). Par ailleurs, les molécules ILT ont
préférentiellement pour ligand, HLA-G qui est une molécule clé dans la tolérance feeto-
maternelle. Récemment, il a été démontré que l’interaction ILT4/HLA-G1 inhibait la
maturation des DC humaines et murines, associée a une diminution de l'expression des
molécules du CMH de classe Il, des molécules de costimulation CD80 et CD86, et, & une
prolongation de survie d’allogreffe de peau (Ristich et al., 2007). L’interaction ILT4/HLA-G1
induirait le recrutement des protéines tyrosine phosphatases, SHP-1 et SHP-2, impliquées
dans I’activation des voies de signalisation de 1’IL-6 et de STAT3 (S. Liang, Ristich, et al.,
2008).

L’expression de la molécule IDO a également été associée a certaines DC tolérogeénes (Munn
et al., 2002; Mellor & Munn, 2004). 11 s’agit d’une enzyme clé du catabolisme du tryptophane
qui entraine une déplétion du milieu en tryptophane ainsi que 1’arrét de la prolifération des
cellules T car le tryptophane est un acide aminé essentiel a leur prolifération (Munn et al.,
2002; Mellor & Munn, 2004). Ces lymphocytes T activés dont leur prolifération est inhibée
par IDO sont bloqués en phase G1 du cycle cellulaire et sont plus sensibles a I’apoptose (G.

K. Lee et al., 2002). L’expression de cette molécule est induite dans les DC par la PGE2
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(Prostaglandine 2), I’IFN-y et CTLA-4 (D. Braun et al., 2005; Grohmann et al., 2002; Mellor
& Munn, 2004). Ceci implique que des cellules exprimant CTLA-4 (comme les Treg) peuvent
induire ’expression d’IDO sur les DC, qui a leur tour deviennent tolérogénes et peuvent
potentialiser I’action des Treg en limitant la prolifération des lymphocytes T effecteurs.
D’autres molécules exprimées par les DC tolérogénes ont par ailleurs été identifiées : SLAM
(Signaling Lymphocyte Activation Molecule), PD-L1 (Programmed Death Ligand 1) et DEC-
205 (CD205). Bien qu’il apparait étre un bon marqueur des DC tolérogénes, DEC-205 ne
semble pas lui-méme étre responsable de la transmission d’un signal négatif aux lymphocytes
T (Kronin et al., 2000). In vitro, alors que la sous-population de DC CD8o ' DEC-205" induit la
prolifération des cellules T CD4" ou T CD8" chez la souris, les DC CD80."DEC-205" inhibent
la réponse cellulaire T par deux mécanismes différents en fonction des T CD4" ou T CD8".
En effet, elles inhibent la réponse cellulaire T CD4" en induisant leur apoptose via
I’interaction Fas/FasL (Suiss & Shortman, 1996), alors qu’elles bloquent celle des T CD8” en
limitant la production de cytokines (Kronin et al., 1996).

Un autre mécanisme a été attribué aux DC tolérogenes, ils joueraient un important réle dans la
fonction des cellules B naives et memoires, notamment dans leur différenciation, leur
activation, leur survie, leur migration, leur prolifération et leur activité effectrice (Wykes &
MacPherson, 2000; Dubois et al., 2001; Douagi et al., 2009; Giordani et al., 2009). Toutefois,
a ce jour, peu d’éléments ont été apportés concernant la possibilité d’inhibition des cellules B
par les DC tolérogéenes. Cependant, Obayashi et coll. ont rapporté que certaines DC
immatures peuvent inhiber fortement la recombinaison de commutation de classe des IgE
(Obayashi et al., 2007). Dans le contexte de la transplantation, Tanriver et coll. ont montré
que cibler, in vivo, les molécules intactes de CMH de classe | exprimées par les DC au repos
inhibe la voie indirecte de I’alloreconnaissance et la génération des alloanticorps de type 1gG,
conduisant a la survie a long terme de la greffe de peau (Tanriver et al., 2010). Cette derniére
étude démontre ainsi que la fonction des DC tolérogénes peut étre exploitée pour inhiber la
fonction des cellules B et le role des alloanticorps dans le rejet. L'utilisation de mAb anti-
ICAM-1 (CD54) et du CTLA-41g agit en synergie avec les DC immatures du donneur et
induit une tolérance donneur-spécifique dans un contexte de transplantation. Cette tolérance
est notamment associée a la suppression des IgM et 1gG (Q. Wang et al., 2003). Par ailleurs,
un traitement local avec la protéine humaine CD83 recombinante, qui interfere dans la
maturation des DC, diminue nettement les taux d’anticorps circulants et les dépots d’IgM et
d’IgG dans le greffon, se traduisant par la prévention du rejet chronique dans un modéle
d’allogreffe rénale chez le rat (Lan et al., 2010).
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Enfin, les travaux d’autres équipes de notre laboratoire ont permis d’identifier de nouveaux
mécanismes des DC tolérogenes. En effet, ils ont décrit, pour la premiére fois, que HO-1
(Heme Oxygenase-1) est capable de bloquer la maturation des DC, conduisant a 1’inhibition
des réponses immunitaires pro-inflammatoires et allogéniques, et en préservant toutefois leur
production d'IL-10 (Chauveau et al., 2005). Dans un modele d’allogreffe de ceeur chez le rat,
Hill et coll. montrent également pour la premiere fois que 1’injection de DC tolérogénes
autologues chez le receveur induit une tolérance a ’allogreffe dépendant de I’IFN-y et de la
molécules EBI3 (Epstein-Barr virus-Induced gene 3), appartenant a la famille de 1’IL-12 et

exprimée par les DC tolérogenes autologues (Hill et al., 2011).
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Figure 8: Mécanismes responsables de la tolérance périphérique par les DC (DC tol.).
D’aprés (A.-S. Dugast & Vanhove, 2009).

11-2.2 Les cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), présentes dans les tissus lymphoides (sang
périphérique et moelle osseuse majoritairement) (Dzionek et al., 2001) et non lymphoides,
sont les producteurs majeurs d’IFN de type I et jouent un réle central dans I’'immunité innée et

adaptative, I’induction et le maintien de la tolérance ainsi que dans la défense contre les virus
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(Arpinati et al., 2003). Elles constituent un sous-type de DC immatures capables de se
différencier in vitro en DC matures en réponse a différent types de stimulation (Grouard et al.,
1997). En effet, en présence d’IL-3, de CD40L ou de virus, ces DC matures augmentent
I’expression en surface de molécules de CMH de classe II, de molécules de costimulation et
de récepteurs de chemokines tel que CCR7 et deviennent ainsi capables d’activer
efficacement les lymphocytes T (Asselin-Paturel et al., 2001; Cella et al., 2000; Grouard et
al., 1997). La caractérisation phénotypique des pDC n'est pas aussi clairement définie que
celle des autres sous-populations de DC. Les pDC ont longtemps été identifiées comme une
population de cellules B220*CD11¢"CD11b'GR-1" (Hochrein et al., 2002). Chez I’homme,
elles expriment BDCA-2 (Blood DC Ag-2, CD303), (Dzionek et al., 2001), BDCA-4, CD123
(la chaine a du récepteur a I’IL3) (Jahnsen et al., 2000) et ’ILT7 (W. Cao & Bover, 2010).
Elles expriment aussi les marqueurs lymphoides tels que CD2, CD5, CD7, et la chaine o du
récepteur des pré- lymphocytes T, mais elles n’expriment pas de molécules myéloides
specifiques telles que CD13, CD14, CD33 et CD11b (Shortman & Y.-J. Liu, 2002; Briére et
al., 2002; Dzionek et al., 2002). Chez la souris, les pDC expriment les marqueurs CD317
(BST2) (Blasius et al., 2006), Siglec-H (J. Zhang, Raper, et al., 2006), Ly49Q (Omatsu et al.,
2005) et CCR9 (Hadeiba et al., 2008), mais également la molécule LAG-3 (C. J. Workman et
al., 2009) connue pour réguler négativement 1’expansion des cellules T activées (C. J.
Workman & D. A. A. Vignali, 2003).

Bien que les pDC soient capables d’activer I’'immunité innée et adaptative, leur role principal
est I’induction et le maintien de la tolérance périphérique. Les pDC vont réagir différemment,
en fonction de la nature de la stimulation, de la dose d’antigene et de leur état d’activation.
Ainsi, la molécule BDCA-2, une lectine C de type Il (Dzionek et al., 2002), joue un réle dans
I’internalisation et la présentation de I’antigene ainsi que dans la suppression de la production
d’interféron o/} par les pDC selon un mécanisme dépendant a la fois de la mobilisation du
calcium, de la phosphorylation des tyrosines et de la voie des Src kinases (Dzionek et al.,
2001). Plus récemment, une étude a permis de montrer que la liaison de BDCA-2 avec son
ligand genérait un signal similaire aux signaux via le BCR (le récepteur des lymphocytes B)
(Rock et al., 2007). En se liant a son ligand, BDCA-2 inhibe la production d’TFN-o/ par les
pDC et favorise ainsi leur production d’IL-12 (Dzionek et al., 2002). Contrairement aux pDC
matures, les pDC immatures isolées chez ’homme ou chez la souris expriment des taux peu
élevés de molécules de CMH de classe Il et de molécules de costimulation et de ce fait sont
incapables de présenter efficacement un antigéne aux lymphocytes T ou d’induire la
polarisation de cytokines (Grouard et al., 1997; Asselin-Paturel et al., 2001; Boonstra et al.,
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2003). Chez I’homme, les pDC induisent la génération de Treg CD4'CD25" (Moseman et al.,
2004). Chez la souris, les pDC inhibent la réponse lymphocytaire T sans pour autant induire
leur anergie mais en leur permettant d’acquérir des propriétés suppressives afin de supprimer
la prolifération d’autres cellules T spécifiques de 1’antigéne (Martin et al., 2002). In vivo,
I’injection d’une population de pDC isolée du foie prolonge significativement la survie d’une
allogreffe cardiaque chez la souris (L. Lu et al., 2001). De maniére intéressante, dans un
modéle de tolérance d’allogreffe cardiaque chez le rat induite par CD40lg, les pDC
s’accumulent dans le greffon et la rate, mais pas les ganglions lymphatiques, et induisent des
Treg CD8" (X. L. Li et al., 2010). Le potentiel tolérogénique des pDC CCR9", ayant un
phénotype de pDC immatures, est également démontré par leur capacité a prévenir la GVHD
chez la souris, via I’induction de Treg CD4"CD25 Foxp3* qui inhibent 1’accumulation des
cellules T effectrices produisant I’IL-17 (Hadeiba et al., 2008). La stimulation de pDC par la
protéine de fusion CD200-lg (Fallarino et al., 2004), CTLA-4 Ig ou GITR-Ig (Puccetti &
Fallarino, 2008) permet de renforcer leur propriétés immunosuppressives en induisant la
synthése d’IDO par I’intermédiaire de la sécrétion d’IFN de type 1 et favorisant la voie
tolérogene du catabolisme du tryptophane (Fallarino et al., 2007). Davantage d’études ont
montré que les pDC de ganglions drainant les tumeurs chez la souris expriment
constitutivement 1DO. In vitro, ces pDC suppriment la réponse de cellules T face a un
antigéne présenté soit par les pDC elles-mémes soit par d’autres CPA non suppressives
(Munn et al., 2004). Les pDC interagissent également avec les mDC (cellules dendritiques
myeéloides) pour leur conférer la propriété de présenter efficacement un antigene spécifique in
Vvivo et d’induire une réponse anti-tumorale (Lou et al., 2007).

Ainsi, selon leur activation, les pDC peuvent devenir tolérogenes ou stimulatrices. En effet,
activées en présence de CD40L et d’IL-3 mais en absence de ligands de TLR, les pDC
développent des fonctions tolérogénes (Figure 9). Cependant, suite a leur activation en
présence de CD40L, d’IL-3 et de ligands de TLR, elles développent des fonctions
immunostimulatrices produisant de grandes quantités d’IFN de type I et favorisant la

différenciation de cellules de I’immunité.



Introduction — La tolérance en transplantation : cellules régulatrices

IL-3
CD40L

\ oy T2 —> L4

' K B ggg —> IL-10
pDC \

£ T TregCD4°CD25"
CD200R
€D200 iy

Inhibition prolifération T

0o ' Apoptose T

Figure 9 : Les fonctions tolérogenes des pDC.
D’aprés (M. Colonna et al., 2004).

11-2.3 Les cellules souches mésenchymateuses

Découvertes dans les années 1960 par Friedenstein (Friedenstein et al., 1968), et alors appelées
colony-forming unit-fibroblasts (Perl et al., 2010), les cellules souches mésenchymateuses (MSC)
sont habituellement localisées dans la moelle osseuse ou elles servent de soutien aux cellules
souches hématopoiétiques. Elles ne représentent qu’une faible proportion (0,01%) des cellules
mononuclées issues de la moelle. Ce sont des cellules multipotentes capables de se différencier en
plusieurs types de cellules : cellules musculaires squelettiques, ostéoblastes, chondrocytes ou
adipocytes (Pittenger et al., 1999; R. J. Deans & A. B. Moseley, 2000). Elles ne possédent pas a
leur surface les marqueurs de cellules sanguines comme le CD45, CD34, CD11b ou le CD14,
CD79a. ou CD19 et HLA-DR (Dominici et al., 2006). Par contre, elles expriment les marqueurs
tels que CD105, CD44, CD90, STRO-1 ou des molécules d’adhésion telles que VCAM-1 ou
ICAM-1. Cependant aucun de ces marqueurs n’est spécifique des MSC (Dominici et al., 2006;
Psaltis et al., 2008). Ces MSC sont habituellement extraites de la moelle osseuse, mais il a été
montré qu’elles pouvaient provenir d’autres tissus, plus facilement accessibles, comme le sang de
cordon ombilical ou les tissus adipeux sous-cutanés (van der Bogt et al., 2009). De maniere tres
intéressante, les MSC ne provoquent pas de réaction immunologique lorsqu’elles sont
transplantées d’un organisme a un autre car ne portent pas de molécules CMH (A. Kawamoto et
al., 2003) et une fois implantées dans les tissus, elles montrent un important role
immunomodulateur (Uccelli et al., 2006) (Figure 10). In vitro, les MSC sont capables d’inhiber

I’activation et la prolifération de lymphocytes T induites par des alloantigénes (Tse et al.,
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2003) ou suite a une stimulation polyclonale (Bartholomew et al., 2002) (Di Nicola et al.,
2002; Krampera et al., 2003) chez I’homme, les rongeurs et les primates en bloquant leur
cycle cellulaire en phase GO/G1 et en les rendant anergiques (Glennie et al., 2005).
L’identification du ou des facteurs, synthétisés par les MSC et responsables de cet effet, porte
encore a controverse comme 1’indique les résultats divergents de différentes équipes. En effet,
le role de diverses molécules a été supposé. Tout d’abord, Di Nicoli et coll. ont montré le role
potentiel du TGF-B et du HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Di Nicola et al., 2002).
Cependant, 1’ajout d’anticorps dirigés contre le TGF-3 et le HGF ne semble pas restaurer la
prolifération lymphocytaire (Le Blanc et al., 2004). D’autres molécules plus prometteuses ont
été évoquées comme 1I’IL-2 et I’'IL-10 (Rasmusson et al., 2005; S.-H. Yang et al., 2009), I’'IL-
2, ’'IL-7 et I’IL-15 (Bocelli-Tyndall et al., 2009), la PGE2 dont I’inhibition annule les effets
immunosuppresseurs, (Spaggiari et al., 2008), I’IDO (Spaggiari et al., 2008; Meisel et al.,
2004) ou encore le monoxyde d’azote (NO) synthétisé par les MSC aprés contact avec des
lymphocytes T CD4" ou CD8" activés (K. Sato et al., 2007). Enfin, une molécule inhibitrice
de la costimulation, B7-H4, a récemment été identifiée sur les MSC (Xue et al., 2010). B7-H4
participe a 1’activité régulatrice des MSC via ’arrét du cycle cellulaire des lymphocytes T et
I’inhibition de la translocation nucléaire de NF-xB. De plus, le blocage de B7-H4 in vitro
diminue la sécrétion de TGF- (Xue et al., 2010). Les MSC semblent devoir étre activées
pour pouvoir exercer leur activité immunosuppressive. En effet, Krampera et coll. ont montré
que la présence d’IFN-y sécrété par les lymphocytes T était nécessaire pour que les MSC
puissent inhiber leur prolifération (Krampera et al., 2006). Par ailleurs, les MSC peuvent
induire une expansion des Treg CD4"CD25" in vitro (Aggarwal & Pittenger, 2005) et in vivo
(Augello et al., 2007), qui pourraient ensuite participer a I’inhibition de la prolifération des
lymphocytes T. Cependant, il a été montré que la déplétion en Treg ne modifie pas les
capacités immunosuppressives des MSC chez I’animal (Krampera et al., 2003). De maniere
similaire aux effets observés sur les lymphocytes T, la proliféeration de lymphocytes B murins,
activés par de I’IL-4, un anticorps dirigé contre le CD40 ou le mitogene du teinturier
(Phytolacca americana; pokeweed mitogen), est inhibée lorsque des MSC sont ajoutées
(Augello et al., 2005; Glennie et al., 2005). Ces effets ont par la suite été observés sur des
cellules humaines (Corcione et al., 2006). Les MSC sont également capables de modifier le
potentiel chimiotactique des lymphocytes B ainsi que leur différenciation en plasmocytes.
L’effet immunosuppresseur des MSC sur les lymphocytes B semble trés proche du

mécanisme observé sur les lymphocytes T avec un arrét du cycle cellulaire en phase GO/G1
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induit par un effecteur sécrété. Les voies de signalisation impliquées sont encore peu connues
mais il a cependant été suggéré un role de la voie du tryptophane des lymphocytes B
permettant une inhibition de la prolifération. Cette voie serait activée apres expression d’IDO
par les MSC (Krampera et al., 2006). Les MSC sont également capables d’inhiber la
prolifération des cellules NK stimulées par de I’IL-2 ou I'IL-15 (Krampera et al., 2006;
Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008). Cependant, les MSC, exprimant un faible
taux de molécules du CMH 1, sont elles aussi sensibles a la lyse des cellules NK
(Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008). Enfin, les MSC peuvent interférer avec la
différenciation, la fonction et la maturation des DC, cellules clés dans I’induction d’une
réponse immunitaire. En effet, I’addition de MSC entraine une inhibition de la différenciation
des monocytes et des progéniteurs CD34" en DC lorsque ceux-ci sont cultivés en présence de
GM-CSF et d’IL-4 (X.-X. Jiang, Y. Zhang, et al., 2005; Nauta, Kruisselbrink, et al., 2006).
De plus, la présence de MSC dans des cultures de DC matures diminue le taux d’expression
des marqueurs de surface de cellules matures (CD83), des molécules de présentations
d’antigénes (HLA-Dr et DC1a), des molécules de costimulation (CD80 et CD86) et de I’'TL-10
(X.-X. Jiang, Y. Zhang, et al., 2005). En transplantation, une étude a permis de montrer que,
chez les primates, les MSC retardent le rejet d’allogreffe de peau (Bartholomew et al., 2002).
Les MSC sont aussi capables de diminuer le rejet d’une greffe de moelle osseuse allogénique
chez la souris (Nauta, Westerhuis, et al., 2006) et protégent de I’ischémie/reperfusion dans un
modele de greffe de rein chez le rat (Togel et al., 2005). Cependant, méme si le transfert de
MSC améliore la GVHD suite a la transplantation de cellules souches hématopoiétiques
(HSC) (Ringdén et al., 2006), il peut aussi induire des cellules T mémoires et accélérer le rejet
de greffe (Fibbe et al., 2007).

Ainsi, les MSC sont des cellules non hématopoiétiques multipotentes qui suggerent un intérét
particulier en thérapie du fait de leur capacité a moduler les réponses immunes in vitro et in
vivo. Suite a une irradiation sublétale des receveurs de moelle osseuse, elles sont cependant
capables de développer une réponse allogénique qui conduit au rejet de greffe. Ces résultats
suggerent que les MSC allogéniques ne se comportent pas comme des cellules suppressives et
sont capables d’activer une réponse lymphocytaire T du fait de leur immunogénicité dans des

conditions ou les receveurs sont immunocompétents.



Introduction — La tolérance en transplantation : cellules régulatrices

+ Prolifération
+ Différenciation en plasmocytes

+ Prolifération
} Cytotoxicité + PGE2 + Prolifération
+ Formationdes CTL

+ IFN< m IFN: 4 IFN=y, ¢ IL-4
| MSC —_— @—» Treg /HL10
i & 2 s .
VActivation *

PGE2 PGE2 HGF

TGF-g M-CSF PGE2 "
IL-6 TGF-B I
IL-10 !
TGF-B 'l
+Différenciation kMaturatan ,'

+ Activation /

/
/
_— ,I
’__--—

Figure 10 : Fonctions immunorégulatrices des MSC.

D’aprés (Nauta & Fibbe, 2007).

iDC: DC immature; mDC: DC mature; CTL : lymphocyte T cytotoxique ; HGF :
Hepatocyte Growth Factor.

11-2.4 Les macrophages alternatifs activés
De nombreuses publications font état du caractére versatile et plastique des macrophages, leur
permettant d’adapter la réponse inflammatoire a leur environnement. En particulier, les
cytokines de type Thil, tels que I’'lFN-y, I’IL-1f3 ou le LPS, induisent un état d’activation des
macrophages dit « classique » ou M1 (CAM®). En revanche, les cytokines Th2, telles que
I’IL-4 et I’IL-13 induisent une activation « alternative » ou M2 des macrophages (AAM®) (S.
Gordon, 2003). Les macrophages M1 sont des cellules effectrices qui détruisent les
microorganismes et produisent principalement des cytokines pro-inflammatoires de type Thi,
tels que le TNF-a, I’IL-6 et I’IL-12 (J. Louis et al., 1998; Holscher et al., 2001)). En outre,
les macrophages activés alternatifs M2 (AAM®) présentent des propriétés anti-
inflammatoires car ils produisent des facteurs de type Th2 tels que I’IL-10, le TGF-j et
I’antagoniste du récepteur a IL-1p (IL-1Ra) (Munder et al., 1999; S. Gordon, 2003). L’IL-4 et

1I’1L-13 sont les inducteurs directs typiques des AAM®, mais d'autres cytokines comme I'lL-
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33 et I’[L-25 peuvent induire indirectement les AAM®, notamment via les cellules de type
Th2 (O’Shea & Paul, 2010). Les macrophages alternatifs sont impliqués dans diverses
pathologies et tout particulierement dans les réponses allergiques, cellulaires et humorales
contre des parasites et des pathogenes extracellulaires. Chez un individu sain, elles sont
retrouvées au niveau du placenta et des poumons ou elles protégent contre les réactions
immunes non désirées et dans les tissus endommagés ou elles diminuent la réponse
inflammatoire (M. D. Chang et al., 1993; Holt et al., 1988; Song et al., 2000; Mues et al.,
1989). Au niveau fonctionnel, les AAM® sont immunosuppressifs et bloquent la prolifération
de cellules T CD4" activées (Goerdt & Orfanos, 1999; Schebesch et al., 1997). Cependant,
cette inhibition semble indépendante des molécules de costimulation ou de la synthése d’IL-
10 et de NO (contrairement aux CAM®) (Schebesch et al., 1997). Une étude a montré que le
blocage de la voie de costimulation CD28/CD80-86 favorise la génération d’AAM®D
responsables de la suppression de la réponse lymphocytaire T, suggérant un réle des AAM®
dans I’induction de la tolérance en transplantation (Tzachanis, Berezovskaya et al. 2002). Par
ailleurs, une autre étude a permis de mettre en évidence une fonction encore non caractérisée
des cellules T régulatrices CD4"CD25'Foxp3*, & savoir leur capacité a différencier les
monocytes en AAM® par D’intermédiaire d’une voie partiellement indépendante des
cytokines (Tiemessen et al., 2007). Enfin, récemment le groupe de Bishop a montré qu’un
traitement par 1’IL-4 conduit a ’acceptation d’une allogreffe hépatique chez le rat, via une

induction des AAM® hépatiques et des cellules NK exprimant le NO (C. Wang et al., 2010).

11-2.5 Les lymphocytes B régulateurs

L’existence d’une ou plusieurs sous-populations de lymphocytes B régulateurs (Breg) a été
évoquee par la premiére fois a la fin des années 1960 par des expériences de transferts
adoptifs. Des animaux ayant regu des injections des cellules d’origine splénique productrices
d’anticorps ont présenté une résistance a I’immunisation induite par le SRBC (Sheep red
blood cells) (A. Morris & Moller, 1968). Ce n’est que dans les années 1990 que Janeway et
coll. confirment I’existence d’une fonction régulatrice portée par les cellules B, en utilisant un
modele d’EAE induit par un peptide de la MOG chez une souche murine déficiente en
lymphocytes B (souris uMT) (Wolf et al., 1996). Les auteurs ont observé que 1’absence de
lymphocyte B provoque une exacerbation de la sévérité de la maladie. Par la suite, il a été
démontré que la fonction régulatrice de lymphocytes B est liée a leur capacité a sécréter 1’IL-
10 (Fillatreau et al., 2002). En effet, le transfert adoptif de lymphocytes B sécréteurs d’1L-10
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chez la souris uMT immunisée conduit a une diminution de la sévérité clinique de ’EAE. A
la différence des Treg, la caractérisation phénotypique des Breg reste mal définie. Plusieurs
travaux signalent en effet que les Breg sont composés de plusieurs types de lymphocytes B.
La production d’IL-10 constitue un aspect bien connu des cellules B CD5" présentes dans la
cavité péritonéale (O’Garra & Howard, 1992; C.-M. Sun et al., 2005). Il a également éte
décrit que la sous-population de cellules B transitionnelles, appelées T2-MZP
(CD1d""CD21""CD23* IgM*) est capable de secréter de I'IL-10 et d’améliorer I’évolution
clinique de I’arthrite a collagene (J. G. Evans et al., 2007). En accord avec ces résultats, chez
I’homme, une population de lymphocytes B immatures régulateurs CD19*CD24""CD38"" 3
été décrite. Ces cellules seraient défaillantes quantitativement et qualitativement dans le lupus
systémique (P. A. Blair et al., 2010). Bien que de nombreuses publications décrivent
différentes populations régulatrices, des études plus récentes ont mis en évidence une sous-
population splénique unique CD5'CD1d"" comme source principale d’IL-10 du
compartiment B. lls sont communément appelés cellules B10. Ces cellules jouent un role
déterminant dans I’initiation et le développement de ’EAE (Matsushita et al., 2008; Yanaba
et al., 2008). Chez I’homme, I’expression du marqueur CDS5 témoignerait d’un état
d’activation et non d’une spécificité. De plus, aucune donnée ne permet d’affirmer
I’équivalence fonctionnelle entre le CD1c humain et le CD1d exprimé par les Breg murins.

L’engagement du BCR, la coopération avec les lymphocytes T et I’activation des TLR
(Fillatreau et al., 2008; Yanaba et al., 2009) va conduire a 1’activation des Breg. La fonction
la plus connue est leur capacité a sécréter I’'IL-10 qui va agir a la fois sur les lymphocytes T
en inhibant la différenciation et la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Thl, Th2 et
Th17), et sur les DC en limitant la présentation d’Ag et la sécrétion des médiateurs
proinflammatoires (Moulin et al., 2000). Par ailleurs, d’autres travaux expérimentaux ont
permis de mettre en évidence que les lymphocytes B présentent la capacité de sécréter du
TGF-B, induisant ainsi ’apoptose des lymphocytes Th1, ’anergie des lymphocytes T CD8" et
I’inhibition de la fonction des CPA (Wolf et al., 1996; Parekh et al., 2003; Takenoshita et al.,
2002; J. Tian et al., 2001). Les Breg auraient aussi la capacité a produire des anticorps a
fonction régulatrice qui activent entre autres le recepteur inhibiteur FCyRIIB exprimé par les
DC (Bayry et al., 2005; Jankovic et al., 1998). Les Breg peuvent aussi réguler la réponse
immune par des interactions directes avec d’autres cellules. Ils présentent la capacité d’inhiber
la prolifération des lymphocytes T effecteurs (E. Mizoguchi et al., 2000) et d’induire la
prolifération et I’activation des Treg Foxp3" par I’engagement du CD40 (L. C. Chen et al.,

2009; Tu et al., 2008). L’interaction Treg/Breg est également contrdlée par les molécules de
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costimulation de la famille B7 (CD80 et CD86) (Mann et al., 2007; Salomon et al., 2000; Tai
et al., 2005). Ainsi, chez la souris EAE, I’expression de CD86 semble étre particuliérement
indispensable a ’induction de I’activation et a la mobilisation des cellules Treg Foxp3™ dans
le SNC (Mann et al., 2007). L’effet des Breg n’est pas seulement limité aux Treg Foxp3+. En
effet, les Breg sont capables d’activer d’autres populations de cellules T régulatrices tels que
les Treg CD8" et les NKT (B. Wei et al., 2005). En transplantation, leur role a été mis en
évidence dans un modele de tolérance induit par un anticorps anti-CD45RB dans I’allogreffe
cardiaque chez la souris (L. C. Chen et al., 2009; X. Huang et al., 2008). Par ailleurs, une
autre équipe de notre laboratoire a mis en évidence une augmentation de cellules B présentant
aussi bien un phénotype de cellules B mémoires IgD"CD38""CD86"CD40"CD62L" ou de
Breg CD19"FcgRIIB'BANK1" chez des patients opérationnellement tolérants ayant subit une
transplantation rénale et n’étant plus sous immunosuppression (Pallier et al., 2010). De
maniére intéressante, une nouvelle étude issue de notre laboratoire montre 1’accumulation
dans le greffon de cellules B dans un modéele de tolérance dans ’allogreffe cardiaque chez le
rat (Le Texier et al., 2011). Tout comme chez les patients transplantés rénaux, les
lymphocytes B dans ce modéle animal surexpriment les molécules FcgRIIB et BANKL1. De
plus, ces Breg issus d’animaux tolérants sont capables de transférer la tolérance a 1’allogreffe

(Le Texier et al., 2011).

11-2.6 Les cellules myéloides suppressives

11-2.6.1 Identification et caractérisation

Dans les années 80, une nouvelle population cellulaire dénommée cellules naturelles
suppressives, distincte des cellules T et NK, a été largement décrite chez la souris portant des
tumeurs transplantables (S. Strober, 1984; Maier et al., 1989). Ces cellules, générées dans la
moelle osseuse sous I’influence de facteurs solubles produits par les tumeurs, dérivent d’une
population mixte et hétérogéne de cellules myéloides retrouvées a différents stades de
differenciation et definies comme des cellules myeloides suppressives (MSC) du fait de leur
capacité a supprimer des réponses immunes (Bronte et al., 1998; Bronte et al., 1999; Bronte et
al.,, 2000). Afin de minimiser la confusion existante avec les cellules souches
mésenchymateuses (MSC), Gabrilovitch a récemment proposé de nommer ces cellules : « les
cellules dérivées de cellules suppressives myéloides » (MDSC) (D. I. Gabrilovich, 2007). Ces
cellules s’accumulent dans les organes lymphatiques chez la souris (Ezernitchi et al., 2006),

suite au développement de différentes pathologies incluant les infections bactériennes (Gofii
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et al., 2002), I’inflammation chronique, la progression tumorale, la maladie du greffon contre
I’héte (GVHD) (Bobé et al., 1999) ou le stress immun (Cauley et al., 2000). Chez la souris,
les MDSC sont caractérisées par la co-expression de marqueurs de cellules myéloides tels que
Gr-1 (Ly6G et Ly6C) et de CD11b (Bronte et al., 1998) ainsi que des marqueurs de cellules
immatures comme CD31 (Bronte et al., 2000). Deux sous-populations de MDSC ont par
ailleurs été identifiées : les MDSC dites « granulocytiques » CD11b*Ly6G Ly6C"" et les
MDSC dites « monocytiques » CD11b*Ly6G Ly6C™"¥" (Movahedi et al., 2008; Youn et al.,
2008). D’autres marqueurs en corrélation avec la fonction suppressive de ces cellules sont
caractérises comme le CD80 (Mencacci et al., 2002; R. Yang et al., 2006), F4/80, CD115 (M-
CSF récepteur) (B. Huang et al., 2006) ou CD16 (M. A. Marshall et al., 2001). Elles
expriment également le CMH de classe | mais pas le CMH de classe Il (D. I. Gabrilovich et
al., 2001). Chez I’homme, les MDSC accumulées chez les patients cancéreux (Pak et al.,
1995; Almand et al., 2001) sont définies par 1’expression de marqueurs immatures tels que
CD34", CD33", CD15", CD14 et CD13". Cependant, une nouvelle population de MDSC
CD14"HLA-DR™" a été récemment caractérisée chez des patients cancéreux (Hoechst et al.,
2008), suggérant que comme chez la souris, les différentes tumeurs humaines sont
susceptibles d'induire des différents sous-types de MDSC. En présence de facteurs de
croissance appropriés, les MDSC peuvent se différencier en CPA, en DC ou en macrophages
en augmentant I’expression de molécules de costimulation et du CMH de classe II (Bronte et

al., 2000; Q. Li, P.-Y. Pan, et al., 2004; S. Kusmartsev & D. I. Gabrilovich, 2003).

11-2.6.2 Origine et microenvironnement des MDSC

De nombreuses études ont montré que le milieu inflammatoire était responsable de la
production et de I’accumulation de MDSC capables de bloquer la réponse immune T CD4" et
CD8" et de conduire au développement de cancers. En effet, les cellules tumorales sécrétent
de grandes variétés de cytokines qui permettent le recrutement des MDSC dans les organes
lymphoides ou le sang et influencent leur différenciation en cellules suppressives (S.
Kusmartsev et al., 2003). Le but en cancérologie est donc d’empécher 1’accumulation de ces
cellules suppressives ou de leur permettre de se différencier en DC ou en macrophages en
bloquant les facteurs solubles produits par les cellules tumorales pour activer la réponse
immune nécessaire a la régression tumorale (S. Kusmartsev et al., 2003). En effet, la
réduction du potentiel inflammatoire chez des souris déficientes pour le récepteur a I’'IL-1
permet de retarder I’accumulation des MDSC et de réduire la progression tumorale et

métastatique (Bunt et al., 2007). De plus, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), un
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facteur de croissance nécessaire au recrutement (Melani et al., 2003) et a I’expansion (Ohm &
D. P. Carbone, 2001) des MDSC, M-CSF, IL-6 ou PGE2 bloquent la différenciation des
MDSC en DC matures par I’intermédiaire d’'un mécanisme nécessitant 1’activation de la voie
de signalisation STAT3 (D. Gabrilovich, 2004; Nefedova et al., 2004; Sinha et al., 2007). De
méme, Chalmin et coll. montrent dans des modéles de cancers que Hsp72 est indispensable a
I’expansion, 1’activation et la fonction suppressive des MDSC murines ou humaines,
également via la voie de signalisation de STAT3 (Chalmin et al., 2010). Une autre étude
utilisant un adénovirus codant pour le FIt3L (fms-like tyrosine kinase 3 ligand) a permis
d’induire 1’expansion des MDSC bloquant ainsi I’effet thérapeutique obtenu dans un modé¢le
de cancers suite a I’utilisation de DC et de lymphocytes T, B ou NK (Solheim et al., 2007). A
I’inverse, 1’utilisation de siRNA bloquant 1’expression du facteur SCF (Stem Cell Factor) ou
le blocage de I’interaction de SCF avec son récepteur c-kit dans un modele de cancer chez la
souris a permis de réduire I’expansion des MDSC, de restaurer la réponse proliférative de
cellules T infiltrant la tumeur et ainsi de provoquer le rejet tumoral (P.-Y. Pan et al., 2008).
Une autre étude a montré que la cyclophosphamide empéche la croissance tumorale en
favorisant le développement de MDSC capables d’inhiber la réponse immunitaire par
I’intermédiaire de la production de NO (Pelaez et al., 2001). Le GM-CSF induit lui aussi
I’expansion des MDSC qui suppriment la réponse cellulaire T CD8" spécifiques de la tumeur.
En revanche en combinaison avec 1’IL-4, le GM-CSF induit la différenciation des MDSC en
DC matures capables d’activer la réponse immune (Bronte et al., 1999; Mellstedt et al.,
1999). Enfin, il a été récemment montré que le complément C5a, appelé aussi anaphylatoxine,
augmentent 1’infiltrat de MDSC au niveau de la tumeur et leur confére une activité
suppressive via la régulation de la production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) et de

I’azote (Markiewski et al., 2008).

11-2.6.3 Mécanismes de suppression

De nombreux mécanismes de régulations ont été associés aux MDSC, probablement dus a
leur caractére hétérogéne. Encore aujourd’hui de nouveaux mécanismes sont identifiés.

Suite a un stress immun, les MDSC s’accumulent dans les organes lymphoides ou elles
suppriment la prolifération et la production de cytokines de cellules T et B activées par des
alloantigénes (Schmidt-Wolf et al., 1992) ou par une stimulation via le CD3 (M. R. Young et
al., 1996) en les bloquant en phase GO/G1 du cycle cellulaire (Mazzoni et al., 2002; P.
Serafini et al., 2004) de facon contact dépendante (D. I. Gabrilovich et al., 2001; S.
Kusmartsev et al., 2004). Les MDSC sont aussi capables d’inhiber I’activité des cellules NK
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(Brooks & Hoskin, 1994). Une étude in vitro a montré que 1’ajout de seulement 3% de MDSC
était capable de bloquer totalement la prolifération des lymphocytes T (Mazzoni et al., 2002).
De nombreuses études ont montré que l’interaction cellulaire entre les MDSC et les
lymphocytes T, ainsi que la sécrétion d’IFN-y par les lymphocytes T, étaient nécessaires au
déclenchement de I’activité suppressive par les MDSC (Mazzoni et al., 2002). Ainsi, 1’étude
de souris tumorales a permis de montrer que I’TFN-y produit par les lymphocytes T activés et
la stimulation T par le CD40 (Lejeune et al., 1994; Angulo et al., 2000; Mazzoni et al., 2002)
permet aux MDSC d’utiliser les signaux provenant de I'IFN-y et de I’IL-13 qu’elles sécrétent
pour supprimer la réponse cellulaire (Gallina et al., 2006).

Afin de controler la réponse cellulaire T et en réponse aux signaux fournis par les
lymphocytes T activés, les MDSC activées utilisent deux types d’enzymes impliquées dans le
métabolisme de la L-arginine: iNOS qui permet la génération de NO (S. A. Kusmartsev et al.,
2000) et Argl (arginase 1) qui appauvrit le milieu en arginine (Mills et al., 1992; Bronte &
Zanovello, 2005; Gallina et al., 2006; Makarenkova et al., 2006). L’activation de 1’une ou
I’autre de ces enzymes inhibe la prolifération cellulaire T en interférant avec les voies de
transduction des signaux intracellulaires et en induisant 1’apoptose des cellules T (Brito et al.,
1999; Bronte et al., 2003). En effet, I’appauvrissement de la L-arginine inhibe la prolifération
des cellules T a travers plusieurs mécanismes différents telles que la diminution de leur
expression de la chaine £ de CD3 (P. C. Rodriguez et al., 2002; P. C. Rodriguez et al., 2007)
et ’inhibition de leur régulation positive de I'expression de la cycline D3 régulatrice du cycle
cellulaire et kinases cycline-dépendantes 4 (P. C. Rodriguez et al., 2007). Ainsi, la perte de la
chaine £ de CD3 entraine une diminution des signaux intracellulaires qui en découlent (Otsuji
et al., 1996; Ezernitchi et al., 2006) de facon dépendante du métabolisme de la L-arginine (P.
C. Rodriguez et al., 2007; P. C. Rodriguez et al., 2002; Zea et al., 2005). En effet, dans un
milieu dépourvu en arginine, les lymphocytes T sont bloqués en phase GO/G1 du cycle
cellulaire (P. C. Rodriguez et al., 2002). La régulation de la concentration en L-arginine dans
le microenvironnement représente donc un mécanisme important pour moduler 1’expression
de la chaine CD3C du TCR et ainsi la fonction cellulaire T (Figure 11). Le NO, quant a lui,
supprime la fonction des lymphocytes T par le biais d’autres mécanismes impliquant
I'inhibition de la fonction de JAK3 et STAT5S dans les cellules T (Bingisser et al., 1998),
l'inhibition de 1’expression du CMH de classe II expression (Harari & Liao, 2004) et
l'induction de 1’apoptose des cellules T (Rivoltini et al., 2002). In vitro, Iutilisation d’un
inhibiteur de INOS, le L-NMMA, (S. A. Kusmartsev et al., 2000) ainsi que I’utilisation du L-



Introduction — La tolérance en transplantation : cellules régulatrices

NMMA en combinaison avec 1’Argl (Bronte et al., 2005) bloquent I’inhibition de la
prolifération cellulaire T par les MDSC. De méme, I’utilisation d’inhibiteurs de la
phosphodiestérase-5 retarde la progression tumorale en diminuant 1’expression de I’Argl et
d’iNOS et ainsi en régulant la machinerie suppressive par les MDSC (P. Serafini et al., 2006).
De Wilde et coll. montrent pour la premiére fois qu’une autre enzyme, HO-1, est associée a la
fonction suppressive des MDSC (De Wilde et al., 2009). En effet, les MDSC induites par des
endotoxines produisent de 1’'IL-10 et expriment HO-1 (De Wilde et al., 2009), une enzyme
intervenant dans la réponse au stress oxydatif et dotée de propriétés immunorégulatrices et
cytoprotectrices. Ainsi, I’inhibition spécifique de HO-1 par du SnPP, annule completement la
suppression des cellules T et la production d’IL-10 par les MDSC, montrant le r6le important
de cette enzyme dans la fonction des MDSC (De Wilde et al., 2009).

En plus de leur action directe, 1I’équipe de Huang a montré que les MDSC peuvent aussi avoir
une action indirecte sur I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T en induisant le
développement de Treg CD4'CD25" exprimant Foxp3 (B. Huang et al., 2006). Le
développement de ces cellules régulatrices est indépendant des mécanismes suppresseurs
« classiques » des MDSC fonctionnant par la synthése de NO. De plus, 1’absence de
I’expression de CD80 sur les MDSC ou I’utilisation d’anticorps dirigés contre la molécule
CTLA-4 retarde la croissance tumorale suggérant que 1’interaction CD80/CTLA-4 entre les
MDSC et les Treg est nécessaire au développement de ces derniéres (R. Yang et al., 2006).
Une autre étude a analysé I’interaction des MDSC avec les macrophages dans un modéle de
cancer chez la souris. La diminution de la sécrétion d’IL-12 par les macrophages est
dépendante de la production d’IL-10 par les MDSC et bloque le développement d’une réponse
Th1, ce qui favorise le développement tumoral (Sinha et al., 2007).

Plus récemment, le peroxynitrite est apparu comme un médiateur essentiel de la suppression
par les MDSC de la fonction des cellules T. En effet, le peroxynitrite est un produit d'une
réaction chimique entre le NO et I'anion superoxyde, et est I'un des oxydants les plus
puissants. Il induit la nitration et la nitrosylation des acides aminés comme la cystéine, la
méthionine, le tryptophane et la tyrosine (Vickers et al., 1999). De forts taux de peroxynitrites
ont été retrouvés dans les régions ou les MDSC et les cellules inflammatoires s'accumulent
juste avant I’induction des réactions immunitaires. Ces niveaux éleves de peroxynitrites ont
par ailleurs été associés a la progression tumorale dans de nombreux types de cancer (Vickers
et al., 1999; Cobbs et al., 2003; Bentz et al., 2000; Dairou et al., 2005; Ekmekcioglu et al.,
2000; Kinnula et al., 2004; Y. Nakamura et al., 2006), qui a été liée a I’absence de réponse

des cellules T. Une étude a également rapporté 1’infiltration de cellules T CD8" différenciées,
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mais non-actives, dans 1’adénocarcinome de la prostate chez ’homme (Bronte et al., 2005).
En effet, il semblerait que la production de peroxynitrites par les MDSC lors d'un contact
direct avec les cellules T conduit a la nitration du TCR et de la molécule CD8, modifiant le
peptide de liaison spécifique des cellules T et les rendant ainsi insensibles a la stimulation
spécifique par lI'antigéne (Nagaraj et al., 2007). Un autre facteur important qui contribue a
I'activité suppressive des MDSC est la production de ROS. L’augmentation de la production
de ROS est apparu comme l'une des principales caractéristiques des MDSC de souris
porteuses de tumeurs et de patients atteints de cancers (Youn et al., 2008; Bronte et al., 2000;
Schmielau & Finn, 2001; S. Kusmartsev et al., 2005; Szuster-Ciesielska et al., 2004; Waris &
Ahsan, 2006; Mantovani et al., 2003; Agostinelli & N. Seiler, 2006). In vitro, I'inhibition de la
production de ROS par des MDSC extraites de ces souris et patients annule completement
I'effet suppressif de ces cellules (Bronte et al., 2000; Schmielau & Finn, 2001; Szuster-
Ciesielska et al., 2004). Les intégrines, qui sont exprimées a la surface de MDSC,
contribueraient & I’augmentation de la production de ROS suite a I'interaction des MDSC avec
les cellules T. Cependant, plusieurs facteurs connus dérivés de tumeurs tels que le TGF-3,
I’IL-3, I’'IL-6, I’'IL-10, les facteurs de croissance dérivés des plaquettes et le GM-CSF,
peuvent également induire la production de ROS par les MDSC (Sauer et al., 2001).

Deux autres mécanismes de suppression ont été récemment identifiés. Les MDSC peuvent
notamment diminuer I’expression de la L-sélectine (CD62L), une molécule membranaire
intervenant dans la migration des cellules T naives vers les ganglions lymphatiques. Ainsi, les
lymphocytes T CD4" et CD8" sont incapables de migrer vers les ganglions lymphatiques ou
les sites d’inflammation ou ils sont censés s’activer (Hanson et al., 2009). Les MDSC peuvent
également bloquer I'activation des cellules T en privant leur environnement de la cystéine, un
acide aminé essentiel pour I'activation des cellules T. En effet, les cellules T ne possédent ni
I'enzyme de conversion de la méthionine en cystéine, ni le transporteur membranaire pour
importer la cystine, qui pourrait ensuite étre réduit au niveau intracellulaire en cystéine. Les
cellules T doivent donc obtenir leur cystéine a partir de sources extracellulaires. En condition
normale, les CPA (i.e. DC et macrophages) synthétisent la cystéine a partir de la methionine
et importent la cystine extracellulaire pour la convertir en cystéine. La cystéine excédante est
ensuite exportée pendant la présentation de 1’antigéne et importée par les lymphocytes T. Or,
les MDSC sont également incapables de convertir la méthionine en cystéine et sont donc
totalement dépendants de I'importation de cystine. Lorsque les MDSC sont présentes en
concentrations élevées, elles importent la plupart de la cystine disponible, privant ainsi les DC

et les macrophages de cystine. Enfin, ne pouvant pas exporter la cystéine, les MDSC vont
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donc induire un environnement déficient en cystéine induisant une incapacité des cellules T

de synthétiser les protéines nécessaires a leur activation.
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Figure 11 : Mécanismes suppresseurs des MDSC.
D’apres (Ostrand-Rosenberg & Sinha, 2009).

11-2.6.4 MDSC et transplantation

En transplantation, le réle des MDSC est peu caractérisé, contrairement a celui des Treg.
Cependant, des données récentes montrent que les MDSC sont également associées a la survie
a long terme et la tolérance en transplantation. Etant & un stade embryonnaire en
transplantation, les MDSC sont principalement mises en évidences dans des modéles
rongeurs. Une premiére étude sur des souris déficientes pour la molécule SHIP a permis de
montrer qu’elles €taient capables d’accepter une allogreffe de moelle osseuse sans développer

de GVHD. Or, la molécule SHIP intervient dans la régulation de la survie cellulaire, de la
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prolifération, de la différenciation des cellules myeloides ainsi que dans la régulation de
I’homéostasie des MDSC (Q. Liu et al., 1999). Ainsi, I’inhibition de la GVHD chez ces souris
SHIP-/- semble étre due a I’accumulation des MDSC qui suppriment les réponses cellulaires
T allogéniques (Ghansah et al., 2004; Paraiso et al., 2007). Toujours chez la souris, le
transfert adoptif de MDSC fonctionnelles générées in vitro a partir des cellules souches
embryonnaires (ES) de souris prévient la GVHD (Z. Zhou et al., 2010), via I’IL-10 et iNOS.
Elles sont également capables d’induire le développement de Treg CD4"CD25 Foxp3” (Z.
Zhou et al., 2010). De méme, Highfill et coll. montrent que des MDSC dérivées de la moelle
osseuse inhibent la GVHD par un mécanisme dépendant de 1’Argl, qui est elle-méme est
régulée par I’IL-13 (S. L. Highfill et al., 2010). Le role des MDSC en transplantation
d’organe a d’abord été décrit par notre équipe dans un modele d’allogreffe rénale chez le rat,
dans lequel la tolérance est induite par un anticorps antagoniste anti-CD28 (A.-S. Dugast et
al., 2008). Ainsi, une accumulation de cellules de phénotype CD3 ClasslI'CD11b"CD80-86" a
été observée dans le sang des receveurs tolérants et des cellules de phénotype similaire ont
également été détectées dans le greffon de ces animaux. Ces cellules, identifieées comme des
MDSC, inhibent la prolifération des lymphocytes T effecteurs et induisent 1’apoptose de
maniere contact-dépendant. Elles expriment également iNOS et leur fonction suppressive en
dépend. En effet, ’injection d’un inhibiteur d’iNOS, induit le rejet d’allogreffe préalablement
tolérée. Comme dans les tumeurs, les MDSC vont ici exercer leur fonction suppressive au
niveau du greffon (A.-S. Dugast et al., 2008). De méme le transfert adoptif de MDSC traitées
au LPS induit la prolongation de survie d’une allogreffe de peau chez la souris (De Wilde et
al., 2009). Dans ce modele, les MDSC expriment HO-1 associée a une meilleure survie du
greffon. De plus, le transfert du géne de I'HO-1 facilite I’induction de tolérance. HO-1
empéche la maturation des DC et la production de cytokines proinflammatoires, tout en
préservant la sécrétion d'IL-10. Les MDSC traitées préalablement avec un inhibiteur
spéecifique de HO-1 ne préviennent pas le rejet de ’allogreffe de peau, suggérant que cette
voie est importante pour l'induction de la tolérance en transplantation (De Wilde et al., 2009).
Toujours dans un modeéle de peau chez la souris, 1’induction in vivo de MDSC Gr-1"'CD11b"
ou de Treg CD4'Foxp3™ par du rhG-CSF (recombinant human Granulocyte-Colony
Stimulating Factor, Neupogen) ou par un complexe d’IL-2 (IL-2C) respectivement, prolonge
la suivie de I’allogreffe (Adeegbe et al., 2010). De maniére intéressante, lorsque les animaux
sont traites avec la combinaison de Neupogen et IL-2C, une augmentation de Treg est
observée (Adeegbe et al., 2010), supposant un effet synergique des deux molécules. Ainsi,

cette observation suggére une éventuelle coopération entre MDSC et Treg permettant une
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prolongation de la survie d’allogreffe. Cependant, les mécanismes de régulation doivent étre
élucidés. Dans un autre modele de greffe de peau chez la souris, I'engagement du récepteur
ILT2 (un récepteur inhibiteur dont l'activation entraine une diminution de 1’activation des
lymphocytes T) avec HLA-G induit 1’expansion d’une population de MDSC dotée d’une
importante activité suppressive (W. Zhang et al., 2008). La survie des allogreffes de peau est
prolongée suite a un transfert adoptif de ces MDSC provenant de souris transgéniques ILT2.
L'évaluation histologique des allogreffes montre par ailleurs que les MDSC s’accumulent au
niveau du greffon. L’interaction HLA-G/ILT2 induit du VEGF et du GM-CSF qui contribuent
a I'expansion des MDSC. Par ailleurs, ces souris transgéniques ILT2 ont une augmentation de
I'expression de 1’Argl, due probablement a la surexpression de I'lL-4 et 1’IL-13 dans les
MDSC (W. Zhang et al., 2008). Des données récentes ont montré I'implication de MDSC
dans un modele d'allotransplantation d'ilots pancréatiques chez des souris diabétiques (Marigo
et al., 2010). Dans ce modele, un transfert adoptif de MDSC, issues de la moelle osseuse et
générées par le GM-CSF et I’IL-6, augmente de facon significative le pourcentage de survie a
long terme des souris transplantées avec des flots allogéniques en I'absence de toute
immunosuppression. La tolérance est obtenue par une inhibition des cellules T productrice
d”'IFN-y (Marigo et al., 2010). Enfin, dans un modeéle de transplantation cardiaque chez la
souris, le groupe d’Ochando a mis en évidence des cellules CD11b*CD115Grl" qu’ils
qualifient de monocytes, présentant cependant le méme phénotype que les MDSC. La
tolérance a ’allogreffe est induite par le blocage de la costimulation par un anticorps anti-
CDA40L et est associée a I’augmentation de cellules CD11b"CD115°Gr1" ayant des propriétés
tolérogéniques. Peu de temps aprés la transplantation, les monocytes Gr1* semblent migrer de
la moelle osseuse vers l'organe transplanté, ou ils empéchent l'initiation de réponses
immunitaires adaptatives qui conduisent a un rejet d'allogreffe et participent a I'induction des
Treg (M. R. Garcia et al., 2010).

Ainsi, les MDSC représentent un ensemble de cellules régulatrices naturelles avec une forte
capacité a contréler la réponse immunitaire adaptative. Leur réle potentiel dans l'induction et
le maintien de la tolérance en transplantation expérimentale et clinique nécessite plus
d’investigations. En effet, certains receveurs deviennent tolérants a leur allogreffes au cours
des épisodes de septicémie durant lesquelles I’immunosuppression est arrétée. Les MDSC
peuvent ainsi étre générées au cours de ces conditions inflammatoires, et peuvent fournir une
contribution majeure a la tolérance. Le phénotype des sous-populations de MDSC humaines
doit étre defini de maniere plus détaillée, et les facteurs impliqués dans I'induction,

I'expansion et I'activation des MSDC lors de la transplantation n'ont pas encore été explorés.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.gate2.inist.fr/pubmed?term=%22Ochando%20JC%22%5BAuthor%5D
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Les caractéristiques de migration et la cinétique dans la distribution et I'activité des MSDC, en
particulier dans le contexte de la transplantation, ne sont pas connus.

Lors de ma thése, nous avons pu étudier la population de MDSC accumulées dans une
situation de tolérance dans un modele de greffe de rein chez le rat obtenue a la suite du
blocage de la voie de costimulation CD28/CD80-86. Ceci sera plus amplement développé

dans ma seconde partie intitulée « Résultats ».
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I11- Synapse immunologique et costimulation

I11-1 Synapse immunologique

I11-1.1 Formation de la synapse immunologique

L’engagement du TCR par le complexe CMH-peptide initie un signal qui est transmis au
noyau par des cascades de phosphorylation et de translocations de protéines aboutissant
finalement a I’activation cellulaire T. Cette initiation du signal intracellulaire est induite par
un regroupement membranaire (clustering) des molécules de TCR qui s’accompagne d’un
réarrangement caractéristique en surface de la cellule T pour former une structure circulaire
concentrique au niveau de la zone de contact entre la cellule T et CPA, appelée synapse
immunologique (SI). Divers mécanismes vont ainsi réguler positivement ou négativement
cette activation cellulaire induite par le TCR. Un déséquilibre de ces modules de régulation
peut affecter I'efficacité de la réponse immunitaire ou induire des phénomeénes
d’autoimmunité (Goodnow, 2007).

Les études d’imagerie en microscopie confocale ont montré une remarquable organisation
moléculaire au sein de la SI (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999; Bromley et al., 2001,
Cemerski & A. Shaw, 2006). La Sl est composée de 3 régions concentriques basées sur leur
composition moléculaire : (i) la c-SMAC riche en TCR, en molécules CD4 ou CD8 et en
molécules de costimulation comme CD28 ; (ii) la p-SMAC entourant la c-SMAC, riche en
intégrines comme LFA-1 (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999) ; (iii) une troisieme
région appelée d-SMAC, riche en molécules volumineuses comme CD43 ou CD45.

Avec la formation de la synapse, le TCR initialement a I’extérieur est transporté au centre
dans la c-SMAC tandis que LFA-1 initialement au centre est transporté a 1’extérieur pour
former la p-SMAC, aboutissant a la formation de la synapse « mature » (Grakoui et al., 1999).
Le complexe supramoléculaire d’activation SMAC (SupraMolecular Activation Cluster) se
forme alors au niveau de radeaux lipidiques (micro-domaine lipidique riche en cholestérol et
glycosphingolipides) formés dans la membrane plasmique favorisant 1’échange de signaux. Le
premier contact non spécifique entre un lymphocyte T et une CPA s’effectue par
I’intermédiaire des molécules d’adhérence comme les interactions entre ICAM-1 et LFA-3 a
la surface des CPA et leurs ligands LFA-1 et CD2 respectivement (Figure 12). Initialement,
les molécules CMH et TCR sont plut6t externes et accompagnées de plusieurs protéines
(CD43, CD45, ICAM-1). L’engagement du TCR provoque de petits agrégats et une
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redistribution des protéines membranaires : TCR et CMH étant alors entourés d’un anneau
riche en intégrines et ICAM-1, CD43, CD45 se trouvant en périphérie (Johnson et al., 2000;
Sperling et al., 1998). LFA-1 joue un rdle tres important dans le rassemblement des TCR avec
SMAC ainsi que dans la réorganisation du cytosquelette lymphocytaire et I’exclusion de la

molécule CD45 de la synapse centrale (Graf et al., 2007).
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Figure 12 : L’interaction entre le lymphocyte T et la CPA.
D’apreés (Huppa & M. M. Davis, 2003)

I11-1.2 Transduction du signal et voies de signalisation

La liaison du TCR avec le complexe CMH/peptide entraine tout d’abord le recrutement et
’activation des Src kinases, Lck et Fyn. Ces protéines kinases vont phosphoryler les tyrosines
des motifs ITAMs des domaines intracytoplasmiques des chaines du complexe CD3 (Figure
13) (Smith-Garvin et al., 2009). La tyrosine kinase ZAP70 se fixe alors a ces ITAMs
phosphorylés via son domaine SH2 (Src homology 2). Parmi les plus importantes cibles de
ZAPT0, figurent la protéine transmembranaire adaptatrice LAT (Linker for the Activation of T
cells) et la protéine adaptatrice cytosolique SLP-76 (SH2 domain containing Leucocytes
Phosphoprotein of 76 kDa). Ces 2 protéines jouent un réle central dans la mise en place et la
connexion des différentes voies de transduction du signal. En effet, la phosporylation sur de
nombreuses tyrosines de ces protéines conduit a I’activation de différentes voies de

signalisation  dépendantes de la PLC-y(Phospholipase C-7) et de Ila PI3K
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(Phosphatidylinositol-3-OH Kinase). Suite a I’activation du TCR, la PLC-y est recrutée au
niveau du complexe SLP-76, Vavl et LAT ou elle est ensuite phosphorylée par la kinase Itk
(IL-2-inducible T-cell kinase). Une fois activee, la PLC-y hydrolyse le phosphatidylinositol
4,5-biphosphate (PIP2) conduisant a la formation de deux seconds messagers : 1’inositol-1,4,5-
triphosphate (IPs) médiant la voie de signalisation calcique et le diacylglycérol (DAG)
responsable de ’activation de la voie de la PKC-6 (Protein Kinase C-¢) et de la voie des

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase).
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Figure 13 : Représentation schématique des voies de transduction du signal mises en place

suite a l’engagement du TCR.
D’apres (Padhan & Varma, 2010).

111-1.2.1 Voie de signalisation calcique

L’IPs se fixe a des récepteurs de la membrane du réticulum endoplasmique ouvrant ainsi des
canaux calciques qui vont relarguer le calcium dans le cytoplasme (Figure 14) (Feske, 2007).
Cette augmentation rapide mais transitoire de calcium conduit a 1’ouverture de canaux

calciques de la membrane plasmique du lymphocyte T, les CRAC (Calcium Release Activated
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Calcium Channels). L’ouverture des CRAC permet une entrée du calcium depuis le milieu
extracellulaire, maintenant ainsi une concentration cellulaire en calcium élevée. Le calcium se
fixe alors sur la calmoduline. Le complexe calcium/calmoduline active alors la calcineurine,
une phosphatase, qui va a son tour déphosphoryler le facteur de transcription NFAT et ainsi
conduire a sa translocation au noyau. Dans le noyau, NFAT coopere avec de nombreux autres
facteurs de transcription conduisant a I’expression différentielle de nombreux genes dont celui
de I’'IL-2. La voie calcique, en agissant sur les protéines du cytosquelette, contribue aussi a
I’immobilisation de la cellule T lors de la rencontre avec une CPA, formant ainsi la synapse

immunologique mature.

111-1.2.2 VVoie des MAP Kinases

La voie des MAP kinases (MAPK), utilisée par toutes les cellules de 1’organisme, permet de
réguler divers processus cellulaires allant de la différenciation cellulaire a I’apoptose. Chez les
mammiferes, les MAPK sont impliquées dans tous les aspects de la réponse immunitaire,
allant de I’initiation de la réponse innée a 1’activation de la réponse adaptative jusqu’a la mort
cellulaire (C. Dong, R. J. Davis, et al., 2002). 1l existe 3 groupes majeurs de MAPK chez les
mammifeéres : ERK 1 et 2 (Extracellular signal-regulated protein kinases), les p38 MAPK et
les INK (c-Jun NH2- terminal kinases). L’activation des MAPK résulte de I’enchainement
d’une cascade de phosphorylations sur des résidus sérine ou thréonine. Les MAPK sont
phosphorylées par des MAP kinase kinases (MAPKK) qui sont elles-mémes phosphorylées
par des MAP kinase kinase kinases (MAPKKK). Suite a I’engagement du TCR, la protéine
LAT va recruter et fixer la protéine adaptatrice GRB2 (Figure 13) (Smith-Garvin et al.,
2009). GRB2 est elle-méme constitutivement associée a SOS, une GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) qui permet 1’activation de la GTPase Ras. La protéine Ras active alors les
MAPKKK induisant la cascade des MAP kinases qui conduit a la translocation nucléaire de
ERK 1 et 2. Les kinases ERK vont activer le facteur de transcription EIk qui contribue a
I’activation du complexe de transcription AP-1 (c-Jun/c-Fos) via la régulation de c-Fos. La
costimulation par CD28 permet 1’activation de Vav-1 conduisant a la phosphorylation de c-
Jun par JNK qui pourra alors s’associer a c-Fos. De plus, le DAG, en induisant le recrutement

a la membrane de la GEF RasGRP, permet aussi I’activation de Ras.
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I11-1.2.3 Voie de la PI3K

Une autre voie de transduction du signal implique I’intervention d’une lipide kinase, la
phosphatidylinositol-3 kinase (PI13K) qui phosphoryle le PIP. membranaire pour géenérer du
PIPs (Figure 13) Aprés activation du TCR, la PI3K est recrutée a la membrane plasmique via
le domaine SH2 de sa sous-unité régulatrice (p85). Il a été montré que la PI3K pouvait se
fixer aux tyrosines phosphorylées des queues cytoplasmiques des molécules de costimulation
CD28 et ICOS. L’activation de la PI3K se fait dans les secondes qui suivent 1’activation du
lymphocyte T, précédant méme le flux calcique. Le lipide membranaire PIPs permet le
recrutement a la membrane plasmique de nombreuses enzymes a domaine PH (Pleckstrin
Homology) dont la sérine-thréonine kinase AKT qui joue un r6le important, notamment dans
la croissance et la prolifération cellulaires, la survie et la production de cytokines. Les Tec
kinases, dotées de domaines PH, dont Itk peuvent aussi étre recrutées a la membrane et étre
activées. Elles permettent alors d’activer la PLC-y. Il a aussi été¢ suggéré qu’AKT et Itk
pouvaient réguler la différenciation en Thl et Th2 respectivement (Schaeffer et al., 2001). De
plus, la voie de la PI3K semble impliquée dans la sensibilité des T effecteurs a la suppression
des lymphocytes T régulateurs (Wohlfert & R. B. Clark, 2007).

[11-1.2.4 Voie de la PKC-6

Le DAG mais aussi Lck vont favoriser 1’activation de la PKC-0 (isoforme 6 de la protéine
kinase C) ainsi que son recrutement membranaire au niveau de la synapse immunologique
(Figure 14) (K. Hayashi & Altman, 2007). La PKC-6 va ainsi réguler I’activation de facteurs
de transcription importants pour la fonction des cellules T, tels que NF-xB, AP-1 et NFAT.
Une fois activée, la PKC-0 active la kinase IKK qui a son tour phosphoryle 1kB du complexe
IkB/NFxB induisant ainsi la dégradation d’IxB. Ceci permet la translocation nucléaire du
facteur de transcription NF-xB. Elle active également NF-kB par la phosphorylation de la
protéine CARMA-1 (Caspase-recruitment domain (CARD) membrane-associated guanylate
kinase (MAGUK) protein 1) (Blonska & X. Lin, 2009). En effet, CARMA-1 va recruter 2
protéines, Bcl10 (B-cell CLL-lymphoma 10) et MALT1 (Mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation gene 1), et former le complexe CBM. Ce complexe va activer la
kinase IKK et conduire a I’activation de NF-xB (Blonska & X. Lin, 2009). Le réle de la PKC-
0 dans la signalisation NF-kB est sélectif de la voie de signalisation TCR-CD28
(Coudronniere et al., 2000; X. Lin et al., 2000). La PKC-6 induit aussi I’activation du facteur
de transcription AP-1 via la phosphorylation de SPAK (Ste20-related upstream mitogen-
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activated protein kinase) (Y. Li, J. Hu, et al., 2004). Le role de PKC-0 sur NFAT est, quant a
lui, controversé. En effet, une étude a rapporté que la voie calcique et I'activation de NFAT
étaient in vitro relativement normales dans les cellules T déficientes en PKC-6 (Z. Sun et al.,
2000), tandis qu'un autre groupe a constaté que ces 2 voies étaient défectueuses (Pfeifhofer et
al., 2003). L’activation de NF-xB et du complexe AP-1 conduit alors a 1’activation de génes
impliqués dans la survie, la différenciation, 1’homéostasie et les fonctions effectrices des
lymphocytes T (Schulze-Luehrmann & Ghosh, 2006).

(Bcl-10) { Malt-1) \
Prolifération et

Copac )— e sécrétion de
cytokines
NFAT

Figure 14 : Le role de la PKC-6 dans la signalisation induite par le TCR et CD28 dans les
cellules T.
D’aprés (Zanin-Zhorov et al., 2011).
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I11-2 La costimulation

Le signal fournit par le TCR n’est pas suffisant pour ’activation compléte du lymphocyte T.
En effet, la liaison du TCR en I’absence de signal de costimulation induit généralement
I’apoptose ou un état d’anergie dans lequel les lymphocytes T sont incapables de produire de
I’IL-2 et de proliférer (Schwartz, 1990). La costimulation apporte un signal supplémentaire
requis pour dépasser 1’état d’anergie et pour I’activation productive des lymphocytes T. Un
grand nombre de co-récepteurs ont été décrits dont les mieux caractérisés sont les molécules
de la superfamille des immunoglobulines, CD28, et ICOS (A. H. Sharpe & Freeman, 2002;
Rudd & H. Schneider, 2003). Méme si des études montrent I’importance de la costimulation
via CD28 et CTLA-4 (détaillée ci-dessous), toutes les réponses immunes ne sont pas affectées
par la perte de CD28 montrant que d’autres molécules peuvent costimuler les lymphocytes T.
En effet, il existe de nombreuses autres molécules de costimulation parmi lesquelles figurent
CD2, CD5, CD30, 4-1BB, 0X40, LFA-1, PD-1 et ICOS.
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ICOS, a l'inverse de CD28, n'est pas exprimé sur les lymphocytes T naifs (Rudd & H.
Schneider, 2003). En effet, I’expression d’ICOS est rapidement induite sur les lymphocytes T
apres activation et est influencée a la fois par la signalisation du TCR et de CD28. ICOS-L est
exprimé constitutivement sur les DC, les monocytes et les lymphocytes B non stimulés, mais
également sur les tissus non-lymphoides (Greenwald et al., 2005). Lors de la phase
d’initiation de I’activation des lymphocytes T naifs, les effets d’ICOS sur la prolifération et la
production d’IL-2 sont modestes. La costimulation du lymphocyte T via ICOS semble
importante pour la régulation de la production de cytokines par les lymphocytes T récemment
activés et par les lymphocytes T effecteurs. En effet, la liaison d’ICOS a ICOS-L peut
entrainer une augmentation de la production d'IL-4, d’IL-5, d’IL-6, d’TFN-y, de TNF-q, et de
GM-CSF (Hutloff et al., 1999). De plus, ICOS intervient aussi dans I’inhibition de I’apoptose.

PD-1 est une protéine membranaire majoritairement exprimée par les lymphocytes T et B
activés, mais elle peut également étre présente sur les monocytes et les cellules NK activés
(A. H. Sharpe & Freeman, 2002). Des études in vitro ont montré que PD-1 inhibait
I’activation lymphocytaire et la production de cytokines (notamment I’IFN-y) apres
engagement avec ses ligands PD-L1 et PD-L2 principalement exprimés par les CPA
(Buckland et al., 2006; Latchman et al., 2001). Cette propriété semble due aux motifs ITIMs
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motifs) présents dans la queue cytoplasmique de
ce récepteur. Par ailleurs, le blocage de la voie PD-1/PD-L1 dans différents modéles de
greffes (moelle osseuse, cceur) accélére le rejet chronique et supprime la tolérance
périphérique induite par les Treg (K. Tanaka et al., 2007). Il apparait donc que la voie PD-
1/PD-L1 joue un rdle dans I’induction et le maintien de la tolérance (Habicht et al., 2007; K.
Tanaka et al., 2007; J. Yang et al., 2008).

111-2.1 La voie CD28/CD80-86/CTLA-4

Comme nous I’avons vu précédemment, la signalisation par le TCR entraine un ensemble de
signaux qui activent de multiples voies effectrices. Afin de controler I’amplitude et la durée
de la réponse T, I’activation de ces voies est régulée par de nombreuses protéines, dont CD28

et CTLA-4 font partie.
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111-2.1.1 CD28

Signalisation de CD28

CD28 peut recruter la PI3K, et I’interaction avec CD80-86 peut ainsi stimuler 1’association de
la PI3K avec CD28 (S. G. Ward et al., 1993; K. V. Prasad et al., 1994) et activer la voie de la
PI3K (vue précédemment). L’activation de la signalisation de CD28 entraine, avec le signal 1,
également une modification de la conformation de la PLC-y qui augmente la concentration de
d’IP; a I’origine du relargage du calcium des vésicules intracellulaires vers le cytoplasme.
Cette augmentation du calcium intracellulaire permet I’ouverture des canaux calciques et

I’entrée massive de calcium dans la cellule provoquant la translocation des facteurs de

transcription : NFAT, NF-kB ou AP-1 (Diehn et al., 2002; Acuto & Michel, 2003).

Role de CD28 dans la réponse lymphocytaire

La molécule de costimulation CD28 est une des premiéres molécules de costimulation
identifiées et une des mieux caractérisées aujourd’hui. Outre son role potentiel dans la
sélection thymique, CD28 joue un réle primordial dans 1’activation des lymphocytes T en
périphérie (Harding et al., 1992). En synergie avec le signal antigénique, CD28 permet de
dépasser le seuil nécessaire a ’initiation de la réponse immune, notamment en diminuant le
seuil et le nombre de TCR engagés nécessaires a 1’activation (Viola & Lanzavecchia, 1996;
Y. Itoh & Germain, 1997; Lanzavecchia et al., 1999). A la suite du signal et de I’interaction
de CD28 avec son ligand, la translocation calcium-dépendante des facteurs de transcriptions
NFAT, NF-xB et AP-1 contrdle la transcription d’IFN-y, de I’IL-4 et surtout de I’'IL-2 (C. B.
Thompson et al., 1989) qui agit de facon autocrine et fournit un signal de prolifération aux
lymphocytes T. L’engagement de CD28 permet aussi I’expression de cyclines D3
responsables de I’entrée dans le cycle cellulaire des lymphocytes T alors que 1’IL-2, produite
apres costimulation, est impliguée dans le maintien de la prolifération (Boonen et al., 1999).
Par ailleurs, en synergie avec le TCR, les signaux CD28 sont a 1’origine d’une protection
active contre la mort cellulaire en augmentant 1’expression de Bcl-xI (molécule anti-
apoptotique) (Boise et al., 1995) et d’IL-2 nécessaire a la survie et I’activation des
lymphocytes (Kane et al., 2001). En effet, une nouvelle stimulation de lymphocytes
récemment activés aboutit a une entrée en apoptose par un mécanisme d’ AICD, permettant le
controle des reponses immunes et evitant un emballement de ces dernieres. En plus de
I’interaction Fas-FasL, ’AICD est dépendante de la liaison TNF-o/TNFR2 qui entraine

notamment une diminution de I’expression d’ARNm codant pour Bcl-xl. Le signal CD28
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restaure ainsi I’expression de Bcl-xI et protége les lymphocytes T de I’AICD. La voie de
costimulation CD28/CD80-86 est également impliquée dans la régulation de la balance
Th1/Th2. En absence de CD28, il est déecrit que les cytokines IL-4 et IL-5 ne sont pas
produites suggérant que la différenciation Th2 dépendant de cette voie de costimulation (I. C.
Rulifson et al., 1997; Schweitzer & A. H. Sharpe, 1998). Par ailleurs, I’engagement de CD28
est impliqué dans la migration cellulaire et I’inflammation. Ainsi, la liaison CD28/CD80-86
permet la production de chimiokines tels que MIP-1a et MIP-1B (Herold et al., 1997) ou de
récepteurs de chimiokines comme CXCR4 (Carroll et al., 1997). Enfin, 1’étude in vivo de
souris deficientes pour CD28 (ou CD80-86) a ainsi permis de montrer également un defaut
dans la réponse cellulaire B dépendante de la réponse lymphocytaire T et un défaut
d’expression de récepteurs de costimulation nécessaires a la progression et a la maturation de
la réponse immune (A. H. Sharpe & Freeman, 2002). Enfin, une récente étude a mis en
¢évidence la liaison d’ICOSL a CD28 et CTLA-4 (S. Yao et al., 2011). Ainsi, I’interaction
CD28/ICOSL semble étre essentielle pour les réponses immunes contre un antigéne
allogénique ou les réponses meémoires. De la méme facon que I’interaction CD28/CD80-86,
cette interaction induit la survie cellulaire et la prolifération par I’induction de I’expression de
Bcl-xL, par I’inhibition de I’inhibiteur du cycle cellulaire p275™* et par ’activation importante

des voies de signalisation passant par ERK et AKT (S. Yao et al., 2011).

La synapse immunologique et CD28

CD28 ne semble pas jouer un réle dans la formation de la SI mais plutdt dans son maintien.
CD28 fait partie des microclusters ordonnés, qui associent notamment la PKC-6. D’apreés le
modele de Yokosuka et coll. (Figure 15), aprés une premiére phase trés rapide d’extension du
contact, la synapse immature va se retracter sur elle-méme afin d’agréger tous ces
microclusters au niveau de la c-SMAC. La formation de cette c-SMAC, qui prend une dizaine
de minutes, signe la formation d’une SI mature (Yokosuka & T. Saito, 2009; Alarcén et al.,
2011). Sans la formation de ce cluster principal TCR/CD28 au cceur de la SI, il ne peut y
avoir de transduction et de maintenance des signaux intracellulaires nécessaires pour obtenir
une activation complete des lymphocytes T. Par ailleurs les flux calciques, induits par les
signaux du TCR et de CD28, permettent le réarrangement et le transport vers la synapse
d’autres molécules, comme CTLA-4, par des mécanismes dépendant de 1’actine et de la

myosine (Wilfing & M. M. Davis, 1998; Grakoui et al., 1999).
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Figure 15 : Formation dynamique des microclusters de TCR-CD28 et de la synapse.
D’aprés (Alarcon et al., 2011).

111-2.1.2 CTLA-4

Signalisation de CTLA-4

CTLA-4 est un inhibiteur du signal transduit par le TCR et le CD28 qui est localisé au niveau
de vésicules intracellulaires. A la suite de I’engagement du TCR, CTLA-4 est exporté a la
membrane au niveau du site d’engagement du TCR (Linsley et al., 1996). La proximité de
CTLA-4 avec le TCR permet la phosphorylation d’une tyrosine de la partie
intracytoplasmique de CTLA-4 par une protéine associée au complexe CD3, la molécule
ZAPT0 permettant I’activation et le maintien de la molécule a la surface. La translocation
membranaire de CTLA-4 dépend également de la force du signal généré par le TCR (Egen &
Allison, 2002). Ainsi, un signal généré par un peptide fortement agoniste induira une plus

grande expression de CTLA-4 en surface qu’un signal généré par un peptide faiblement
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agoniste. La tyrosine phosphorylée de CTLA-4 peut interagir avec la sous-unité p85 de la
PI3K (H. Schneider et al., 1995; Chuang et al., 1999) et former un complexe avec la tyrosine
phosphatase SHP-2 (Marengere et al., 1996; Cilio et al., 1998) permettant 1’activation de la
voie de signalisation de CTLA-4. L’interaction CTLA-4/SHP-2 pourrait inhiber la liaison de
la tyrosine kinase Lck avec ZAP70 empéchant la phosphorylation de la chaine { du CD3,
nécessaire pour la transduction du signal par le TCR (Marengeére et al., 1996; K. M. Lee et al.,
1998). CTLA-4 agit tel un frein des le début de la cascade de phosphorylation correspondant a
la transduction du signal antigénique (M. Martin et al., 2001). CTLA-4 a également des effets
sur I’activation des facteurs de transcription consécutive a I’engagement du TCR et de CD28.
En effet, la liaison CTLA-4/CD80-86 réduit la phosphorylation de IkB-a et diminue
I’activation des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (Olsson et al., 1999). Enfin, a
I’inverse de CD28 qui diminue le seuil d’activation du TCR, certaines études montrent qu’en
présence de CTLA-4 ce seuil d’activation pourrait étre plus élevé (Egen & Allison, 2002;
Rudd, 2008).

Role de CTLA-4 dans la réponse lymphocytaire

Le role de CTLA-4 est tres important dans le contrdle des réponses immunes, telles
I’autoimmunité ou 1’homéostasie lymphocytaire (Perrin et al., 1996; Karandikar et al., 1998).
La génération d’un important désordre lymphoprolifératif accompagné d’un infiltrat de
lymphocytes T et de la destruction de hombreux tissus, conduisant a la mort en trois semaines,
chez les souris CTLA-4 KO en furent la premiére démonstration (Tivol et al., 1995;
Waterhouse et al., 1995). CTLA-4 va agir d’une part, par un mécanisme passif de compétition
qui, via le jeu des affinités entre les molécules CTLA-4 et CD28 pour leurs ligands, peut
interrompre la signalisation transmise par CD28 (M. L. Alegre et al., 1996; Carreno et al.,
2000) et ainsi conduire a la diminution de I’IL-2. D’autre part, un réle majeur de CTLA-4 est
dans la régulation par les Treg (voir partie sur les Treg). En effet, les désordres
lymphoprolifératifs chez les souris CTLA-4 KO se retrouvent également chez des souris
n’ayant qu’une invalidation conditionnelle de CTLA-4 uniquement dans les cellules Foxp3+,
c'est-a-dire les Treg chez la souris (Wing et al., 2008). Enfin, une signalisation intrinséque de
CTLA-4 conduit a divers effets inhibiteurs. CTLA-4 agit en bloguant la progression de la
cellule dans le cycle cellulaire, notamment via le blocage de la cycline D3 ou Cdk4 et 6
(Cyclin Dependant Kinase), arrétant la prolifération lymphocytaire T en phase GO et G1
(Krummel & Allison, 1996; P. J. Blair et al., 1998). L’arrét du cycle cellulaire peut également

conduire a I’apoptose des cellules activées par un mécanisme indépendant de la voie Fas/FasL.
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(Scheipers & Reiser, 1998). Par ailleurs, Hara et coll. ont montré que I’effet inhibiteur par
CTLA-4 nécessite l'activation d’une GTPase, Rap-1 (Hara et al., 2009). Cependant, les
mécanismes précis ne sont pas connus. Dans une autre étude, en absence de CTLA-4, les
lymphocytes T CD4" naifs se différencient en cellules de type Th2 et non en cellules de type
Thl (Ubaldi et al., 2003), montrant un réle de CTLA-4 dans la balance Th1l/Th2. Enfin,
I’engagement de CTLA-4 pourrait induire la sécrétion de cytokines immunosuppressives,
comme le TGF-B, bien que le role de CTLA-4 dans sa production soit toujours controversé
(W. Chen et al., 1998; Gomes et al., 2000; Sullivan et al., 2001).

La synapse immunologique et CTLA-4

A T’inverse de CD28 une nouvelle fois, CTLA-4 joue a un role trés important également dans
la SI, notamment en empéchant sa stabilité. Ainsi, Schneider et coll. ont mis en évidence le
réle de CTLA-4 dans la Sl : il inverse le « signal STOP » induit par le TCR aprées contact (H.
Schneider et al., 2006). lls ont en effet montré in vitro et in vivo que CTLA-4 augmente la
motilité des lymphocytes T CD4" chez la souris et chez ’homme. Lorsque le TCR s’engage
apres contact, une signalisation indispensable permet notamment la stabilisation de la
synapse. Ce « signal STOP » (Figure 16) induit par le TCR réduit de maniere trés importante,
voire arréte, la motilité des lymphocytes T afin qu’ils puissent rester en contact pendant
plusieurs heures avec la CPA et conduit a leur pleine activation (Negulescu et al., 1996;
Dustin et al.,, 1997; Mempel et al., 2004). Dans cette étude de Schneider et coll.,
I’augmentation de la motilité cellulaire apres contact par CTLA-4 empéche par la suite la
formation de Sl stables. Les contacts cellulaires deviennent trés courts et donc insuffisants
pour engendrer I’activation des lymphocytes T, la prolifération et la production d’IL-2.
L’explication moléculaire n’est pas encore complétement déterminée. En 2008, ce méme
groupe a de nouveau confirmé ce résultat et a montré que CTLA-4 perturbe et interrompt la
formation de microclusters de ZAP70 au sein de la synapse (H. Schneider et al., 2008), ce qui
pourrait étre a I’origine d’une diminution des flux calciques, du temps de contact et de
I’augmentation de la motilité. Ce nouveau modele est d’autant plus important que les
nouvelles données de la littérature a partir d’analyse biphotonique in vivo montrent assez
clairement que dans des modeles d’induction de réponses immunes spécifiques a un antigéne
ou dans des modeles de tolérance a un antigéne, le comportement et notamment la motilité
des lymphocytes T ne sont pas similaires (Bousso, 2008). En effet, lors d’une réponse
immune a un antigéne, les lymphocytes T dans les ganglions périphériques établissent de

longs contacts (> 6 heures) avec les DC et leur motilité est trés faible, permettant la stabilité



Introduction — Synapse immunologique et costimulation

de ces Sl. En revanche, dans le méme modele mais en condition tolérogene (sensibilisation au
préalable a I’antigene), les lymphocytes T sont trés mobiles et initient de courts contacts avec
les CPA. lls établissent ainsi de nombreux contacts trés brefs avec de multiples DC (Hugues
et al., 2004). Enfin, une étude plus récente, utilisant des clones de cellules T chez la souris,
confirme bien I’effet de CTLA-4 sur la motilité accrue des lymphocytes T (Hara et al., 2009).
Cette méme étude attribue cet effet & une suppression de recrutement prolongé de la protéine
du cytosquelette, Taline, au niveau de I’interaction lymphocyte T/CPA et a I’activation de

Rap-1 qui initie des signaux négatifs et empéche la formation de la SI.
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Figure 16 : Le modéle du « reverse STOP-signal » de CTLA-4.
D’aprés (Rudd, 2008).

111-2.2 Le blocage de la costimulation

Depuis la découverte du signal 2 et de la voie CD28/CD80-86, de nombreuses stratégies
thérapeutiques s’intéressant a bloquer spécifiquement la costimulation ont été développées
pour spécialiser 1I’immunosuppression. Certaines sont arrivées jusqu’a un développement

clinique. C’est notamment le cas des molécules bloquant les deux voies de costimulation les

plus étudiées : la voie CD40/CD40L et la voie CD28/CD80-86/CTLA-4. Notre équipe
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s’intéressant au blocage de la deuxiéme voie, seule celle-ci sera détaillée. Ainsi, deux
stratégies furent adoptées pour le blocage de la voie de costimulation CD28/CD80-86/CTLA-
4. La premicre stratégie est de bloquer 1’ensemble de la voie par des anticorps monoclonaux
anti-CD80 et anti-CD86, ainsi que par la protéine de fusion entre la partie extracellulaire de
CTLA-4 et la fraction Fc d’une Ig : CTLA4-Ig. La deuxieme stratégie, utilisée notamment par
notre équipe, est le blocage sélectif de CD28, en ciblant directement cette molécule
(Figure 17). Ainsi, lors de ma thése, j’ai étudié les mécanismes de régulation induits suite au
blocage sélectif de la molécule CD28 dans un modéle de tolérance a 1’allogreffe de rein chez
le rat et j’ai étudié I’effet de ce blocage sur des cellules T effectrices et régulatrices humaines

dans un modele in vitro a I’aide de la vidéo microscopie (Time Lapse) (voir partie Résultats).
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Figure 17 : Représentation schématique des mécanismes du blocage de CD28 vs CD80-86.
D’aprés (Poirier et al., 2011).

111-2.2.1 Blocage de CD80-86 en transplantation

La premiere stratégie pour bloquer cette voie de costimulation a été le blocage par des
anticorps des récepteurs des molécules CD28 et CTLA-4: CD80 et CD86. En effet, ces 2
anticorps combinés préviennent le rejet de foetus dans des modéles murins (X.-Y. Zhu et al.,
2005; L.-P. Jin et al., 2005) ou la GVHD T CD4" ou CD8" (Blazar et al., 1996) et induisent
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une survie de a long-terme de la greffe de peau ou de cceur (C. P. Larsen et al., 1996;
Woodward et al., 1998). Cependant aucune induction directe de tolérance n’est obtenue in
vivo, mais seulement dans des modéles ex vivo ou les Treg jouent un réle au premier plan (P.
A. Taylor et al., 2001). La molécule de CTLA4-1g a été beaucoup plus étudiée ces dernieres
20 années. CTLA4-1g prévient de maniére efficace et reproductible le rejet aigu et induit une
survie a long-terme dans de nombreux modeles de transplantation (cceur, rein, ilots), mais
I’induction de tolérance est cependant variable selon 1’organe et les mod¢les utilisés, et non-
reproductible (Turka et al., 1992; H. Lin et al., 1993; D. Yin & Fathman, 1995; Akalin et al.,
1996; X. X. Zheng et al., 1997; X. X. Zheng et al., 1999; K. Fan et al., 2007). En revanche,
que ce soit en transplantation cardiaque ou rénale, CTLA4-Ig réduit ou prévient 1’apparition
du rejet chronique (Russell et al., 1996; H. Azuma et al., 1996; Chandraker et al., 1998; K. S.
Kim et al., 2001). Les deux stratégies anti-CD80/86 et CTLA4-lg connurent un
développement préclinique en transplantation rénale et d’ilots (pour CTLA4-Ig uniquement).
Plusieurs études chez le PNH ont ainsi montré que 1’anti-CD86 a une meilleure efficacité dans
la prévention du rejet aigu et que la combinaison des deux anticorps induit une survie plus
longue, mais les animaux finissent tous par rejeter et développer des alloanticorps (Kirk et al.,
2001). CTLA4-1g est, quant a lui, inefficace en transplantation rénale chez le PNH en
monothérapie (C. P. Larsen et al., 2005) et montre uniquement un effet en association avec un
court traitement anti-CD40L (Kirk et al., 1997) sans induire de tolérance. Ce n’est qu’une
version améliorée (LEA29Y ou belatacept), ayant une affinité plus forte, qui donne une
efficacité en transplantation rénale en monothérapie et en association avec du MMF +
stéroides (C. P. Larsen et al., 2005). Cette nouvelle version a également été testée dans la
greffe d’ilots en association avec de la rapamycine et un anti-1L2 récepteur (A. B. Adams et
al., 2002) et montre, comme dans la greffe rénale, que LEA29Y induit une survie a long-
terme sans CNI et qu’il diminue le développement des alloanticorps. Une nouvelle fois, la
tolérance n’est pas obtenue puisque les animaux montrent une réactivité cellulaire in vitro
contre leur donneur et que I’arrét du traitement se solde par des rejets. Le développement
cliniqgue des anti-CD80/86 ne semble pas en cours, en partie a cause du colt de
développement et de ’administration de deux anticorps monoclonaux et d’une propriété
intellectuelle complexe autour de CD80/CD86. Belatacept (Nulojix®), la forme améliorée de
CTLA4-Ig, vient cette année d’avoir 1’autorisation de mise sur le marché aux USA par la
FDA (U.S. Food and Drug Administration, note du 15 juin 2011). Son indication est la

prévention du rejet aigu chez les transplantés rénaux. Belatacept a été approuvé pour une
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utilisation avec d'autres immunosuppresseurs, en particulier le basiliximab, le MMF et des

corticoides.

111-2.2.2 Blocage de CD28 en transplantation

Comme nous avons pu le voir dans la partie précédente, le blocage de CD80-86 ou CTLA4-Ig
ne semble pas étre une stratégie optimisée, notamment a cause de ’interaction inhibitrice de
CTLA-4 (nécessaire dans de nombreux mode¢les a I’induction de tolérance) qui est également
bloguée. Dans ce cas, le blocage de cette voie en ciblant directement et sélectivement CD28
semble théoriquement une meilleure option (Figure 17). En ce qui concerne CD28, la plupart
des anticorps anti-CD28 sont agonistes et sont basés sur leur activité stimulatrice pour les
lymphocytes T : les anticorps conventionnels qui induisent un signal costimulateur en
synergie avec un signal TCR et les anticorps anti-CD28 superagonistes capables d’induire une
activation compléte des lymphocytes T de maniére indépendante du TCR. Néanmoins, des
anticorps antagonistes ont été développés et leur effet en transplantation a été étudié dans
divers modeles chez le rongeur dans lesquels ils induisent la tolérance (Tableau 3). Ainsi,
chez le rat, un anticorps, JJ319 (M. Tacke et al., 1995), s’est démarqué des autres et a été
beaucoup plus étudiés. Bien que cet anticorps costimule les lymphocytes T in vitro en
présence d’un signal TCR, il induit une internalisation de la molécule CD28 a la surface des
lymphocytes T in vivo pour une période de 10 a 15 jours sans induire de déplétion de ces
cellules (Dengler et al., 1999; V. M. Dong, X. Yuan, et al., 2002; Haspot et al., 2002). Cette
internalisation et sa conséquence directe, ’absence d’expression de CD28 a la surface des
lymphocytes T, permettent a cet anticorps de se comporter comme un antagoniste. Cet
anticorps est ainsi efficace dans les modéles de GVHD (Haspot et al., 2002) ou il induit en
plus une apoptose des lymphocytes T alloréactifs aprés quelques cycles de division. En
transplantation, chez le rongeur, il permet de prévenir le rejet d’allogreffe rénale (Haspot et
al., 2005; A.-S. Dugast et al., 2008), cardiaque (Dengler et al., 1999; V. M. Dong, X. Yuan, et
al., 2002; Guillonneau, Séveno, et al., 2007) et de foie (Urakami et al., 2006). Une association
avec de la CsA ou une DST ou une molécule bloquant la voie CD40/CD40L est nécessaire en
transplantation cardiaque et hépatique pour obtenir un état de tolérance et observer une
inhibition du rejet chronique (Guillonneau, Séveno, et al., 2007; V. M. Dong, X. Yuan, et al.,
2002; Urakami et al., 2006). En transplantation rénale, JJ319 induit en monothérapie une
tolérance donneur spécifique et une inhibition du rejet chronique (Haspot et al., 2005; A.-S.
Dugast et al., 2008). C’est dans ce modele que la population de cellules myéloides
suppressives a été identifiee (A.-S. Dugast et al., 2008) et étudiée (Article I).
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Aux vues de ces résultats chez le rongeur, notre équipe a développé un anticorps monovalent
antagoniste anti-CD28 chez 1’homme, sc28AT (brevet PCT/FR1 04203 INSERM,
26/12/2001), provenant de la fusion d’un fragment ScFv (Single chain Fv) de 1’anticorps
humain bloquant de haute affinité, le CD28.3, et de I’all anti-trypsine humaine (Vanhove et
al., 2003). La fusion moléculaire avec I’a1 anti-trypsine humaine permet d’augmenter la taille
de la protéine et ainsi sa demi-vie seérique (Ferkol et al., 2000). Sc28AT, de part sa
monovalence, empéche ainsi la transduction de signaux intracellulaires et se comporte en réel
antagoniste (Vanhove et al., 2003). Lors d’une étude préclinique, nous avons montré que
Sc28AT, en association avec un CNI (Tacrolimus ou CsA), prévient respectivement le rejet
aigu dans un modele d’allotransplantation rénale et le rejet chronique dans I’allogreffe
cardiague chez le PNH (Poirier et al., 2010). Par ailleurs, cet effet in vivo est associé a
’augmentation de T reg CD4'CD25"Foxp3" dans le sang et dans le greffon et a une non-
réponse immune spécifique du donneur. De plus, sc28AT empéche la formation de Sl stable
entre les lymphocytes T et les CPA de maniere CTLA-4 dépendante (Poirier et al., 2010).
Cependant, le sc28AT, sous sa forme actuelle, n’étant pas utilisable chez I’homme, une forme
modifiée, FR104 (brevet PCT/IB2011/050646), a été développée par notre laboratoire.
FR104, humanisé, est sous forme d’un fragment Fab’ pégylé qui permet ainsi d’avoir une
meilleure demi-vie. Cet anticorps est actuellement en étude préclinique dans la greffe de rein
chez le babouin en monothérapie ou en association avec d’autres immunosuppresseurs
(Tacrolimus, rapamycine ou MMF). Les premiers essais cliniques sont prévus pour fin 2012.
Seul un anticorps humanisés anti-CD28 superagoniste, TNG1412 (Tegenero), a fait & ce jour
I’objet d’un essai clinique de phase I en Angleterre en 2006, en développement dans le
traitement des leucémies lymphoides chroniques. Les 6 volontaires sains ayant participés a
cette étude ont rapidement développé une réponse inflammatoire violente due a un choc
cytokinique majeur générant une déficience de multiples organes (Suntharalingam et al.,
2006). Cependant, contrairement a notre anticorps qui est bloquant, TNG1412 stimule
directement les lymphocytes T indépendamment du signal antigénique. L’effet observé chez

I’homme est ainsi une trop forte activation du compartiment T.
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Modéle Espece Traitement Effets Références
Allogreffe Rat Anti-CD28 (33319) | Prolongationde | o er et al 1999)
cardiaque survie
Allogreffe Rat Anti-CD28 + CsA Tolérance (V. M. Dong, X. Yuan,
cardiaque etal., 2002)
Allogreffe Rat Anti-CD28 (JJ319) Tolérance (Guillonneau, Séveno,
cardiaque + CD40lg et al., 2007)

Anti-CD28 Inhibition du rejet
Allogreffe : -
- Macaque (Sc28AT) + CsA + aigu et de la (Poirier et al., 2010)
cardiaque - ;
Stéroides vasculopathie
Anti-CD28 Inhibition du rejet
Allogreffe rénale Babouin (ScZBAT) + aigu et tolérance (Poirier et al., 2010)
Tacrolimus
Allogreffe rénale Rat Anti-CD28 + CsA Tolérance (- A La;lé)%VZ\I;kl el
(Haspot et al., 2005;
Allogreffe rénale Rat Anti-CD28 (JJ319) Tolérance A.-S. Dugast et al.,
2008)
Allogreffe d’tlots Souris Anti-CD28 + Anti- Tolérance (K. Fan et al., 2007)

pancréatiques

LIGHT

Tableau 3 : Modéles d’induction de tolérance suite au blocage de la molécule CD28.
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Abstract

Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) are a heterogeneous population of immature cells
that are believed to inhibit immune responses in contexts of cancer and organ transplantation,
in association with regulatory T cells (Tregs). The way in which MDSC cooperate with Tregs,
however, remains elusive. Here, we used DNA microarrays to analyze gene expression in
blood-derived MDSCs from rat recipients of kidney allografts. We found CCL5 (Rantes), a
chemotactic C-C motif 5 chemokine, to be strongly down-regulated after treatment with a
tolerizing regimen. The amount of CCL5 protein was also lower in the plasma of tolerant
recipients, whereas intragraft CCL5 was unchanged. Since CCL5 is chemotactic for Tregs, we
hypothesized that a gradient of CCL5 between the graft and peripheral blood might contribute
to the intragraft localization of Tregs in tolerant animals. To test this hypothesis, we treated
tolerant rat recipients of kidney allografts with recombinant rat CCL5 in order to restore
normal plasma concentrations. This led to a strong reduction of intragraft Tregs monitored by
immunohistofluorescence and by gRT-PCR measurement of Foxp3 mRNA. Ultimately, this
treatment led to an increase in serum creatinine concentrations and to kidney graft rejection
after about a month. The kidney function of syngeneic grafts was not affected by a similar
administration of CCL5. These data highlight the contribution of MDSCs in the establishment
of a graft-to-periphery CCL5 gradient in tolerant kidney allograft recipients, which controls
recruitment of Tregs to the graft where they likely contribute to maintaining tolerance.
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Introduction

Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), a heterogeneous population of progenitor and
immature myeloid cells (1), have been reported to contribute to immunosuppression in the
tumor microenvironment (2, 3). These cells have also been associated with long-term survival
and tolerance in transplantation (4, 5). Due to their heterogeneous nature, MDSCs have the
ability to use several suppressive mechanisms that disrupt both innate and adaptive immunity.
These include increased arginase activity (6, 7) and up-regulation of NO (8, 9), reactive
oxygen species (ROS) and peroxynitrite production (10, 11). Furthermore, several recent
studies have demonstrated that MDSCs can also block T cell activation by depriving the
environment of cysteine (12) and by down-regulating L-selectin (CD62L) (13).

In spite of their suppressive capacity, MDSCs are probably not the major players in transplant
tolerance. Indeed, transplant tolerance is mostly associated with the action of regulatory T
cells (Tregs) (14) working in synergy with MDSCs (15, 16) but also with other suppressive
cell types such as monocytes (17), NK (18), pDC (19-22) or iDC (23). However, the
mechanisms involved in this cooperation are still poorly known.

Chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5), also called RANTES (Regulated upon Activation
Normal T-cell Expressed and Secreted), plays an essential role in inflammation and immune
responses. CCL5 is a chemotactic cytokine playing an active role in recruiting leukocytes into
inflammatory sites. This chemokine is produced by tumor cells in the tumor
microenvironment (24, 25) and participates in the recruitment of Tregs that preferentially
express the CCL5-receptor, CCR5, thereby blocking immune responses. Disruption of
CCRS5/CCLS5 by administration of a CCRS5 inhibitor has been shown to induce a reduction in
migration of Tregs into tumors as well as rejection by immune cells (25). In addition, after
transplantation, systemic treatment with the RANTES antagonist Met-RANTES was shown to
dramatically suppress the acute tissue damage underlying rejection and to limit endothelial
cell-leukocyte interactions and infiltration in allografts (26-30).

In a previous study we reported on the role of MDSCs in sustaining tolerance in rat recipients
of kidney allografts treated with a CD28-targeted tolerance-inducing regimen (9). Here, we
compared gene expression in blood-derived MDSCs from tolerant recipients of allogeneic
kidney grafts in the same model with syngeneic grafts. In addition to modifications in genes
regulating cell activation (Lax1 and LAT) and apoptosis (Bcl2likel12, Barhll and Dapk2), we
observed the strong down-regulation of CCL5 in blood MDSC, as well as a reduction of

CCLS5 plasma levels in tolerant recipients. Knowing that CCLS5 is expressed by the kidney and
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participates in the recruitment of leukocytes and particularly Tregs, we hypothesized that a
gradient of CCL5 between the graft and the periphery could promote intragraft localization of
Tregs and contribute to transplant tolerance. This hypothesis was confirmed by the
observation that restoration of physiological plasma levels of CCL5 led to a reduction of
intragraft localization of Tregs and to kidney allograft rejection. Our data depict a situation
where peripheral MDSCs repress CCL5 gene expression in tolerance and suggest a role of

CCLS5 in intragraft localization of Tregs.
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Materials and methods

Antibodies and reagents. Anti-CD80 (3H5) and anti-CD86 (24F) mouse antibodies were
prepared in our laboratory from a hybridoma provided by Dr. H. Yagita (Juntendo University
School of Medicine, Tokyo, Japan). Biotinylated anti-Foxp3 (FJK-16s) was from eBioscience
(San-Diego, CA, USA). Purified anti-MHC class 1l (OX6), anti-CD3 (G4.18) and anti-TCRf3
(R7/3) were prepared in our laboratory from the corresponding hybridomas obtained from the
European Cell Culture Collection (Salisbury, UK). FITC-conjugated anti-mouse and PE-
conjugated Streptavidin were purchased from Jackson ImmunoResearch Laboratories (West
Grove, PA, USA). Alexa568-conjugated Streptavidin was from Life Technologies (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Recombinant rat chemokine (C-C motif)
ligand 5 (CCLS5, also known as Rantes) was purchased from Creative BioMart (New-York,
NJ, USA).

Rats and Transplantations. Seven- to 9-week-old male Lewis.1W (RT1u) and Lewis.1A
(RT1a) congeneic rats were obtained from Janvier (Savigny/Orges, France) and maintained in
our animal facility under SPF conditions according to institutional guidelines. Kidney
allografts were performed as previously described (31). One native Lewis.1W kidney (right
side) was replaced by the LEW.1A donor allograft, and a contralateral nephrectomy was
performed 7 days later, after which time the recipient’s survival depended on the proper

functioning of the allograft.

Tolerance induction. The JJ319 (IgG1 anti-rat CD28) mouse hybridoma was a gift from Dr.
Thomas Hunig (Wurzburg, Germany). The JJ319 mAb was purified from hybridoma
supernatant and administered to LEW.1A allograft recipients by i.p. injection at 0.3 mg/day
for 7 days starting on the day of transplantation. This Ab induces a transient down-regulation
of CD28 expression in vivo, without depleting target cells (32). Without treatment, the grafts
were rejected 11 days after transplantation. Syngeneic transplants (LEW.1A to LEW.1A)

served as controls.

Administration of rCCL5. ALZET osmotic micro- and mini-pumps, model 1002 and 2001
(respectively), were purchased from Charles River (Wilmington, MA, USA). Filling osmotic
pumps with recombinant rat CCL5 (Creative BioMart, New-York, NJ, USA) was done

according to the instructions of the manufacturer. Pumps were surgically implanted
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intraperitoneally under isoflurane anesthesia and sterile conditions. Transplanted rats received
rCCL5 (14 pg/kg/day) intraperitoneally by mini-pump (model 2001); followed or not by a
micro-pump (model 1002). The treatments were performed over a period of 14 or 21 days.

Cells and cell sorting. Peripheral blood leucocytes (PBL) were isolated from heparinized
blood by removing erythrocytes with hypotonic lysis solution. Depletion of MHC class 11 +
and CD3+ cells was performed with specific mAbs, followed by anti-mouse 1gG-coated
Dynabeads (Life Technologies). MDSCs were identified by staining for 30 min at 4°C with
purified anti-rat CD80/86 (3H5/24F) mAbs and FITC-conjugated anti-mouse 1gG secondary
Ab (Jackson ImmunoResearch Laboratories) as previously described (9). MDSCs were
isolated using automated magnetic cell sorting (AutoMACS, Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Germany) based on CD80/86 expression.

Microarray and data analysis. mMRNA was extracted from sorted cells using TRIzol (Life
Technologies). The quality and quantity of extracted total RNA were checked by a
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA),
agarose gel analysis and microfluidic capillary electrophoresis using the Agilent 2100
Bioanalyzer (Genomics, Santa Clara, CA, USA) evaluating the 28S/18S ratio. MDSC gene
expression patterns were assessed using six (3 animals/group) Rat Genome Survey
Microarrays (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). The
Rat Genome Survey Microarray contains approximately 27,000 Rat genes from both public
and Celera databases. Microarray target sample processing, target hybridization, washing,
staining and scanning steps were completed according to the manufacturer's instructions
(Applied Biosystems). Briefly, 5ug of total RNA was converted to digoxigenin (DIG)-
labeled cDNA for hybridization using the Applied Biosystems Chemiluminescent RT
Labeling Kit. The hybridization to target probes was performed with the Applied Biosystems
Chemiluminescence Detection Kit, which was also used for the preparation of the rat genome
survey microarrays for chemiluminescence (CL) detection in the Applied Biosystems 1700
Chemiluminescent Microarray Analyzer. The ABarrayGUI package of Bioconductor

(http://www.bioconductor.org), running in the R environment (http://www.r-project.org), was

used to compute a number of quality assessment metrics of post chip results, according to
guidelines, like Average Background, Scale Factors, and Percent Present. Gene expression

data are presented as Fold Change (Tolerant MDSCs/Syngeneic MDSCs). Full microarray
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data are available on the Gene Expression Omnibus web-based data repository, under the
GEO accession number GSE28545.

Quantitative real-time PCR. RNA was extracted from sorted cells or snap-frozen renal
biopsies using TRIzol reagent (Life Technologies). A total of 2 uyg RNA was reverse
transcribed using the Omniscript RT-PCR kit (QIAGEN, Dusseldorf, Germany). The quality
and quantity of RNA was controlled by infrared spectrometry (NanoDrop) and Agilent RNA
6000 Nano Assay Kit (Genomics). Quantitative real-time PCR was performed in an Applied
Biosystems GenAmp 7900 Sequence Detection System. TagMan gene expression assays for
rat transcripts (Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA)
were used to quantify the mRNA expression of the respective genes: HPRT
(Rn01527838_g1), CCL5 (Rn00579590_m1), Foxp3 (Rn01525085 m1), C-C chemokine
receptor 5 (CCR5, Rn00588629 _m1), BCI2I12 (Rn001480035_g1), LAT (Rn00578273_m1),
LAX1 (Rn01490345_m1) and Dapk2 (Rn01417725_m1). HPRT was used as an endogenous
control gene to normalize varying starting amounts of RNA. Relative expression between a
given sample and a control sample, used for all experiments, was calculated with the 2(—
AAC,) method. Expression of genes of interest was compared between tolerant animals and
syngeneic controls. The results obtained are presented as fold induction versus the baseline
levels in control syngeneic transplanted rats.

ELISA. Plasma was collected from heparinized blood and frozen at -20°C before use.
Kidneys were harvested on day 100 post transplantation and their volume was evaluated.
Kidneys were homogenized at 4°C in RIPA lysis solution with an Ultra-turrax (IKA, Lille,
France). After agitation, protein lysate was centrifuged and supernatant collected and frozen
at -20°C before use. CCL5 was measured by using a commercially available ELISA kit
(Leinco Technologies, Inc., Saint Louis, MO, USA), according to the manufacturer's

instructions.

Immunohistochemical staining. Frozen sections (10um) were prepared from renal biopsies.
Slides were air dried at room temperature for 1h before acetone fixation for 10 min at room
temperature. Sections were saturated and permeabilized with 0.5% Saponin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) in the saturated solution (PBS containing 5% rat serum, 2% normal goat
serum and 4% BSA). Sections were incubated overnight with primary Abs at 4°C, followed

by fluorescent secondary Abs and nuclear staining (DAPI; Life Technologies). Tregs
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infiltration was assessed by double staining with anti-rat TCRf} antibodies (followed by FITC-
conjugated anti-Mouse 1gG) and anti-rat Foxp3 (followed by Alexa568-conjugated
Streptavidin; Life Technologies). Slides were analyzed using standard fluorescence confocal-
like microscopy (Apotome, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) and the AxioVision imaging
software (Carl Zeiss, Le Pecq, France). A grading system from one to three was used,
representing moderate (+; <10% of the surface), medium (++; >10% and <30% of the surface)
and severe (+++; >30% of the surface) infiltration of the observed region, evaluated on 10

microscope fields chosen randomly on the preparation.

Statistical analysis. Graft survival was calculated using the Kaplan-Meyer method. The log-
rank test was used to compare survival times between different groups. Continuous variables
were compared using the Mann-Whitney non parametric test or analyzed by ANOVA
followed by Kurskal-Wallis correction. P-values less than 0.05 were considered statistically
significant. All statistical analyses were performed on a personal computer with the statistical
package GraphPad InStat (version 5.1, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Results

Microarray analysis of MDSCs.

We previously reported that kidney transplant tolerance could be induced in the LEW.1W to
LEW.1A rat model by administration of functionally antagonist anti-CD28 antibodies and that
the tolerant state was characterized by the presence of Tregs as well as blood MDSCs (9).
Since MDSCs can also be found in naive and in syngeneic transplant recipients, we aimed at
identifying possible differences in MDSCs from tolerant animals. We therefore performed a
transcriptome analysis of blood MDSCs from recipient rats tolerating an allograft for more
than 3 months or from rat recipients of a syngeneic graft. A total of 10,735 transcripts were
detected in MDSCs by microarray analysis and the expression level of 525 of them was
significantly different between the two groups (full data are available on the Gene Expression
Omnibus web-based data repository, under the GEO accession number GSE28545). Bcl2112,
a gene with an assigned anti-apoptotic function, was up-regulated more than 3-fold whereas
Dapk2, an apoptosis inducing gene, was down-regulated 19-fold in MDSCs from tolerant
recipients as compared to MDSCs from syngeneic recipients (Table 1). Lax1, a negative
regulator of cell differentiation, was also strongly up-regulated whereas Lat, a gene known to
positively regulate cell activation in T lymphocytes, was down-regulated more than 40-fold
(Table 1). Additional analyses of these genes by quantitative real-time PCR (gRT-PCR), using
independent samples, confirmed these gene expression variations for Bcl2112, Dapk2 and
LAT (Figure 1, A-C). The over-expression of Lax1 was not confirmed in all tested samples
(Supplementary Figure 1). BarHI1, another anti-apoptotic gene was found to be up-regulated
in the microarray data but this could not be confirmed by gRT-PCR (data not shown).

Lower expression of CCL5 in MDSCs and plasma of tolerant animals.

The most striking differential expression was for CCL5, which presented a 166-fold down-
regulation in MDSCs from tolerant rats (Table 1). gRT-PCR analyses on RNA extracts from
independent experiments confirmed that MDSCs from tolerant rats contained significantly
less CCL5 transcripts than MDSCs from rats grafted with syngeneic kidneys (Figure 1D). A
reduction in CCL5 was also evident in the plasma at the protein level. CCL5 measurement by
ELISA in the plasma of syngeneic and tolerant rats showed a 2-fold decrease (0.60+0.17 vs.
1.17+0.48 ng/ml; p<0.01) in tolerant rats, whereas no differences were observed between
naive and syngeneic animals (Figure 2A). In order to understand if the decrease in plasma
CCL5 protein could be attributed to a lower synthesis by blood MDSCs, we examined the
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relative mRNA expression of CCL5 in total blood cells depleted of MDSCs by gRT-PCR.
These “MDSC-depleted” blood cells expressed similar levels of CCLS5 transcripts in tolerant
recipients and in syngeneic recipients (Figure 2B). These data suggested at least a
participation of MDSCs in the reduced CCL5 protein level in the plasma of tolerant rats.

In order to understand whether the reduced levels of CCL5 is a general feature associated with
transplant tolerance in the rat, or is specific for the kidney transplant model used here, we
assessed levels of CCL5 in plasma in a heart graft model in the same LEW.1W to LEW.1A rat
strains combination, where tolerance was induced by pre-transplant administration of donor-
specific blood transfusions (DST) (33). In these samples, however, no difference could be
detected between plasma from tolerant heart graft recipients and age-matched recipients of
syngeneic heart grafts (Figure 2A).

Graft to periphery CCL5 gradient and Treg localization.

In solid tumors, over-expression of CCL5 by tumor cells leads to the preferential recruitment
of Tregs and the establishment of local immunosuppression (24, 25). To assess whether an
analogous situation might exist in transplantation and participate in the localization of Treg
cells in tolerated allografts, we performed gRT-PCR on RNA samples from kidney grafts. We
found an increase in CCL5 mRNA expression in tolerated allografts relative to syngeneic
grafts (Figure 3A). At the protein level, slightly more CCL5 protein could be extracted from
tolerated allogeneic kidney grafts than from syngeneic kidney grafts (Figure 3B). Comparing
CCL5 local concentration within the graft (measured by extracting total protein and
measuring concentrations reported to volume) and concentration in the plasma (shown in
Figure 2A) revealed that about 20-fold more CCL5 was present in normal kidneys than in
plasma. For syngeneic kidney grafts, the ratio was about 30:1. For tolerated allografts, it was
as high as 65:1 (Figure 3C).

Messenger RNA levels of CCR5 (CCL5 receptor expressed on T cells) and Foxp3 were also
higher in tolerated kidney allografts (Figure 4A, B). Consistent with these data, using
immunofluorescence we observed a strong infiltration of tolerated kidney allografts by
TCRpB*Foxp3™ Tregs that was greater than that seen at rejection (Figure 4). Thus, the
increased differential between intragraft and plasma levels of CCL5 correlated with the
localization of Tregs in tolerated allografts. To explore whether the enhanced graft-to-
periphery gradient of CCL5 might influence intragraft localization of Tregs in our
experimental model, we aimed at restoring the physiological plasma concentration of CCL5 in

tolerant recipients of kidney allografts by intraperitoneal implantation of osmotic mini-pumps
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filled with recombinant rat CCL5 (rCCL5) delivering 14 pg/kg/day over at least 14 days.
Assessment of plasma CCL5 concentration showed that osmotic pump implantation indeed
increased plasma levels from 670 pg/ml to approximately 1800 pg/ml within two weeks. In
recipients of syngeneic kidney grafts, pump implantation also raised the titer from 1500 to
3000 ng/ml (Supplementary Figure 2). After one month, kidney graft function started to
decline (see next paragraph). Animals were then euthanized for transplant analyses. No
difference was observed in CCL5 mRNA expression between tolerant grafts treated or not
with rCCL5 (Figure 3A). Interestingly, mRNA levels of CCR5 and Foxp3 were reduced in
tolerated grafts after systemic rCCL5 administration (Figure 4A, B). By immunofluorescence,
we also observed a decrease in intragraft TCRB Foxp3™ Treg infiltration after systemic rCCL5
administration (Figure 5 and Table 2). In another grafted animal, instead of using an osmotic
pump, we gave CCL5 by i.p. administration of 1.5ug/Kg soluble protein twice daily for 21
days. This also induced similar findings in kidney biopsies at one month (Supplementary

Figure 3).

CCL5 administration controls kidney transplant tolerance.

It has been demonstrated that Treg localization in the graft is required for induction and
maintenance of transplant tolerance in the rat (34, 35). To further understand the impact of
rCCL5 administration and reduction of intragraft infiltration by Tregs on transplant tolerance,
we monitored graft function. First, we investigated the role of rCCL5 in the tolerance
induction phase. Implantation of osmotic pumps delivering rCCL5 in addition to the anti-
CD28 antibody based tolerance induction regimen prevented tolerance induction of kidney
allografts, whereas monotherapy with anti-CD28 antibody induced long-term survival over at
least 4 months (Figure 6A). Kidney graft function (assessed by mesuurement of
creatininemia) also decreased in the bitherapy group (Figure 6B), indicating a rejection of the
transplanted kidney in these animals. Measurement of plasma urea concentration confirmed
these data (Supplementary Figure 4A). Administration of rCCL5 to rats transplanted with
syngeneic kidneys had no incidence on survival, creatinine (Figure 6A, B) or urea
(Supplementary Figure 4A). Second, we studied the effect of rCCL5 administration in
established tolerance. Implantation of osmotic pumps delivering rCCL5 starting from 120
days after transplantation led to kidney graft rejection arising after about 50 days (Figure 6C).
This rejection was confirmed by measurement of plasma creatininemia (Figure 6D) and urea
(Supplementary Figure 4B). Thus, rCCL5 administration abrogated kidney transplant

tolerance during the induction and maintenance phases. Together, these data suggest that
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increasing peripheral levels of CCL5 impacted intra-graft localization of Tregs and inhibited
transplant tolerance.

In contrast, in the heart allotransplant model in the same rat strain combination, where
tolerance is induced by pre-transplant administration of donor-specific blood transfusions
(DST) (33), implantation of CCL5-delivering osmotic pumps for over a month did not brake

established tolerance (Supplementary Figure 5).
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Discussion

We previously reported on the role of peripheral MDSCs in the maintenance of kidney
transplant tolerance in the rat mainly acting through the inducible nitric oxide enzyme (9).
Although we noticed a synergy between MDSC and Treg cells to suppress effector T cells, it
was not clear how these two cell types cooperated in vivo. Also, since MDSCs from tolerant
animals actually presented similar suppressive activities ex-vivo when compared with control
MDSCs, the extent to which MDSCs from both origins differed from each other was unclear.
Here, we showed that the expression of several genes is significantly different between
MDSCs from tolerant kidney graft recipients when compared to recipients of syngeneic
grafts. Microarray analyses revealed two interesting features that could shed light on our
previous results. First, the expression of LAT (for linker of activated T cells), a gene coding
for a transmembrane adaptor protein (36), was significantly down-regulated in MDSC from
tolerant recipients. LAT is known to be expressed in thymocytes, mature T cells, NK cells,
mast cells, megakaryoctes, and pre-B cells (37-39) and is an essential regulator of cell
activation, terminal differentiation (40) and maturation (41). The expression of LAT by
MDSCs had, to our knowledge, not been reported previously. Conversely, LAX1 (for
lymphocyte transmembrane adaptor 1, also called LAX, linker of X cells), a gene expressed in
B, T, NK cells and monocytes, which negatively regulates TCR signaling in T cells (42),
appeared strongly up-regulated in the microarray data in MDSC from tolerant animals and a
tendency for an over-expression could be confirmed by Q-PCR from independent samples.
Since MDSCs are a heterogeneous population of immature cells that lose their suppressive
function after maturation, the under-expression of a maturation factor such as LAT and the
possible over-expression of a negative regulator are two expected observations. It is possible
that these factors play a role in the repression of MDSC maturation in tolerant animals, but
further experiments will be needed to confirm this hypothesis.

The second feature was the modification in the expression of genes involved in apoptosis.
Messenger RNA for Bcl2112 and BarHI1 (an anti-apoptotic gene mainly described in neurons
(43)) were up-regulated three-fold in MDSCs from tolerant animals, according to the
microarray data. However, only the up-regulation of Bcl2112 could be confirmed by gRT-PCR
from independent samples. Bcl2112 is an anti-apoptotic gene member of the Bcl2 (B-cell
/lymphoma2) family of apoptosis-related genes (44). In addition, messenger RNA for Dapk2
(Death-associated protein kinase 2) was down-regulated in MDSCs from tolerant animals and

this was confirmed by gRT-PCR. The Dapk2 gene belongs to the serine/threonine protein
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kinase family that functions as a positive regulator of apoptosis (45). Again, the upregulation
of an anti-apoptotic gene and down-regulation of a pro-apoptotic gene in MDSCs from
tolerant animals is compatible with their previously reported accumulation in tolerant animals

(9), but a link between these observations would need further investigation.

In parallel, we observed that CCL5 was strongly repressed in MDSCs from tolerant recipients,
and this was confirmed by gqRT-PCR. In addition, we found reduced levels of the CCL5
protein in the plasma of tolerant animals. CCL5 is a chemokine expressed commonly in
inflammatory environments. It has a described immunomodulatory role in cancer, is also
expressed and secreted in kidney glomeruli (46) and has been associated with renal transplant
rejection or, alternatively, to long-term function (47, 48). Here, CCL5 mRNA was found to be
up-regulated long-term post transplantation (our experiments were performed 3 to 4 months
post-transplantation) in tolerant kidney allografts as compared to syngeneic kidney grafts
(Figure 3A). This over-expression might reflect a sustained inflammatory environment in
tolerated kidney allografts, in spite of normal kidney function and indefinite allograft
acceptance. In these allografts, it is possible that expression of CCL5 resulted in the attraction
of Tregs from peripheral blood, and this might be amplified by the 2-fold decrease in
plasmatic CCL5concentration. The decrease in plasma CCL5 might be caused by a reduced
production by MDSCs, since CCL5 expression by other blood cell types than MDSC was not
reduced (Figure 2B). However, we cannot exclude the possibility that endothelial cells (49)
and platelets (50), which also produce CCL5 in inflammatory conditions, significantly
contribute to the regulation of plasma concentrations of CCL5. Another question was whether
the plasma decrease in CCL5 is a general feature of transplant tolerance in the rat model. Our
observation was that tolerance induction to a heart allograft in the same rat strain
combination, induced by donor-specific transfusions (33), did not result in modifications of
the plasma levels CCL5. Interestingly, in this heart allograft model, no implication of MDSCs
was reported. Therefore it is possible that the peripheral repression of CCL5 synthesis in the
rat is a feature associated with kidney transplantation and with a role of MDSC in transplant

tolerance.

Another question was how CCL5 potentially regulates transplant tolerance. Similar to the
situation known in solid tumours (2, 3) we speculated that the chemokine CCL5 can recruit
into the graft, Tregs that preferentially express the CCL5 receptor CCR5 (25). However,

CCR5 is also expressed in macrophages, activated and memory T cells, monocytes and NK
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cells, and it is not clear why Tregs should be preferentially recruited. The fact that CCR5-
blockade by antagonist antibodies or CCR5-deficiency in mice prolonged graft survival (51,
52) indeed indicated the importance of this receptor for the acute action of effector cells.
Here, kidney allograft biopsies showed a strong infiltration by TCRB+ T cells with a high
percentage of TCRB+Foxp3+ Tregs in tolerized allografts and a lower percentage during
rejection (Figure 5 and Table 2). In parallel, CCR5 and FoxP3 messenger RNA were found to
be elevated in tolerant allografts (Figure 4A, B). Together, our analyses indicated that in
tolerant kidney allografts, the majority of infiltrating T cells are Tregs, whereas in rejected
kidney allograft Tregs represent a small percentage of the overall infiltrate. Other infiltrating
cells in this model are composed of macrophages, activated and memory T cells, monocytes
or NK cells that are involved in the rejection process (17). The hypothesis that Tregs migrate
to the tolerated allograft as a consequence of a blood-to-graft CCL5 gradient is compatible
with our observations that restoring normal CCL5 plasma levels led to a strong reduction in
intragraft TCRB+Foxp3+ Treg infiltration and of Foxp3 mMRNA expression, to an increase in
creatinine and urea concentrations, and ultimately to kidney graft rejection. It is unlikely that
administration of rCCL5 directly altered kidney graft function itself since rats transplanted
with syngeneic kidneys and receiving rCCL5 did not present kidney dysfunction. This control
group indicated that a pro-inflammatory action of CCL5 was not directly involved in changes
in creatinine and urea levels. In the literature, the impact of systemic CCL5 on graft outcomes
is twofold: high CCL5 chemokine plasma levels were observed in chronic renal transplant
dysfunction and chronic renal failure (53). In addition, CCL5 antagonists were shown to
significantly attenuated the inflammatory response and delayed heart (54) and kidney (26, 27)
allograft rejection in mice. After liver transplantation, however, high early systemic CCL5
levels were reported to play a protective role in immunological recognition leading to immune
tolerance (55). Therefore, it is possible that CCL5 presents inflammatory as well as

tolerogenic properties, depending on many environmental factors.

We observed a reduction in long-term CCL5 plasma levels post transplantation after
application of a tolerizing regimen based on the administration of a modulating anti-CD28
antibody. CD28 antagonist antibodies have been used in several other transplant models in
rodents and in primates and are thought to induce tolerance by selectively preventing CD28-
mediated signals while preserving CTLA-4-mediated regulatory signals and consequently by
inducing Tregs (32, 56). In the heart allograft tolerance model induced by pre-transplant DST,
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where intragraft Tregs were also reported (35), we detected no modification in blood CCLS5,
and administration of rCCL5 had no effect on heart graft survival. Establishment of a graft-to-
periphery CCL5 gradient might therefore be dispensable for intragraft localization of Tregs
after cardiac transplantation and might represent a special feature of our kidney transplant
model. Indeed Treg trafficking can also be controlled by other chemokines with redundant
activities, such as CCL2, 3, 4, 7, 13 and 22 (57). For example, analysis of multiple chemokine
pathways in a murine cardiac allograft model showed that recruitment of Treg and tolerance
were dependent on the intragraft up-regulation of CCR4 and one of its ligands, CCL22 (58).

In summary, our study shows that in the anti-CD28 antibody tolerance induction model,
peripheral MDSCs repress CCL5 gene expression in tolerant kidney graft recipients, which
contributes to the establishment of a graft-to-periphery gradient. This phenomenon contributes
to the recruitment of Tregs to the graft where they maintain tolerance. This novel role of
MDSC in transplant tolerance might synergize with the suppressive action these cells directly
exert on effector T cells, and contribute to long-term maintenance of tolerance. Our
observations warrant further research to understand whether similar mechanisms can operate

in other transplant models and in humans.
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MDSC gene expression assessment by gRT-PCR.
MDSCs from rat recipients of kidney grafts were purified from blood for RNA extraction. A-

D: gRT-PCR was performed to assess expression of Bcl2l12 (Syngeneic, n=9; tolerant,
n=12), Dapk2 (Syngeneic, n=7; tolerant, n=7), LAT (Syngeneic, n=9; tolerant, n=9) and
CCLS5 (Syngeneic, n=6; tolerant, n=10). *, p<0.05; **, p<0.01.
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Lower plasma CCL5 in tolerance and role of MDSC.
(A) Quantification of CCL5 protein levels by ELISA in plasma of non-grafted rats (n=7),

recipients of syngeneic kidney grafts (n=9), recipients of kidney allografts tolerized by
injection of anti-CD28 antibodies (n=11) or recipients of heart allografts tolerized by pre-
transplant donor-specific transfusions (n=4). Measurements were performed 3 months post-
transplantation. (B) Quantification by qRT-PCR of CCL5 mRNA in white blood cells from
which MDSCs were removed (“non-MDSC” cells), prepared from syngeneic (n=3) and
tolerant (n=4) recipients of kidney allografts. *, p<0.05.
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Figure 3
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Intragraft CCL5 expression.

(A) gRT-PCR measurement of CCL5 mRNA in kidney grafts 3 months post-transplantation,
from either syngeneic recipients (Syngeneic, n=3), allogeneic recipients with the tolerizing
protocol (Tolerant, n=11) or allogeneic recipients with the tolerizing protocol plus
implantation of osmotic pumps delivering rCCL5 (analyses 30 days post-implantation;
Tolerant + rCCL5, n=3). (B) Kidneys from naive LEW.1A rats or kidney grafts from either
syngeneic recipients (Syngeneic, n=3) or allogeneic recipients with the tolerizing protocol
(Tolerant, n=3) were collected 3 months post-transplantation and homogenized for the
evaluation of local CCL5 protein concentration. Concentration is expressed in ng/volume of
kidney. (C) Ratios were calculated between the expression level of CCL5 protein in the
kidney (Naive) or kidney grafts from syngeneic recipients (Syngeneic) or allogeneic
recipients with the tolerizing protocol (Tolerant) and levels in the corresponding plasma.

Ratios were calculated from data shown in Figures 2A and 3B. *, p<0.05.
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Figure 4

Intragraft CCR5 and Foxp3 mRNA expression
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gRT-PCR measurement of CCR5 (A) and Foxp3 (B) mRNA transcripts in kidney grafts

collected 3 to 4 months post-transplantation from recipients of syngeneic grafts (n=3) or

tolerant recipients of allografts (n=11). Quantification was also performed 1 month after

treatment with rCCL5 in recipients of syngeneic grafts (n=2) or tolerant recipients of

allografts (n=3). *, p<0.05.
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Figure 5

Syngeneic Rejection

Tolerant Tolerant + rCCL5

Increased Treqg infiltration in tolerated kidney allografts.

Confocal-like immunofluorescence microscopy analysis of kidney grafts from recipients of
syngeneic grafts, recipients of tolerated allografts (anti-CD28 antibody treatment) or from
recipients of tolerated allografts after treatment with rCCL5-delivering osmotic pumps.
Analyses were performed 3 to 4 months post-transplantation. A rejected kidney allograft
implanted in an untreated recipient is also shown. In that case, analyses were performed on
day 7 post-transplantation. Pictures are representative of 3 to 5 experiments. Green color,

TCR} staining; red color, Foxp3 staining. Scale bar: 15 pum.
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(A) Kidney allograft survival in untreated rats (Untreated controls; n = 3) or in rats treated
with the modulating anti-CD28 JJ319 antibody (JJ319; n = 5) or with the same regimen plus
the implantation of an osmotic pump delivering 14 pg/kg/day rCCL5 for 14 days (JJ319 +
rCCL5; n=3) or in rats grafted with a syngeneic kidney graft plus rCCL5 infusion (Syngeneic
+ rCCL5; n=3). (B) Kidney function assessed once a week for 28 days by creatininemia
measurement in JJ319 + rCCL5 (n=3) and syngeneic + rCCL5 (n=3) recipients. (C) Kidney
allograft survival in recipient rats with established tolerance to a kidney allograft (n=5) or in
similar animals receiving an osmotic pump delivering rCCL5 (14 pg/kg/day) at 120 days
post-transplantation (n=3). Rat recipients of syngeneic grafts receiving the same rCCL5
administration at 120 days post-transplantation are also shown (Syngeneic + rCCL5; n=3).
(D) Kidney function assessed once a week for 28 days by creatininemia measurement in
JJ319 + rCCL5 (n=3) and syngeneic + rCCL5 (n=3) recipients after implantation of osmotic
pumps filled with rCCL5, 120 days post transplantation. *, p<0.05. **, p<0.01.
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Table 1
Probe ID | Gene Genbank Function Fold change (MDSC p
Symbol tolerant/MDSC
syngeneic)
21677917 | Laxl Negative regulation of T 20.261 0.032
and B cell activation
22327267 | Bcl2112 | Inhibition of apoptosis 3.507 0.001
21322364 | Banhll Inhibition of apoptosis 3.214 0.041
21998913 | Dapk2 Induction of apoptosis 0.053 0.01
20872514 | Lat Positive regulation of T cell 0.022 0.006
activation/differentiation
20896278 | Ccl5 Signaling molecule / 0.006 0.001

Chemotactic chemokine

Microarray data analysis of MDSCs from tolerant recipients of kidney allografts

compared with MDSC from recipients of syngeneic grafts.

The top six up-regulated and down-regulated genes (MDSC Tolerant/MDSC syngeneic) are

shown. Full microarray data are available on the Gene Expression Omnibus web-based data

repository, under the GEO accession number GSE28545.
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Table 2
Time post-
Group TCRp Foxp3
transplant
Rejection 12 days +++ +
Syngeneic 3 months - -
Tolerant 3 months +++ +++
Tolerant + rCCL5 3 months +++ +

Quantification of kidney biopsy infiltration by TCRB", Foxp3™ cells (from Figure 5).

A grading system representing no infiltration (-) to a mild (+), medium (++) or heavy (+++)

infiltration was used.
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Supplementary Figures

Figure S1
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LAX1 mRNA relative expression

MDSC gene expression assessment by gRT-PCR.

MDSCs from rat recipients of kidney grafts were purified from blood for RNA extraction. A
gRT-PCR was performed to assess expression of LAX1 (Syngeneic, n=7; tolerant, n=11).
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Figure S2
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Recombinant rat CCL5 infusion restores in vivo CCL5 plasma level in toleranr recipient
Quantification of CCL5 protein levels by ELISA in plasma of recipients of syngeneic kidney
grafts (n=2), recipients of kidney allografts tolerized by injection of anti-CD28 antibodies

(n=3). Measurements were performed once a week post-implantation of rCCL5 filled osmotic

pump.
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Figure S3
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Recombinant rat CCL5 in vivo brakes established tolerance.

Kidney allograft survival in recipient rats with established tolerance receiving an i.p.
administration of 1.5ug/Kg rCCL5 twice daily for 21 days (JJ319 + rCCL5) at 120 days post-
transplantation (n=1). Rat recipients of syngeneic grafts receiving the same rCCL5

administration at 120 days post-transplantation are also shown (Syngeneic + rCCL5; n=1).
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Figure S4
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Recombinant rat CCL5 in vivo prevents induction of tolerance and brakes established

tolerance.

(A) Kidney function assessed once a week for 28 days by plasma urea measurement in JJ319
+ rCCL5 (n=3) and syngeneic + rCCL5 (n=3) recipients. (B) Kidney function assessed once a
week for 28 days by plasma urea measurement in JJ319 + rCCL5 (n=3) and syngeneic +
rCCL5 (n=3) recipients after implantation of osmotic pumps filled with rCCL5, 120 days post
transplantation. *, p<0.05.
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Figure S5
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Recombinant rat CCL5 in vivo does not break established tolerance in heart
allotransplanted recipients.

Heart allograft survival in untreated rats (Untreated controls; n = 3) or in rats treated with
DST (DST; n = 3) or with the same regimen plus the implantation of an osmotic pump
delivering 14 pg/kg/day rCCL5 for 14 days (DST + rCCL5; n=3).
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I-2 Discussion et perspectives

Dans ce travail, nous avons mis en évidence un nouveau mécanisme de régulation auquel
participent les cellules myeloides suppressives (MDSC) chez des rats tolérants a une
allogreffe rénale suite au blocage spécifique de la molécule CD28. En effet, nos données
démontrent que les MDSC périphériques répriment I'expression génique de CCL5 chez ces
animaux tolérants, contribuant ainsi a I'établissement d'un gradient de CCL5 du greffon vers
la périphérie et au recrutement de cellules Treg dans le greffon, ou elles participent au

maintien de la tolérance.

Le blocage spécifique de CD28 permet I’inhibition de la costimulation tout en maintenant
I’interaction CTLA-4/CD80-86, favorisant ainsi le développement de cellules T régulatrices
(Tsai et al., 2004). Son étude semble donc étre une stratégie intéressante en transplantation
d’organe. En effet, notre équipe s’est intéressée a cette stratégie en utilisant un anticorps anti-
CD28 de rat, le clone JJ319, que nous avons décrit dans un modele d’allogreffe rénale d’un
rat LEW.1W a un rat LEW.1A. Cet anticorps anti-CD28 antagoniste, permet 1’internalisation
de CD28 a la surface de la membrane cellulaire in vivo (Haspot, Villemain et al. 2002).
Malgré ’activation transitoire des lymphocytes T lors du processus de modulation du CD28
par le JJ319, cet anticorps bloque efficacement le CD28 puisqu’il inhibe la réponse
alloréactive des cellules T stimulées par des CPA allogéniques. Ainsi, un traitement de 8 jours
par D’anticorps anti-CD28 administré en I.P. (intrapéritonéal) permet au receveur de
développer une tolérance sans signes histologiques de rejet chronique. En effet, nous avons
précédemment montré que ce modéle d’induction entraine la survie de 60 % des greffons
rénaux allogéniques et I’analyse des mécanismes régulateurs du compartiment sanguin de ces
animaux révele la présence d’une population de cellules régulatrices non-T exprimant les
molécules B7 et NKRP-1 responsables de I’inhibition de cellules T alloréactives (Haspot,
Seveno et al. 2005). Par ailleurs, nous avons egalement montré que la tolérance induite a
I’allogreffe rénale par I’anticorps anti-CD28 chez le rat est aussi en corrélation avec une
accumulation de MDSC de phénotype CD6 CD11b"Nkrp1*CD80/86" dans le sang des
animaux tolérants, inhibant la prolifération des lymphocytes T par un mécanisme dependant
du monoxyde d’azote in vivo (A.-S. Dugast et al., 2008).

En cancérologie, I’accumulation des MDSC dans les tumeurs constitue un mécanisme néfaste
majeur chez les rongeurs et chez ’homme, dans la mesure ou elle permet aux tumeurs

d’échapper a la destruction par les lymphocytes T (Ostrand-Rosenberg, 2010). A I’inverse,
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I’accumulation des MDSC est bénéfique en transplantation et empéche le développement du
rejet de greffe dans différents modéles chez le rongeur (Dilek et al., 2010). Ainsi, nous avons
approfondi I’étude de ces cellules afin de mieux comprendre leur accumulation et leur
mécanisme d’action dans notre mode¢le de tolérance chez le rat. L’analyse de puce a ADN de
MDSC issues du sang de rats tolérants et de rats ayant subit une greffe rénale syngénique,
nous a permis d’identifier plusieurs génes dont I’expression differe significativement entre ces
2 groupes (Tableau 1) et pouvant expliquer nos résultats publiés précédemment. Quatre génes
peuvent notamment expliquer I’accumulation des MDSC dans notre modéle de tolérance :
bcl2112 et dapk2 appartenant a la voie de 1’apoptose, et, lat et lax1 appartenant a la voie de
différenciation/maturation. En effet, Bcl2112 (Bcl2-like 12) appartient a la famille de Bcl2 (B-
cell/lymphoma 2) regroupant les génes liés a 1’apoptose. Bcl2112 est un anti-apoptotique qui a
notamment été décrit dans différents mod¢les de cancer chez I’homme (Talieri et al., 2003;
Mathioudaki et al., 2004; Stegh & DePinho, 2011; S. G. Papageorgiou et al., 2011). Il est
exprimé principalement dans le sein, le thymus, la prostate, le foie, le cdlon, le placenta, le
pancréas, I’intestin gréle, la moelle épiniere, les reins et la moelle osseuse et dans une
moindre mesure dans de nombreux autres tissus (Scorilas et al., 2001). Bcl2L12 se trouve a la
fois dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules. Dans le cytoplasme, il inhibe les
caspases 3 et 7 qui participent a I’apotose cellulaire (Stegh & DePinho, 2011). Dans le noyau,
il forme un complexe avec p53, réduit ainsi la stabilité de cette protéine p53 et empéche sa
liaison au promoteur des génes cibles (i.e. p21, DR5, Noxa et PUMA), inhibant ainsi les
modifications et dommages causés a I’ADN conduisant a 1’apoptose (Stegh & DePinho,
2011). Dapk2, quant a lui, appartient a la famille des serine/thréonine protéine-kinases DapK
(Death-Associated Protein Kinase) pro-apototiques (Patel et al., 2011). Des études récentes
indiquent que l'expression de Dapk2 peut également étre détectée dans certains cancers, mais
sa fonction reste réprimée (Michie et al., 2010). Dapk2 est exprimé abondamment dans le
cceur, le poumon et le muscle squelettique (Kawai et al., 1999). Il est activé par la
calmoduline (CaM) en réponse au calcium (Kawai et al., 1999) et induit 1’apoptose grace a
son activité catalytique. Nous montrons dans cet article que les MDSC issues d’animaux
tolérants surexpriment d’une part I’ARN messager (ARNm) de Bcl2112 (Figure 1A), un anti-
apoptotique, et sous-expriment d’autre part ’ARNm de Dapk2 (Figure 1B), un pro-
apoptotique. Ainsi, I’accumulation des MDSC chez les animaux tolérants pourrait s’expliquer
par une inhibition de leur mort cellulaire par apoptose. Par ailleurs, les MDSC ont un
phénotype de cellules immatures. Leur accumulation peut étre donc également due a une

inhibition de leur maturation. Cette hypothése semble étre confirmée par I’inhibition de
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I’expression de LAT (Linker of Activated T cells) (Figure 1C) par les MDSC d’animaux
tolérants, dont I’expression est pour la premicre fois mise en évidence dans ces cellules. En
effet, LAT est connu pour étre exprimé a ce jour dans les thymocytes, les cellules T matures,
les cellules NK, les mastocytes, les mégacaryocytes et les cellules pré-B (W. Zhang et al.,
1998; Su & Jumaa, 2003; Facchetti et al., 1999). LAT est une protéine transmembranaire de
36 kD qui est rapidement phosphorylée au niveau de sa tyrosine apres I'engagement du TCR
(W. Zhang et al., 1998; Wange, 2000). Il initie une cascade de signalisation essentielle pour le
développement et la fonction des lymphocytes T, via notamment les protéines Grb2, PLC-y
ou PI3K. LAT est un régulateur essentiel de l'activation cellulaire, la différenciation terminale
(Nufiez-Cruz et al., 2003) et la maturation (W. Zhang et al., 1999) (Fuller & W. Zhang,
2009). Ainsi, il est possible que 1’inhibition de son expression chez les MDSC de rats
tolérants leur permette de garder un phénotype immature et expliquer leur augmentation dans
leur compartiment sanguin. Enfin, I’augmentation de I’expression du géne lax1 (lymphocyte
transmembrane adaptor 1 ou linker for activation of X cells) identifié dans les puces a ADN
(Tableau 1) pourrait également contribuer a cette accumulation. En effet, laxl est un géne
exprimé notamment dans les cellules B, les cellules T, les cellules NK et les monocytes, qui
régule négativement la signalisation du TCR dans les lymphocytes T (M. Zhu et al., 2002).
Cependant, I’augmentation de son expression dans les MDSC de rats tolérants n’est pas
significative en PCR quantitative (Figure S1).

Ainsi, grace a ces résultats, plusieurs hypotheses peuvent étre émises quant a 1’augmentation
de MDSC chez les rats tolérants a 1’allogreffe rénale suite au blocage spécifique de CD28 : la
premiere étant 1’inhibition d’un facteur pro-apoptotique (Dapk2) et 1’augmentation d’un
facteur anti-apoptotique (Bcl2112) conduisant ainsi a une longue survie; et la deuxieme étant
I’inhibition ou I’augmentation de facteurs de différenciation/maturation (LAT ou LAXI,
respectivement) permettant de maintenir un phénotype immature. Cependant, I’investigation
concernant ces genes s’est arrétée a ce stade.

En effet, nous nous sommes focalisés sur le géne ccl5 (Chemokine (C-C motif) ligand 5) qui
apparaissait le plus significativement différentiel entre le groupe d’animaux tolérants et le
groupe d’animaux ayant subit une allogreffe syngénique. Son expression est trés fortement
réprimée dans les MDSC d’animaux tolérants (Tableau 1). Cette sous-expression est aussi
confirmée par la quantification de ’ARNm de CCLS dans les MDSC (Figure 1D). Par
ailleurs, cette inhibition de ’ARNm de CCL5 dans les MDSC se traduit notamment par une
inhibition de la concentration protéique de CCL5 dans le sang des animaux tolérants et est

spécifique a notre modele de tolérance a I’allogreffe rénale (Figure 2A). En effet, la
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concentration plasmatique de CCL5 dans un modele de tolérance a une allogreffe cardiaque
suite a une DST ne varie pas par rapport a celle d’animaux naifs (Figure 2A). De méme, dans
un modele de tolérance a une allogreffe rénale suite a un traitement anti-class Il (Degauque et
al., 2006), le taux de CCL5 ne varie pas (Figure C1).

2.04
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0.5+
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—
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1

Figure Complémentaire 1 (C1): Quantification de la concentration plasmatique de la
protéine CCL5 par ELISA chez des animaux naifs (n=7) et chez des animaux tolérants a une
allogreffe rénale suite a un traitement par un anticorps anti-classe Il (n=5). La quantification
a été réalisée 3 mois apres transplantation.

De maniére intéressante, les MDSC ne sont pas impliquées dans ces 2 modeles (Louvet et al.,
2004; Degauque et al., 2007; Degauque et al., 2006). De méme, seules les MDSC semblent
jouer un role dans la diminution de CCL5 dans le sang car ’ARNm de cellules « non-
MDSC » montre un niveau similaire entre le groupe tolérant et le groupe syngénique (Figure
2B). Cependant, d’autres cellules comme les cellules endothéliales (R. de Martin et al., 1993;
Laubli et al., 2009) ou les plaquettes (Kameyoshi et al., 1992) sont également capables de
sécréter CCL5.

CCLb5, également appelée RANTES (Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and
Secreted), est une chimiokine (ou cytokine chimio-attractante) pro-inflammatoire qui joue un
réle important dans la réponse immune, en induisant le recrutement de leucocytes au niveau
des sites inflammatoires. CCL5 est exprimée par les cellules NK, les DC, les macrophages,
les monocytes, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales bronchiques (Nelson et al.,
1993; Devergne et al., 1994; J. H. Wang et al., 1996). CCL5 est reconnue par plusieurs
récepteurs aux chimiokines comme CCR5, CCR1 et CCR3. Elle a un réle immunomodulateur

décrit dans le cancer (Lapteva & X. F. Huang, 2010) et a également été associée au rejet de
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greffe rénale (Pattison et al., 1994; Dikow et al., 2010). Le blocage de CCL5 par un inhibiteur
compétitif, Met-Rantes qui a une plus forte affinité pour son récepteur, permet notamment de
prévenir le rejet aigu d’allogreffe (H. J. Grone et al., 1999; Yun et al., 2004) et de réduire le
rejet chronique (Song et al., 2002). CCL5 a également été décrite dans I’adénocarcinome chez
I’homme et la souris (M. C. B. Tan et al., 2009). Dans cette étude, les auteurs ont montré que
les cellules tumorales sécrétent la chimiokine CCL5 afin de recruter les Treg, exprimant le
récepteur CCR5 (chemokine (C-C motif) receptor 5), dans le but d’inhiber la réponse immune
locale et permettre a la tumeur de se développer. Par ailleurs, CCL5 a été mis en évidence
dans les glomérules de rein (Pocock et al., 2003). De méme, nous montrons que ’ARNm de
CCLS5, ainsi que la protéine CCL5, sont augmentés a long terme apres transplantation (3 a 4
mois post-transplantation) dans les allogreffes rénales tolérantes par rapport aux allogreffes
rénales syngéniques (Figure 3A et 3B). Ainsi, dans notre modele de tolérance a I’allogreffe
rénale, d’une part une diminution de CCL5 est observée en périphérie, alors que d’autre part
une augmentation de cette chimiokine est retrouvée dans le greffon. Le ratio des
concentrations de ces 2 compartiments (greffon:plasma) est effectivement significativement
élevé chez les animaux tolérants par rapport aux animaux naifs ou syngéniques (Figure 3C),
suggérant la formation d’un gradient de CCL5 en faveur du greffon permettant le recrutement
de Treg comme dans le mod¢le d’adénocarcinome (M. C. B. Tan et al., 2009) et conduisant
ainsi a I’établissement et au maintien de la tolérance. L’augmentation de I’ARNm de CCRS et
de Foxp3, caractérisant les Treg, dans le greffon des animaux tolérants confirme cette
hypothése (Figure 4A et 4B), ainsi que les images obtenues en IHC
(immunohistofluorescence) qui montrent également un infiltrat plus important de Treg
TCRBFoxp3" au sein des greffons d’animaux tolérants comparés a ceux d’animaux en rejet
(Figure 5 et Tableau 2). Les animaux syngéniques, quant a eux, ne présentent pas d’infiltrat
cellulaire au sein de leur greffon.

Dans le but d’analyser I’effet des MDSC, via CCLS et les Treg, sur le maintien et 1’induction
de la tolérance a une allogreffe rénale chez le rat, nous avons poursuivi nos travaux, in vivo,
par I’é¢tude de CCLS5 qui semble faire le lien entre les MDSC et les Treg. En effet, CCLS
étant réprimée chez les animaux tolérants, le fait de rétablir des taux de CCL5 normaux dans
le sang permettrait de rompre le gradient de CCL5 et ainsi empécherait a la tolérance de
s’installer ou induirait la perte de tolérance. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps
implanté dans la cavité intrapéritonéale des animaux des pompes osmotiques délivrant de
maniere continue la protéine recombinante CCL5 (rCCL5 a 14 pg/kg/jour pendant 14 jours)

des le jour de I’allogreffe rénale tout en maintenant le traitement d’induction avec 1’anti-
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CD28. Le rejet de greffe apparait alors environ a 20 jours (Figures 6A, 6B et S4A), suggérant
que I’apport exogeéne en CCL5 empéche 1’établissement de la tolérance. Ces mémes pompes
chez les animaux syngéniques n’induisent aucun rejet ou aucune réaction inflammatoire. En
effet, ces animaux présentent une fonction rénale normale. Par ailleurs, ayant montré le réle
de CCLS dans la phase d’induction de tolérance, nous nous sommes intéressés a son action
dans la phase de maintien de la tolérance. Pour répondre a cette question, les pompes
osmotiques rCCL5 ont été implantées chez des animaux tolérants a 120 jours apres
transplantation. Le rejet de greffe apparait a environ 45 jours apres I’administration de rCCL5
(Figures 6C, 6D et S4B) se traduisant par une perte de la fonction rénale. Ces résultats
combinés suggerent donc que 1’établissement et le maintien de la tolérance dans ce modéle
d’allogreffe rénale chez le rat nécessitent la répression de CCLS en périphérie. Par ailleurs,
I’administration de rCCL5 chez des tolérants a une allogreffe cardiaque suite a une DST
n’induit aucun rejet de greffe (Figure S5) et confirme que 1’administration de CCLS5 en elle-
méme n’induit pas de rejet d’allogreffe de manicre directe.

Enfin, toujours dans le but de conforter davantage notre hypothése de gradient de CCL5 et du
recrutement des Treg au niveau des greffons, nous avons quantifi¢ ’ARNm de CCRS et
Foxp3 apres le traitement par rCCL5. Ainsi, suite au rétablissement de la concentration de
CCL5 dans le sang (Figure S2) et par conséquent a I’induction du rejet de 1’allogreffe rénale,
les greffons présentent moins d’ARNm de CCRS5 et Foxp3 (Figure 4) et de cellules
TCRpB*Foxp3" (Figure 5 et Tableau 2), suggérant que les Treg ont quitté les greffons ol ils

participaient au maintien de la tolérance.

Nous avons ainsi pu mettre en évidence un nouveau mécanisme d’action indirect des MDSC
dans la tolérance en transplantation. De plus, nous décrivons pour la premiere fois dans ce
modeéle de tolérance a une allogreffe rénale suite blocage spécifique de CD28, une
coopération entre les MDSC et les Treg qui n’avait pas pu étre mise en évidence auparavant.
En effet, en plus de leur action suppressive dépendant du monoxyde d’azote (A.-S. Dugast et
al., 2008), les MDSC vont participer a la diminution de CCL5 dans le compartiment sanguin,
via la sous-expression de CCL5. Le greffon, quant a lui, secrétant CCL5 va ainsi recruter les
cellules exprimant le récepteur CCR5 telles que les cellules T régulatrices, qui a leur tour vont
avoir un role dans I’établissement de la tolérance. Cependant, davantages d’expérimentations
seraient nécessaires pour approfondir le mécanisme d’action de ces cellules. En effet, il serait
intéressant d’identifier par quelle voie les MDSC régulent leur expression de CCL5 et de voir

si ce mécanisme s’applique a d’autres modeles faisant intervenir les MDSC et les Treg,
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notamment chez ’homme. Enfin, concernant I’accumulation des MDSC, il serait intéressant
d’étudier la voie d’apoptose (via Bcl2112 et Dapk?2) et la voie de maturation de ces cellules

immatures par I’étude plus approfondie de LAT.
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I1- Projet I :

I1-1 Projet d’article 2

Le blocage spécifique de CD28 stabilise la synapse immunologique
entre les lymphocytes T régulateurs et les cellules présentatrices

d’antigéne par des mécanismes dépendant de CTLA-4.

Nahzli DILEK, Nicolas POIRIER, Philippe Hulin, Gilles BLANCHO et Bernard

VANHOVE.

Résultats encore non publiés.
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Introduction

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) jouent un role central dans le maintien de 1’équilibre
entre la tolérance immunitaire aux antigénes du soi et les réponses anti-tumorales [1]. Les
Treg suppriment notamment la fonction des lymphocytes T effecteurs (Teff) CD4" et CD8"
par un engagement du TCR et un mécanisme contact dépendant [1-3]. Cependant, certaines
cytokines inflammatoires comme le TNF-a (Tumor Necrosis Factor «) sont susceptibles de
diminuer Dl’activit¢ des Treg [4,5]. De méme dans la polyarthrite rhumatoide, les Treg
présentent une activité suppressive réduite ex vivo, alors qu’aucune variation de leur nombre
n’est observée in vivo [5,6]. Outre les signaux négatifs initiés par le TNF-a, les Treg peuvent
également recevoir des signaux d'inhibition via le TCR. En effet, ’activation de la protéine
kinase AKT par le TCR peut inhiber la fonction des Treg [7], suggérant ainsi que la
signalisation par le TCR peut rétroagir négativement en inhibant la suppression mediée par les
Treg. Par ailleurs, la signalisation du TCR conduit a la formation de la synapse
immunologique (SI) dans les premiéres secondes qui suivent l'activation des cellules T. Ainsi,
les différences de signalisations initiées par le TCR dans les Treg peuvent émerger au niveau
de la Sl [8]. Les Treg peuvent former des contacts stables avec les CPA induisant des
conséquences fonctionnelles in vitro et in vivo [9-11]. Cependant, les mécanismes ayant lieu
au niveau de la Sl entre les Treg et les CPA n’ont été que trés peu étudiés en comparaison a la
Sl entre les Teff et les CPA. Des données récentes ont notamment montré que pendant la
formation de la Sl chez les Treg, la PKC-6 est séquestrée loin de la SI au niveau de leur pole
distal contrairement aux Teff [12]. Ainsi, la PKC-0 est différentiellement localisée dans les
Teff et les Treg au cours de la formation de la SI. Grace a l'utilisation d’un mod¢le in vitro de
bicouches mobilisant les anticorps anti-CD3 et ICAM-1, le groupe de Dustin a mis en
évidence que les Treg forment des Sl plus stables que les Teff [12], pouvant ainsi expliquer la
réduction de la signalisation de PKC-0 décrite auparavant au niveau de la Sl chez les cellules
Treg [13]. En effet, PKC-6 réverse la stabilitée de la SI [13]. Par ailleurs, les marqueurs de
signalisation en aval du TCR, comme les kinases de la famille Src, la PKC-6 et Carma-1, sont
également réduits au niveau de la SI des Treg [12].

L’obtention d’une activation lymphocytaire T compléte suite a I’interaction du TCR avec le
complexe CMH/peptide nécessite le recrutement de la PKC-6 au niveau de la Sl par un
mécanisme dépendant de la molécule de costimulation CD28 [14-17]. La molécule CD28 et
PKC-0 sont co-localisées et jouent un réle central dans la coordination des voies de
transduction du signal en aval du TCR [17,18]. En effet, CD28 et PKC-6 non seulement se
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déplacent ensemble, mais elles sont aussi associées physiquement. Le blocage de l'interaction
CD28/CD80-86 par CTLA-4-Ig abroge I'accumulation de CD28, mais aussi celle de PKC-0
au niveau de la SI. CD28 recrute PKC-6 dans une région particuliere de la Sl, la cSMAC
(central (c-) Supra Molecular Activation Complex). De méme, Carma-1, qui forme le
complexe Carmal-Bcl10-MALT1 (CBM) pour induire l'activation du NF-xB, s'accumule
aussi dans la méme région que CD28 et PKC-6 [17] contrairement aux observations faites au
niveau des Treg [12]. Ainsi, la molécule CD28, appartenant a la voie de costimulation
CD28/CTLA-4/CD80-86 et étant exprimee par les Teff et les Treg, semble ne pas induire la
méme signalisation dans ces deux types cellulaires. En effet, les molécules de costimulation
de la famille de CD28 jouent un réle majeur dans la balance entre les mécanismes régulateurs
et les mécanismes effecteurs suite a une stimulation par un antigéne. L’engagement de CD28
aux récepteurs CD80 et CD86 est indispensable pour la prolifération et I’activation des
cellules T, et, les réponses pro-inflammatoires [19]. Bien que la molécule CD28 soit
nécessaire a I’homéostasie des Treg [20], I’interaction CD28/CD80-86 peut aussi inhiber leur
fonction [21]. Cette différence de fonction entre Teff et Treg est vraie également pour la
troisieme molécule clé de cette voie de costimulation, CTLA-4, qui se lie aux mémes
récepteurs que CD28, les CD80 et CD86.

Contrairement & CD28, la molécule CTLA-4 n’est pas exprimée de maniére constitutive sur
les Teff, mais se retrouve a la surface membranaire apres activation lymphocytaire, tandis
qu’elle est exprimée constitutivement sur les Treg. CTLA-4 régule négativement 1’activation
des cellules T effectrices en délivrant des signaux antiprolifératifs [22], alors qu’elle est
indispensable pour la fonction suppressive des Treg [11,23]. En effet, 1’analyse de la
régulation spatio-temporelle de I'expression de CTLA-4 a révélé que la molécule CTLA-4
forme également des « microclusters », qui s'accumulent exactement dans la méme région que
CD28 et PKCO. Ainsi, CTLA-4 va inhiber le signal d’activation des cellules T effectrices
passant par CD28 et PKC-0 [17]. Les Treg peuvent, quant a eux, induire I’expression d’IDO
de facon CTLA-4 dépendante dans les cellules dendritiques (DC) [24]. Les DC interagissent
avec les Treg in vivo [9]. En effet, apres avoir formé des agregats autour de la DC, via un
mécanisme dépendant de LFA-1 [25], les Treg entrainent de fagcon spécifique la diminution
d’expression des molécules CD80 et CD86 par un phénoméne dépendant de CTLA-4 et LFA-
1 [25]. L’interaction des Treg avec les DC altére leur capacité a maintenir une interaction de
longue durée avec les cellules T effectrices [26] : la molécule CTLA-4 semble jouer un role
dans ce processus [27]. Il a été notamment rapporté que la molécule CTLA-4 induit
I’expression de LFA-1 [28]. La molécule LFA-1 (CD11a/CD18) appartient a la famille des

140



Résultats — Projet 11 : article 2

intégrines dans laquelle la sous-unité B2 (CD18) est associée a différentes sous-unités o
(CD114, b, c, d) (Springer, 1990). LFA-1 est exprimée par les Teff et les Treg, et, peut se lier
a ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102) et ICAM-3 (CD50) présent sur les CPA. Elle existe
sous 3 formes différentes qui lui conférent plus ou moins une haute affinité. LFA-1 joue un
réle trés important dans le rassemblement des TCR au SMAC ainsi que dans la réorganisation
du cytosquelette lymphocytaire [29]. Cette intégrine favorise 1’interaction entre les Treg et les
CPA [25,28]. Rapl, une Ras GTPase, semble étre au centre de la fonction de LFA-1. Rapl
est, elle, régulée par la signalisation de molécules membranaires (i.e. TCR, CD28, CTLA-4)
et par des protéines adaptatrices (i.e. ADAP et SKAP-55). Rapl régule l'adhésion et la
polarisation cellulaire. En effet, la molécule adaptatrice Rap1-GTP agit en conjonction avec le
cytosquelette sur le domaine cytosolique de LFA-1 pour augmenter I'adhésion [30].

Dans cette étude, nous avons ainsi émis [’hypothése que le blocage spécifique de CD28, sans
affecté CTLA-4, pouvait étre une stratégie efficace pour moduler les réponses immunes : elle
peut ainsi blogquer la réponse des cellules T effectrices tout en préservant la fonction
régulatrices des Treg. En effet, seules des stratégies bloquant toutes la voie CD28/CTLA-
4/CD80-86 (i.e. CTLA-4-Ig) ont été développées jusqu’a aujourd’hui. Nous avons ainsi
précédemment montré que le blocage spécifique de CD28, par un anticorps monovalent
sc28AT, inhibe la réponse immune lymphocytaire, alors qu’elle favorise I’action suppressive
des Treg [31]. La nature monovalente des anticorps anti-CD28 est essentielle a leur action
antagoniste, car elle permet une inhibition stérique de I’interaction CD28/CD80-86 sans
entrainer de multimérisation du récepteur CD28 lui-méme et donc sans entrainer de signal
activateur. Par ailleurs, ce blocage prévient la formation de synapses immunologiques entre
les Teff et les CPA de maniére dépendante de I’interaction CTLA-4/CD80-86. C’est
pourquoi, afin de mieux caractériser 1’action de CD28 et CTLA-4 et de mieux comprendre les
mécanismes regissant la ST chez les Teff et les Treg, nous avons étudié dans ce travail 1’effet
du blocage spécifique de CD28, par un nouvel anticorps monovalent humanisé anti-CD28
antagoniste (FR104), sur la Sl entre Teff/CPA et Treg/CPA. Pour cela, nous avons généré des
clones de Treg humains, et analysé le comportement des clones Teff et Treg en présence de
CPA par une technique de video microscopie (Time-Lapse). Nous avons ainsi montré que le
blocage de CD28 par FR104 prévient la formation de SI stable chez les Teff, alors qu’il
augmente les temps de contact entre les Treg et les CPA par un mécanisme dépendant de

CTLA-4. Ces contacts sont par ailleurs aussi dépendants de I’interaction LFA-1/ICAM-1.
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Matériels et méthodes

Réactifs. L’anticorps monovalent anti-CD28 antagoniste, FR104, est développé par Effimune
(Nantes, France). L’anticorps anti-CTLA-4 (clone 147.1) a été fourni par Medarex (Princeton,
New-Jersey). Les anticorps anti-CD80 (M24) et anti-CD86 (1G10) ont été fourni par
Innogenetics (Gent, Belgium). CTLA-4-Ig (LEA29Y) a été préparé dans notre laboratoire a
partir de cellules COS transfectées. Les anticorps anti-humain couplés a des molécules
fluorescentes et utilisés pour la cytométrie de flux sont les suivants : (i) anti-CD3 (SP34-2),
anti-CD4 (L200), anti-CD25 (M-A251), anti-CD127 (hIL-7R-M21) et CTLA-4 (BNI3)
provenant de BD Biosciences (San-Diego, Californie) ; (ii) anti-Foxp3 (236A/E7) provenant
de eBioscience (San-Diego, Californie); (iii) anti-Helios (22F6) provenant de Biolegend
(San-Diego, Californie) ; et (iiii) anti-CD28 (CD28.6) préparé dans notre laboratoire a partir
de I’hybridome correspondant, donné par D. Olive (INSERM, Marseille). Les anticorps
purifiés anti-CD3 (OKT3) et anti-CD28 (CD28.2) ont été également préparé dans notre
laboratoire.

Le milieu de culture utilisé pour la génération et I’expansion des cellules est du milieu
complet RPMI 1640 (Gibco) complété par de la L-Glutamine (Gibco), de la pénicilline-

streptomycine (Gibco) et 8% de sérum normal humain (PAA).

Génération de clones de Treg. Les lymphocytes T CD4" ont été enrichis a partir de cellules
de sang de donneurs sains (PBMC) par sélection négative en utilisant un kit d’isolement 1T des
cellules T CD4" (Miltenyi, Bergisch Gladbach, Allemagne) puis un séparateur autoMACS
(Miltenyi). Ces cellules CD4" enrichies ont ensuite été marquées a 4 °C pendant 30 minutes
avec des anticorps monoclonaux anti-humain CD4, CD25 et CD127. Les cellules Treg
CD4*'CD25""CD127"" ont été triées par cytométrie (pureté supérieure a 97%) en utilisant un
trieur de cellules a haut débit (FACSAria; BD Biosciences), mises en plaque a 0,3; 1 et 3
cellules/puits dans des plaques 96 puits et stimulées avec 10° PBMC/puits (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) allogéniques irradiées (35 Gy) et un pool de 3 lignées de cellules B
irradiées (10 cellules/puits) présentant le peptide de I'EBV (Epstein Barr Virus) [32] en
présence d’un anticorps anti-CD3 (OKT3) et de 300 Ul/ml d'IL-2 pendant 7 jours a 37 °C, 5%
de CO2. A partir du jour 8, les clones de Treg ont été stimulés par une immobilisation de
I’anticorps anti-CD3 (OKT3) et un anti-CD28 soluble (CD28.2) en présence de 1000 Ul/ml
d'IL-2 pendant 14 jours. Apres 21 jours, les clones ont été restimulés une nouvelles fois avec

des PBMC allogéniques et le pool de cellules B-EBV irradiés, en présence d'IL-2 et OKT3,
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comme décrit ci-dessus. Les clones ont été sélectionnés selon leur phénotype et leur fonction

apres 6 semaines d’expansion clonale.

Expansion de cellules T effectrices et régulatrices. Les clones de cellules T effectrices (Teff)
CD4'CD28"CTLA-4" [33] et régulatrices (Treg #1) CD4'CD25""CD127"°"CD28"CTLA-4"
ont été stimulées avec des PBMC allogéniques et le pool de 3 lignées de cellules B-EBV
irradiés (10.10° et 1.10° cellules respectivement) dans une plaque 96 puits & fond rond, en
présence de PHA-L (Phytohaemagglutinin ou leucoagglutinin) (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri) et de 400 Ul/ml d’IL-2 en milieu complet a 37 °C, 5% de CO2. Au bout de 7 jours,
les cellules ont été transvasées dans un flasque en présence de 300 Ul/ml d’IL-2. Les cellules

ont été utilisées en moyenne a 21 jours aprés expansion.

Test de suppression des cellules T régulatrices. Toutes les expériences ont été réalisées avec
des cellules du sang extrait de donneurs sains. Les lymphocytes T CD4" ont été enrichis a
partir des PBMC par sélection négative en utilisant un kit d’isolement II des cellules T CD4"
(Miltenyi, Bergisch Gladbach, Allemagne) en utilisant un séparateur autoMACS (Miltenyi).
Ces cellules CD4" enrichies ont ensuite été marquées a 4 °C pendant 30 minutes avec des
anticorps monoclonaux anti- humain CD4, CD25 et CD127. Les cellules T régulatrices
CD4*'CD25™M"CD127"" et les cellules T naives CD4'CD25 ont été triées (pureté
systématiquement supérieure a 95%) en utilisant un trieur de cellules a haut débit (FACSAria;
BD Biosciences) et le logiciel FACSDiva (BD Biosciences). 1.10° cellules CD4*CD25 ont
été cultivées avec 1.10° PBMC allogéniques irradiées et des cellules Treg
CD4*CD25™M"CD127"" autologues ou clonales (Treg #1) avec un ratio de 1:1, pendant 5
jours a 37 °C, 5% de CO2 dans un milieu complet humain (RPMI 1640, Pénicilline,
Streptomycine, Sodium Pyruvate, Hepes, Acides aminés non-essentiels, et 5% de sérum
normal humain). La mesure de la prolifération a été évaluée par I'incorporation de thymidine
tritiée (°H).

Vidéo microscopie (Time Lapse). Toutes les expériences ont réalisées en tampon HBSS (1X,
Gibco) complété par de ’Hepes (5 mM, gibco) et dont le pH a été ajusté entre 7,2-7,4. Les
cellules humaines Teff CD4'CD28" et Treg #1 CD4'CD25'CD28 Foxp3" spécifiques de
I’EBV (2.10° cellules) ont été marquées avec une sonde Fura2-AM (0,5 uM pendant 30 min;
Interchim, Montlugon, France), lavées et ajoutées a 4.10° cellules B-EBV (pool de cellules de
3 donneurs) sur une lamelle recouvertes de poly-L-Lysine (0,001%; Sigma, Saint-Louis,

Minnesota). A 1’aide d’un logiciel d’analyse d’imagerie MetaFluor® (Molecular Devices,
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Sunnyvale, CA), des images en lumiére blanche et fluorescentes ont été acquises a des
intervalles de 15 secondes sur un microscope Leica (Leica Microsystems, Wetzler,
Allemagne). Les interactions individuelles entre cellules T et CPA, et, les pics de calcium par
cellule T individuelle au cours de ces interactions ont été examinées manuellement sur une
période de 20 minutes avec les logiciels Metafluor et Metamorph (version 7.5.6; Roper
Scientific, Gottingen, Allemagne). Un pic de calcium a été comptabilisé lorsque le niveau de
fluorescence de base des cellules est augmenté d’au moins de 2 fois. La mobilité des cellules
T ont été quantifiée a l'aide du logiciel ImageJ (version 1.410). Les données présentées sont

des moyennes = SD pour chaque condition.
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Résultats (encore non publiés)

Analyse du phénotype et la fonction suppressive du clone Treg #1

Afin de vérifier que les lymphocytes T régulateurs naturels ne perdaient pas leur phénotype et
leur fonction apres expansion, nous avons Vérifié par FACS le phénotype de différents clones
Treg et avons sélectionné un clone, nommé Treg #1, pour la suite de notre étude. Ce clone
Treg #1 présente le phénotype de Treg induits, CD4*CD25""CD127"°“CD28*CTL4-
4Foxp3*Helios™ (Figure 1). Aprés expansion, les cellules T effectrices (clone Teff), quant &
elles, sont CD4*CD25'CD127""CD28"CTLA-4"Foxp3 Helios™ (Figure 1). Alors que les
lymphocytes T régulateurs naturels autologues inhibent a 81 % la prolifération de cellules T
naives CD4'CD25" stimulées pendant 5 jours par des PBMC allogéniques irradiés, les cellules
Treg #1 inhibent la prolifération a 98% confirmant ainsi une activité suppressive préservée et
tres importante (Figure 2). Ainsi, par cette premiére étape, nous validons notre clone Treg #1
spécifique de ’EBV pour la suite de notre étude.

Etude de Deffet du blocage sélectif de CD28, par FR104, sur un clone de lymphocytes T
effecteurs (Teff) par vidéo microscopie Time Lapse

Nous avions dans une étude précédente montré que le blocage spécifique de CD28 par un
anticorps monovalent anti-CD28 antagoniste (sc28AT, provenant de la fusion d’un fragment
ScFv de I’anticorps humain bloquant de haute affinité, le CD28.3, et de I’all anti-trypsine
humaine) prévenait la formation de contacts stables entre les Teff et les lymphocytes B-EBV
(utilisés comme CPA) par des mécanismes dépendant de la molécule CTLA-4 [31]. Ainsi,
I’effet de FR104, un anticorps monovalent anti-CD28 humanisé et pégylé issu du sc28AT, a
été testé sur les Teff. Les temps de contact entre Teff et CPA sont significativement diminués
en présence de FR104 (11,93 + 1,17 min. vs 4,16 + 1,19 min. sur une période de 20 min,
p<0,001) (Figures 3A et 4A). L’effet de FR104 est réversé lorsque les Teff sont traités
simultanément avec FR104 et un anti-CTLA-4 (10,45 £ 1,53 min.), confirmant la prévention
de la formation de contacts stables entre Teff et CPA par des mécanismes dépendant de
CTLA-4. CTLA4-1g ou les anticorps anti-CD80/86 vont au contraire augmenter les temps de
contact entre Teff et CPA (18,33 = 1,07 min. et 18,42 £ 1,54 min.) (Figure 4A). L’effet sur
les temps de contact corréle avec la motilité des cellules Teff. En effet, en comparaison a la
condition contrdle, la motilité des Teff est accrue lors du blocage spécifique de CD28 (100,5
+ 6,03 um vs 204,8 = 17,54 um, p<0,001) et I’ajout simultané de 1’anti-CTLA-4 et FR104

prévient I’intense motilité observée (92,42 + 7,68 um) (Figure 4B). Les mémes résultats de
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motilité moyenne sont observés avec CTLA4-1g et les anti-CD80/86 (79,12 + 10,32 um et
75,68 £ 19,19 um). L’analyse des flux calciques par cellule Teff individuelle (Figure 6A)
rapportés en nombre de pics calciques par minutes (Figure 6B) montre une diminution des
pics calciques (0,36 + 0,03 pics/min vs 0,15 + 0,02 pics/min, en condition contrble et avec
I’anti-CD28, respectivement, p<0,001) traduisant ainsi une inhibition de la fonction des Teff
par le blocage spécifique de CD28. Ainsi, le blocage de CD28 par FR104 prévient la
formation de contact stable entre Teff et CPA et augmente la motilité des Teff par un
mécanisme dépendant de CTLA-4, ce qui est traduit par une baisse de I’activation cellulaire.

Nous confirmons donc bien nos précédents résultats obtenus avec le sc28AT [31].

Etude de Deffet du blocage sélectif de CD28, par FR104, sur un clone de lymphocytes T
régulateurs #1 (Treg #1) par vidéo microscopie Time Lapse

Nous avons montré que I’effet du blocage spécifique de CD28 favorise 1’activité suppressive
des Treg [31]. C’est pourquoi, I’effet du blocage spécifique de CD28 sur les interactions entre
les Treg et les CPA en vidéo microscopie a été 1’étape suivante de notre étude (Figure 3B).
De maniére intéressante, en condition contrdle les Treg #1 n’établissent que de courts contacts
avec les CPA (5,06 = 0,87 min sur une période de 20 min), alors qu’en condition avec I’anti-
CD28 (FR104) ces contacts sont renforcés et durent plus longtemps (13,81 + 1,10 min,
p<0,001) (Figure 5A). Lorsque les Treg #1 sont traités avec 1’anti-CD28 et simultanément
avec I’anti-CTLA-4, les courts contacts sont restaurés (3,02 £ 0.82 min), suggérant que
CTLA-4 a également un r6le dans les interactions Treg/CPA. Concernant la motilité, aucune
différence n’est obtenue entre les conditions controle, FR104 et FR104 + anti-CTLA-4 (120,2
+ 6,98 um et 121.3 £ 6.65 um, respectivement) (Figure 5B). CTLA4-Ig et les anti-CD80/86,
quant a eux, n’influent pas sur les temps de contact des Treg avec les CPA (3,24 + 1,55 min et
4,64 + 2,59 min, respectivement), mais induisent une augmentation significative de la motilité
des Treg (190,1 £ 12,83 um et 163,0 = 21,87 um, respectivement) (Figures 5A et 5B).
L’analyse des profils calciques (Figure 6C) des Treg en conditions contréle ou en présence
de I’anti-CD28 montre une augmentation du nombre de pics calciques par minutes lorsque
CD28 est bloqué (0,49 + 0,05 pics/min en condition contr6le vs 0,68 + 0,06 pics/min avec
I’anti-CD28, p<0,05) (Figure 6D), se traduisant par une augmentation de I’activation des
cellules Treg. Ainsi, le blocage spécifique de CD28 entraine une augmentation des contacts
Treg/CPA et une activation importante des Treg, contrairement aux cellules Teff. Ces

mécanismes sont tous CTLA-4 dépendants.
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Les videos représentant les Teff ou les Treg en présence des CPA dans les conditions
contréle, anti-CD28 (FR104), et anti-CD28 + anti-CTLA-4 (Figure 3) sont accessibles a
I’aide du lien et des identifiants suivants :
http://www.ezubi.com/p5/site/login.php?e=&id=20767&u=ndilek

Compte : ndilek
Mot de passe : antiCD28.
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Figure 1
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Analyse phénotypique par FACS des cellules T régulatrices (Treg #1) aprés expansion.

Le phénotype des cellules Treg #1 est comparé a celui du clone de cellules T effectrices (Teff)
apres expansion également.
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Figure 2
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Analyse de la fonction suppressive des cellules T réqulatrices (Treg #1) aprés expansion.
Prolifération de lymphocytes T CD4'CD25" stimulés avec des PBMC allogéniques irradiés a

J5 en présence ou non de lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg) autologues ou des
cellules Treg #1 & un ratio 1:1. ~ : p<0,01
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Figure 3

Control

FR104

FR104
aCTLA-4

Control

FR104

FR104
aCTLA-4

Représentation des conditions de vidéo microscopie (Time-Lapse).

(A) Captures d’écran représentant les lymphocytes T effecteurs (clone Teff) marquées en vert
ou rouge (cellules activées) par la sonde calcique Fura2-AM en présence de lymphocytes B-
EBV non marques. Les Teff sont pré-incubés avec un anti-CD28 (FR104) ou un anti-CD28 +
un anti-CTLA-4 ou rien (controle). Les images ont été analysées sur une durée de 20 min. (B)
Méme conditions avec les lymphocytes T régulateurs (Treg #1) marqués au Fura2-AM et mis
en présence de lymphocytes B-EBV.

Les vidéos représentées par cette figure sont accessibles en ligne par le lien ci-dessous :
http://www.ezubi.com/p5/site/login.php?e=&id=20767&u=ndilek

Compte : ndilek

Mot de passe : antiCD28

(Bien respecter les minuscules et les majuscules.)
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Figure 4
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Analyse du Time-Lapse des cellules T effectrices (clone Teff) sur un période de 20

minutes.

(A) Mesure des temps de contact entre les lymphocytes T effecteurs et les lymphocytes B-
EBV utilisés comme cellules présentatrices d’antigene (APC) en présence ou non des
différents anticorps indiqués. (B) Mesure de la distance parcourue par les Teff sur 20 minutes

dans les mémes conditions que précédemment. . : p<0,001
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Figure 5
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Analyse du Time-Lapse des cellules T régulatrices (Treg #1) sur un période de 20

minutes.

(A) Mesure des temps de contact entre les lymphocytes T régulateurs et les lymphocytes B-
EBV utilisés comme cellules présentatrices d’antigéne (APC) en présence ou non des
différents anticorps indiqués. (B) Mesure de la distance parcourue par les Treg #1 sur 20

minutes dans les mémes conditions que précédemment.  : p<0,001
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Figure 6
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Profils et quantification des flux calciques.

Les flux calciques des Teff (A) et des Treg #1 (C), qui ont été établit un contact avec un
lymphocyte B-EBV, ont été analysés grace a la fluorescence de la sonde calcique Fura2 sur
une période de 20 minutes. Le profil d’une cellule, qui représente chaque condition, est
montré. Les Teff et les Treg #1 sont traités ou non avec 10 pg/ml d’anti-CD28 (FR104). La
quantification de I’activation cellulaire Teff (B) et Treg #1 (D) est établit par le nombre de pic

de flux calciques / min. " : p<0,05 et~ : p<0,001
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I1-2 Discussion et perspectives

Nous montrons dans ces travaux 1’effet opposé d’un anticorps monovalent antagoniste anti-
CD28 sur les contacts cellulaires entre les lymphocytes Teff et les CPA d’une part et les
lymphocytes Treg et les CPA d’autre part. En effet, le blocage spécifique de CD28 abroge les
contacts entre Teff/CPA alors qu’il renforce les contacts entre Treg/CPA. Ces effets de I’anti-
CD28 sur le temps de contact se traduisent par une diminution ou une augmentation des flux
calciques chez les Teff ou les Treg, respectivement, démontrant ainsi une diminution de

I’activité cellulaire chez les Teff et une augmentation de celle-ci chez les Treg.

Le blocage de la voie CD28/CD80-86/CTLA-4, en ciblant CD80-86, inhibe 1’alloréactivité
des lymphocytes T et prévient le rejet aigu chez le primate ou chez ’homme (Kirk et al.,
2001; Boulday et al., 2004; C. P. Larsen et al., 2005; Vincenti et al., 2005). Néanmoins, cibler
la voie de costimulation CD28/CD80-86 sans perturber 1’interaction inhibitrice CTLA-
4/CD80-86 pourrait favoriser I'induction de tolérance. Chez le rongeur, il a été montré qu’un
anticorps induisant une internalisation de CD28 inhibe les rejets aigu et chronique en
transplantation (Dengler et al., 1999; V. M. Dong, X. Yuan, et al., 2002; A.-S. Dugast et al.,
2008). En revanche, aucun antagoniste « vrai » et sélectif de CD28 n’était disponible chez
I’homme. C’est pourquoi, notre équipe s’est particulicrement intéressée a développer un tel
antagoniste sélectif de CD28. La premiéere molécule développée a été le sc28AT (anticorps
antagoniste constitué¢ d’un fragment monovalent single-chain Fv) (Vanhove et al., 2003) et a
fait I’objet d’une premic¢re étude pilote in vivo chez le primate et in vitro chez I’homme
(Poirier et al., 2010) Ainsi, le blocage spécifique de CD28 par le sc28AT prévient, en
synergie avec les CNI, le rejet aigu dans la greffe de rein chez le primate non-humain. De
méme, cette stratégie bloque l'activation des cellules effectrices T, alors qu’elle promeut
I'activité suppressive des Treg in vitro (Poirier et al., 2010). Par ailleurs, nous avons montré
que le blocage selectif de CD28 prévient la formation de synapses immunologiques stables
entre les Teff et les CPA par un mécanisme CTLA-4 dépendant (Poirier et al., 2010).
Cependant, les propriétés pharmacocinétiques de sc28AT n’étant pas compatibles avec une
application clinique, une nouvelle molécule issue du méme anticorps parental a été
développée, FR104 (brevet PCT/IB2011/050646) qui est sous forme d’un fragment Fab’
humaniseé et pégylé.

Ainsi, nous avons a nouveau étudié ’effet du blocage spécifique de CD28 en utilisant la

molécule FR104. Tout comme sc28AT, FR104 prévient la formation de contacts stables entre
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les Teff CD4"CD28" (Figure 1) et les CPA (Figure 4A), induit une mobilité accrue de ces
Teff (Figure 4B) et une diminution de leur activité cellulaire mesurée par le calcium (Figures
6A et 6B). Dans cette étude, nous montrons ainsi in vitro que le blocage sélectif de CD28 (par
FR104) est différent du blocage de la voie ciblant CD80/86 puisque seul le blocage sélectif de
CD28 permet d’empécher la formation de synapse immunologique stable par un mécanisme
CTLA-4 dépendant : le «reverse of the TCR-induced STOP signal » (H. Schneider et al.,
2006). La motilité accrue des lymphocytes T aprés engagement de CTLA-4, avec les
molécules de CD80/86 des CPA, empéche ainsi la formation de ces synapses nécessaire a
I’activation. Bien que cette augmentation de motilit¢ lymphocytaire inhibe la formation de
synapses immunologiques stables, les conséquences in vivo d’une motilité accrue des
lymphocytes T demeurent mal connues. L’activation d’un lymphocyte T naif requiére-t-elle
une interaction prolongée avec une seule CPA ou de multiples contacts brefs avec différentes
CPA ? Une réponse a cette problématique a été apportée par la microscopie biphotonique in
Vivo : lors d’une réponse immune primaire, les lymphocytes T forment de longues interactions
avec une ou plusieurs cellule(s) dendritique(s) et ont une trés faible motilité. En revanche,
dans des conditions de tolérance spécifique a un antigene, aucun « STOP » des lymphocytes T
n’est observé, les lymphocytes T sont mobiles et forment des contacts trés brefs avec de
nombreuses CPA (Hugues et al., 2004; Bousso, 2008). 1l semble donc que des contacts
stables soient nécessaires a I’initiation de la réponse lymphocytaire T, alors que des
interactions bréves, multiples et continues semblent étre une caractéristique des lymphocytes
T dans des conditions tolérogenes.

Un point important a donc été d’analyser le comportement in vitro des cellules Treg dans ces
expériences de Time-Lapse en présence de FR104. Ainsi, le blocage sélectif de CD28
empécherait-il également les interactions prolongées entre les Treg et les CPA ? Pour cela
nous avons genéré des clones humains de cellules régulatrices de phénotype
CD4'CD25""CD127°“CD28" CTLA-4"Foxp3*Helios™ (Figure 1) ayant préservé leur
fonction suppressive (Figure 2). Nous montrons que contrairement aux Teff, le blocage
sélectif de CD28 renforce les contacts entre les Treg et les CPA (Figure 5A) et induit une
augmentation des flux calciques, se traduisant par une augmentation de I’activation des Treg
(Figures 6C et 6B). Le blocage simultané de CD28 et CTLA-4 par leur anticorps antagonistes
respectifs annule ces effets, suggérant un réle important de CTLA-4 pour les Treg.
Cependant, aucune différence n’a été observée sur la motilité des Treg en présence ou non de
FR104 ou en condition FR104 + anti-CTLA-4 (Figure 5B). Ainsi, les mécanismes mis en jeu

par les molécules CD28 et CTLA-4 ne seraient pas les mémes entre les Teff et les Treg. Ces
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résultats mettent donc en évidence un nouveau mécanisme pouvant expliquer nos résultats
publiés en 2010. En effet, nous avons montré que la fonction suppressive des Treg n’est pas
dépendante de CD28, mais de CTLA-4, et que le blocage de CD28 non seulement n’empéche
pas la suppression par les Treg mais au contraire la renforce quand les Treg sont activés par
des cellules dendritiques matures (Poirier et al., 2010). Or, un des mécanismes connu pour la
fonction suppressive des Treg est I’agrégation de ces cellules sur les CPA par un mécanisme
CTLA-4 et LFA-1 dépendant (Tang & Krummel, 2006; Onishi et al., 2008) ou Nrp-1
dépendant (Sarris et al., 2008), empéchant ainsi 1’accés des lymphocytes T effecteurs aux
CPA. Onishi et coll. ont proposé un mécanisme in vitro de suppression contact-dépendant des
cellules Treg en 2 étapes : I’étape initiale dépendante de LFA-1 permettrait la formation des
agrégats entre les Treget les cellules dendritiques immatures ; la deuxiéme étape dépendant de
LFA-1 (en partie) et de CTLA-4 réprimerait 1’expression des molécules CD80/86 par les
cellules dendritiques (Onishi et al., 2008). De méme, il a été montré que CTLA-4 induit une
augmentation de ’expression de LFA-1 chez les Treg médiée par une protéine GTPase, Rapl
(H. Schneider et al., 2005). Rap1, qui régule négativement I’activation cellulaire T, est activée
par CTLA-4 alors qu’elle est inhibée par CD28 (Dillon et al., 2005). Ainsi, en bloquant
sélectivement CD28 et par conséquent préservant I’interaction CTLA-4/CD80-86, Rapl serait
alors activée et induirait, quant a elle, I’activation de LFA-1, augmentant ainsi I’adhésion des
Treg.

Cependant, bien que les Teff expriment, comme les Treg, les molécules CD28, CTLA-4,
LFA-1 et Rapl, le blocage spécifique de CD28 induit des effets opposés sur ces cellules. Un
effet paradoxal est donc observé entre les Teff et les Treg, suggérant une utilisation ou une
fonction différente de ces molécules dans les Teff et les Treg. La premiere différence
concerne notamment 1’expression de CTLA-4. CTLA-4 est constitutivement exprimée par les
cellules Treg, alors que son expression a la surface des Teff n’apparait qu’aprés activation.
Pour approfondir le réle de LFA-1 dans le blocage spécifique de CD28/CTLA-4, une étude de
blocage de LFA-1 dans les différentes conditions de Time-Lapse est en cours, ainsi que
I’analyse de I’expression et I’activation de Rapl dans les Teff et les Treg. Par ailleurs, LFA-1
a la capacité de moduler son affinité par des modifications de conformation. LFA-1 existe
ainsi sous trois formes : celle de faible, d’intermédiaire et de haute affinit¢ (M. Shimaoka et
al., 2003). Bien que les configurations intermédiaires et de haute affinit¢ de LFA-1
interagissent fortement avec ICAM-1, seule la haute affinité procure une interaction stable. Il
serait intéressant d’analyser quelles formes sont exprimées par les Teff et les Treg. Par

ailleurs, il a eté montré que le recrutement de PKC-6 par CD28 au niveau de la synapse
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immunologique des cellules Teff ne s’établissait pas chez les Treg (Zanin-Zhorov et al.,
2011), relatant ainsi une différence dans le role de CD28 chez ces 2 types cellulaires. L’étude
des autres molécules recrutées a la surface par CTLA-4 et CD28, comme CARMA-1, ZAP70,
SHP2, apporterait de plus amples renseignements dans la compréhension de la synapse
immunologique aussi bien chez les Teff que les Treg. De plus, des expériences de
microscopie confocale permettant de visualiser les molécules (comme CD28, CTLA-4, PKC-
0, CD80/86, LFA-1) au niveau de la synapse immunologique sont actuellement en cours et
permettront ainsi de mettre en évidence tout changement éventuel de conformation au niveau
de la synapse immune pouvant contribuer a la compréhension de nos résultats observés en
Time-Lapse.

Enfin, nous montrons également dans cette étude que le blocage de la voie CD28/CD80-
86/CTLA-4 par le CTLA4-Ig ou les anti-CD80/86, induit une importante augmentation du
temps de contact entre Teff/CPA (Figure 4A) et une augmentation de la motilité des Treg
(Figure 5B) par rapport aux conditions controle et FR104+anti-CTLA-4. Ces résultats
suggerent la participation d’autres molécules de costimulation, comme la molécule PD-L1. En
effet, PD-L1, qui est exprimée constitutivement sur les lymphocytes T effecteurs et
régulateurs, peut également se lier a la molécule CD80. Chez les Teff, I’interaction PD-
L1/CD80 inhibe I’activation et la prolifération ainsi que la production de cytokines (Butte et
al., 2007). En ce qui concerne les Treg, le role de ’interaction PD-L1/CD80 au niveau des
Treg n’est pas connu. Cependant, il est décrit que I’interaction de PD-L1 a son récepteur PD-I
est necessaire au développement, a la survie et a la fonction des Treg induits (Francisco et al.,
2009). L’étude du blocage de PD-L1 en plus de celui de CD28 et CTLA-4 permettrait de
d’établir pour la premiére fois un éventuel role de I’interaction PD-L1/CD80 au niveau des

Treg.

Les expeériences de Time-Lapse ont donc permis de montrer in vitro que les cellules humaines
Teff et Treg ont un comportement opposé en présence de CPA. De la méme facon, le blocage
spécifique de CD28 par FR104 induit donc deux effets opposés sur leurs contacts avec les
CPA et leur activation. Cette stratégie permet ainsi la mise en place de mécanismes
immunomodulateurs passant par CTLA-4, contrairement aux stratégies bloquant CD80/86.
Afin de compléter ces travaux, 1’effet du blocage spécifique de CD28 in vivo sur les Teff et
les Treg, notamment par microscopie biphotonique dans des modeles de souris transgéniques,
semble étre une étape importante. De plus, nous avons prévu d’étudier le comportement par

Time-Lapse des Teff et Treg lorsque ces deux populations sont en méme temps en contact
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avec les CPA. Ces dernicres expériences, nous permettront d’analyser les interactions Teff et

Treg, et leur activation.

La stratégie d’inhibition sélective de CD28 permet ainsi d’inhiber [’activation des
lymphocytes T tout en préservant la fonction suppressives des Treg, vraisemblablement en
conservant la régulation dépendant de CTLA-4 et en empéchant ’extinction de la fonction
suppressive des Treg en prévenant I’engagement de CD28 avec CD86. Il faut néanmoins
rappeler que CD28 est nécessaire a la géneération thymique et a la survie et prolifération en
périphérie des Treg (Salomon et al., 2000; Bour-Jordan & Blueston, 2002; Bluestone &
Abbas, 2003). Une administration chronique pourrait donc s’avérer délétére sur le long-cours,
d’autant plus que les Treg sont également dépendants de la sécrétion paracrine d’IL-2 par les
lymphocytes T effecteurs en périphérie (Tai et al., 2005; S. Sakaguchi et al., 2008), en partie
sous le contr6le de la signalisation de CD28 (C. B. Thompson et al., 1989).

Une étude préclinique de la molécule FR104 dans la transplantation rénale chez le primate
non-humain est actuellement en cours dans notre laboratoire. Des associations de cette
molécule avec différents immunosuppresseurs (Tacrolimus, MMF, Rapamycine) seront
également testées. Un premier essai clinique pourrait avoir lieu courant 2012 en fonction de

nos résultats.
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Conclusion

L’induction d’une régulation immunologique spécifique via une immunointervention
innovante dans le but de protéger le greffon peut étre une avancee considérable dans le
domaine de la transplantation, mais qui reste pour I’essentiel au stade expérimental. En
transplantation, des souris dépourvues de lymphocytes T sont capables de tolérer leur greffon,
suggérant qu’ils sont les effecteurs majeurs du rejet de greffe (Bolton, Gracie et al. 1989).
Afin d’activer un lymphocyte T de fagon efficace, deux signaux sont nécessaires: un signal
antigénique et un signal de costimulation. CD28 fait partie des molécules majeures
nécessaires a I’induction du signal de costimulation. Nous avons abordé ce concept au cours
de ce travail de these en étudiant une nouvelle stratégie thérapeutique, autour de deux
problématiques différentes, dans un modele in vivo chez le rat et un modéle in vitro chez
I’homme. Dans notre équipe, notre stratégie a donc été¢ de tester le blocage spécifique des
interactions activatrices CD28/CD80-86, permettant ainsi la conservation des interactions
inhibitrices CTLA-4/CD80-86 et des signaux régulateurs nécessaires a 1’induction de la

tolérance.

Dans une premiere partie, nous avons abordé cette stratégie dans un modele d’allogreffe
rénale, en utilisant un anticorps modulant anti-CD28, le clone JJ319. Bien que le CD28
semble étre important pour le développement de cellules T régulatrices, le blocage de
I’interaction CD28/CD80-86 par un anticorps anti-CD28 permet le développement de Treg et
de MDSC dont le mécanisme de suppression a été étudié dans I’ Article 1.

Outre leur action suppressive sur les lymphocytes T activés, ces MDSC du sang participent de
manicre indirecte a 1’établissement de la tolérance par une collaboration avec les Treg. Elles
participent a la réduction du taux de CCL-5 dans le sang par leur répression de 1’expression de
I’ARNm de CCL-5. Elles favorisent 1’établissement d’un gradient de CCL-5 en faveur du
greffon exprimant également cette chemokine. Les Treg exprimant le récepteur de CCL-5,
CCRS, migreraient ainsi au niveau du greffon permettent I’établissement et le maintien de la
tolérance.

Il reste cependant d’autres points intéressants a étudier et d’autres expérimentations a réaliser
dans le but de comprendre plus précisément les mécanismes intervenant dans la sous-
expression de CCL-5 et les mécanismes régulateurs de ces cellules, notamment par 1’analyse

des différentes interactions possibles entre lymphocytes T activés et MDSC. Par ailleurs,
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I’analyse du transcriptome de ces cellules a permis d’identifier différents génes pouvant étre a
I’origine de I’accumulation et de I’inhibition de maturation des MDSC dans le sang des
animaux tolérants et appartenant a deux voies de signalisation : 1’apoptose (pour Bcl2112 et
Dapk?) et la différenciation/maturation (pour LAT et LAX1). Ainsi, une étude approfondie de
ces génes est a prévoir.

Les résultats obtenus dans cette partie ont permis de mettre en évidence un nouveau
mécanisme régulateur induit par I’inhibition spécifique du CD28 dans un mode¢le d’allogreffe

rénale chez le rat.

La deuxieme partie de ce travail a consisté en I’é¢tude d’un antagoniste sélectif de la molécule
de costimulation CD28 (Article 2), FR104, développé par notre équipe, dans un modéle in
vitro sur les lymphocytes T effecteurs et régulateurs humains.

Nous avons montré que seul le blocage sélectif de CD28 permet d’empécher la formation de
synapse immunologique stable par a un mécanisme CTLA-4-dépendant conduisant a
I’augmentation de la motilité¢ des lymphocytes T effecteurs. Contrairement aux observations
faites avec les lymphocytes T effecteurs, ce blocage de CD28 renforce les interactions entre
les lymphocytes T régulateurs et les cellules présentatrices de 1’antigéne, toujours de manicre
CTLA-4 dépendante. Cette stratégie, bloquant 1’activation des lymphocytes T effecteurs,
augmente 1’activation des cellules T régulatrices. Bien que la molécule CD28 semble étre
importante dans le développement et I’homéostasie de ces cellules T régulatrices, nous
montrons que le blocage sélectif de CD28 est compatible avec leur régulation, contrairement
aux stratégies bloquant I’entiéreté de la voie CD28/CD80-86/CTLA-4.

Ainsi, par ce travail de thése des éléments nouveaux sont apportés quant aux réles et
mécanismes d’une nouvelle stratégie thérapeutique immunorégulatrice en transplantation qui
permettent 1’induction de tolérance dans un modele d’allogreffe rénale chez le rongeur. Enfin,
avec la molécule FR104, nous abordons la modulation de la réponse immune via des
régulations du systéme immunitaire lui-méme et y apportons quelques réponses. Ces données
s’insérent dans un contexte scientifique ou de nouvelles thérapies plus spécifiques devraient
venir suppléer ou remplacer 1I’immunosuppression chimique chronique actuelle et ainsi
réduire les nombreux effets toxiques pour les patients. Nous espérons donc que FR104 offrira
gréce a ses propriétés immunomodulatrices un traitement de choix et de qualité pour les

patients en transplantation.
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Purpose of review

Myelod-derved supproasor cells (MDSCs) we a haterogeneaus population of
immature colls that are corsderad as potential therapeutc targets, Irdeed, MDSCa
have boon shown to suppress mmure resporses 10 saveral typos of tumor celln
and blocking ther suppresave aobvity may sdequately enbance mmune resporiise
agarat lumor antigons. Or tha contrary, tha activity of MDSCs may be dearable »
supprasang unwantod immune responses such aa allograft regcton and mght be
imvotvad an nor-T rogulatory colls ir the inducton and mantenarce of tracapkartaton
wlerance. In addtion, recont data reported that MDSC also cortrol reate mmuno
resporacs auggesteg that MDSC mght be important players » controllng ischema
reporfusion npry,

Rocent findings

Horor, we focusied on the few rooent studon quest onng the possble role played
by MDSCa n solid-organ transplantat.on an woll as in axpormuntal modols of grah
versun host decann,

Summary

A growng body of ovdence domonstratos hat MDSCa are important physiolagical
regudators of Inrate and adaptive immun ty. Now, scoumulating studes suggest that this
conoopt can be tranapoaed 10 the early and late tranaplantation immurity. Nevertholoss,

addtional atud es with mechanistic approaches m ammal together with atudies in
human are requred to better defre ther paston and ther imemctions with

IMMUNOAUPRIeaEND drugs.
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Introduction

Solid-organ wansplntacion i today widely accepted and
used for rearment of end-stage organ discases, when
other conventional therapeutics are not efficient. The
improvement of organ conservanon, surgieal procedures,
rejection thespeutic munigement (Inmunmuppeessive
treatments) and postrransplant infection management
teumtive and preventive trearments) has widely con
tributed o this success. However, solid-organ tansplin
tation still remains a heavy treaunent for the patienis who
are subjected o chronk immunosuppeessive reatments
which cannot prevent the chronic rejection and have
several secondary effects, such as renal dysfunctions, vieal
infections, cancers and metabohe disorders. Thereby, the
ideal would be to obtain u tolernce atate o allogenft. A
betrer knowledge of immunological mechunisms and
imimune responses implicated 1o the gmft loss or sccep
tance could allow the development of tilored immuno-
suppressive treatments where immunosuppressive deugs
would be reduced snd olerogenex mechanisms pro
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mored, Therefore, a throughout knowledge of the cells
imphicaced in immune tolemnce is wacnnred.

Myeloid-derived suppressor cells and
transplantation tolerance

In hteeature, tansplant tolemoce has mostly been asso-
ciated with the action of regulatory T cells (Tregs) (L)
However, it has also been shown that in some cases Tregs
are not the only plavers, Indeed, some non-"T" regulatory
vells have been associated with tolerunce induction. For
example, administmnon of ant-CD23 Abs [2] oc ann-
donor class 11 Abs [3] resulted in wolerance to kidoey
allografts 10 the mt scross o full major histocompanbilicy
complex (MHC) barrier with an immune suppression that
is at Jeast partially dependent on oon T cells, 1o most
cases, non-T" cell populations wich porential regulatory
sctivity in the trnsplant setting have been identified as
regulatory dendritic cells producing 1DO [4] and heme
oxygenase 1 (HO- 1) [5], altematively activated macro-
phages ceeating a Th2 enviconment (6], natural Killer
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TUNKT Yy ees [7], plasmacytoid dendritic cells producing
Targe amount of type | interferon (IFN) [8), mesenchymal
stem cells secreting TGF f and HGF [2,10], or IFN -y
sumulated monocyte-derved cells inducing u cell contact
und caspase-dependent depletion of activated T cells
[11]. Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) are
another type of non’T" regulatory cells thae have been
associted with imparced immune reacovity o Ag chal-
lenge (tumors and infections), chronie inflammation or
superantigen-induced tolernce of CD4 " T lymphocvees
[12]. These cells are a heterogencous populanon of cells
that consists of myeloid progenicor cells and immarure
myeloid cells Gmmature macrophages, immature gmnu
Iocytes and immarture dendritic cells). Inmice, these cells
are functionally able to inhibit T cell responses by
wducing the apopiosis of aceivared T cells via upregula
tion of mitrie oxide production [13). Nitede oxide regulates
T cell nerivation vin reversible discuption of the Jak/
STATS signaling pathway [14]. Moreaver, MDSCs can
also produce arginase | under the action of Th2-type
cymokines. Arginase | synergizes wich nitne oxide
mnduce peroxynitates, which are known to have a major
role in the impairment of tyrosine phasphorylation, They
nhibit thas way via nitration of ryrosine residues and then
drive the apoprosis of Ag-primed T' lymphocyres [15), It
has also been suggested that CD4TCD25" Tregs med
1ate MDSC suppressive activity, This mediacion requires
an interaction between CD152 on Tregs with CDS0 on
MDSCs. In facr, CDEO marker s upregulated upon
contact of MDSCs with activited T lymphocytes [16],
Mouse MDSCs are defined phenotypically by their
expression of CD1Lb and Grl, although functionally
distiner subsets within this populaton have been ident-
ified (granulocytic or monecyte MDSCs) [17*°). Grl
marker 15 expressed only in mice bur pot in mt and
human, It includes the markers LybCoand LyoG for
macrophage and neutrophil, respectively, whereas
CDLLb {also called aM-integrin) chametenzes macro-
phages [18] The human MDSC equivalents are mast
commonly defined as CD14CDIHBT or CDI4TCDLILY
cells, more narcowly, as cells that express the common
myelowd marker CD33 but lack the expression of mature
myeloid and lymphoid cell markers [19]. The rat counter-
parts express the G/ and HISAR myeloid markers
[20].

MDSCs have mainly been found to contribute o the
IMMUNOSUPPression in tmor microenvionment, But in
few cases, recent data showed that these non T regula
tory cells have also been associnted with long-term sur-
vival and tolerance 10 tnsplantacion.

In mice, adoptive transfer of functional MDSCs gene
rated i vrtro from mouse embryonic stem cells prevented
the graflt-versus-host disease (GVDH) [21°], Thaose
embryonic stem cells-derived CD11ST MDSCs were

very similar o ex-vivo MDSCy found in tumor beaning
mice and could efficiently protect mice from develop
ng wlloreacdve T cell mediated lethal GVDH (nearly
82% longterm survival), Their suppressive funcaon
volved INOS and 1L 10, Moreover, m-vitro ES-derived
MDSCs enhanced significatively the development of
CD4'CD25 "' Foxp " Tregs as compared to tumor-derived
MDSCs

In kadney allografr 1n a rat model, a penoperative Ireat-
ment with CD28-specific modularing antbodies allowed
graft tolerance (survival 100 days after transplanta
tion) paralleled by the sccumuladon of MDSCs iden-
tfied in peripheral blood and in mlerant kidney graft
recipient  [22). These celly, chamactenized by a
CD3Classll CDLIL'CDS0/S6 " phenotype, induced
o contsedependent apoprosis of activared effector T
cells that themselves wriggered INOS expression by
MDSCs  Ioterestingly, Teeg cells could not elicit
INOS in MDSC and did nor undergo apapeosis after
cantace with MDSC. By contrast, another group showed
thit invive inducton of Gr 1 CDIILY MDSCs and
CD4 "Foxpd" Tregy, respectively, with recombinant
human  gonulocyte colony  stimulating  facconG-CSF,
Neupogen) and 112 complex, promoted skin ullogralt
survival in mice [23%] Interestingly, they showed an
ncrease of Tregs when mice are treated with the com
bination of Neupogen and 1L-2C suggesting an additive
effect on host alloreactive ‘T cells. Theeeby, this obser-
vition suggested that both MDSCs and “Treg could
cooperste and ullowed the Jong-term survival of allograft,
However, the mechunisms implicates) in MDSCs-T'eeg
cooperation and the suppressive mechanisms of MDSCs
have o be elucidared.

Crosstalk between myeloid-derived
suppressor cells, innate and adaptive
immunity

Polymicmobial sepsis, viml infecnion or, more simply,
a stenle inflammanon through the Toll-like recepror
(TLRM sdmulation by lpopolysacchande induce o
deamaric inerease of MDSCs o the spleen, lymph nodes,
bone marcow andd the liver [17%,24-26]. In all these
expenments, the induced MDSCs suppressed conco
mitaot T cell responses although the mechanisms of
suppression were not systematically elucidated or equiv
alent. Intecesniingly, in one of these, MDSCs from sepric
mice cansed CDAY T cell wlerance, as demonsirated by
the suppression experiments of antigen specific IFN-y
procuction by CDS™ T lymphocytes in adoprively teans-
ferred ponseptic mmunized mice, We observed that
multiple njections ol lpopolysaccharide  incrensed
CDIB'GR-1" MDSCs by a four-Told factor n mouse
bone marrow, lymph node and spleen [24). Of note,
repeated lipopolysaccharide injectons desensitized mice
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to a further mjection of endotoxin compared o noo-
injected controls, u process chamcterized by o loss of
TNF .o and IL-1f produstions and by an up-regulation
of 1L- 10 production upon Hpopolysaccharnide challenge,
The endotoxin desensitization and MDSC induction
were concomitant with the observation of a significant
delay of skin allograft rejection, although o direct
relationship between the endotoxin desensinzation pro
cess und the dampening of alloreactivity has not been
investignted. MDSCs generated by endotoxin equally
suppressed CD4 and CDS T cell responses as attested
by in-vitro suppression assays containing naive and meny
ory T cells stimulated through unn-CD3 and unu-CD28
antibodies, In those assays, T cell proliferation, Thi, Th2
and Thi7 cywkine productions were blocked by the
addition of MDSCs, whereas 1L-10 production was sys-
tematically upregulated. The main source of 1L-10 way
the MDSCs themselves and this required u cell to-cell
contact with activated T cells as it was the case for ‘T cell
suppression by MDSCs, Both GR -1 high and mtermedi-
nte cells, but not GR- | negative cells suppressed ‘I cell
activation and were associated with 1L 10 production. In
this case neither INOS nor arginase neutrslization was
uble 1 reverse suppression und 110 neotralization
only restored 1EN -y production. We found that MDSCs
expanded under TLR4 samulation suppress T cell
responses i ovro and o oree by using o ‘vovel mechan.
1sm' that depended upon the inducible enzyme heine
oxygenase 1 (HO- 1), HO-L is o potent antioxidant und
antianflammatory enzyme. The activation and expres.
sions of HO-1 s induced by its substeate heme and masny
other cellular stresses including ischemia (27528, HO |
catabolizes heme into carbon monoxide, biliverdin and
ferrous wons. Biliverdio is further trunsformed into bilieu-
bin by biliverdin reductase, Ferrous jons induce ferritin
synthesis and jron eftlux from cells. Carbon monoxide
und biliverdin have stroog antiinflammatory, aotproli
fecative, antiapoptotie and antioxidant properties. [c has
been reported that the mechanism of action of HO- 1 and
cutbon monoxide is dependent on the activation of the
P38 mitogen activated protein kinnse (MAPK) sigoaling
transduction pathway in trger cells [29], HO 1 def-
ciency is associated with a systemic inflammation and
increased ischemia reperfusion injuries, whereas HO-1
overexpression suppresses xenograft rejection, reduces
pschemia reperfusion injury, pancreating, experimental
sutoimmune eacephalomyelitis and humoral immuniza
tion [27°.28]. The teatment of MDSCs by an HO |
inlibitoe (SoPP) ceverted suppeession i vere and i vios
n tansfer expenments,

Those expeniments illusteate ut least one part of the
complex crosstalk beeween inoare and adaprive smmu
nity, since o strong innate activadon (through TLR4)
induced T cell suppression by MDSCs, In i, MDSCs
require T cell signaling to contol their prolifemson/

Myeloid-derived suppressor cells in transplantation Ddek o2 2l 3

activation. Moreover, we now accumulite evidence that
0 specific in-vivo T cell activation strongly induces
MDSCs (impublished data),

Is it ceally relevant for transplantacion? At least two
atguments support it Firse, particularly for liver trans
plantation, u setting n which endotoxin translocation
tough the portal vein is very frequent In this serting,
there s o mussive posteransplantation relesse of 1L-10 by
liver cells and up to 20% of liver tmnsplant recipients
become spontanecously wlemnt (reviewed 1 [26) and
[30]), Moreover, u recent observation performed in o
mouse model of polymicrobial sepsis showed that hepu
tospesific abrogation of the 1L-6 family eytokine receptor
epl30-STATI was required for snimal survival and o
control systemic nflammacion, More exciting was the
feature that the gpl30-STATS pathway was critical for
MDSC mobilization and tissue secumulation 1 this
model [31°°] and a siogle adoptive transfer of MDSC
prevented mortality in infected gpl30-STAT S deficient
animals. The recruitment of MDSC operted through the
carly release of acute-phase proteins (APPs) and severm|
chemokines. This study clearly established u role for
MDSC i the regulation of innate immunity in response
to sepsis, thus reinforeing the concept of innate - innate
crosstallc by MDSCs, The second argument (which s
linked to the first) rehies on the fact that sterle inflam-
mation dunng transplantation  procedure  might also
involve recruitment and activation of MDSCs. Indeed,
muny damage associted molecular patterns (DAMPS)
such s the high mobility group box 1 protein (MMGB1)
tngger nflammation dunng ischemin reperfusion injury
susceptible to start the crosstalk innate —innate and wdap-
tive —innote involving MDSCy, Further investigations are
required to identify o possible protective role of MDSCy
in these complex circumstances.

Ar lust, very recent data showed the involvement of
MDSCy i 0 model of pancreanc islet allotransplantation
in pharmacologically induced dinbetic omice [32°], 1n this
model, an adoptive transfer of bone marrow derived
MDSCy (BM MDSCs) generated with GM CSF and
116 increased significantly the percentage of long term
survivors (about 75% normoglycemic mice dunng obser-
vation period of 200 days) in the group of mice rans
planted with allogenese islets in the absence of any
immunosuppressive drog. BM-MDSCs indoced o toler
ance against alloantigen present in the isler cells through
an inhibition of TFN-y-producing ‘T cells,

Conclusion

Al together, these observations highlight the role of
MDSC in transplantation tolerance, which now comes
in addition o their recognizes ole o tumor tolemnce.
The heterogencous ongin of these cells gives them the
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capacity (o use scveral mechanisms for thesr regulatory
function. Indeed, MDSCs play ke Tregs an important
mle i the inducton [21%.23%,24.32°°] or omintenance of
graft rolerance [22]. Thus, these data sugeest » new fonn
of endogenous immunosuppression by MDSCs. Thew
potential effect with other immunosuppressive therspies
should be mote mvestigated.
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Le.blocage de CD28 induit une régulation immune
dépendante de CTLA-4 et favorise les cellules T

régulatrices en transplantation d’organe.

Nicolas POIRIER", Agnes M AZIMZADEH", Tianshu ZHANG’, Nahzli DILEK,

Caroline MARY, Bao NGUYEN, Xavier TILLOU, Guosheng WU, Karine RENAUDIN,
Jeremy HERVOUET, Bernard MARTINET, Flora COULON, Emma ALLAIN-
LAUNAY, Georges KARAM, Jean-Paul SOULILLOU, Richard N PIERSON 1117, Gilles

BLANCHO et Bernard VANHOVE.

* Les auteurs ont contribué de maniére égale a ce travail.

Article publié dans Sciene Translational Medicine. 2010, Feb 3; 2:17ral0.

Titre original : Inducing CTLA-4-dependent Immune Regulation by Selective CD28 blockade

Promotes Regulatory T cells in Organ Transplantation..
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¥ seorac MR, Inducin CTLA-4—De'gendent Immune Regulation by Selective CD28
ot e e Blockade Promotes Regulatory T Cells in Organ Transplantation

Nicolas Poirier, et al.

Sci Transl Med 2, 17ra10 (2010);

DOI: 10.1126/scitransimed.3000116

Medicine

Editer's Summary
Increasing Tolerance with Less Toxicity

According to Chinese legend, 2500 years ago the physician Pien Ch'iao exchanged the hearts of two wariors, one of
strong spirit and weak will and the other of weak spirit and strong will, with the aim of achleving balance in their
characters. Of course, without modem surgical techniques and the ability 1o suppress orﬂan rejection by the
reciplent's immune systemn, such transplants would have been Impossible. t was not until the very of the
powerful immunosuppressant drug cyclosponn that organ transplants between unrelated individuals became routinel
successiul, beginning in the 1980s, rin and some newer similar drugs. howaver, have toxic side effects,
none of them can step eventual rejection of the organ, so researchers are seeking other options. Now, Vanhove and
colleagues test an altemative immunosuppressive strategy. T cells are a major culprit In the immune response
directed against transplanted organs, and therefore a number of immunosuppressive drugs target T celis

Cyclospornn, for example, Inhibits calcineurin, a protein phosphatase that under normal conditions increases the
expression of interleukin 2, which-—among other functions-—-promotes the praliferation of activated T cells, Certain
newer approaches to iImmunosupprassion target the procesm which T cells become activated. In general, this
process is induced by antigen binding to the T cell receptor reinforced by costimulatory molecules—CD80 and
CD86 —binding 1o the T cell CD28 receptor. Additionally, CD80/BE can bind to the CTLA-4 receptor, resulting in T cell
inhibition. CTLA-4 is also required for the function of regulatory T celis (Tregs), which suppress aberrant immune
responses and are important for Inducing tolerance toward transplanted tissue. Several drugs that block CD80/86
have been daveloped as a nontoxic altemnative 1o calcineunn inhibitors, but in addtion to affecting the CD28-mediated
pathway of T cell stimulation, these reagents also inhibit the CTLA-4 signals required for Treg function. To avoid
inhibiting CTLA-4-dependent regulation of the immune system while suppressing T cell activation, the Vanhove,
Blancho, and Pierson labs almed to block CD28 function directly in expenments on kidney and heart transplantation In
baboons and monkeys. Previous work showed that down- lation of CD28 activity with an anti-CD28 monocional
antibody inhibited rejection of organ transplants in rodents. For the new nonhuman primate studies, the researchers
used a fragment of a human CD28-specific monocdional amibod{ fused to a carrier molecule to increase its half-life in
vivo. This fusion antibody, sc28AT, recognizes CD28 from monkeys and baboons as well as humans, and it competes
with CD80/88 for binding to CD28. sc28AT increased the number of functional Tregs and reduced chronic rejection of
the transplanted tissue in the primates when used together with a calcineurin inhibitor. This is good news because it
suggests that the dose of such inhibitors {and their toxic side effects) could be reduced in patients when given with a
molecule targeting CD28. It remains to be determined whether this approach offers practical advantages over straight
CD80/86 blockade when tested in the clinic.

A oom;')lete electronic version of this article and other services, including high-resoiution figures,
can be found at:
hiip./fstm sciencemag orglcontent/2/171 7ra10 full himl

Supplementary Materlal can be found in the enline version of this article at:
hitp //stm sciencemag org/content/suppl /201002017217 17ra10.DC1 . himl

Information about obtaining reprints of this article or about obtaining permission to reproduce this
article In whole or in part can be found at:
hitp:/Awww.sciencemag. org/about/permissions.dtl

Science Translational Medicine (print ISSN 1946-6234; online ISSN 1946-6242) is published weekly, except the
last week in December, by the American Association for the Advancement of Science, 1200 New York Avenue
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ORGAN TRANSPLANTS

Inducing CTLA-4-Dependent Immune Regulation
by Selective CD28 Blockade Promotes Regulatory
T Cells in Organ Transplantation

Nicolas Poirier,’ Agnes M. Azimzadeh,* Tianshu Zhang,”* Nahzli Dilek,’ Caroline Mary,’

Bao Nguyen,” Xavier Tillou," Guosheng Wu,” Karine Reneaudin,* Jeremy Hervouet,’

Bernard Martinet,” Flora Coulon,’ Emma Allain-Launay,’ Georges Karam," Jean-Paul Soulillou,’
Richard N. Pierson lI,** Gilles Blancho,'"" Bernard Vanhove''

Published 3 February 2010 Volume 2 lssue 17 1 7ra10)

Transplantation is the treatment of choice for patients with end-stage organ failure. Its success is limited by
side effects of immunosuppressive drugs, such as inhibitors of the calcineurin pathway that prevent rejection
by reducing synthesis of interleukin-2 by T cells. Moreover, none of the existing drugs efficiently prevent the
eventual rejection of the organ, Blocking the CD28-mediated T cell costimulation pathway is a nontoxic
alternative immunosuppression strategy that is now achieved by blockade of CD80/86, the receptor for
CD28 on antigen-presenting cells. However, interaction of CD80/86 with cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen 4 (CTLA-4) is required for immune regulation, Therefore, CD28 blockade, Instead of CD80/86 blockade,
might preserve regulatory signals mediated by CTLA4 and preserve immune regulation. By using monovalent
antibodies, we identified true CD28 antagonists that induced CTLA-4-dependent decreased T cell function
compatible with regulatory T (Treg) cell suppression. In transplantation experiments in primates, blocking
CD23 augmented intragraft and peripheral blood Treg cells, induced molecular signatures of immune regula-
tion, and prevented graft rejection and vasculopathy in synergy with calineurin inhibition. These findings sug-
gest that targeting costimulation blockade at CD28 preserves CTLA-4-dependent immune regulation and

promotes allograft survival.

INTRODUCTION

T cells were identified as major players in immune responses after
allotransplantation and in awtoimmunity. T cell activation s in-
duced by specific antigen recognition and reinforced by engagement
of costimulatory molecules that regulate their differentiation into ¢i-
ther pathogenic effector cells or anti-inflaimmatory regulatory cells.
Costimulation by CI28 and cytotaxic T lymphocyte-associated an-
tigen 4 (CTLA 1) contributes to determining this balance after initial
antigen exposure. The current paradigm holds that constitutively ex-
pressed CD28 binds CDBO/S6 to provide a costimulatory signal im-
portant for sustaining T cell proliferation and proinflammatory
responses { I). Furthermore, although CD28 signals are critical for reg-
ulatory T (Treg) cell homeostasis (2), CD28 engagement by CD80/86
molecules can inhibit Treg activity (3). CTLA-4, the other CD80/86
ligand, delivers antiproliferative signals to T cells (4), triggers indole-
amine 2,3-dioxygenase (IDO) (5) production in antigen-presenting
cells (APCs), and is essential for the suppressive function of Treg
cells (6) and the induction of tolerance to all 5 (7, 8). Targeting
the CD28-CD80/86 pathway in patients with CTLA-4-Ig (immuno-
gobulin) reagents (belatacept, abatacept, and CDS0/86 antagonists)
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i a4 promising altemative to current immunosuppressive treatments
in autoimmunity (9, 10) and renal transplantation (11). However,
CD80/86-specific blocking strategies inhibit CTLA signals crucial
to the function of Treg cells and do not reproducibly induce transplant
tolerance (12, 13), We thus hypothesized that blocking CD28 without
affecting CTLA-4 could be an effective strategy for modulating im-
mune responses by preventing the maturation of pathogenic effectors
while preserving the function of Treg cells. Here, we used non-cross-
linking selective CD28 antagonists and showed that this treatment
decreased the allogeneic immune response against Kidney or heart

transplant and prolonged allograft survival in two primate models.

RESULTS

CTLA-4-dependent and CTLA-4-independent components
of CD28 blockade

S2BAT, a monovalent fusion antibody, competes with CD80/86 for
hinding to CD28 (14). Because the binding epitope is different from
the epitope of superagonistic CD28 antibodies (15) (fig, S1A), sc28AT
did not induce T cel receptor (TCR)-independent activation and
proliferation of human T cells (fig. SIB) or human Treg cells (fig.
S1C) in vitro. We investigated in vitro the consequences of selective
CD28 blockade with sc28AT on cognate human T cell interactions
with B cells used as APCs by live cell dynamic microscopy. sc28AT
prevented the formation of stable T cell-APC conjugates, increased T
cell motdlity, and reduced T cdl activation as measured by calcium
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flux (Fig 1, A to C, and movies S1 to S3). The effect of «<28AT on
conjugate formation and T cell motility was abolished by the simul-
taneous blockade of CTLA4 (Fig 1, A and B), suggesting that the
interaction of CTLA-4 with CD80/86 was essential for sc28AT-
mediated activity. Although a minority of T cells still established pro-
longed contacts with APCs in the presence of sc28AT, these contacts
resulted in greatly reduced calcium influx relative to T cells interact-
ing with APCs in the absence of CD28 blockade, and this reduction
was not reversed by CTLA-4 blockade (Fig. 1C and fig. $2). The im-
portance of CTLA-4-CD80/86 interaction for T cell motility was
confirmed after CD80/86 targeting by cither CD80/86 antibodies
or CTLA-4-1g (Fig. 1B), which did not modify T cell-APC contacts
but prevented T cell activation (Fig. 1, A and C). These data reveal
CTLA-4-dependent (promotion of T cell motility and inhibition of
T cell-APC contacts) and CTLA-4-independent (inhibition of T cell
activation) components in the action of monovalent antibodies against
CD28. Furthermore, sc28AT reduced the proliferation of human and
primate T cells in mixed lymphocyte reactions (MLRs; Fig. 2A) and
decreased cytokine release after stimulation of Jurkat T cells with
superantigens (Fig. 2B), showing that inhibition of long-term T
cell-APC contacts by specifically antagonizing CD28-CD80/86 inter-
action suppresses effector T (Teff) cell activation,

Compatibility of CD28 blockade with Treg function

Immunosuppressive drugs might either block or synergize with the
suppressive activity of Treg cells. It was therefore important to an-
alyze the consequences of CD28 blockade on the function of Treg
cells. The suppression by Treg cells of the proliferation of naive
CD4™ T cells in response to allogeneic irradiated peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) synergized with sc28AT, whercas ad-
dition of CTLA-4 antagonists blocked the suppression (Fig. 2C). To
examine the effect of sc28AT specifically on Treg cells, we activated
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Fig. 1. CTLA-4-dependent impaiment of T cell-APC contact after selective CD28 block-
ade. (A) Time-lapse microscopy of cognate contacts between EBV-specific T cells and B
cell-EBV APCs in the presence of the indicated antibody. Results are shown as percent-
age of cells establishing short (<5 min; black bars), medium (between 5 and 15 min;
hatched bars), and long {215 min; white bars) contacts over 20 min. (B} T cells were
cultured as in (A) and the cumulative distance moved of individual cefls was recorded
to assess T cell motility. (€) T cells were cultured as In (A) and calclum peaks were

recorded, *P < 0,05, ***F < 0,001,

Treg cells with allogeneic mature dendritic cells (mDCs) in the pres-
ence of sc2BAT and secondarily tested for their ability to suppress
the proliferation of naive T cells stimulated with allogeneic mDCs.
Treg suppression was significantly increased when Treg cells were
primed in the presence of sc28AT, whereas it was not modified by
CTLA -4 blockade (Fig, 2D). Together, these data suggest that signals
through CTLA-4 and CD28 regulate positively and negatively, re-
spectively, the regulatory activity of Treg. In particular, the enhanced
Treg immunosuppressive capacity observed after CD28 blockade
with sc28AT in vitro prompted us to examine the potential effect
of this CD28 antagonist in vivo,

Selective CD28 blockade in transplantation

To investigate the action of CD28 blockade in vivo, we used a life-
sustaining kidney transplant model in baboons. The animals were
divided into four groups (Fig. 3A). (1) Without immunosuppressive
treatment, kidney transplant was rejected within a week (median graft
survival of 6 days) with acute biopsy-proven cellular rejection (1 = 3).
(ii) With monotherapy with the calcineurin inhibitor tacrolimus
for 90 days, 50% of recipients developed a renal graft failure with
a biopsy-proven cellular acute rejection during the first week after
transplantation. The other 50% had stable kidney function over the
3-month experiment but developed cellular acute rejection within a
week after withdrawal of the drug. The median survival time (MST)
in this group was 47 days (1 = 4; rejection at 6, 7, 94, and 97 days).
(iif) sc28AT induction monotherapy for 25 days (see¢ pharmaco-
kinetic profiles in fig. S3A and description of target cells in fig.
S3C) modestly, but significantly, prolonged graft survival (n = 4;
MST, 11 days). (iv) Combined administration of tacrolimus (0 to
90 days) and sc28AT (0 to 25 days) resulted in a significant in-
crease in graft survival (n = 5; MST, 103 days: 23, 36, 103, 130,
and 269 days). No rejection episode (clinical or biopsy-proven) de-
veloped in any of these bitherapy recipients even after
complete withdrawal of immunosuppression at day
90. However, three animals in this group were euthanized
at days 23, 36, and 130 after developing pyelonephritis or
acute tubular necrosis and one animal was lost at day 103
from an anesthetic accident. Anatomopathological analy-
ses excluded rejection in these animals.

No differences were observed between groups with re-
gard to CD3", CD4", or CD8" T cell infiltration into the
graft. In contrast, CD20"-infiltrating B cells were barely
detectable after sc28AT treatment alone or in combina-
tion with tacrolimus, whereas they were abundant in
kidney graft biopsies from untreated animals or ani-

e

* 7 mals treated with tacrolimus alone (fig. $4). Further-
+ = = more, mRNA concentrations of inflammatory cytokines
« 4+ =  interleukin-6 (IL-6) and interferon-y (IFN-y) were re-
. . & duced in kidney graft biopsics | week after transplanta-

tion in animals treated with sc28AT relative to control
untreated animals (fig S5). In contragt, mRNA concen-
trations of transforming growth factor-f (TGF-f), as well
as CD25, CTLA-4, Faxp3, and heme oxygenase-1 (HO-I),
were increased in sc28AT-treated animals (fig, S5).
Absolute numbers of total lymphocytes and CD3"
T cells varied slightly within the normal range after
28AT treatment (Fig. 3B) (16), indicating that sc28AT
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did not induce T cell depletion. In addition, the expression of ac-
tivation markers on T cells was not markedly modified by CD28
blockade (Fig. 3C and fig. S6A), although we observed an increase
in the percentage of CD25" T cells 1 week after transplantation in
the sc28AT group (Fig. 3C, nght panel). Serum levels of IFN-y, tu-
mor necrosis factor-a, [L-2, [L-4, IL-5, or [L-6 cytokines were bow
and similar in animals receiving sc28AT and controls (fig. S6B).
Thus, interaction of sc28AT with CD28 on T cells dil not result
in polydonal T cell activation.

To investigate the alloreactivity of peripheral T cells in kidney re-
cipients that received sc28AT and tscrolimus bitherapy and failed 1o
reject the allograft, we performed ex vivo MLR. The proliferative re-
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Fig. 2. Monovalent CD28 antagonists block allorecognition but do not impede the
function of Treg cells in vitro. (A) Mixed lymphocyte reaction using human (n = 10),
baboon (n = 15), or macaque (n = 9) PBMCs. Black bars, mean 4+ SD in control con-
ditions (mouse Irelevant igG1): white bars, mean £ 5D with sc28AT (10 pg/mi). (8) IL-2
secretion by Jurkat T cells stimulated with bacterial superantigen (staphylococcal
enterotoxin E) and Raji B cells in the presence of sc28AT (n = 8) or CTLA-4-1g (n = 3).
Results are expressed as percentage of IL-2 secretion observed in the absence of anth-
body (100%). (C) Suppressive activity of human Treg is not impeded by CD28 blockade.
Treq cells were added to CD4°CD25 ™ T calls stimulated with allogeneic irradiated PBMCs
at the indicated ratio in the presence of CD28 or CTLA-4 (10 pg/mi) blocking antibodies.
Results are mean counts per minute {cpm) + SD of one of three representative assays.
(D) Suppressive activity of human Treg pretreated with CD28 or CTLA4 blocking anti-
body. Treg cells were first cultured with allogeneic mDCs in the presence of sc28AT or
antibody against CTLA-4 Fab fragments (10 pg/mi) for 18 hours, washed, and assessed
In a suppression assay. Results are mean cpm + SD of one of three representative as-

says. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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sponse against donor cells was reduced after combination therapy,
whereas the alloreactive response against cells from a third-party animal
was preserved, suggesting the acquisition of donor-specific hyporespon-
siveness in animals treated with sc28AT and tacrolimus (Fig 3D).

Increase in Treg cells after transplantation and specific
CD28 blockade
We determined leveds of Treg cells with multiparameter flow cytom-
etry. CD4'CD25"CD127" Treg cells also expressed Foxp3, CTLA4,
and CD28 (Fig. 4A). After administration of sc28AT, alone or in com-
bination with tacrolimus, the percentage of Treg cells increased by a
factor of >2 within a week to reach 5 to 6% of CD4" T cells relative to
3% in untreated recipients and 2% in recipients treated
with tacrolimus alone (Fig, 4B}, Absolute Treg counts
similarly increased by factors of 2 to 3 in recipients
treated with sc28AT alone or together with tacrolimus
refative to their pretreatment levels and with untreated
or tacrolimus-treated animals (Fig. 4C). Animal receiving
tacrolimus abone did not display any change in levels of
Treg during the 3-month treatment (Fig 4, B and C). We
investigated whether these phenotypically defined Treg
cells were functional. CD25" PBMCs harvested from con-
trol tacrolimus-treated ungrafied baboons were unable to
suppress Teff cell proliferation (Fig. 4D). This is in agree-
ment with a previous study showing that CD4'CD25' T
' cells are barely detectable in peripheral blood of naive
baboons and this cell population does not exhibit sup-
pressive activity (17). In contrast, CD25' PBMCs ob-
tained 90 days after transplant from kidney allograft
reciplents treated with sc28AT in combination with
tacrolimus were very effective at suppressing Teff pro
liferation even at low Treg-to-Teff ratios (Fig. 4D).
The increase in Treg cells detected after transplanta-
tion was not due to nonspecific expansion of existing
CD4'CD25" Treg cells by sc28AT, because infusion
of sc28AT at the same dose in nontransplanted baboons
during a week did not dicit changes to the frequency of
Treg cells (fig. 57).

| T cells expressing Foxp3 and CTLA-4

% accumulate in the kidney allograft after

CD28 inhibition

To better characterize the localization of Treg cells in
kidney graft recipients that received a bitherapy, we
examined kidney biopsies for the presence of cells ex-
pressing the Treg markers Foxp3 and CTLA-4. Weob-
served Increased Infiltration with T cells expressing
Foxp3, CTLA-4, or both molecules 1 week after trans-
plantation in animals treated with sc28AT monother-
apy relative to untreated controls (Fig. 5, A and B). In
recipients that received sc28AT plus tacrolimus, the
number of infiltrating Treg cells expressing Foxp3 and
CTLA-4 was initially low and similar to levels observed
in recipients treated with tacrolimus alone (Fig. 5C).
However, numbers of infiltrating Treg cells increased
by factors of 2 to 3 within 1 10 3 months afier transplan-
tation in recipients (reated with sc28AT and tacrolimus,
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and Treg infiltration in kidney grafts was markedly higher in bitherapy
recipients relative (o recipients treated with tacrokimus alone (Fig, 5C),

IDO expression in kidney transplant after CD28 inhibition

IDO is an enzyme that is up-regulated after t of CDRO/S6
on APCs by CTLA-4 on Teff or Treg cells (18). IDO limits T cell re-

Fig. 3. Administration of sc2BAT and tacrolimus

sponses by tryptophan deprivation and by the proapoptotic action
of tryptophan catabolites (19). Comparison of IDO mRNA levels in
groups treated with or without sc28AT (alone or in combination with
tacrolimus} showed that selective CD28 blockade was accompanied by
a notable increase in intragraft IDO mRNA expression (Fig. 6A). DO
expression was detectable by fluorescence microscopy in graft biopsies

prevents kidney allograft rejection in baboons. (A)
Rejection-free survival after renal allotransplanta-
tion for baboons without therapy (n = 3) or treated
with a 25-day induction therapy with sc28AT alone
in = 4), tacrolimus for 90 days (n = 4), and sc28AT
plus tacrolimus {25 and 90 days, respectively; n = 5),
Vertical hash marks, death of reciplents without graft
rejection as assessed by histology. White square, re-
maining fiving baboon, **P = 0008 versus tacrolimus
monotherapy; #7 = 001 versus untreated controls. (B)
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the first week after ransplantation in controls (0 = 3;
feft) and sc28AT monotherapy recipients (n = 4; nght),
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4, and 6 from left (black bars) to right fwhite bars), *P <
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were harvested in the sc28AT plus tacrolimus group
and tested In MLR against donor cetls before transplan-
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from sc28AT-trealed recipients (Fig 6B) in association with CD31"
endothelial cells (Fig, 6C), DC-SIGN'-infiltrating cells (represent
ing a subset of immature myeloid cells; Fig. 6D), and actin' smooth
muscle cells (Fig. 6E). IDO expression could not be detected in gralt
hw;‘nr\ from untreated lrﬂ]m‘nl\ or [rom re lyu—nl\ treated with
tacrolimus alone (Fig, 6B)

Fiq. S. Increased Treg cell infiltra-
tion in kidney allografts after selec-
tive CD28 blockade with sc28AT
(A) Confocaldike microscopy analy-
sis of a kidney graft biopsy from a
5c2BAT plus tacrofimus-treated re-
dplent 1 month after transpiantation
Blue, CD3 staning green, Foxp3 stain-
ing: red, CTLA4 staining. Scale bars,
10 pm. (B} Quantitative evaluation
of graft infiltration by T cells express-
ng Foxp3, CTLA4, or both in control
and $«28AT monotherapy recipients
1 week after transplant {expressed
as percentage of CD3" T celis). Data
from individual animals are repre- '
sented with a specific color and the
four indwvidual data points represent
quadiupicate evaluations performed
on two different tissue sections of
the same animal. (C) Same as (B) in
recipients treated with

CD3+F

tacrolimus
alone or Sc2BAT plus tacrolimus at 5
1 week, 1 month, and 3 months after -
transplant. *P < 0.05, P < 0.0V

CD28 blockade inhibits acute and chronic rejection

of heart allografts in macaques in synergy with

calcineurin inhibition

We tested sc28AT in a more stringent model of heterotopic heart
transplantation in the cynomolgus macaque (20) using sc28AT alone
or in combination with a calcineurin inhibitor [cyclosporin A (CsA))
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Fig. 6. Expression of IDO In allograft of
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Fig. 7. Selective CD28 Inhibition
prolongs cardiac allograft survival

100

i)

and prevents CAV in macaques.
(A} Cardiac allograft survival for
monkeys without therapy (n = 5)
or treated with sc2BAT monother-
apy at 2 mg'kg per day (n = 3) or
10 mg/kg per day (n = 3), CsA
monotherapy (n = 6), CsA plus
sc28AT at 0.4 ma’kg bitherapy
(n = 2), or CsA plus sc28AT at
2 mg/kg bitherapy (n = 3). *P <
0.05, ***P < 0.001 versus control
untreated recipents. (B) A repre-
sentative vessel from a cardiac
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allograft treated with CsA (day
72, left panel) shows grade 2
CAV with distinct neointimal thick-
ening and 10 to 50% {estimated at 25% In this Instance) uminal narrowing.
In contrast, a representative graft artery from a recipient treated with sc28AT
plus CsA shows an absence of neointimal proliferation {day 80, bottom panel.

P ©

The pharmacokinetic profiles are presented in fig. S3B. sc28AT bound
to target T cells in the blood and showed tissue penetration in the
spleen, lymph nodes, and, to some extent, thymus (fig. S$3D). In ma-
caques treated for 20 days with sc28AT monotherapy at 2 mg/hkg (n = 3)
or 10 mg/kg (r = 3), candiac allografts had & median survival of 13 and
34 days, respectively (Fig. 7A). Thus, treatment with sc28AT alone re-
sulted in a significant prolongation of graft survival relative to un-
treated monkeys (MST, 6 days; # = 5). Another group received CsA
monotherapy that was dosed at 10 to 25 mg/kg intramusculardy daily
to achieve therupeutic trough levels of >400 ng/ml (21). Four of eight
treated animals exhibiled symptomatic acute allograft rejection on
days 7, 23, 44, and 71. One recipient died of an infection on day
26. The other three recipients exhibited graft survival >80 days with-
out any evidence of dinial rejection, and transplanted hearts were
electively explanted around day %0.

When CsA was combined with sc28AT at 0.4 mg/kg daily, one
of two animals developed symptomatic rejection at day 49. When
SC28AT was dosed at 2 mg/kg daily and combined with CsA, all three
recipients displayed prolanged grafi survival of >80 days. One animal
was killed with a beating graft at day 80 because of a lymphoma, and
the two remaining functional heart grafts were electively explanted
around day 90 in the shsence of any detectable dimical rejection. The
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) re-
jection soores were consistently lower in protocol biopsies and explanted
grafts from monkeys treated with sc28AT plus CsA redative 1o animals
treated with CsA alone (fig. S8). Whereas all grafts treated with CsA
monotherapy exhibited severe cardiac allografi vasculopathy (CAV) at
the time of explant, CAV incidence and severity were significantly re-
duced when sc28AT was combined with CsA (Fig. 7, B and C).

In addition, long-term graft survival induced by CsA and CD28
blockade was associated with a control of alloantibody production
that was otherwise induced in heart graft recipients under mono-
therapy during the first month after transplantation (fig. $9). We
also analyzed levels of CD4*CD25'CD127" Treg cells in the blood
of two sc28AT monotherapy-treated recipients by flow cytomeiry.
As expected, >80% of CD4'CD25'CD127% Treg cells expressed
Foxp3 and >50™ expressed CTLA-4. Treg cells represented 3.5
0.1% of CD4" T cells before transplantation, and their level increased
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(€) CAV Incidence and severity at days 70 to 90, graded as descriibed In
Materials and Methods, were significantly lower (P < 005) in CD28 blockade
phss CsA combination therapy (n = 4) relative to CsA alone (n = 5).

to reach 63 + 0.4% of CD4" T cells at 3 weeks after transplantation
in sc28AT treated recipients.

The synergy observed between sc28AT and CsA suggested that
5¢28AT might be used as calcineurin-sparing regimen to reduce
allograft rejection while decreasing calcineurin toxicity. We there-
fore explored whether sc28AT combined with a subtherapeutic CsA
regimen (CsA tapered Lo trough levels of 100 to 300 ng/ml within
2 weeks after transplant) modulates alloimmunity and CAV. Relative
to monotherapy with sc28AT (MST, 22 days; range, 8 to 36; 1t = 6)
or subtherapeutic CsA (MST, 38 days; range, 12 1o 49, »n = 7), addi-
tion of CD28 blockade prolonged graft survival (MST, 59 days; range,
21 o >88; n = 6; P < 0.05) (fig S10A), Subtherapeutic CsA-treated
grafts showed severe CAV as early as 2 weeks after transplantation
(day 14 CAV score, 1.5 % 0.8), whereas added CD28 blockade was as-
sociated with significantly attenuated CAV scores (day 14,0 £ 00); P=
0.036) (fig. S10B).

DISCUSSION

Downloaded from stm.sciencemag.org on August 26, 2011

Our study tested the immunoregulatory effect of selective CD28
blockade on kidney and heart allografts in primates, [t had been
shown previously in rodents that antibody-mediated CD28 down-
modulation delayed acute rejection (22) or inhibited chronic rejection
(23, 24) afler organ transplantation, The lack of a CD28-specific mad-
ulating or antagonist antibody for humans or nonhuman primates
has prevented verification of this effect in primates or in humans,
where the role of Treg cells in transplant outcome s still a matter
of debate (25, 26). We found that sc28AT, a chimeric human/primate
CD28 monovalent antagonist antibody (27), selectively blocked
CD28 interactions with its ligands without sharing superagonistic
activity because it could not stimulate human Teff or Treg cells in
vitro, a feature characteristic of superagonistic antibodies. Also,
sc28AT did not activate or deplete T cells in primates in vivo and
did not increase Treg leves in nontransplanted primates. Thus, two
major features differentiate sc28AT from a superagonistic antibody.
First, sc28AT Is monovalent and, as such, cannot induce CD28 re-
ceptor cross-linking (27). Second, it does not bind the target epitope
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on CD28 that s essential for inducing the TCR-Independent super-
agonistic signal (15), Using sc28AT in vivo, we found that sc28AT sy-
nergized with calcineurin inhibitors to promote acceptance of both
kidney and heart allografts in nonhtman primates. Furthermore, be-
cause an important goal of clinical transplantation is to diminate cal-
cineurin inhibitors or limit their use (because of thelr toxicity),
induction treatment with sc28AT was also associated with a subther-
apeutic regimen of CsA in the heart transplant model. This resulted in

a significant delay in the occurrence of first rejection episodes and re-
duced the severity of CAV. These observations confirmed the
between calcineurin Inhibition and CD28 blockade. However, because
several grafts in this series were ultimately rejected, it also indicated the
importance of a trong immunosuppression in the eardy post-operation
period in this experimental mismatched transplantation setting Finally,
our data from the baboon model suggest that selective blockade of
€28 directly impaired Teff cells while promating regulation provided
by Treg cells, CTLA-4, and other immunomodulatory mediatons sich
as IDO, HO-1, and TGF-.

We showed that sc28AT antagonized T cefl activation in vitro
by preventing the formation of stable T cell-APC conjugates and
by increasing T cell motility, which was otherwise reduced after cog-
nate interactions with APCs through a TCR-induced stop signal (28).
Antagonistic antibody against CTLA- reversed the effect of s¢28AT
treatment, In accordance with findings that CTLA-4 overrides the
TCR-induced stop signal (28). Similar results were cbtained when
CTLAA engagement was prevented by CTLA-4-1g or antibodies against
CDB0/6. These data suggest an intrinsic role for CTLA-4 in the T cell-
inhibitory effect of sc28AT. However, another interpretation might
be that in the context of deficient CTLA-4 signals, T cells can over-
come CD28 blockade, possibly because of a decrease in the activation
threshold, and manage enough signaling to lead to efficient interac-
tion. In contrast, the reduction of caldum peaks in T cells that es-
tablished a stable contact with APCs despite CD28 blockade could
not be reversed by the simultaneous blockade of CI'LA-4 Thus, the
mechanism of action of selective CD28 blockade on T cells involves
both CTLA-4-dependent and CTLA-4-independent compaonents.
Notably, sc28AT caused impaired alloreactive T cell proliferation
in MLR in vitro, which could contribute to allograft survival in vive
by skewing the Teff-Treg balance toward regulation.

An emerging hypothesis presents CD28 and CTLA-4 molecules as
a "rheostat” for targeting T cdl responses toward immunity or reg-
ulation, respectively (29). If CD28 is blocked, then CTLA-4-CD80/86
interactions would be favored and T cell responses would be shifted
toward regulation. In vitro, we could block the suppressive activity of
human Treg cells with Fab antibodics against CTLA-4, as has been
shown in mice (30). In contrast, sc28AT did not block but instead
increased the suppressive activity of Treg cells in accordance with
data showing that CD28 stimulation abolishes the suppressive func-
tion of Treg edls (/).

In kidney or heart allograft transplantation in primates, acute
rection was prevented, chronic rejection was attenuated, and func-
tional Treg cells were increased after treatment with sc28AT combined
with calcineurin inhibitors, Donor-specific hyporesponsiveness was
demonstrated in the kidney transplant model. Early graft biopsies
showed less infiltration by CD20" B cells, which have been associated
with severe acute rejection (31). The reduction in B cell infiltration
might be attributed classically to reduced help by T cdls or to a di-
rect effect of Treg cells on B cells (32). Indeed, sc28AT treatment

favored graft Infiltration by T cdls expressing Foxp3 and CTLA-4,
which s assoctated with the suppressive function of Treg céls (6),
Finally, examination of graft tissue revealed that selective CD28
blockade resulted in reduced levels of inflammatory cytokines but
increased expression of immunoregulatory TGF-f, HO-1, and
IDO. The effects on B and Treg cells might not be clinically relevant
shortly after transplantation at a time when alloreactive T cells are
strongly stimulated and Treg cells have not yet infiltrated the allo-
graft, Indeed, the full control of acute rejection in the carly post-
transplant period could be achieved only in bitherapy with therapeutic
levels of calcineurin inhibitors. However, Treg cells (and other Induced
immune regulation mechanisms} might become relevant to prevent
late rejection events, because allograft survival persisted after with-
drawal of the immunosuppressive treatment in several recipients. In
addirion, Treg cells could contribute to limit chronic rejection because
CAV was consistently reduced in heart grafts in macaques. Further-
more, the exclusive availability of CD80/86 ligands for CTLA-4 bind-
ing and the role of CTLA-4 in immune regulation suggest that CTLA-4
could be important in this process.

What mechanisms underlie the induction of Treg cells in s¢28AT-
treated animals? The observation that the administration of sc28AT to

primates did not alter the frequency of Treg cells excluded
a direct effect of the monovalent antibody. Rather, allogencic T cells
might have been driven to differentiate into Treg cells in vivo in response
to the allograft because CD28 dgnaling was absent, whereas CTLA-1-
CD80/86 interactions could take place. Indeed, although the survival
of natural Treg cells is strictly CD28-dependent (2), the generation of
adaptive Treg cdls can occur in situations of suboptimal costimulation
(33) or in the absence of CD28 signals (34), Additionally, selective
CILA A engagement can induce adaptive Treg cells with alloantigen
specificity (35), The observation that PBMCs from Kidney graft recipi-
ents treated with sc28AT and tacrolimus were hyporesponsive o donor
APCs bur mﬁm&mcﬂsum@nwﬂxﬂup@m In con-
trast to clinical immunosuppression achieved by a CDB(/86 antagonist,
which was not assockated with induction of Treg cells and not relying on
immune regudation (36, 37), our findings are consistent with previously
reported downstream mechanisms of suppression attributed to Treg cells
in transplantation, induding refease of TGF-fi, expression of CTTA,
and induction of IDO and HO-1 enzymes (38).

Our study shows that scective blockade of CD28 costimulation after
transplantation reduced alloreactivity and increased the pool of
peripheral Treg cells. In addition, Treg cells accumulated in the graft,
where they likely modulated pathogenic T adls and promoted prolonged
allograft survival. Whether selective CD28 blockade has significant prac-
tical advantages relative to CDBO/S6 blockade (11), as our model predicts,
remains to be formally testel. However, the efficacy of CD28 antagonists
in combination with conventional immunacsuppression to inhibit acute
and chronic allograft rejection in primates is promising. Although super-
agonistic activity has been excluded here, any trangdation of 2 CD28 an-
tagonist into clinical application must first reevaluate that point,

MATERIALS AND METHODS

Reagents

A nonactivating human CD28-specific single-chain Fv antibody frag-
ment was developed from the CD28-specific CD28.3 done (14) and
linked to «y-antitrypsin (5¢28AT) to prolong its halfife in the serum
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in vivo (27). sc28AT was produced by TcL Pharma and by a National
Institutes of Health (NTH) production platform (K, Reimann, Beth Israel
Deaconess Medical Center, Boston, MA) from transformed Chinese
hamster ovary clls and purified from supernatant by ion exchange chro-
matography. sc28AT was quantified by two complementary specific
sandwich enzyme-linked immunasorbent assays (ELISAs) (TcL Pharma).
sc2BAT cross-reacts with CD28 from cynomolgus monkey, baboon,
and marmaoset but not from dog, rabbit, rat, and mouse and has the
same binding affinity as the parental murine Fab fragment (27).
Antibody against human CTLA-4 (clone 147.1) was provided by
Medarex. Fab monovalent fragments were prepared with Immunopure
1gG1 Fab Preparation kit (Pierce). Antibodies against human CD80
(clone M24) and CD86 (done 1G10) were provided by Innogenetics.
CTLA-4-1g (LEA29Y) was prepared from transfected Cos cells in
our laboratory. Fluorescent monoclonal antibodies (mAbs) against
human CD3 (SP34-2), CD4 (L200), CDR (RPA-T8), CD28 (28.6),
CD25 (M-A251), CD45RO (UCHLI), CD62L (FMCi6), CD127
(RIL-7R-M21), CTLA-4 (BNI3), and HLA-DR (G46-6) were from
BD Biosciences. Biotinylatesd antibody against human ay-antitrypsin
(Abcam) was used with streptavidin-phycoerythrin (Beckman Coudrer)
for sc28AT staining on T cells. The APC-conjugated antibody against
human Foxp3 staining kit (PCH101 and 236A/E7) was purchased
from eBioscience and used sccording to the manufacturer’s instruc-
tions, Primary antibodies used for immunchistochemical staining were
rabbir antibodies against human CD3 (DAKO) and human 1DO-1
[provided by 1. Anegon, Nantes, France (39)] and mouse antibodies
against human CD11b (BEARIL Beckman Coulter), human CD20
(126; DAKO), human CD31 (LCI4; Serotec), haman CTLA-4 (BN13;
BD Biosciences), human Foxp3 (236A/E7; eBicscience), human DC-
SIGN (DCN46, BD Biosciences), and human a-smooth musde actin
(ON5; Abcam).

Epitope analysis

The determination of the epitope recognized by the CD283 antibody
was performed by Agrobio. Briefly, CD28.3 Fab fragments were added
to human CD28 (R&D Systems) immobilized on Sepharose. Immune
complexes were reduced and alkylated with iodoacetamide (55 mM,
1 hour) before chymotrypsin (1 mg/50 mg of bound antibody) was
added for 4 hours at 18° to 25°C. The Sepharose was then washed with
25 mM ammoniam carbonate followed by 50 mM glycine (pH 2.5).
Fluted peptides were then concentrated on a C18 matrix and analyzed
by matrix-assisted luser desorption/ionization-time of flight (TOF).
TOF. The epitope was determined by peptide mass fingerprinting

Live cell dynamic microscopy

A human Epstein-Barr virus (EBV)-specific CDA'CD28" T el cdone
{2 x 10° cells) (40) was stained with the Fura-2 acetoxymethyl ester
probe (0.5 uM for 30 min; Interchim), washed, and added to 4 x 10°
human EBV-transformed B lymphoblastaid cdl lines [pool of cells from
three donors, obtained as described (41)] on a coverslip coated with
poly-t-lysine (0.001%; Sigma). Using the MetaFuor image analysis
software {Molecular Devices), we acquired bright-fidd and fluorescent
images at 15-s intervals on a Leica microscope (Leica Microsys-
tems). Individial T cell-APC interactions and individual T cdl calci-
um peaks were recorded manually over a 20-min incubation period
with MetaFluor (version 7.17) and MetaMarph (version 7.5.6; Roper
Scientific) software. A calcium peak was recorded when fluorescence
leveds reached twice the baseline level. T cells were tracked with the

Image] free software (version 1.41). The total number of cells analyzed
was 60 cells for control condition (from 11 experiments), 31 cells for
sc28AT condition (from 7 experiments), and 29 calls for sc28AT plus
antibedy against CTLA- (from 4 experiments), 13 cells for antibody
against CD80/86 (from 3 experiments), and 26 cells for CTLA-A-1g
condition (from 5 experiments), Antibodies were all used at 10 pg/ml.
Data are presentad as mean + SD for each condition.

Mixed reactions

PEMCs were Isolated from whole blood by density centrifugation
aver Ficoll-Paque (Eurobio). Freshly isolated PBMCs were incubated
with allogeneic irradiated PEMCs (10° cells per well of each cell type)
for 5 days at 37°C and 5% CO, in complete medium (RPMI 1640,
10% heat-inactivated pooled sera, 2 mM i-glutamine, pen-
icillin (100 U/mil), streptomycin (0.1 mg/ml), 1% nonessential amino
ackls, | mM sodium pyruvate, and 5 mM Hepes, all from Sigma).
Cells were pulsed with 1 uCi of ["H]thymidine during the final
8 hours of culture and then harvested and counted in a scintillation
counter. In other experiments, PBMCs were maintained in culture
without allogeneic cells and assayed similarly as above.

Cytokine secretion assays

To assess [L-2 production by T cells, we stimulated 10° Jurkat T
cells with 2 x 10° Raji B cells in microtiter plates in the presence
of staphylococcus enterotoxin E (5 ng/ml) for 48 hours at 37°C
and 5% CO; in complete medium. IL-2 secretion was evaluated in
the supernatant with the Max Set Deluxe Human TL-2 ELISA kit
(Biolegend), To analyze the synthesis of multiple cytokines by hu-
man PEMCs, we cultured 10° PEMCs from healthy humans in trip-
licate for 5 days in complete medium with contraol or antibodies to
CD28, After 48 hours, 30 pl of supernatant was collected from each
triplicate, pooled, and analyzed for cytokine concentration with a
Human Th1/Th2 Cytokine kit (BD Biosciences).

Suppression assays

All experiments were performed with PEMCs obtained from healthy
donors. CD4" T cells were enriched from PEMCs by negative selec-
tion with CD4" T Cél Isolation Kit II (Miltenyi) and an autoMACS
separator (Miltenyil). Enriched CD4" cells were then stained with
mAbs against human CD4, CD25, and CD127 at 4°C for 30 min.
CD4'CD25MCD127™ Treg cells and CD4°CD25™ naive T cells were
then sorted (purity routinely above 95%) with a high-speed cell sorter
(FACSAria, BD Biosciences) and FACSDiva software (BD Biosci-
ences), CDHCD25 cells (2 x 10%) were cocultured with 107 allogeneic
irradiated PBMCs and autologous CD4°CD25"CD127 Treg cells at
a Il or 1025 ratio for 5 days at 37°C and 5% CO, in human com-
plete medium. Blocking antibodies were added at the start of the
culture at 10 pg/ml. Proliferation was assessed by [*Hthymidine in-
corporation during the last 8 hours of culture.

Allogeneic mDCs were generated from monocytes as described
(42). Briefly, monocytes were enriched by dutriation (>85% CDI4")
and cultured for 6 days in medium supplemented with IL-4 (40 ng/mi;
R&D Systems) and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(1000 TU/mE Gentaur), Cedls were harvested on day 5 and cultured for
24 howrs with lipopolysaccharide for maturation (1 pg/ml; Escherichia
coli 0111:B4, Sigma). Allogeneic mDCs (5 x 10°) were then cocultuned
with 5 x 10° Treg cells in complete medium with the indicated blocking
antibodies (10 pg/ml) for 18 howrs. mDCs or Treg cells were washed and
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added to 5 x 10 CD4™CD25™ cells (same donor as Treg cells) stimulated
with 5 x 10" allogeneke mDCs (same donor as mDCs used for Treg ac-
tivation). Cells were then cultured for 5 additional days, and prolif-
erative responses were assessed by ["H]thymidine incorporation.

Baboon Treg suppression assays
CD25" and CD25 " cells were prepared from PBMCs during the third
month after transplantation with fluorescein isothiocyanate (FITC)
mAb against human CD25 and specific anti-FITC microbeads (Miltenyi)
and positive or negative selection, respectively. To determine suppres-
sion, we mixed 10° carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)~
labeled CD25 PEMCs with different numbers of unlabeled CD25°
PBMCs (at ratios of 1:05 to 1:00078) in duplicate wells of a plate pre-
viously coated with antibodies against human CD3 (10 pg/ml; 2 hours
at 37°C). The proliferative response was evaluated after 3 days by mea-
suring the percentage of CFSE-diluted cells by flow cytometry, The
tage of ion was calculated by comparing the percentage
of proliferated cells (CFSE dilution) in the presence of indicated
numbers of CD25° PEMCs to the percentage of proliferated cdls in
the absence of CD25" cells (= maximal proliferation),

Animals

Cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis) (2 to 3 kg) were ob-
tained from Covance Research Products and Three Springs Scien-
tific Inc. Baboons (Papio anubis) (6 to 15 kg) were obtained from
the Centre National de la Recherche Scientifique Primatology Center.
Experiments performed on macaques were in accordance with the
guidelines of the Institutional Animal Care and Use Committee of
the University of Maryland Medical School and carried out in com-
pliance with the Department of Health and Human Services-NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, Experiments per-
formed in baboons complied with recommendations of the Institu-
tional Erhical Guidelines of the Insting Natiomal de la Santé e de la
Recherche Médicale (France). The donor-recipient combinations were
chosen according to blood group compatibility, major histo-
compatibility complex (MHC) mismatching by DRB MHC class 11
locus typing and verification of MHC incompatibility by MLR (stim-
ulatary index > 5).

Renal transplantation in baboons

Renal allotransplantation was performed in binephrectomized recipi-
ents, as described (43). Twenty-four-hour diuresis was monitored daily,
as well as blood urea nitrogen, Transplantectomies were performed
when plasm creatinine levels rose up to 400 gM, and surgical biopsies
were performed for histological examination before euthanasia. One
biopsy fragment was collected for hematoxylin and cosin (H&E)-
blinded histalogical examination by a patheologist. A second fragment
was snap-frozen in liquid nitrogen for mRNA extraction, and a third
fragment was placed In Tissue-Tek (Sakura Finetek) for immuno-
histochemical staining, Protocol biopsies were performed at 1 week,
| month, and 3 menths after transplantation. Control groups either
were untreated (nr = 3) or received tacrolimus alone (Prograf, provided
by Astellas) (n = 4). Tacrolimus was given once daily from day 0 to
day 90 after transplantation (0.05 to 0,15 mg/kg intramuscularly) to
achieve target therapeutic trough levels (10 to 20 ng/ml). sc28AT was
administered once daily (4 mg/kg intravenously) during the first 25 days
after transplantation. Blood samples were collected for fluorescence-
activated cell sorting analysis and assessment of serum levels of

sc28AT and cytokines (Non-Human Primate Th1/Th2 Cytokine
kit, BD Blosclences) before the daily administration of sc28AT.

Cardiac transplantation in cynomolgus monkeys

All recipient animals underwent heterotopic intra-abdominal cardiac
allograft transplantation, as described (44), Surgical cardiac blopsies
were performed on postoperative days 7, 14, and 28 and monthly
thereafter until graft explant, Graft function was monitored daily by
palpation and implanted tdemetry (Data Sciences International). Clin-
ical acute graft rejection was detected as consistent high body tempera-
ture (>38.5°C) coupled with either a decrease In graft heart rate (to
<120 beats per minute or a drop of >40 beats per minute from a stahle
baseline) or an increase in graft diastolic pressure of >10 mmHg, Graft
rejection wis defined as loss of contraction by telemetry and con-
firmed at explant and was always preceded by signs of acute rejec-
tion. Control groups either were left untreated (1 = 5) or received CsA
(Neoral, Novartis) (n = 6). CsA was given once daily (5 to 25 mg/kg
intramuscularly) to achieve target therapeatic (>400 ng/ml) or sub-
therapeutic (100 to 300 ng/mi) trough levels, sc28AT was given as in-
dicated in Fig. 7. In three therapeutic CsA-treated animals, a first
episode of symptomatic acute rejection was treated with three daily
steroid boluses (10 mg/kg: Solu-Medrol, Pharmacia), Rejection was
reversed in two of the three treated animals. In one therpeutic CsA-
treated animal, suspected rejection based on histological amalysis
of the biopsy tissue sample was also treated with a 3-day course of
sterokds. One recipient died of infection different from the ones that
rejected the heart at day 26 and was exduded from statistical analysis,
Cellular infiitrates were analyzed on H&E-stained panaffin sections
and graded for acute rejection by ISHLT criteria (45). CAV incidence
in beating hearts explanted after day 70 (thempeutic CsA group) or
in weekly sample biopsics (subtherapeutic CsA group) was recorded
as percent of arteries and arteriolar vessels involved (CAV score = 1)
at each time point. CAV severity was scored in these explanted hearts
as follows: grade 0, normal arterial morphelogy; grade 1, activated
endothelial cells with enlarged nuclei andVor adherent leukocytes,
without luminal narrowing (<10%); grade 2, distinct necintimal thick-
ening, luminal narrowing <50%; grade 3, extensive neointimal pro-
liferation with >50% luminal occlusion. Scoring was independently
performed for each explanted heart by three cvaluatoss (T.Z, RN.P,
and B.N.) blinded with respect to the treatment group. The mean
CAV score for each biopsy or explant was calculated with the follow-
ing equation: {#grade 0 vessels x0 + #grade 1 vessels x1 + #grade 2 ves-
seds x2 + #grade 3 vessels x3)/total number of arterial vessels scored
Individtal means were averaged to calculate the group mean = SD for
cach treatment group.

Immunohistochemical staining

Serial frozen sections (10 um) were prepared from surgical or protocol
renal biopsies. Shides were air-dried at oom temperature for 1 hour
before acetone fixation for 10 min at room temperature, Sections were
saturated with phosphate-buffered saline containing 10% baboon
serum, 2% normal goat serum, and 4% bovine serum albumin, Sections
were incubated overnight with primary antibodies at 4°C, followed by
fluorescent secondary antibedies and nuclear staining (4" 6-damidino-
2-phenylindole; Invitrogen), For intracellular immimostaining (CTLA-
4, Faxp3, and IDO), sections were permeabilized with 0.5% saponin
(Sigma) in the saturating solution. Treg infiltration was determined
by a triple staining with antibodics against human CD3 (followed by
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Alexa Auor 350-conjugated antibody against rabbit IgG; Invitrogen),
human CTLA-4 (followed by Alexa Fluor 594-conjugated antibody
against mouse IgG2a; Invitrogen), and human Foxp3 (followed by
Alexa Fluor 488-conjugated antibody against mouse 1gG1; Invitrogen).
The percentage of CD3 cells expressing Foxp3, CTLAA, or both was
quantified manually (by an Investigator blinded to the experimental
conditions) on four different pictures from two different areas of
cach tissue section separated by at least 100 pm. 1DO localization
was determined by double staining with antibodies agrinst human
IDO-1 (followed by FITC-conjugated antibody against rabbit 1gG;
Jackson ImmunoResearch) and haman CD31, haman DC-SIGN, or bu-
man ¢-smooth muscle actin (followed by Alexa Fluor 568-conjugated
antibody against mouse 1gG; Invitrogen). The specificity of IDO-1
staining was confirmed by competition experiments with the TDO-1
peptile that had been used to raise the antibody. Slides were ana-
lyzed with standard fluorescence microscopy or confocal-like mi-
croscopy (ApoTome, Card Zeiss) and the AxioVision imaging software
(Card Zeiss),

Messenger RNA analysis

Messenger RNA was extracted from snap-frozen renal biopsies with
RNA microextruction kit {Qiagen) according to the manufacturer’s in-
structions, The quality and quantity of mRNA were controlled by in-
frared spectrometry (NanoDrop, Thermo Scientific). RNA
was amplified and resrotranscribed with the Omniscript RT kit (Qiagen),
and real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR) was then
performed, as previously described (43), with an ABI Prism 7700 Se-
quence Detection System (Perkin-Flmer). Amplifications were performed
for hypoxanthine phospheribosyltransferase (probe Hs99999909_ml;
Applied Biosystems), IDO (forward, 5'-ACGGTCTGGTGTATGA-
AGGGT-3] reverse, 5-CACGGACTGAGGGATTTGACT-3"), -2 re-
ceptor (probe Hs00907778_m; Applied Biosystems), CTLAA (forward,
S TCTTCATCCCTGTCTTCTCCAA-3; reverse, 5'-GGTCAA-
CTCATTCCCCATCA-3'), Foxp3 (forward, 5-CCCTGOCCTTCTCA-
TCCA-3' revene, 5-GTGGCCOGGATGTGAAAA-3'), HO-1 (probe
Hs00157965_m1; Applied Biosystems), TPN=y (forward, 5'-TGGGT-
TCTCTTGGCTGTTACTG-3 revense, 5 -TTAATGTCTTCCITGAT-
GGTCTCC3'), and 1146 (probe Hsd0174131_m1; Applied Biosystems).

Statistical analyses

Graft survival times were plotted with the Kaplan-Meier representa-
tion, and survival time between different groups was evaluated with a
log-rank test, Continuous variables were expressed as the mean + SD,
unless otherwise indicated, and compared with the Mann-Whitney
nonparametric test. MLR data were analyzed with unpaired 1 tests.
Discrete variables (that is, incidence of early rejection) were com-
pared with 2 contingency table and the ¥ test. P values of <0.05 were
considered statistically significant. All statistical analyses were per-
formed on a personal computer with the statistical package SPSS
for Windows XP (version 110, SPSS) or GraphPad InStat (version
5.1, GraphPad Software).
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Introduction

Summary

Lymphocyte-activation gene-3 (LAG- 3, CD223) is a marker for recently acti

vated effector T cells. Activated T’ lymphocytes are of major importance in
many autoimmmune diseases and organ transplant rejection. Therefore, spe

cifically depleting LAG-3" T cells might lead to targeted immunosuppression
that would spare resting T cells while eliminating pathogenic activated T cells.
We have shown previously that anti-LAG-3 antibodies sharing depleting as
well as modulating activities inhibit heart allograft rejection in rats. Here, we
have developed and characterized a cytotoxic LAG-3 chimeric antibody (chi

meric AYH12), and evaluated its potential as a selective therapeutic depleting
agent in a non human primate model of delayed-type hypersensitivity
(DTH). Chimeric A9H12 showed a high atfinity to its antigen and depleted
both cytomegalovirus (CMV )-activated CIM" and CD8' human T lympho

cytes it vitro. In vivo, a single intravenous injection at either 1 or 0-1 mg/kg
was sufficient to deplete LAG-3"-activated T cells in lymph nodes and to
prevent the T helper type 1 (Thi)-driven skin inflammation in a tuberculin-
induced DTH model in baboons. T lymphocyte and macrophage infiltration
into the skin was also reduced. The in vivo effect was long-lasting, as several
weeks to months were required after injection 1o restore a positive reaction
after antigen challenge. Our data confirm that LAG-3 is a promising thera

peutic target for depleting antibodies that might lead to higher therapeutic
indexes compared to traditional immunosuppressive agents in autoimmmune
diseases and transplantation.

Keywords: delayed-type  hypersensitivity,
antibodies

LAG-3, primate, therapeutic

s significant delay in the rejection of skin and heart grafts
and the induction of an immune tolerance in a fraction of

Selectively inhibiting or deleting activated T lymphocytes
represents 4 promising therapeutic approach 4s an alterna-
tive to current iImmunosuppressive treatments in autoim

munity and transplantation, One strategy might be the use
of depleting antibodies that tanget specific antigens on acti

vated T cells. This provides a competitive advantage of tar

geting only pathogenele T cells that are specific for auto- or
alloantigens withowt moditving the protective immunity
directed against thard-party antigens |1, The proof of
concept for selective depletion of pathogeneic T lympho

cvtes has been demonst rated in an engineered mouse model,
whereby their T cells express a viral thymidine kinase suscide
wene that metabolizes the non-toxic prodrug ganciclovir into
a metabolite that is 1oxic only to dividing cells, The result was

© 2091 Tre Authors
Cinleal and Expetimental lmrunology @ 2011 British Sodety for §

I}

the reapient mice [2]. However, the therapeutic translation
of this strategy requires the targeting of an antigen that is
highly specific for activated T cells. So far, few molecules that
are expressed selectively by activated T cells have been
wdentified. Amonyg these are CD25, CD132, CDI154 and
(D223 (lymphocyte-activation gene. 3; LAG - 3[3]). LAG 3 s
an important regulator of T cell homeostasis (4] that s
redated evolutionarily 10 CD4 and, like CDM, is associated
with the T cell receptor. It has retained an athmty 2 logs
higher than CDY for their common ligand, major histocom

patibility complex (MHC) class 11. LAG-3 1s a transmemn

brane protein that forms dimers at the surface of both CD4”
and CDS8* T lymphocytes [3,5] residing in inflaumed second

ary lymphoid organs or tissues (L¢. human tumours or
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rejected allograft), but not in spleen, thymus or blood.
During inflammartion LAG-3 and MHC dass 11 are
up-regulated strongly (6] and play an important role in
antigen-presenting cell (APC) and dendritic cell (DC) acri-
vation [7,8]. In addition, LAG-3 is a negative regulator of T
cell receptor (TCR }-mediated signal transduction in effector
T ¢ells and functions in the same manner as cytotoxic T
lymphocyte antigen-4 (CTLA 4) [9-12]. Finally, LAG-3 con-
trols activated regulatory T cells (T, ) while it is not
expressed by unstimulated natural T, [13]. However,
LLAG-3 is expressed by nterleukin (1L} 10 secreting early
growth response (EBgr)-2'LAG-2'CD4* T, associated with
Peyer’s patches [14],

We have shown previously that depleting anti-LAG-3 ani-
bodies prevented the development of alloreactive effector T
cells in a heart allotransplant model in rodents and repre-
sents an effective treatment for allograft rejection [15), In
this study, we have characterized a cytotoxic anti-LAG-3 chi-
meric antibody (chimeric AYH 12} and evaluated its poten-
tial for selective therapeutic depletion i a non-human
primate model of delayed-type hypersensitivity (DTH), a
low- invasive and non-terminal model based on the induc:
tion of local T helper type 1 (Th-1)-mediated cellular
immune responses 16, Our investigation demonstrated
that LAG-3* T lymphocytes could be depleted (n vivo in
primates and that this resulted in a long-lasting mhibition of
immune responses in this preclinical model.

Materials and methods

Production of the chimeric A9H12 monoclonal
antibody (mAb)

C57/B6 muce were immunized three times with Chinese
hamster ovary (CHO) cells transfected with human LAG-3
<¢DNA, followed by an intravenous (i.v.) booster injection of
a recombinant hEAG-31g protein purified from the superna-
tant of transfected CHO cells, Three days after the boost,
splenocytes were fused with the X63,AG8653 fusion partner
[17 to obtain hybridoma cells, using traditional techniques.
The A9HI12 hybridoma was selected for its antibody-
dependent cell cytotoxicity {ADXCC) activity towards LAG-3
expressing cells and subcloned to yield a stable cell line.

A bicistronic vector coding for the variable heavy (VH)
and variable light (VL) domains of ASFH 12 fused to human
CL kappa and CHI hinge-CH2 CH3 immunlglobulin
(Ig)G1 regions was generated and used to transfect CHO-S
cells {Invitrogen, Hlkirch, France). After antibiotic selection
and limiting dilutions, a stable subclone was selected 10
produce the chumeric A9H12 in ProCHOS medium (Lonza,
Vervier, Belgium), The product in the supernatant cell was
purified by adsorption on a HiTrap recombinant Protein A
FF column (GE Healtheare, Velizy, France), eluted by acid pH
(Glyein HCL 0-1 M, pH 2-8) and dialysed against phosphate-
huffered saline (PBS; Invitrogen),

266

Flow cytometry

LAG-3* CHO cells or human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs} stimulated with 1 jig/ml of Staphylococcal
enterotoxin B (SEB; Sigma Aldnich, L'lsde D'Abeau Chesnes,
France) for 48 h were used as targets. Chimeric A9H 12
binding was revealed with a fluorescein 1sothiccyanate
{FITC)-conugated goat F{ab’), anti-human IgG (Southern
Biotech, Birmingham, AL, USA ). The cross-reactivity of ¢hi-
meric ASHI2 against monkey T lymphocyte was assessed
using babeon PBMCs isolated from whele blood by Ficoll-
Pagque density centrifugation { Eurobio, Les Ulis, France), fol-
lowed by red blood cell lysis, Freshly isolated PEMC were
incubated for 48 hat 37°C, 5% CO,, with 10 pg/ml of con-
capavalin A (Sigma) in complete medinm (RPMI- 1640,
109 heat-inactivated baboon serum, 2 mM r.glutamine,
00 U/ml penicillin, 041 mg/ml streptomycin, 196 non-
essential amino acids, | mM sodium pyruvate and 5 mM
HEPES; Sigma). PBMC were washed and stained with
10 jtig/ml of anti-LAG-3 antibody (30 min at 4°C) followed
by FITC labelled goat anti-human 1gG (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA). Cells were washed and analysed using
an LSR [T T™M flow cytometer (BD Biosciences, San Diego,
CA, USA) with piva software. LAG-3* T lymphocytes from
inguinal lymph node biopsies were monitored by fluores-
cence activated cell sorter (FACS) analysis using a FITC-
conpugated anti-LAG-3 antibody {(clone 11E3) which does
not compete with the A9H12 mAb.

Affinity assessment

The affinity of chimeric A91112 was evaluated on a BlAcore
2000 using a sensor chip coated with 500 resonance units of
hlLAG-3lg recombinant protein. Antibody solutions [3, 25
and 100 mM prepared in FIEPES buffered saline (HBS)]
were unpcted over a period of 3 min followed by a dissocia-
tion period of 3 min at 37°C.

ADCC

The potency of the chimeric A9H12 to induce ADCC was
investigated on healthy PBMCs from  cytomegalovirus
(CMV)-positive donors. PBMCs were isolated from blood
collected m lithium heparin tubes (BD Vacutainer®) by
centnfogation over Ficoll-Paque (GE Healthcare} and
cryopreserved, PBMCs were thawed and cultured at
1 2 10°/ml in the presence of a CMV peptide pool (mix of
138 15-mers with 11 amino acid overlaps spanning the entire
sequence of the pp65 protein; BD Biosciences) in RPMI-
1640, 2 mM glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 50 U/ml
penicillin/50 pg/ml of streptomycin, 1% modified Eagle’s
medium {MEM) non-esssential amino acids; 10 mM HEPES
{all from Invitrogen), supplemented with 10% fetal calf
serum  (FCS: Hyclone, Brebiéres, France). The CMV
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peptides induced the expression of LAG-3 on CD8™ T cells,
and to a lesser extent on CD4' T cells, as well as inducing
proliferation, After 5 days, 0-175 x 10%well of CMV-
stimulated PBMCs were incubated in the presence of various
concentrations of chimeric ASHI12 or an isotype-matched
control (human [gG1l: Chemicon, Lyon, France) in
U-bottomed 96-well plates over 4 h ar 37°C to assess ADCC,
The cells were then stained with CD3-phycoerythrin (PE),
CPM-PE-Cy7, CD8 APC-Cy7, CD25-APC (BD Biosciences}
and FITC-conjugated anti-LAG-3 mAb {1784 antibody,
1 ug/point) for 30 min ar 4°C. After centrifugation, the cells
were incubated for 15 min at room temperature with
7-amino-actinomycin D (7-AAD; BD Biosciences) and
analysed by flow cytometry, Alter ¢xclusion of dead cells
based on size/granularity and 7-AAD staining, the percent-
age of LAG-3" and CD25" cells in the CD3'CDM" and the
CDP3CDS* cell subpopulations were evaluated.

Animals

Baboons { Papio anubis, from the CNRS Primatelogy Center,
Rousset, France) were negative for all quarantine tests,
including a tuberculin skin test. Animals were housed at the
large animal facility of our laboratory following the recom-
mendations of the Institutional Erhical Guidelines of the
[nstitut National de la Santé Et de la Recherche Médicale,
France. All experiments were performed under general ana-
esthesia with Zoletil (Virbac, Carron, France). Pharmacoki-
netic and pharmacodynamic studies were performed during
DTH experimients on five baboons receiving an i.v. bolus of
cither 1 mg/kg or 01 mg/kg of chimeric A9H12.

Enzyme-linked imimunosorbent assay (ELISA)

Chimeric AYH 12 was quantified in baboon sera using a spe-
cific sandwich ELISA. LAG-3-Ig (Immutep, Orsay, France)
was immobilized on plastic at pH 9-5 overnight at a concen-
tration of 5 pg/ml. After saturation with 5% gelatin a1 37°C
for 2 h, serum diluted in PBS-0-0596 Tween 20 were incu-
bated for 4 hat room temperature, washed and revealed with
a mouse anti-human IgG kappa chain antibody (EFS,
Nantes, France) at a 1:2000 dilution, followed by peroxidase-
labelled goat anti-mouse antibody (Jackson mmunore-
search, Westgrove, PA, USA) at a 1:5000 dilution. Optical
density was recorded at 450 nm after a tetramethylbenzidine
(TMB) revelation period of 10 min a1 room temperature in
the dark and addition of 25 pl I N sulphuric acid/well.

BCG vaccination and DTH assay

Baboens were immunized intradermally (i.d.) twice with a
bacillus Calmette-Guérin (BCG) vaccine (0-1 ml; 2-8 = 17
UFS; Sanofi Pasteur MSD, Lyon, France) in the upper region
of the leg, 4 and 2 weeks before the DTH skin test, To inves-
tigate antigen-specific T cell immunity before DTH skin

© 2011 e Authors
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testing, successiul immunization was confirmed by inter-
teron (IFN)-fenzyme-linked immunospot {ELISPOT) assay
{non-human primate [EN-y ELISPOT kit; R&D Svstems,
Minneapolis, MN, USA) on freshly isolated PBMC, accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

[ntradermal reactions (IDR) were performed with dupli-
cate intradermal injections of two doses (2000 Ul or 40 U1)
of tuberculin-purified protein derivative (PPD; Symbiotics
Corporation, San Diego, CA, USA) in 0:1 ml in the skin on
the nght back of the animals. Saline (01 ml} was used as a
negative control. Dermal responses at the injection sites were
measured using a caliper square, The diameter of each indu-
rated erythema was measured by two observers from days
3-8, and were considered positive when =>4 mm in diameter.
The mean of the reading was recorded. Skin biopsies from
the DTH or control {saline} site were performed at day 4 on
one duplicate and placed in Tissne Tek optimal cutting tem-
perature {OCT) compound (Sakura Finetek, Villeneuve
d’Ascq, France) for immunohistochemical analysis. A
second IDR was performed after a 3-week washout period
and animals received one iv. imjection of either | mp/kg
or 01 mgkg of chimeric A9H12 1 day before this second
challenge with PPD, A third IDR was performed after a
further 3.6-week washout period and animals were left
nntreated. [n some cases, a fourth IDR was performed after
another 3-month washout period and animals were also left
nntreated.

Immunohistochemical staining

Frozen sections {10 im) were prepared from surgical skin
biopsies embedded in Tissue-Tek OCT compound and
maintained at -80°C, Sections were air-dried at room tem-
perature for 1 b before acetone fixation for 10 min at room
temperature, Sections were incubated with PBS containing
109 baboon sertum, 2% normal goat serum and 4% bovine
serum albumin (BSA). Sections were incubated overnight
with primary antibodies at 4°C and washed with PBS {and
serum), followed by 90 min incubation with secondary
antibodies. T cell infiltration analysis was performed with a
rabbit anti-human CD3 (Dako, Glostrup, Denmark), fol

lowed by a FITC labelled donkey anti-rabbit 1gG { Jackson
ImmunoResearch). CIM* cells were analysed with a mouse
anti-human CD4 (clone 13B8-2; Beckman Conlter} followed
by an Alexa568-labelled goat anti-mouse lgG (H+L)
antibody (lnvitrogen). CD8* cells were analysed with a
PE-labelled mouse anti-human CDS (clone B9:11; Beckman
Coulter). Macrophage mnfiltration was detected using a
mouse anti-human CD6S (done PGM1; Beckman Coulter),
followed by an Alexa 568-labelled goat anti-mouse IgG
{Invitrogen), LAG-3" cells were labelled with a mouse anti-
human Lag? {clone 11E3: Immutep) plus Alexa563-labelled
goat anti-mouse 1gG (H + L} antibody (Invitrogen). All
slides were analysed using fluorescent microscopy and Axio-
Vision imaging software (Carl Zeiss, Le Pecq, France), A
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Fg 1. In vivo characterization of the chimeric
A9H12 monoclonal antibody (mAb), Binding
of chimenc A9H12 mAb at indicated
soncentrations to control or
Iymphocyte-activation gene-3 (LAG-3) Chinese
hamszer ovary {CHO) cells {a) and 1o
Staphylovoceal enterotexin B {SER) -stimulated
{Stim} oc resting | Unstim} peripheral blood
mononnclear cells (PEMCs) () A fluorescein
ssothiocyanate (FITC)-conjugated anti-human
immunoglobalin (Ig)G was used to reveal the
chimeric AOH12 mAb boand to the cells, The
results in (a) represent the median of
flucesscen ce intensity 25 a function of antibody
concentrations. The graph in (b) presents the
percentage of LAG-3* cells in CD4* and

CD8* T cell subpopulations, (¢.d) An

antibody- dependent cell cytotomacity (ADCC)
assay was performed with PEMCs from a
otomegalovicas {CMV)-positive human donor
stimulated with 2 CMV peptide pool for 5 days
Variots concentrations of chimeric A9H12
mAb or human IgG1 were added for 4 b and
the viabality of activated CD4" or CD8* T cdls
was assessed by flow cytometry, Data shown are
from one representative experiment of five,

(e) Cross-reactivity of chimeric A9H1Z with the
baboon was assessed by flow cytometry, Target
cells were concanavalin A-activated (shaded

peofiles) or resting (empty profilesi baboon
PEMC

grading system from 0 to 3 was used, representing no mfil-
tration, moderate (< 109 of the surface), medium (> 1096
and < 30% of the surface) and severe {> 30% of the surface)
infiltration of the observed region, evaluated on 10 micro-
scope fields chosen randomly on the preparation.

Results

I vitro characterization of the anti-LAG-3

chimeric A9H12 mAb

The murine AYH12 mAb was sclected because of its high
binding affinity to LAG-3 and its potency at inducing
complement-dependent cytotoxicity (CDC) and ADCC on
LAG-3' cells (not shown). A chimenc form of AYHI12 was
generated in CHO cells by fusing the VH and VL ¢hain
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regions of murine A9H 12 1o the constant regions of human
1gG1. The ability of the resulting antibody to bind LAG-3
efficiently was tested on cells expressing an ectopic or a
natural LAG-3 ligand (Fig. la,b, respectively), The analysis of
real-time interaction performed using BlAcore surface
plasmon resonance on a sensor chip coated with recombi-
nant hLAG-Ig revealed good aflinity of the antibody to its
antigen (KD 5 107 M, Koo 2 2 105M/7s, Ko | 10745), The
in virro potency of the chimeric AYHI2 mAb to induce cell-
mediated cytotoxicity was studied using LAG-3* primary T
cells, To induce physiologically the expression of LAG-2on T
cells, PBMCs were stimulated with a CMV peptide poaol.
Stimulation induced the expression of the activation marker
CD25 and LAG-3 on about 4:18 = 0+139 of CD8* T cells
and 1440 = 0:04% of CIM* T cells. The presence of the
chimeric ASH12 mAb for 4 h dramatically reduced the
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percentage of living activated CD4' and CD8* T cells
showing the killing of LAG-3* cells induced by the antibody
(Fig. 16, respectively). A 70% reduction in the number of
LAG-3" cells was observed both in the CD4 and the CD8
subsets at a 10 ng/ml antibody concentration. The half-
maximum effective concentration was found at the ng/ml
Jevel [1 = 04 ng/mi for CD4* Teellsand 0-7 = (4 ng/mi for
CD8* T cells, mean = standard deviation (s.d.) of five
experiments]. The observed effect is not due to competition
between the chimeric AYH 12 mAb and the 1784-FI'TC mAb
used to reveal LAG.3, as the binding of 17B4.FITC is not
inhibited by a threefold excess of the chimeric A9H12 mAb
{not shown). A putative internalization of the membrane
LAG-3 induced by the chimeric A9HI2 was excluded
because the disappearance of activated T cells was also
observed with an anti-CD25 antibody (not shown), CDC
and ADCC are probably the dominant mode of action of this
antibody, 2s no agonist or antagomist cffect could be evi-
denced in mixed lvmphocyte reactions (data not shown).
The chimeric A9H12 mAb cros-reacted with baboon LAG-3
because it bound to similar percentages of activared PBMC
to that found for human cells, and did not bind to resting
baboon PBMC (Fig. le).

Pharmacokinetic and pharmacodynamic aspects of
chimeric A9H12

According to a  two-compartment model, after an
intravenous bolus administration of | my/kg of chimeric
ASH 12 (n=2), the elimination half life was 861 = 31-3h

—
o
-

Ant-LAG-3 antibodies to deplete T cells

(Fig. 2a), Three other animals received 0-1 mg/kg of chi-
meric ASH12. In that case, the glimination half-life was cal-
culated as 238 = 68h (Fig 23). In order 10 evaluate
whether chimeric ASH12 can deplete LAG-3" target cells in
vivo, inguinal lymph nodes were biopsied before, and on
days | and 4 after treatment. The percentage of LAG.3*
cells was then evaluated by flow cytometry, We observed a
reduction of both CD4* and CD4LAGICD3 T lympho-
cvtes after chimeric A9H12 administration (Fig. 2b). CD4~
CD3' T lymphocytes represent mainly CDS8™ T cells, bt
can also contain a few NK T cells. This was not due 1o
immunological masking, as the detecting fluorescent anti-
LAG-3 antibody used did not compete with chimeric
AVHI2. As expected, admimistration of chimeric A9HI12
induced no modification of lymphocyte count mn the
peripheral blood.

Chimeric A9H12 controls IDR to tuberculin

To test the efficacy of chimeric A9H 12 i vivo, we established
# DTH model in baboons after sensitization with BCG
vaccine, That sensitized animals were indeed immunized was
controlled after 1 month with an IFN-y ELISPOT assay on
PBMC. Of eight babeons vaccinated with BCG, all but one
became immunized. Unsensitized animals presented a fre

quency of 1/61 845 = 1713 329 PBMC responding in vitro to
taberculin-PPD, and this rose to a frequency of 1/7 842 =

171578 in sensitized animals. Two immunized baboons used
as controls were challenged with tuberculin [DR three con

secutive times over 5 months and demonstrated consistent

100 o 1mgkg

= -#- 01 mghg

L

)

3

2 _

é 01 I

0'01 A "
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Fig. 2. Pharmacokinetic and phasmacodynamic Time {days)
profibe of chimeric AYH12. Blood samples were
draowvn st the indicated tine-potnts from () Day 0 Day 1
bab treatad intr, ly (iv.) with 1 or p
01 mg/kg of chimeric AYH12 (x). Serum 10°F 306%346% ’°"F 0.66%0 94% 10°
trough levels were measured by enzyme linked 10°f 10°F 10!
immunosorbent assay, (1) Representative 10° 10" 10°
finoecscence activated cel soeter (FACS) i F
analysis of CD4* and CD8* T lymphocytes l or ol 0
axpresing lymphocyte-activation gene-$ & 3 d
(LAG-%) alter gating on CD3" cells in lymph < el cud o3 E il i saaed cond 2 asmal-sund Aotk
nodes at days 0, 1 and 4 after 301 mg'kg v 0 10" 10* 10° 0 10% 10°10° 0 10" 10' 10°
injection of chimeric ASH12. CDs —»
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Table 1. Summary of intradermal ceactions (IDR) responses after 40 Ul tuberculin: purified protein desivative (PPD) intradermal injections.

Animal h ASH 12 dose IDR nov 1 [DR now 2+ ch ASHLZ of vehicle [DR no, * IDE no. 4
Control | Omg'kg [ + ' v
Control 2 0 my'kg + + + +
Vsas 1 mg'kg - - n.d. nd
VX20 | mig'kg . - v n.d.
PAG9YTC -1 mgkg . - '
\Vaiakh -1 my'kg + - - .
\Vas7s 01 my'hg + - - nd

Ch A9H 12, chimeric ASH12; n.d., not determined.

and reproducible ervthema after each IDR (Table 1). Two
test animals challenged with an initial IDR showed a mea-
surable ervthema {minimal size of 4 min) from days -6 or
8§ after injection of 2000 or 40 U1 PPD. After a 3. week
washour period, the same animals were treated with | mg'kg
chimeric ASH12 and were challenged the next day with a
second 1DR. They showed no cutaneous ervthema with the
40 Ul PPD dose and a milder reaction (diameter of the
ervthema and reaction time) with the 2000 UL PPD dose
(Fig. 2a,b). One of these animals was challenged again fora
third IDR 6 weceks later (a period of time sufficient to com-
pletely eliminate chimeric A9H 12 from the blood represent

ing up to 10 half-lives: data not shown) and showed a
restored D'TH reaction with an erythema similar to the first
IDR (Fig. 3b).

In a second round of experiments, three other immunized
ammals were treated with 0-1 mgfkg on day 1 of the second
IDR and showed a more pronounced inhibition of DTH
reaction, as two of these animals did not develop any cura-
neous erythema even with the 2000 UI PPD inxction dose
(Fig. &d,¢). The thind animal developed no erythema with

the 40 UL PPD injection and a decreased ervthema {diameter
and reaction time) with the 2000 Ul PPD injection dose
(Fig. 3¢}, The inhibitory action of ¢himeric ASH 12 injected
at 01 mg/kg was long-lasting, because subsequent IDRs per-
formed 3-6 weeks after injection were similar to the second
IDR performed during treatment. A 2-month washout
period was actually necessary to recover a positive reaction in
two of these animals {Fig. 3d,e).

Skin biopsies were performed on day 3 after 40 Ul PPD
challenges on one duplicate IDR and processed for analysis
by immunofluorescence. In accordance with the clinical
[¥TH observations, these data revealed a reduction in T cell
and macrophage infiltration after administration of chi-
meric A9H12 at 1 and 0-1 mg/kg (Table 2 and Fig. 4), an
effect that persisted partially at the third IDR (in the absence
of further administration of chimenc A9H 12). Both CD4*
and CDS™ T cells were found reduced in the infiltrates after
treatment. In agreement with our observations in lymph
nodes (Fig. 2b), LAG-2' cells in skin biopsies represented a
minority of infiltrating T cells whach, none the less, was also
reduced after administration of chimeric AYH 12,

Table 2. Quantification ot skin biopsies infiltration by CD3°, CD4', CDS', lymphocyte-activation gene-d (LAG-5°) and CD68' cells after 40 Ul

tubetculin-putified protein dersative (PPD) intradermmal injections,

Amimal no, IDR no. and treatment cD3

o
g
o)
4
-
o
2

VSase 1, control
2, Lmg/ky Chi ASH12
VX220 1, controd
2, 1 mg'ky Chi AsH12
3, contrd
Vog7E 1, control
2,071 mg'kg Chi AH12
3, controd
1, controd
2,01 mg'kg Chi ASH12
3, control
4. coantrol
1, control
2, 01 my'kg Cli ASH12
3, controd
4, control

Vai6BE

PASOTC

—— 2 Pd M e e e B e e

—cc——OO—GQ—GO—O—E
oW W e R R e W e e W = W

- e B B t e W e e 0 e e W e
- P B 1 e DD W e W e

L

@ infiltration not detectable; 1: moderate infiltration {< 10% of the surface); 22 medium infiltratson {> 10% and < 30% of the surface ), 3: severe

mfltration (> #% of the surtace), IDK, intradermal reaction.
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Fig. 5. Drh,nd lwehrp«mnﬂty(m’ll)
Is treated with chimeric
A9HI2 Outxltom erythema diameter
measured at the injection site utter 40 UT or
2000 Ul tubercnlin- prtﬁd protein derivative
(PPD) mtradermal peated two to
iounhamamhumu( 1S weeks.
(ab) Two individual animak treated with
1 my/'kg chimeric AQHLL (¢—) Theee
individual animals treated with 01 mg'kg
chimeric A9H 12, Data awre mean = standard
desvation of the dlameter of each erythema
measured over § days following the antigenic
challenge, performed in duplicate and by two
observers.
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IDR 1

No treatment

IDR 2

Chimeric A9H12

CD3 LAG-3 CD3 LAG-3

Fig 4. T lymphocyte and macrophage skin infilteation. Skin infiltration by CD3* (green staming) and CD4*, CI8° LAG-3° and CD68* cells (ted

aining) of 4 representative animal » the site of infection of 40 Ul of ponihied peotein decrvative (PPD ) during the fing antreated intradesmal
teactions (IDR; left panel) and during the second 1DR treated intravencusly (1.v.) with 01 mg/kg of chimeric A9H12 (right panel), CD3 and

respectively, CEM, COR and hmphooyte-activistion gene-3 (LAG-3) staining have been realized on consecutive slides. Autofluorescence with an

blue coloar) w,

uitra visuakize tinne stiucture at <10 magnihcation, Low

LAG-3 alone (redd) are shown (lower pactire I ndicated on ex

pleture

vival In i and show potential to induce immune

Discussion
tolerance in association with other immunosuppressants

In this study, we evaluated the biold al effect |-1Y||;'.1L1 l¢ §8,19]. More specifically, experiments with ant-CD401

demonstrated

tion of LAG.. on. hus 1-Fc eftector function

sharing 1

|c' I\':'? Ivpe |o-',‘(-.'s: witivity, First

demonstrated that the importance ".l“\‘dt' leting cytotoxic activity in addition

1 { 1 )

the chimeric ASH 12 anti-LAG- 3 monoeclonal antibody could to co-stimwlation mhibition (20,21 However, the use of

.M'Jgt-.' I i n vivo m lymph nodes CDMY DAOL antibe in the clinic was compromised by

ind CDS* target « ng LAG-Y'. In vive chimeric thromboembolic complications due to the presence of

A9H 12 showed efficacy at reducing skin inflaimmation in a CD40L on platelets [22]. Another example concerns anti

tuberculin. induced DTH el in the baboon, an etfect that D25 {[IL-2Rqt) antibodies sh 2 partial depleting activity
persisted afier elimination of the antibody 237, However, as CI ressed on patural T, cells
Using antibodies that specifically deplete activated T cells at very high levels this might interfere with the development

1

g therapeutic immune regulation by 1 24 LAG-:

nocyles

i In intlamed secondary lymphoid organs or tissues
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(i.e. human tumours or rejected allograft [3,5,15)), 1
up-regulated strongly during inflammation [6] and is not
expressed on unstimulated natural CDM'CD25forkhead
box P3 (FoxP3*) T, [12], it might represent an interesting
therapeutic target  with potential  immunoregulatory
properties. Of course, LAG -3 is expressed by activated 1.,
[13] and potentially other T, types | 14] and participates in
the suppressive function of T, [15,25]), Therefore, deplet.
ing anti-LAG-3 antibodies might also oppose the develop-
ment of immune regulation.

‘The data presented bere indicate that the depletion of
LAG-3" cells has an inhibitory action on T helper type |
(Thi} mediated mmmune responses into the skin after
antigen challenge. The most straightforwand explanation
supporting our observations is the physical elimination of a
significant part of presumably antigen-specific activated T
cells into the draining lymph nodes that therefore have
reduced capacities to migrate back into the skin and to
induce inflammation, However, it has been demonstrated
that skin-activated T, cells, presumably expressing LAG-3,
migrate to the lymph nodes during cutaneons immune
respanses where they inhibit immune responses [26]. There-
fore, we could speculate that eliminating LAG-3-positive
cells during an intradermal reaction has two opposite
actions: on one hand, it could indeed eliminate effector T
cells and block intlammation, and on the other hand it could
prevent T, cells from inhibiting immune responses in the
draining lymph node. The net result would still be a reduc-
tion of the inflammation, due to the absence of effector cells.
We found that administration of chimeric A9H 12 at doses of
1 or 0-1 mg/kg both inhibited erythema after skin challenge.
However, only the low dose induced a sitwation where
animals were hyporesponsive o gon-responsive 1o subse-
quent skin challenges, several weeks or months after treat-
ment, when chimeric A9H 12 antibody has been eliminated,
The recovery of a normal response & weeks after initial treat-
ment with | mg/kg chimeric A9H12 indicated that antigen-
specific T cells had not all been depleted Thus, 1t s
conceivable that the low dose also did not completely elimi-
nate antigen-specific T cells. However, low doses were as
efficient and induced prolonged suppression. It is possible
that this prolenged suppression was due to T, cells, which
might be eliminated with high doses of chimeric A9H 12 but
not, or to a lesser extent, with low doses. That anti-LAG-3
antibodies can eliminate T..; cells was demonstrated previ-
ously in a transplantation model, where very high doses
conld prevent tolerance induction and even break an estab-
lished tolerance [15].

The DTH response has been well characterized in immu-
nized animals, including rhesus monkeys [27.28], and
humans as an antigen-specific reaction resulting in erythema
and induration (within 24-72 h) at the site of injction. It is
charactenized asa type IV hypersensitivity reaction involving
cell-mediated immunaty initiated by CD4 and CDS T cells.
The exposure to Mycobacterium tubercidosis that we used

© 2011 e Authors
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here drives a ¢ytokine-induced differentiation of naive CD4
Th cells to Thi [29], and therefore ¢can be considered as a
surrogale 1 viw assay for psonasis inflammation.

In conclusion, we demonstrated that selectively targeting
activated T cells with a LAG-3 ¢ytotoxic antibody prevents T
cell driven skin inflammation in a preclinical DTH model in
non-human primates. Our data suggest thar depleting
pathogen specific activated LAG-37 T cells might represent a
promising new therapentic approach in diseases where self-
antigens {or alleantigens in the case of transplantation) and
activated T cells (e.g. multiple sclerosis, rheumatoid arthritis,
psoriasis, different forms of thymoiditis, diabetes tvpe 1) are
involved,
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Inhibition sélective de la costimulation CD28/CD80-86 en transplantation : mécanismes d’action
des cellules régulatrices.

La transplantation est actuellement un des seuls recours pour palier a une dysfonction chronique d’un organe. Cependant,
elle implique obligatoirement un traitement immunosuppresseur a vie ayant d’importants effets secondaires (cancer,
infection, néphrotoxicité,...). L’établissement d’une tolérance spécifique au donneur demeure donc un objectif majeur en
transplantation, car elle seule permettrait de renoncer a I’immunosuppression chronique. C’est dans cette démarche, que
le travail de cette thése a porté sur le blocage sélectif de la voie de costimulation CD28/CD80-86, et non CTLA-4/CD80-
86, promouvant I’induction de mécanismes régulateurs voire tolérogénes en transplantation, en bloguant la voie
activatrice tout en maintenant intacte la voie inhibitrice. Ainsi, I’objectif de notre travail a été d’étudier, dans un premier
temps, les mécanismes mis en place dans un modele de tolérance dii au blocage de CD28 en allotransplantation rénale
chez le rat, associé a une accumulation de cellules myéloides suppressives dans le sang. L’analyse du transcriptome de
ces cellules nous a permis de mettre en évidence une diminution de 1’expression de la chemokine CCLS5 dans ces cellules,
mais également dans le sang des animaux tolérants. Par ailleurs, la formation d’un gradient de CCLS en faveur des
greffons chez les animaux tolérants induirait le recrutement de lymphocytes T régulateurs CCR5™ au niveau des greffons,
favorisant ainsi I’établissement d’une tolérance. Dans un second temps, cette thése a eu pour but d’explorer les effets de
FR104, un antagoniste monovalent non activateur de CD28, sur la synapse immunologique chez ’homme. Ainsi, seul le
blocage sélectif de CD28 permet d’empécher la formation de synapse immunologique stable entre le lymphocyte T
effecteur et la cellule présentatrice d’antigéne (CPA), alors qu’au contraire il augmente le temps de contact entre le
lymphocyte T régulateur et la CPA, ces mécanismes étant dépendants de CTLA-4. Ces recherches ont contribué a
apporter des éléments nouveaux quant aux rbles et mécanismes d’une nouvelle stratégie thérapeutique
immunorégulatrice.

Mots clés : transplantation, costimulation, CD28, CTLA-4, cellules régulatrices, tolérance, CCL5, synapse
immunologique

Selective inhibition of CD28/CD80-86 costimulation in transplantation: mechanisms of action
of regulatory cells.

Transplantation is currently used for treatment of end-stage organ diseases. However, solid-organ transplantation requires
a heavy treatment for the patients who are subjected to chronic immunosuppression which has several secondary effects,
such as infections, cancers, nephrotoxicity. Therefore the establishment of a donor-specific tolerance remains a major
goal in transplantation. Thus, this PhD work focused on the selective blockade of the CD28/CD80-86 costimulatory
pathway, without impairing CTLA-4/CD80-86, thereby promoting the induction of tolerogenic or regulatory mechanisms
in transplantation by blocking the activating interaction while preserving the inhibitory pathway. The first objective of
our work was to study those mechanisms involved in a tolerance model in renal allotransplantation in rats, where an
accumulation of myeloid suppressor in the blood was found. Transcriptome analysis of these cells allowed us to observe
a decreased expression of CCL5 chemokine in these cells, but also in the blood of tolerant animals. The formation of a
CCL5 graft-to-periphery gradient in tolerant animals induces the recruitment of CCR5" regulatory T cells in the grafts,
thus promoting tolerance establishment. In a second part, this work aimed at exploring the effects of FR104, a
monovalent antagonistic CD28 antibody, on the immunological synapse in humans. Only the CD28 selective blockade
prevented formation of stable immunological synapses between T effector cells and antigen-presenting cell (APC),
whereas on the contrary it increased the contact time between regulatory T cells and APC, these mechanisms being
CTLA-4 dependent. Thus, these researches illustrate new elements regarding the roles and mechanisms of a new specific
immunoregulatory therapeutic strategy.

Key words: transplantation, costimulation, CD28, CTLA-4, regulatory cells, tolerance, CCL5, immunological synapse
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