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Avant-Propos

Transplantation d’organes : Limites actuelles et perspectives.

C’est en 1959 que furent obtenus les deux premiers succes de greffe rénale réalisés
chez ’homme entre jumeaux hétérozygotes, I’une a Boston, sous la direction de J. Merrill,
I’autre a Paris sous la direction de Jean Hamburger. La premicre greffe de coeur, réalisée au
Cap en 1967 par Christian Barnard — survie a 17 jours — eut un retentissement mondial. Par la
suite, la maitrise des diverses techniques chirurgicales progressa plus vite que les procédures
de réanimation, la lutte contre I’infection et les traitements immunologiques. En 1972, la
découverte des propriétés immunosuppressives de la ciclosporine par Jean-Frangois Borel
(Sandoz, Bale) modifia de facon spectaculaire la présentation clinique du rejet. Au début des
années 1980, la ciclosporine fut complétée par d’autres modalités médicamenteuses et de
surveillance qui réduisirent considérablement la fréquence et I’intensité des épisodes de rejet.
L’amélioration conjointe des techniques chirurgicales, des techniques de « cross-match » pré-
greffes, des traitements immunosuppresseurs et du suivi post-greffe ont permis d’atteindre des
survies a court terme (1-3 ans) de I"ordre de 80% (rein). Néanmoins, les limites actuelles
demeurent la lente amélioration des courbes de survie a long terme (>5ans post greffe) et la
pénurie de greffon.

Ainsi, en 2006, en Europe, 260 000 personnes vivent avec un organe greffé¢ et 80 000
sont en attente d’une Transplantation. Parmi les approches qui sont actuellement envisagées
pour accroitre et optimiser la transplantation d’organes, il y a, en amont, une politique de
santé publique en matiére d’organisation du prélévement visant a augmenter la disponibilité
des greffons. Augmenter la durée de vie du greffon et diminuer les risques associ€s aux
traitements immunosuppresseurs constituent un autre défi majeur en santé publique. Les
priorités de recherche en Transplantation portent actuellement sur le développement de
nouveaux immunosuppresseurs, permettant 1’induction de la tolérance immune, sur le
contrdle du rejet chronique, et la prédiction précoce du devenir des greffes a partir de
méthodes non invasives s’appuyant sur la biologie moléculaire, la génomique fonctionnelle et
le monitorage des cellules du systéme immunitaire. Des approches alternatives a la
transplantation d’organes allogéniques telles que la xénotransplantation ou I’utilisation des

cellules souches sont également évaluées pour pallier la pénurie de greffons.



Parmi ces objectifs, la compréhension et le controle des mécanismes impliqués dans
les dysfonctions endothéliales et le rejet chronique, principale cause de perte du greffon a long

terme, représentent donc un objectif primordial.



Chapitre 1. Introduction Générale.



1.1. ACTIVATION et DYSFONCTION ENDOTHELIALES.

L’endothélium a ¢été pendant longtemps considéré comme une « membrane inerte » qui
délimite le systeme circulatoire avec comme fonction premicre essentielle le maintien de la
perméabilité vasculaire. Ce n’est que dans les années 1950, suite aux études en microscopie
¢lectronique de la paroi vasculaire (par Palade (1)) et a la description des interactions
physiologiques entre lymphocytes et endothélium des veinules post-capillaires par Gowan,
que de nombreux travaux de recherche sur I’endothélium se sont développés et abouti a la
conception actuelle de I’endothélium : un organe disséminé, hétérogéne, dynamique, qui
posséde des fonctions vitales de sécrétion, de synthése, métaboliques et immunologiques.
Chez un homme adulte, I’endothélium est composé¢ approximativement de 1 a 6x10"
cellules ; il couvre environ une surface de 1 a 7m? et pese a peu pres lkg. Celui-ci est
constitué¢ d'une monocouche continue de cellules tapissant les vaisseaux de tous les organes,
et il est séparé du sous-endothélium par une membrane basale, I’ensemble constituant
I’intima. Ce tapis cellulaire sépare le sang de I’intima et de la média des artéres et des veines,
ainsi que de ’interstitium des tissus.

De nombreuses fonctions de 1’endothélium sont décrites telles que le maintien du tonus
vasculaire, la régulation du trafic cellulaire et des nutriments, le contrdle de la fluidité
sanguine, le role dans 1’équilibre entre médiateurs pro- et anti-inflammatoires et dans les
réponses immunes, la participation a I’élaboration de nouveaux vaisseaux, et enfin, la
régulation du renouvellement des cellules endothéliales (voir Figure 1). Il est important de
comprendre que ces différentes fonctions différent énormément selon le type d’endothélium,
avec des différences selon le type de vaisseau, entre les organes et au sein méme d’un tissu,
mais aussi, elles peuvent changer au cours du temps : c’est la notion d’hétérogénéité des
cellules endothéliales ou de diversité vasculaire, ce qui découle d’ailleurs des observations des
pathologies atteignant certains lits vasculaires et pas d’autres.

La surface endothéliale est donc normalement anticoagulante et anti-inflammatoire, et c’est ce
qui caractérise un endothélium dit « au repos » ou « quiescent ». Ceci s’oppose complétement
aux modifications phénotypiques qui ont ¢été décrites sous le terme « d’activation
endothéliale », et, caractérisées par I’augmentation de la perméabilité vasculaire, 1’acquisition
de propriétés procoagulantes, ’expression de molécules d’adhésion et de chimiokines

contribuant au passage transendothélial des leucocytes dans les tissus sous-jacents, tout ceci



participant activement a la réaction inflammatoire(2) (3) (4) (5). Cet état d’activation est
rencontré apres toute agression, qu’elle soit mécanique ou biochimique. Mais, il ne faut pas
obligatoirement associer activation et pathologie, autrement dit, est-ce que 1’état dit « de

repos » des cellules endothéliales existe-t-il réellement in vivo.

Figure 1. Les fonctions de I'endothélium.
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En effet, les cellules endothéliales sont constamment soumises a des contraintes mécaniques
liées au flux sanguin (« shear stress ») et a des altérations de leur environnement local, telles
que peuvent survenir lors de bactériémies transitoires, de traumatismes mineurs ou d’autres
agressions quotidiennes et ordinaires. En d’autres termes, 1’activation des cellules
endothéliales doit étre envisagée comme une réponse adaptative normale, la nature et la durée
de celle-ci dépendant non seulement du type de stimulation, mais aussi du site et du moment
auxquels elle survient. L’activation de I’endothélium n’est donc pas une réponse « du tout ou
rien » mais un ensemble de réponses survenant a la fois dans des conditions physiologiques et
pathologiques. Cette réponse peut étre favorable a l’organisme et elle est alors dite
fonctionnelle, physiologique, ou adaptative (6).

Par exemple, quand un agent pathogeéne envahit un tissu, les cellules endothéliales induisent
localement la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires, le recrutement des leucocytes, et
I’activation de la coagulation afin d’empécher la propagation de I’infection. Durant ce

processus, les cellules endothéliales peuvent subir la nécrose ou I’apoptose, le tissu étant



détruit puis réparé. Si I’on regarde au niveau de la cellule, la nécrose et/ou 1’apoptose peuvent
étre considérées comme I’expression ultime de la dysfonction. Néanmoins, si 1I’on raisonne au
niveau de I’individu, la perte locale de I’endothélium fait partie d’une réponse plus générale,
coordonnée de défense anti-infectieuse (7) (8) (9). Le terme de « dysfonction endothéliale »
est plus particuliérement réservée aux situations ou la réponse endothéliale, qu’elle soit locale
ou systémique, devient délétere. C’est dans le cas de I’infection, ce qui existe au cours du
sepsis sévere : 1’activation de 1’endothélium est généralisée, excessive et persistante (10). En
I’absence de réanimation, pratiquement tous les patients avec un sepsis sévere décéderaient de
leur pathologie. En d’autres termes, la plupart de ces individus ont dépassé le seuil de la
réponse adaptée a la réponse inadaptée.

La dysfonction vasculaire est impliquée dans de nombreuses pathologies responsables d’une
morbimortalité considérable dans les pays développés, telles que 1’athérosclérose, le cancer, le
diabete, le choc septique, la prééclampsie, et enfin, en transplantation d’organes. Il apparait
donc fondamental de comprendre les mécanismes moléculaires clés régulant celle-ci et de les

utiliser comme cibles de nouvelles approches thérapeutiques (pour revues, voir (11), (12)).

1.1.1. Activation Endothéliale : définition, caractéristiques et mécanismes.

L’activation endothéliale correspond aux modifications phénotypiques ou fonctionnelles des
cellules endothéliales que provoquent la production locale ou systémique de médiateurs
solubles, telles que histamine, thrombine, cytokines pro-inflammatoires —interleukine 1 (IL-
1), « Tumor Necrosis Factor » a (TNFa)-, le contact avec des produits d’origine bactérienne
tels que le lipopolysaccharide (LPS), ou avec d’autres cellules ou des composants du sous-
endothélium, ou enfin, I’exposition a des stimuli mécaniques. Ces modifications comprennent
I’acquisition de propriétés procoagulantes, proadhésives vis-a-vis des plaquettes et des
leucocytes favorisant leur transmigration, les altérations du tonus vasculaire et de la
perméabilité vasculaire. Toutes ces modifications contribuent plus généralement a créer une
réaction inflammatoire.

Les réponses des cellules endothéliales en fonction des médiateurs impliqués ont été divisées
en deux grands types d’activation selon la nécessité ou non de synthése protéique de novo
(pour revue, voir (3)). L’activation de type I, ou « stimulation » (notion qui se réfere a
d’autres phénomenes tels que la sécrétion cellulaire par dégranulation ou a la contraction

musculaire), survient trés rapidement, dans les 15 minutes qui suivent la I’exposition au
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stimulus comme 1’histamine ou la thrombine, et ne requiert pas de synthése protéique.
L’activation de type II, induite typiquement par I’IL-1p et le TNFa, est en général dépendante
de la régulation de la transcription de geénes qui permet I’augmentation de 1’expression de
protéines déja exprimées, mais en faible quantité au repos, ou I’induction de 1’expression de
nouvelles molécules. Ce processus nécessitant une synthése protéique n’apparait donc
qu’apres quelques heures voire jours.

L’activation de type I se caractérise par une grande diversité de réponses incluant la rétraction
des cellules endothéliales, une exocytose controlée et la production de substances vasoactives,
comprenant la prostacycline, le « Platelet-Activating Factor » (PAF) et le monoxyde d’azote
(NO). La rétraction des cellules endothéliales normalement confluentes crée une
augmentation du flux liquidien a travers la paroi vasculaire responsable d’cedeme.
L’exocytose, qui consiste en la fusion des corps de Weibel-Palade (qui sont les granules de
stockage des cellules endothéliales) a la membrane plasmique, conduit a I’expression de
formes de haut poids moléculaire du facteur de von Willebrand et a la translocation de la P-
sélectine a la surface apicale des cellules endothéliales, ce qui associées au PAF, promeut
I’adhésion et 1’activation plaquettaire et leucocytaire. La liste des médiateurs de 1’activation
de type I est aussi diverse que les réponses elles-mémes, et comprend notamment la
thrombine, I’histamine, les leucotricnes —C4 et D4-, la fibrine, le complexe d’attaque
membranaire et les radicaux libres oxygénés. Par conséquent, les sources principalement
impliquées dans la production de ces médiateurs sont les systémes enzymatiques plasmatiques
du complément, de la coagulation, de la fibrinolyse, des kinines, et, au niveau des membranes
cellulaires, les voies métaboliques de ’acide arachidonique. La plupart de ces activateurs,
mais pas tous, provoquent une augmentation du calcium intra-cellulaire, ce qui active en aval
la phospholipase A2, la « NO synthas » par exemple.

L’activation de type II, telle qu’elle a été décrite premierement suite a I’action du TNFa et de
I’IL-1P sur des cultures de CE humaines obtenues a partir de la veine ombilicale (HUVEC),
se caractérise essentiellement par la synthése protéique de molécules nombreuses et diverses
telles que :

*) impliquées dans la coagulation ou la fibrinolyse : le facteur tissulaire, 1'inhibiteur de
l'activateur du plasminogene de type 1 (PAI-1)

*) des cytokines pro-inflammatoires : IL-1, IL-6

*) des chimiokines favorisant la transmigration leucocytaire : IL-8, MCP-1 (« Monocyte

Chemotactic Protein-1 »)
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*) des molécules d'adhésion intervenant dans les interactions cellules endothéliales/
leucocytes: E-sélectine ou ELAM-1 (« Endothelial-Leucocyte Adhesion Molecule-1 », ou
CD62E), ICAM-1 (« Intercellular Adhesion Molecule-1 », ou CD54), VCAM-1 (« Vascular
Cell Adhesion Molecule-1 », ou CD106)

*) enfin d’autres molécules telles que les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classe I et de classe II, TGFB (« Tumor Growth Factor  »)ou IkBa (« Inhibitor of
nuclear factor kappa B alpha »), I’inhibiteur de la principale voie de signalisation intracellulaire
impliquée dans I’activation de type II. L’augmentation ou I’induction de I’expression de ces
protéines est principalement due a la stimulation de la transcription des génes correspondants
qui nécessite l'action de facteurs transcriptionnels pré-existants, indépendamment de toute
synthese protéique (13) (14). La plupart des génes impliqués dans cette activation possedent
notamment dans leur promoteur un ou plusieurs sites de fixation pour le facteur
transactivateur NF-kB, impliqué dans la régulation rapide de I'expression de ces genes (pour
revue, voir (4)). Des études ont mis en évidence l'importance de cette voie dans I'activation
endothéliale, et en particulier dans la régulation des geénes codant pour ELAM-1, ICAM-1 et
VCAM-1 (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21).

L'une des caractéristiques de l'activation de type II est donc l'expression de novo ou la
surexpression de molécules d'adhésion et de chimiokines, essentielles au processus par lequel
les leucocytes migrent a travers la paroi vasculaire du compartiment sanguin vers les sites
tissulaires soumis a une réponse inflammatoire (22) (5). Ce processus implique une cascade
d’interactions (« the adhesion cascade ») pouvant étre divisées en quatre grandes étapes :
l'attachement puis le roulement (ou « tethering and rolling »), le déclenchement (ou
« triggering »), suivi de 1'adhésion stable (ou « firm adhesion »), et enfin la transmigration (ou

« transmigration »...) (22) (voir Figure 2).
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Figure 2. La cascade d’adhésion des leucocytes sur I'endothélium, d'aprés Springer (1994).
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La premicre étape ou les leucocytes s’attachent et roulent pour s’immobiliser transitoirement
le long de I’endothélium est médiée par les sélectines (P-, E-, et L-sélectines) , qui possedent
des domaines de type lectine interagissant avec des oligosaccharides ressemblant au sialyl-
Lewis™ ( tels que ceux composant les glycoprotéines du groupe de la sialomucine), leurs
ligands spécifiques exprimés a la surface des polynucléaires neutrophiles, des
monocytes/macrophages ou des lymphocytes. La E-sélectine est une molécule d’adhésion
dont I’expression est spécifiquement endothéliale et induite de novo par le TNFa ou I'IL-1p.
Son expression atteint un maximum apres environ 4 a 6 heures, pour retourner lentement a
son niveau de base, qui est trés faible, entre 24 et 48 heures (23) (24). La E-sélectine interagit
préférentiellement avec les polynucléaires neutrophiles par 1’intermédiaire de ligands

comprenant le sialyl-Lewis”™ ou le PSGL-1 (« P-Selectin Glycoprotein ligand 1 »).

Une fois immobilisés a la surface des cellules endothéliales, les leucocytes doivent étre
activés pour que la cascade de 1’adhésion puisse se poursuivre, ce qui correspond a la phase
de déclenchement. Ce signal est fourni par des molécules chimiotactiques et des chimiokines
qui sont produites sur le site de 1’inflammation par a la fois les globules blancs et les cellules
endothéliales. Leur rdle est d’orienter la migration cellulaire selon un gradient de
concentration : les cellules migrent vers les plus fortes concentrations de ces molécules, en

sachant qu’elles peuvent avoir un effet direct dans la circulation mais qu’elles sont surtout
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liées a I’endothélium au niveau des glycosaminoglycanes membranaires de type héparane, et,
ou elles peuvent donc interagir efficacement avec les leucocytes immobilisés en se fixant a
des récepteurs spécifiques. Les chimiokines, d’abord reconnues pour leur réle chimiotactique,
sont une superfamille de cytokines divisée en quatre groupes (C, CC, CXC, et CX;C) selon la
séquence en acides aminés de la région N-terminale caractérisée par la position d’une paire de
résidus cystéine. Elles se distinguent par leur expression constitutive (« chimiokines
lymphoides ») ou inductible (« chimiokines inflammatoires »), leurs récepteurs dont
I’expression est également régulée au sein des différents types cellulaires selon notamment
leur état de différenciation et en sachant qu’ils peuvent se lier a plusieurs chimiokines
différentes, tout ceci contribuant a la complexité du systeéme et a la particularit¢ de chaque
chimiokine avec une spécificité pour le type de leucocyte recruté. L’IL-8 (ou CXCLS) et le
MCP-1 (ou CCL2), deux chimiokines induites au cours de I’activation endothéliale, sont
impliqués dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles (IL-8) et des
monocytes/macrophages (MCP-1 et IL-8) mais aussi des lymphocytes. Cette étape de
déclenchement provoque des modifications de la conformation des intégrines leucocytaires
augmentant leur avidité pour leurs ligands endothéliaux (pour revue, voir (25), (26) et (27)).

Ceci précede I’étape d’adhésion stable qui met donc en jeu les interactions des intégrines a la
surface des leucocytes avec des molécules de la superfamille des immunoglobulines, ICAM-1
et VCAM-1, exprimées sur I’endothélium. ICAM-1 interagit notamment avec LFA-1
(« Leukocyte Function-associated Antigen-1», ou alf2 intégrine, ou CD11aCDI18) et
VCAM-1 avec VLA-4 (« Very Late Antigen-4 », ou a4f1 intégrine). ICAM-1 est exprimé
faiblement par l'endothélium au repos mais aussi par de nombreux autres types cellulaires
(28) (29). Sa cinétique d'expression differe de celle de la E-sélectine, rendant compte de leurs
fonctions différentes: 1'augmentation de l'expression protéique ne débute seulement que
quelques heures aprés la survenue du signal activateur (alors que celle de la E-sélectine
commence a décliner), pour atteindre un plateau qui dure au moins 24 heures. La cinétique
d'expression de VCAM-1 ressemble a celle dICAM-1, en sachant que son niveau
d’expression est beaucoup plus faible, voire nul, dans les cellules endothéliales au repos, et
par conséquent, que c’est une molécule d’adhésion induite fortement par I’IL-1 et le TNFa.
D’autre part, les lymphocytes et les monocytes, mais pas les polynucléaires neutrophiles,

expriment VLA-4, alors que LFA-1 est retrouvé chez tous les leucocytes (pour revues, voir

(3) (27) (30)) (et voir Figure 3).
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La derniére étape de I’adhésion est la transmigration des leucocytes solidement « amarrés »
aux cellules endothéliales qui passent a travers les jonctions intercellulaires. L’expression
endothéliale de PECAM-1 (« Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 », ou CD31) est
concentrée au niveau de ces jonctions, ce qui permet d’interagir de maniére homotypique avec
PECAM-1 leucocytaire aboutissant a la transmigration. Une fois dans I’interstitium, les
leucocytes se déplacent a travers la matrice extra-cellulaire grice a des interactions 1
intégrines/ligands le long d’un gradient chimiotactique vers le site inflammatoire. Lors de
cette étape, il est important de noter qu’il y a rupture de la membrane basale endothéliale,
rupture favorisée par les leucocytes activés mais aussi par les cellules endothéliales. En effet,

la balance protéases/antiprotéases est modifiée lors de I’activation endothéliale (31).

Figure 3. Interactions moléculaires impliquées dans le processus d’adhérence cellulaire entre

I'endothélium et les monocytes (A) et I'endothélium et les neutrophiles (B).
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Tous ces phénomeénes contribuent par conséquent a la réaction inflammatoire qui se
caractérise par une vasodilatation, une hyperperméabilité vasculaire, un infiltrat cellulaire, une
activation de la coagulation, tout ceci contribuant a la description clinique, rougeur, chaleur,
cedéme lié a un exsudat et douleur. Ces modifications ont ét¢ observées préférentiellement au
niveau des veinules post-capillaires mais peuvent s’étendre au niveau des capillaires, en
particulier dans le poumon, le foie, le rein, les cellules endothéliales artérielles et artériolaires
étant normalement protégées par le débit sanguin élevé et les contraintes mécaniques qui lui
sont liés. La vasodilatation locale induit une augmentation du flux sanguin et favorise
I’accumulation des leucocytes au site de I’inflammation. Quatre types d’altération des cellules
endothéliales rencontrés dans les processus inflammatoires peuvent aboutir a créer
I’augmentation de la perméabilit¢ de la barricre endothéliale : la contraction des cellules
endothéliales, la réorganisation du cytosquelette et des systémes de jonction intercellulaire des
cellules endothéliales, les 1ésions des cellules endothéliales avec rétraction, lyse et
dénudation, et enfin, la dénudation sans lyse (3). La contraction des cellules endothéliales est
rencontrée dans la stimulation endothéliale. Par contre, 1’activation secondaire aux cytokines
entraine un réarrangement du cytosquelette des CE responsable d’une hyperperméabilité
prolongée. Mais, I’'IL-1 et le TNFa ne provoquent pas normalement directement des lésions
des cellules endothéliales, mais, induisent 1’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales
et donc leur activation. Les leucocytes activés peuvent léser les cellules endothéliales qui
alors se rétractent et meurent, créant un passage entre les cellules et exposant la matrice extra-
cellulaire du sous-endothélium pro-coagulante. En cas de Iésions séveres, les cellules
endothéliales peuvent se détacher de la membrane basale sous-jacente. Si [’atteinte est
localisée, il est possible que les cellules endothéliales voisines comblent les espaces. Mais, si
elle est trop étendue, il s’ensuit une fuite vasculaire marquée. Ce phénomene, contrairement
aux autres précédemment décrits, peut concerner le lit capillaire en plus des veinules, comme
il est décrit au niveau du poumon dans le syndrome de détresse respiratoire aigu. Enfin, le
détachement des cellules endothéliales est aussi observé sans qu’il y ait obligatoirement lyse
cellulaire suite a des modifications des interactions cellules endothéliales /matrice. De méme,
I’activation de la coagulation est en partie en rapport avec ces altérations de la barriére
endothéliale, notamment par I’exposition de la matrice extra-cellulaire du sous-endothélium.
Lors de la réaction inflammatoire, les trois phases de I’hémostase sont perturbées favorisant la

formation de thrombus avec un role central de 1’endothélium (32). L’activation plaquettaire
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est notamment induite par la sécrétion de PAF, la perte a la surface des cellules endothéliales,
suite a leur activation, des héparane sulfates, auxquels est fixée I'antithrombine III, et de la
thrombomoduline (qui permet l'activation du systéme anticoagulant protéine C/ protéine S) a
un role important dans 1’activation de la coagulation (pour revue, voir (33)). Enfin, la capacité
des cellules endothéliales activées a synthétiser du facteur tissulaire apparait primordiale dans

la formation du thrombus. De méme, il y a production de PAI-1 ce qui inhibe la fibrinolyse.

La réaction inflammatoire se caractérise également par la formation d’un infiltrat cellulaire,
auxquelles contribuent la vasodilatation et I’hyperperméabilité, dont la nature différe selon le
caractére aigu ou chronique reflétant I’implication ou non d’une immunité adaptative ; en
effet, dans I’inflammation aigué, I’infiltrat est essentiellement composé de polynucléaires
avec peu de monocytes/macrophages, plus I’inflammation devient chronique, plus I’infiltrat
comporte des monocytes/macrophages et des lymphocytes. Ceci s’explique a la fois par les
différences entre la localisation de la réponse inflammatoire, la nature des stimuli
inflammatoires, entre activations de type I et de type II, mais aussi, par la cinétique
d’expression des différentes molécules d’adhésion, E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1, au cours
de I’activation de type II, avec leurs spécificités pour des groupes cellulaires donnés (E-
sélectine pour les polynucléaires neutrophiles et les monocytes, ICAM-1 pour tous les
leucocytes, et VCAM-1 pour les monocytes et les lymphocytes). Il faut également concevoir
que tous ces phénomenes sont intriqués in vivo. Ainsi, on décrit par exemple en
transplantation que le rejet suraigu est dii a I’activation de type I et le rejet vasculaire aigu au
type II, mais, les cytokines, TNFa et IL-1B, en initiant la coagulation, générent de la
thrombine, exemple d’intrication entre types I et II, en sachant que la thrombine a fortes
concentrations est capable d’induire une activation des de type II et a plus faibles
concentrations de potentialiser les effets des cytokines. Enfin, I’inflammation « immune » ou
les réactions immunes a médiation cellulaire sont caractérisées par la production d’interféron
gamma (IFNy), cytokine lymphocytaire dont I’action sur les cellules endothéliales est
particuliere. L’ IFNy n’est pas capable a lui seul d’induire 1’expression endothéliale de la E-
sélectine ou de VCAM-1, mais, il augmente I’expression d’ICAM-1 entre 24 et 72 heures. Il
n’entraine pas la formation d’IL-8, mais celle de MCP-1, et également, une autre chimiokine
nommée [P-10 (« IFNy inducible Protein of 10 kDa », ou CXCL10). C’est une cytokine qui
potentialise les effets activateurs du TNFa sur la cellule endothéliale, notamment sur sa

capacité a induire la E-sélectine et ICAM-1. De plus, I'I[FNy a un rdle essentiel dans la
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régulation des molécules du CMH de classe I et II a la surface des cellules endothéliales (34)

(35) (36) (37).

1.1.2. La voie NF-kB: voie de signalisation intra-cellulaire centrale de

I’Activation Endothéliale.

Le systeme de facteurs de transcription Rel/ NF-kB est un élément clé des mécanismes de
réponse immédiate qui permettent a la cellule vivante d'adapter rapidement son programme
d'expression génique a une situation nouvelle. La caractéristique majeure de ce systeme dans
de trés nombreux types cellulaires est la possibilité, sous I'effet de stimuli variés (hormones,
facteurs de croissance, cytokines, infections virale et bactérienne, LPS, esters de phorbol,
radicaux libres oxygénés, rayonnement ultraviolet...), de mobiliser rapidement (quelques
minutes) des réserves cytoplasmiques de facteurs de transcription inactifs vers le noyau.
L’activation de NF-«B induit la transcription d’un grand nombre de geénes conduisant a
I’expression de cytokines et de chimiokines, de molécules d’adhésion, de facteurs de
croissance, des protéines aigués de 1’inflammation, de récepteurs impliqués dans le systéme
immunitaire et notamment les molécules du CMH, de molécules impliquées dans la
progression du cycle cellulaire. Par conséquent, NF-kB contrdle directement ou indirectement
une grande variété de réponses biologiques, en particulier celles impliquées dans 1I’immunité
innée et adaptative. C’est une voie d’activation de la transcription des genes ubiquitaire et
conservée entre les especes, dont 1’expression cellulaire est constitutive dans les lymphocytes
B et T, les monocytes et les neurones, ou inductible dans les autres types cellulaires.

Initialement isolé dans les lymphocytes B matures par Sen et Baltimore en 1986, NF-xB
(« Nuclear Factor of B lymphocytes » secrétant les chaines légeres kappa) est un facteur de
transcription nucléaire nécessaire pour stimuler les génes J et C codant pour les chaines
légeéres kappa des immunoglobulines et des protéines du CMH (38). Les facteurs de
transcription NF-kB forment une famille de protéines, dont le membre le mieux caractérisé est
constitué d'un hétérodimere entre une protéine de 50 kDa (p50 ou NF-kB1) et une protéine de
65 kDa (p65 ou RelA). Dans la plupart des cellules, le dimére p65/p50 NF-«kB forme un
complexe cytoplasmique avec la protéine IkBa (« inhibitor of NF-«B »). Cette interaction a
pour effet de séquestrer le facteur de transcription dans le cytoplasme et de I’empécher ainsi

de contacter ses sites de fixation sur I’ADN. L’activation cellulaire via un récepteur provoque

18



une phosphorylation des deux résidus sérines 32 et 36 de I’inhibiteur IkBa par un complexe
enzymatique appelé IKK. Ce complexe est formé de deux sous-unités, IKKa et B, qui sont des
protéines kinases a spécificité sérine/thréonine, et d’une sous-unité protéique, IKKy ou
NEMO (« NF-kB Essential ModulatOr »), qui stabilise le complexe (39) (40) (41). Méme si
les deux sous-unités IKKa et B sont in vitro capables de phosphoryler IxkBa au niveau des
sites spécifiques, IKK[ a toutefois in vivo un role prépondérant dans I’activation de NF-kB en
réponse aux stimuli pro-inflammatoires incluant le TNFa, IKKa n’étant pas essentiel (42)
(43). Apres phosphorylation par le complexe IKK, IkBa est ubiquitinylé et dégradé par le
complexe du protéasome. La dégradation d’IkBa a pour conséquence de démasquer un site de
location nucléaire (nls) au niveau de NF-«xB, et donc libérer les dimeres p65/p50 qui sont
rapidement transférés dans le noyau (translocation), ou ils se fixent dans la région promotrice
de nombreux génes (site NF-kB), permettant 1’activation de leur transcription (44) (45) (voir
Figure 4).

Le role essentiel de cette voie de signalisation intra-cellulaire a été mis en évidence grace a
’utilisation de mod¢les d’invalidation génique par recombinaison homologue chez la souris
(souris KO ou «knock-out »): chez les souris invalidées pour RelA (p65 -/-), ont été
observées mortalité embryonnaire et dégénérescence du foie par apoptose massive (46), et,
chez les souris invalidées pour p50 (p50-/-), il existe une altération de la réponse immune
(47), ces expériences démontrant I’importance de NF-xB dans le développement
embryonnaire et le systtme immunitaire. D’autre part, c’est une voie de signalisation
essentielle qui se déclenche en réponse a plusieurs cytokines (TNFa, IL-1, IL-2), mais
également, en réponse a des stress environnementaux comme le LPS.

Ainsi, il a été¢ démontré que NF-kB joue un réle majeur dans I'activation de I'endothélium: en
effet, NF-kB, exprimé dans le cytoplasme des cellules endothéliales au repos, est en grande
partie responsable de l'activation de la transcription de nombreux genes dans 1'endothélium,
notamment des trois molécules d'adhésion -ELAM-1, ICAM-1 et VCAM-1-, suite a l'action
stimulatrice du LPS, du TNFa, et de I'lL-1 (14).
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Figure 4. Principales étapes de la voie d’activation du facteur NF-kB.
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La voie d’activation NF-kB joue donc un roéle clé dans I’induction de geénes pro-
inflammatoires et impliqués dans la réponse immune au cours de I’activation des cellules
endothéliales. Par conséquent, pour que 1’activation de NF-kB soit transitoire et limitée, il
existe de nombreuses boucles de rétrocontrole régulant négativement celle-ci. Ainsi, NF-xB
lui-méme provoque 1’augmentation de la transcription du geéne codant pour son inhibiteur
IxBa. D’autre part, NF-kB régule également 1’expression de génes codant des protéines qui
possédent des propriétés anti-apoptotiques et/ou anti-inflammatoires, telles que Bcl-2 et Bcel-

XL, Al, A20 et I’héme oxygénase-1 (HO-1) (48) (49). En effet, des travaux ont tout d’abord

20



montré qu’en inhibant spécifiquement NF-kB par IkBa (50) ou en utilisant un mutant de
p65/RelA tronqué (51) I'induction de génes pro-inflammatoires est bloquée. Néanmoins, cette
inhibition de NF-kB par la surexpression de son inhibiteur spécifique IkBa sensibilise les
cellules, y compris les cellules endothéliales, a I’apoptose induite par le TNFa, ce qui abolit
I’intérét de cette approche pour le controle de la transcription des génes pro-inflammatoires
(52) (53) (54). En effet, les génes anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-x;, Al, A20 et HO-1 ne sont
plus alors exprimés. En effet, Bach et al. ont démontré que 1’expression de ces genes dans les
CE in vitro inhibe I’activation de NF-xB et donc I’induction des geénes pro-inflammatoires
(48) (55). De toutes ces données, découle la notion de génes protecteurs qui ont une double
fonction : ils protégent les cellules endothéliales d’une activation incontrolée et de 1’apoptose,
ceci méme quand NF-«kB est bloqué (56) (57). Toutefois, dans des conditions extrémes,
comme un choc septique incontrdlé ou un rejet de greffe, malgré les niveaux élevés de
protection fournis par 1’expression associée de geénes protecteurs constitutivement exprimés
ou induits, ceci n’est pas suffisant pour contrecarrer 1’intensité de I’activation : il y a alors
perte des cellules endothéliales par apoptose (57).

Un nombre croissant de publications a apporté une description de plus en plus précise de la
voie NF-kB, des partenaires moléculaires impliqués et des interactions avec les autres voies de
signalisation. Ainsi, dans une revue récente, Karin et al., propose I’existence de 2 voies
paralleles d’activation de NF-kB. (58). En effet si la plupart des études se sont initialement
intéressées a comprendre le rdéle pro-inflammatoire de NF-kB, la compréhension des
mécanismes controlant D’activité de NF-kB est actuellement un axe de recherche qui
permettrait d’identifier de cibles moléculaires pour le controle de cette voie d’activation. Le
complexe des kinases IxB (IKK) contient 2 sous-unités catalytiques, IKKa and IKKp, et
controle I’activation des facteurs de transcription NF-kB. S’il est acquis que IKKp est
impliqué dans 1’activation de NF-kB en réponse aux cytokines pro-inflammatoires et au LPS,
il semble que la kinase IKKa régule une voie alternative impliquée dans la régulation négative
de I’activation : elle accélere le renouvellement des sous-unités pro-inflammatoires RelA et c-
rel, elle favorise leur remplacement par des dimeres anti-inflammatoires contenant RelB, et,
elle diminue leur interaction avec les promoteurs des genes pro-inflammatoires (59).
L’activation de la voie « classique » ou alterne pourrait dépendre de 1’expression relative des
récepteurs TNF-R1 et TNF-R2 a la surface des cellules. La contribution relative de ces deux
voies d’activation a été démontrée dans les macrophages, leur role dans les cellules

endothéliales reste a étudier. Dans ce contexte, il convient aussi de noter que 1’expression
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respective de TNF-R1 et TNF-R2 par les cellules endothéliales au repos ou dans un contexte

inflammatoire demeure mal connue.

1.1.3. Apoptose des Cellules Endothéliales : importance, mécanismes et

effecteurs.

Définie en 1972 par J. F. Kerr et A .H. Wyllie (60), ’apoptose est une forme de mort
cellulaire définie par une séquence d’altérations morphologiques comprenant une
condensation du cytoplasme et de la chromatine, une fragmentation de I’ADN, des
mitochondries longtemps fonctionnelles et des organites longtemps intacts, un
bourgeonnement de la membrane plasmique et une perte de I’asymétrie membranaire avec
exposition de la phosphatidylsérine membranaire. Ces changements sont rapidement suivis de
la phagocytose des débris cellulaires apoptotiques par les cellules avoisinantes ou les
phagocytes mononucléés. Il existe d’autres tableaux morphologiques de mort cellulaire
comme la mort nécrotique qui elle se caractérise par un gonflement cellulaire, un noyau
longtemps intact, des mitochondries et autres organites rapidement altérés, et une lyse
cellulaire. Contrairement a la nécrose, 1’apoptose est une mort cellulaire programmée faisant
appel a des voies biochimiques définies et en cascade, nécessitant de 1’énergie et trés finement
régulée, tout ceci la différenciant de la nécrose. Il faut savoir que la séquence stéréotypée de
modifications morphologiques définissant au départ 1’apoptose n’accompagne pas forcément
toute mort cellulaire programmée et I’on préfére parler maintenant de mort programmeée au

sens large (pour revue, voir (61)).

L’apoptose est un processus cellulaire fondamental physiologique qui intervient dans
I’embryogénese, la maturation du systtme immunologique, le remodelage et la réparation
tissulaires. Mais, I’apoptose peut également survenir dans les cellules non destinées a mourir
si celles-ci sont soumises a des stress extrémes, en sachant que parfois la distinction entre
apoptose et nécrose peut étre floue puisque, en fonction de 1’intensité du stimulus et du type
cellulaire, la cellule subira apoptose ou nécrose. Un grand nombre de stimuli intra- et extra-
cellulaires peuvent induire une apoptose incluant I’hypoxie, les radicaux libres oxygénés, le
choc thermique, les radiations ionisantes ou ultraviolets, 1’inflammation, les lésions de

I’ADN, ou, des mitochondries (6).
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Deux voies principales peuvent étre décrites dans l'induction de I'apoptose: l'activation des
récepteurs membranaires de "mort" (comme TRAIL, les récepteurs de la famille TNF, TNF-
R1 ou le récepteur au ligand FAS nommé FAS/APO-1/CD95) et l'implication de la
mitochondrie (voir Figure 5). Les signaux vont étre intégrés par la cellule et de nombreuses
voies de signalisation vont &tre ainsi activées aboutissant a l'activation des caspases. Les
caspases (pour « Ced-3-like cysteine aspartate protease ») de la famille ICE (« Interleukine-1b
Converting Enzyme ») sont des cystéines-protéases intracellulaires. Dix membres ont été
identifiés (les caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13 et 14) qui fonctionnent comme des initiateurs
et des effecteurs de l'apoptose (pour revue, voir (62)). Les caspases sont les effecteurs
principaux de toutes les voies de transduction d'un signal apoptotique. Elle sont synthétisées
sous forme de proenzymes inactifs. Les caspases 8 et 9 sont des "initiateurs" de l'apoptose
(63). 1l est important de souligner que 1'apoptose n'est pas le résultat d'une succession linéaire

d'événements. De multiples voies de signalisation doivent communiquer et s'autoréguler.

Figure 5. Représentation schématique des différentes voies d'apoptose : la voie intrinseque
ou voie des mitochondies, la voie extrinséque activée par des récepteurs membranaires a
domaines de mort (DD pour « Death domain ») tels que le TNF-R/TNF ou Fas/FasL, et, la

voie du granzyme B qui active directement les caspases 8 et 9 et la voie des mitochondries

via un effet sur la molécule Bid (d'aprés Cailhier et al., 2006).
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Dans de nombreuses pathologies, telles que les cancers, les maladies auto-immunes, les
maladies neurodégénératives ou cardiovasculaires, il est observé des altérations de la
régulation de l’apoptose essentielles dans la génese de ces maladies et comprendre ces
mécanismes permet d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques. Ainsi, dans
I’athérosclérose ou 1’artériosclérose du transplant en allotransplantation, alors que
normalement seul un trés faible pourcentage (<0,1%) des cellules endothéliales sont
apoptotiques, 1’apoptose de I’endothélium apparait comme un élément-clé qui contribue au
développement des Iésions (7) (8) (64) (65) (66).

L’apoptose des cellules endothéliales associ¢e a I’artériosclérose du greffon et au rejet
chronique a été¢ mise en évidence dans plusieurs modeles expérimentaux de transplantation
montrant en autre que I’apoptose précéde I’épaississement intimal (64) (66) et que 1’incidence
des 1ésions est moindre chez les souris invalidées par la perforine ou granzyme B (67) (68)
(69) . Parmi les mécanismes liant 1’apoptose endothéliale a 1’artériosclérose du greffon, il y a
I’augmentation des propriétés d’adhésion et la perte du controle de la coagulation et de la
fibrinolyse qui vont favoriser un statut pro-inflammatoire amplifi¢ par le recrutement local
des leucocytes. La phagocytose des cellules endothéliales apoptotiques va aussi augmenter la
production de TGFp. Enfin, I’apoptose des cellules endothéliales va induire la synthése et
I’activation de métalloprotéases conduisant le remaniement de la matrice extracellulaire et le

remodelage vasculaire (70) (voir Figure 6).

Figure 6. Mécanismes liant I'apoptose endothéliale a I'artériosclérose du greffon, d’apres
Cailhier JF et al., 2006.
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Les travaux réalisés au cours des dix derni¢res années, caractérisant, d’une part, les cellules
endothéliales circulantes (CEC) (71), et, démontrant, d’autre part, 1’existence d’un
microchimérisme endothélial post-transplantation (72), apportent d’autres preuves indirectes
de P’apoptose des cellules endothéliales du greffon. Ils suggérent que des mécanismes de
réparation succédent au détachement voire a 1’apoptose d’une fraction des cellules
endothéliales du greffon. L’identification de nouveaux marqueurs de surface des cellules
endothéliales, en particulier de la molécule CD146 (ou S endo-1) (73) (74), et, I’évolution des
techniques de tri par cytométrie de flux (75), a permis de mettre en évidence des CEC dans
différentes pathologies associées a des atteintes vasculaires telles que les infections a
Rickettsia (76), le choc septique, les infections a Herpes virus, mais aussi dans les vascularites
a anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA) et le rejet de greffe en
Transplantation rénale (77) (78). Le phénotype et la viabilité post-isolement des CEC dans les
différents modéles demeurent mal caractérisés, et, selon les études et les modéeles, les CEC
sont activées (79) ou apoptotiques (80). Néanmoins, les études distinguent clairement les CEC
des progéniteurs de cellules endothéliales (EPC). Les CEC dérivent de I’endothélium mature
alors que les EPC sont issus de la moélle osseuse. Ainsi, les marqueurs spécifiques des EPC
sont le CD34 et le VEGF-R2 (ou KDR/FIk-1) ; les EPC sont aussi c-kit (CD107)+, FGF-R+ et
CD133+. Les différentes études s’accordent pour considérer I’élévation du nombre de CEC

comme la signature d’une dysfonction des cellules endothéliales.

1.1.4. Survie et Prolifération des Cellules Endothéliales : mécanismes et

importance en Transplantation.

L’angiogénése , ou la formation de nouveaux vaisseaux a partir du réseau vasculaire existant,
est essentielle dans la régénération tissulaire et dans les phénomeénes de cicatrisation.
L’angiogénese est aussi impliquée dans la croissance des tumeurs et la formation de
métastases. Le temps de renouvellement normal des cellules endothéliales quiescentes est
estimé entre 2 ans et demi et 3 ans. Toutefois, au cours de I’angiogénese, les cellules
endothéliales des capillaires peuvent se diviser tous les 5 jours. Le terme de « vasculogénése »
se réfere au développement chez I’embryon du systéme vasculaire au cours duquel les cellules

endothéliales se divisent, se différencient et s’organisent en tubules. Angiogénése et
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vasculogénése sont toutes deux initiées et régulées essentiellement par des facteurs de
croissance spécifiques des cellules endothéliales, les VEGF ou « Vascular Endothelial Growth
Factors ». La spécificité du VEGF pour I’endothélium résulte de 1I’expression quasi-exclusive
de ses récepteurs a la surface des cellules endothéliales.

Les mécanismes impliqués dans la prolifération des cellules endothéliales en réponse aux
facteurs de croissance (VEGF et bFGF) sont bien caractérisés (pour revue, voir (81)). Des
études récentes suggerent également un role du VEGF dans le rejet de greffe (82). Tout
d’abord Reinders ef al. ont mis en évidence une corrélation entre I’expression du VEGF dans
les biopsies et la présence d’un infiltrat cellulaire composé de lymphocyte T CD3+ et de
monocytes/macrophages CD68+ dans les greffes cardiaques. Dans cette étude, la présence de
VEGEF est aussi clairement associée au rejet de greffe (83). In vitro, la culture de cellules
endothéliales humaines en présence de VEGF induit D’expression des molécules
chémoattractantes 1L-8, MCP-1 et IP-10 (83) impliquées dans I’adhérence des leucocytes a
I’endothélium. La réduction de I’infiltrat leucocytaire et une inhibition significative du rejet
sont obtenus par des anticorps anti-VEGF dans un mode¢le de greffe cardiaque allogénique
chez la souris (83). Dans ce modele expérimental, le blocage des deux récepteurs VEGF-R1 et
VEGF-R2 semble nécessaire (84). La voie de signalisation majoritairement impliquée dans la
prolifération des CE en réponse au VEGF est la voie de la phosphatidyl inositol 3-kinase
(PI3-K) (85). Les PI3-Kinases forment a une famille d'enzymes qui phosphorylent les lipides
inositols des membranes en position 3 du groupe inositol. Les PI3-Kinases phosphorylent
spécifiquement deux substrats: les phosphatidylinositol (4) phosphates (ou PI4P) et les
phosphatidylinositol (4,5) bisphosphates (ou PIP2) générant ainsi des phosphatidylinositol
(3,4) bisphosphates (P13,4-P2) et des phosphatidylinositol (3,4,5) trisphosphates (ou PIP3).
Les phosphatidylinositols P13,4-P2 et PI3,4,5-P3 sont absents a 1'état normal dans les cellules
quiescentes ; ils apparaissent en réponse a un stimulus extracellulaire et sont rapidement
dégradés par des phosphatases. PTEN est une phosphatase spécifique des phosphoinositides

qui régule négativement l'activité¢ des PI3-Kinases.

La protéine PI3-K est constituée de deux sous-unités: une sous-unité régulatrice, p85a qui
contient un domaine SH3 et deux domaines SH2 et une sous-unité catalytique p110a a
activité kinase. La PI3-K est recrutée au niveau du récepteur via les domaines SH2 de p85. La
sous- unité p85 s'associe a des tyrosines phosphorylées du récepteur au niveau d'un motif
consensus p-Y-X-X-M. Par son activité lipide kinase, la PI3-K entraine la phosphorylation et

l'activation de Akt/PKB, une sérine/thréonine kinase. L'activation maximale de Akt se fait par
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la double phosphorylation des résidus thréonine Thr308 et sérine Ser473 par deux kinases
différentes appelées PDK1 et 2 (« Phosphatidyl inositol Dependent Kinase »). Akt sous forme
activée phosphoryle de nombreux substrats cytoplasmiques qui sont impliqués dans les
mécanismes de la prolifération et la survie cellulaire de différentes facons incluant (pour

revue voir (85)):

- la régulation des génes de la famille Bcl2 ou des caspases via des phosphorylations directes
(phosphorylation de Bad, de la caspase 9).

- la régulation transcriptionnelle de génes impliqués dans la survie cellulaire via l'activation
de NF-xB et I'inactivation de la « glycogene synthase kinase 3 3 » (GSK3p).

- I’inhibition de génes pro-apoptotiques via la phosphorylation de facteurs de transcription
séquestrés dans le cytoplasme.

Dans certaines proliférations tumorales, la diminution de l'apoptose est un événement
important qui détermine une prolifération cellulaire incontroélée. Les voies induisant
l'apoptose et la prolifération sont donc intriquées, et, controlent I’expression ainsi que
I’activité des protéines pro- et anti-apototiques impliquées dans la survie cellulaire.

Parmi ces molécules, on trouve les molécules anti-apoptotiques de la famille Bel2 qui
contiennent quatre domaines appelés BH (pour « Bcl2 Homology domain ») (BH1 a BH4)
correspondant a des hélices a et essentiels aux fonctions anti-apoptotiques de Bcl2. Le
domaine BH4, spécifique des molécules anti-apoptotiques, n'est pas retrouvé dans les
molécules pro-apoptotiques. Les membres de la famille Bcl2 ont la capacité de former des
homodimeéres ou des hétérodimeres, et, c'est le rapport entre le niveau des protéines pro- et
anti-apoptotiques qui semble déterminer la sensibilité de la cellule a I'apoptose. Bcl2 et
certaines protéines de cette famille (Bcl-X, par exemple) sont localisées sur les membranes
externes de la mitochondrie, du noyau et du réticulum endoplasmique. Elles joueraient le role
de canaux ioniques régulant ainsi le flux calcique et la libération du cytochrome c de la
mitochondrie. Bcl2 et Bel-Xi exercent leur effet anti-apoptotique en partie en se liant a Bax,
une molécule pro-apoptotique via leurs domaines BH1, BH2, BH3. Cette interaction empéche
la libération du cytochrome c et l'activation du complexe caspase 9- APAF-1.

Par ailleurs, il existe, a coté¢ de la voie PI3-K, une autre voie importante : celle des MAP
(« Mitogen Activated Protein ») kinases (MAPK). Cette voie est activée au cours de
I’activation des cellules endothéliales par le TNF et elle participe a la régulation de

I’inflammation et de la prolifération des cellules endothéliales. La voie des MAPK comprend
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trois alternatives : C-Jun-N-terminal kinase (JNK), extra-cellular regulatory kinase (ERK) et
p38 kinase (p38) (86).

La liaison du stimulus avec son récepteur va entrainer une succession d’événements
cytoplasmiques qui sont 1’activation en cascade de kinases jusqu’a la synthése d’un facteur de
transcription , AP-1 (87). Cette activation en cascade est une phosphorylation des kinases qui
s’effectue par le transfert d’énergie via des molécules d’adénosine triphosphate (ATP). Le
facteur AP-1 qui comprend les différents membres de la famille Jun et Fos (c-Jun, Jun B, Jun
D, C-Fos, Fos B, Fra-1, Fra-2) va induire la transcription de nombreux génes notamment ceux
des cytokines (en particulier du TNF) et des métalloprotéinases. Les mécanismes qui meénent
a P’activation d’AP-1 par les trois voies de MAPK sont assez complexes car ils mettent en jeu
des facteurs de transcription intermédiaires de la famille Ets, Elk-1 et SAP-1 (« Stress
Activated Protein 1 ») et une phosphorylation directe de C-Jun par la voie JNK (88) (89). Les
MAPK ERKI1/ERK2 exercent une activité de contrdle sur la prolifération (90)des cellules
endothéliales alors qur p38 est impliquée dans 1’expression de molécules anti-apoptotiques
dans les cellules endothéliales telles que HO- (91)

Cependant, si la participation des voies NF-kB et PI3-K aux mécanismes moléculaires
associés aux dysfonctions endothéliales sont bien établis, le role de cette troisiéme voie reste
encore mal connu. De plus, comme le montre la Figure 7, il apparait probable que ces
différentes voies interagissent entre elles mais les points de convergence dans I’endothélium

restent a définir.

Figure 7 : Interactions potentielles des voies de signalisation NF-kB, PI3-K et MAPK dans les
cellules endothéliales.
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1.2. Transplantation et Endothelium.

Les cellules endothéliales forment une barriere cellulaire entre le sang et les tissus qui
assure le contrdle du tonus et de la perméabilité vasculaire, la coagulation et le trafic
leucocytaire et leur activation est impliquée dans de nombreuses pathologies
inflammatoires et maladies autoimmunes. Lors d’une Transplantation d’organes
vascularisés (rein, coeur, foie, poumon, pancréas), les cellules endothé¢liales du greffon
constituent une interface cellulaire entre I’organe greffé et le patient transplanté. Par
conséquent, au dela de leur activité régulatrice conventionnelle, elles participent aussi par
I’expression des molécules du CMH du donneur et de certaines molécules de
costimulation, a la réponse immune du receveur (92). Il est désormais clairement établi que
les cellules endothéliales participent aux différents types de rejets : vasculaire aigu, aigu
cellulaire et dysfonction chronique du greffon (ou rejet chronique). Le rdle de
I’endothélium est tout particulierement important dans la physiopathologie du rejet
chronique, principale cause de perte du greffon, au dela de la premiere année, en

allotransplantation (93) (94).

1.2.1. Endothélium du Greffon : cible et acteur du rejet.

Le rejet chronique, ou plus précisément la dysfonction chronique du greffon, constitue
actuellement 1’obstacle majeur a la survie a long terme du greffon en allotransplantation. Le
rejet chronique résulte de I’occlusion progressive des artéres et artérioles qui aboutit a
I’ischémie et a la perte de fonction du greffon. La perte a long terme du greffon survient dans
un contexte ou la survie globale du greffon n’a cessé d’augmenter pour atteindre, pour une
greffe rénale, 90,4% de survie du greffon a 1 an, 79,8% a cinq ans et 64% a 10 ans (Bilan
2005 de I’Agence de la Biomédecine). Cette amélioration progressive refléte en grande partie
les progres réalisés pendant la premiere année de transplantation concernant les techniques
chirurgicales, la prévention des infections, le suivi médical et surtout les traitements
immunosuppresseurs. Cependant le taux de survie d’une allogreffe (coeur ou rein) décroit

invariablement, a partir de la premiere année, de 5% chaque année. La dysfonction chronique
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du greffon est caractérisé par une atteinte vasculaire, une fibrose interstitielle aboutissant a la
perte progressive de la greffe. Les 1ésions anatomo-pathologiques observées qui la définissent
sont la sclérose des artérioles du greffon et la fibrose interstitielle qui peuvent étre la
résultante de plusieurs mécanismes. De plus, pour chaque organe, il existe des atteintes
spécifiques telles que I’atteinte glomérulaire au niveau rénal. Les mécanismes du rejet
chronique sont complexes et encore mal connus. Les facteurs de risque associés au rejet
chronique sont schématisés dans la Figure 8, ils comprennent a la fois des facteurs

immunologiques et non-immunologiques (pour revues, voir (94) (95) (96)). Les lésions

vasculaires associées a la dysfonction chronique du greffon s’apparentent a 1’artériosclérose.
L’ artériosclérose est caractérisée a un stade précoce par une altération de la fonction des
cellules endothéliales du greffon. Ces altérations conduisent & une modification de la
réactivité et de la perméabilité de I’endothélium par I’expression de molécules d’adhésion
pour les plaquettes, les macrophages et les lymphocytes qui viennent infiltrer la paroi
vasculaire. L’acquisition d’un statut procoagulant et la production de cytokines, de molécules
vasoactives et de facteurs de croissance préludent, si cette réponse n’est pas freinée, a la
migration de cellules musculaires lisses de la média vers 1’intima et a leur prolifération, et a

un remodelage de la paroi artérielle dont I’évolution se fait vers 1’obstruction vasculaire.

Figure 8: Effecteurs immuns et non immuns du rejet chronique en Transplantation.
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1.2.2. Alloanticorps et Endothélium du Greffon: du rejet
I'accommodation.

Au cours des dernieres décades, les lymphocytes T régulateurs (CD4+ et CD8+T) et
effecteurs (CD8+ CTL) ont été¢ au centre des mécanismes du rejet de greffe, en raison
notamment de 1’absence de rejet observée aprés déplétion des lymphocytes T dans
différents modeles animaux et en clinique (97). Par conséquent, la plupart des traitements
immunosuppresseurs actuels pour prévenir ou traiter le rejet (anticorps anti-T, inhibiteurs
de la calcineurine, mycophénolate mofétil, rapamycine, corticostéroides) cible les fonctions
des cellules T. Ces traitements ont permis d’augmenter la survie des greffes a court terme
pour obtenir jusqu’a 88-95% de survie a 1 an pour les allogreffes rénales et cardiaques.
Néanmoins, bien que moins fréquents, les épisodes de rejet aigu subsistent. De plus, cette
amélioration des survies a court terme ne s’accompagne pas d’une amélioration aussi
significative des survies a long terme, et la dysfonction chronique du greffon demeure la
principale perte du greffon au dela de la premiere année, post-transplantation (pour revues,

voir (93) (94) (97)).

Bien que les anticorps alloréactifs soient depuis longtemps identifiés comme des
médiateurs du rejet, plusieurs études récentes ont réévalué¢ leur contribution et suggerent
que les anticorps sont impliqués dans une fraction des épisodes de rejet aigu faisant
émerger le concept récent de rejet aigu dépendant des anticorps (AAMR ou « Acute
Antibody-Mediated Rejection ») appelé aussi rejet aigu humoral (98) (et pour revue, voir
(99)). De plus, les anticorps alloréactifs sont aussi désormais associés a la dysfonction
chronique du greffon (93) (100) (101). Une étude portant sur 139 transplantés rénaux a
montré que 100% des patients présentant une dysfonction chronique du greffon possédaient
des anticorps dirigés contre le CMH ou anticorps anti-HLA (« Human Leucocyte
Antigen ») avant le rejet alors que ces anticorps sont présent chez seulement 27% des

patients avec un greffon stable (101).

La réponse humorale est initiée par I’interaction des cellules B immatures avec 1’antigene
via le BCR; cette interaction enclenche d’une part I’internalisation de I’antigéne et
I’activation de voies de signalisation. Aprés internalisation, 1’antigéne est dégradé et

présenté sous forme de peptides par le CMH de classe II. L’interaction du complexe CMH

a
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de classe Il/peptide avec le TCR (« T Cell Receptor») appropri¢ en présence de
CD40/CD40L et B7h/ICOS produit I’activation de la cellule B et la production d’anticorps.
La costimulation par CD40/CD40L et B7h/ICOS est essentielle pour induire la réponse
humorale et le blocage spécifique de ces voies de costimulation a permis d’inhiber le rejet
aigu ainsi que le rejet chronique dans des modeéles expérimentaux (102). Cependant, 1’effet
du blocage de ces voies sur la production d’alloanticorps reste controversée pour
CD40/CDA40L alors que les approches bloquant sélectivement ICOS ou CD28/CTLA4
semblent efficaces.

L’utilisation de modéles animaux utilisant des souris KO ou mutantes (nude, RAG1, SCID)
a permis de montrer I’importance des cellules CD8+ T et B comme cellules effectrices du
rejet chronique mais également leur dépendance vis-a-vis de la réponse CD4+T (103).
Chez la souris SCID (déficiente en cellules B et T), I’allogreffe cardiaque n’entraine pas de
rejet mais 1’injection d’anticorps anti-donneur provoque I’artériopathie du greffon (104).
De fagon intéressante et nouvelle, les travaux de Thaunat ef al. montrent 1’organisation de
I’infiltrat cellulaire présent dans I’adventice de greffes d’aorte comme un organe
lymphoide secondaire, capable de produire des alloanticorps (105). Confirmée chez
I’homme, cette étude est, & notre connaissance, la premiére démonstration d’une néogénese
lymphoide au sein du greffon.

La conséquence de ce regain d’intérét pour la réponse humorale est 1’évaluation de
nouvelles stratégies thérapeutiques visant le blocage de la réponse B combinant I'usage
d’immunoglobulines intra-veineuses et/ou de plasmaphéreses associées a ’anticorps anti-
CD20.

Dans sa « Théorie Humorale de la Transplantation » publiée en 2003 (106) et actualisée en
2005 (107), Paul Terasaki présente une analyse des études cliniques démontrant
I’importance des alloanticorps dans le rejet de greffes et propose un meilleur suivi de la
réponse anticorps allospécifique et une immunothérapie ciblant cette réponse pour
prolonger la survie des transplantations. Dans cette étude, Terasaki souligne également les
points restant a analyser qui incluent 1) définir les isotypes des alloanticorps, 2) déterminer
et caractériser les anticorps non HLA, 3) définir le role du HLA soluble (sHLA) et enfin, 4)
caractériser le ou les modes d’action des alloanticorps et en particulier les conséquences de

leur interaction avec I’endothélium du greffon.

En effet, par ’expression des molécules du HLA de classe I et de classe II, les cellules

endothéliales du greffon sont la premiére cible cellulaire des anticorps allospécifiques
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préformés ou induits post-transplantation. Les mécanismes résultants de cette interaction
sont multiples et leurs implications dans les différents types de rejet ne sont pas encore
clairement établis (99) (108). La conséquence la plus « classique » est I’activation de la
voie classique d’activation du complément aboutissant a la formation du complexe
d’attaque membranaire (MAC pour « Membrane Attack Complex » ou C5b-9) qui va
provoquer la lyse des cellules endothéliales et la destruction de I’endothélium qui selon
I’intensité, la fréquence du signal et la cinétique d’apparition des anticorps va étre associée
au rejet vasculaire suraigu ou aigu et au rejet chronique (voir Figure 9) .En effet, une
activation sub-lytique du complément et/ou la signalisation induite directement par la
liaison des molécules du HLA, vont produire une activation des cellules endothéliales
capable de moduler les propriétés et fonctions des cellules endothéliales, en particulier
I’apoptose et la prolifération (66) (109) (110) (111) (112). Par ailleurs, dans certaines
circonstances et lorsque l’activation du complément est inhibée de facon transitoire,
I’interaction des anticorps avec 1’endothélium induit I’expression de molécules anti-
apoptotiques dites « protectrices » (48) qui permettent la survie du greffon selon un
phénoméme dit d’« accommodation ». La nature des anticorps et des signaux responsables
de I’accommodation ne sont pas connus.

La diversité de la réponse immune cellulaire dirigée contre le greffon contribue aussi au
rejet chronique, ce qui sous-entend que 1’agression permanente initiée par les lymphocytes
T réactifs contre les peptides allogéniques provoque 1’artériopathie spécifique du rejet
chronique en allotransplantation (94) (113) (114). Ces cellules T activent/coopérent avec
les monocytes/macrophages pour induire les réactions de type hypersensibilité retardée et
avec les lymphocytes B pour produire des alloanticorps spécifiques du donneur. De plus,
ils sécrétent les cytokines et chimiokines nécessaires a [’activation des -cellules
endothéliales et des cellules musculaires lisses aussi bien qu’a I’invasion des cellules

mononucléées dans le greffon, le tout amplifiant les Iésions chroniques de rejet.
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Figure 9. Conséquences de l'interaction des anticorps alloréactifs et de 'endothélium en
transplantation d'apres Colvin et Smith, 2005.
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1.3. Objectifs du projet de recherche.

Le but de ce travail de doctorat était de mieux caractériser les conséquences des
interactions humorales allospécifiques avec les cellules endothéliales vasculaires humaines
dans un contexte de Transplantation d’organes vascularisés. Ce projet de recherche a été
développé au sein de 1’équipe 7 de I’Unité INSERM U643, dont la thématique est « L’étude
des effecteurs et mécanismes de 1’activation des cellules endothéliales en Transplantation »,
et, a laquelle je participe depuis mon DEA. Pour ce projet, nous avons utilis¢ la collection de
cultures primaires de cellules endothéliales vasculaires de type artériel issues de donneurs
d’organes (HAEC) développée par notre équipe depuis 3 ans. Cette collection comporte a ce
jour, plus de 30 cultures primaires de cellules endothéliales et 12 cultures primaires de
cellules musculaires lisses, ces cultures sont typées en HLA (classe I et classe II) et ont été
caractérisées, par cytométrie de flux, par ’expression de différents marqueurs endothéliaux
dont CD31 et CD146 et par leur capacité a répondre au TNFa et a I'IFNy. Ces cultures
primaires sont utilisées entre le passage 2 et le passage 6. Principalement, le travail de
recherche présenté¢ dans ce manuscrit a été¢ €élaboré a partir de trois séries d’observations.
Premiérement, les travaux initiaux portant sur la signalisation par le CMH de classe 1, et, plus
récemment ceux de E. Reed et collaborateurs (UCLA, Los Angeles, USA) qui montraient un
role des anticorps anti-HLA de classe I dans la signalisation des cellules endothéliales.
Deuxiémement, les travaux, principalement issus du groupe de N. Mooney et D. Charron
(Hopital Saint-Louis, Paris), qui ont analysé de facon tres précise la signalisation et les
conséquences fonctionnelles pour les lymphocytes B et cellules présentatrices d’antigénes
(APC) de la liaison aux molécules du HLA de classe II suggérant que ces interactions
pouvaient également affecter les cellules endothéliales. Finalement, les travaux de plusieurs
équipes montrant 1’expression par I’endothélium de molécules de HLA de classe I non
classique, et, en particulier, MICA (« MHC class I related-Chain A ») et son rdle en
Transplantation (S. Sumitran-Holgersson, Karolinska Institut, Stockholm, Suéde). A partir de

ces résultats, les objectifs suivants ont été fixés :

1- Développer une étude d’analyse de 1’expression des genes par la technique de RT-PCR
différentielle visant a identifier des molécules régulées de fagon spécifique par les cellules

endothéliales en réponse a la liaison des molécules du HLA de classe I.
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2- Comprendre le role de la GTPase RhoA dans la dysfonction endothéliale et évaluer le role

des statines.

3- Déterminer 1’effet de la liaison des molécules du HLA de classe II par les alloanticorps a la

surface des cellules endothéliales et le comparer a celui obtenu dans les lymphocytes B.

4- Analyser I’expression par les cellules endothéliales humaines d’autres molécules HLA et
en particulier caractériser I’expression et la régulation endothéliale de la molécule de classe I

non classique, HLA-E.

L’organisation du manuscrit est la suivante :
*) L’introduction générale représente le chapitre 1 de la thése.
*) Le chapitre 2 présente les résultats d’une étude montrant I’implication de RhoA et
de la voie de signalisation de la PI3-K dans la prolifération des cellules endothéliales
induite par les alloanticorps anti-HLA de classe I ; il comprend I’article 1 précédé
d’une introduction et d’un résumé en francais
*) Le chapitre 3 présente les résultats d’une étude montrant que les cellules
endothéliales échappent a 1’apoptose induite par les alloanticorps anti-HLA-DR ; il
comprend I’article 2 précédé d’une introduction et d’un résumé en frangais.
*) Le chapitre 4 présente les résultats d’une étude portant sur 1’expression de la
molécule HLA-E par les cellules endothéliales ; il comprend 1’article 3 précédé d’une
introduction et d’un résumé en francais.
*) Le chapitre 5 fait état d’une discussion générale sur I’ensemble de ces résultats. Il
ouvre ¢galement sur I’implication clinique potentielle de ces résultats présentée dans
la section conclusion et perspectives.
*) L’annexe présente ma contribution a d’autres articles scientifiques sous la forme
d’une liste de publications. L.’annexe présente également une revue que j’ai écrite et
qui a été publiée dans Current Opinion in Organ Transplantation en 2006.
*) La bibliographie propre au manuscrit se trouve a la fin de la thése. Les articles 1, 2

et 3 ont leur propre bibliographie.
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Chapitre 2. Contribution de RhoA et de Ia
voie de la PI3 kinase a la prolifération des

cellules endothéliales induite par la liaison du
HLA de classe I.
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2.1. Introduction.

Il est admis que les anticorps anti-HLA sont capables de créer des 1ésions du greffon
par un mécanisme complément dépendant. Des travaux plus récents suggerent que ces
anticorps sont capables a eux seuls de provoquer I’apoptose sans passer par ’activation du
complément. Dans le systtme immunitaire, 1’apoptose induite par les récepteurs
membranaires est un mécanisme central pour ’homéostasie des lymphocytes T et B. Les
molécules du CMH de classe I sont exprimés largement sur presque toutes les cellules
nucléées chez ’homme. Le CMH de classe I est formé d’une chaine lourde de 44kDa
polymorphique liée de maniére non covalente a une chaine de 12kDa invariante, la
B2microglobuline. Le CMH de classe I joue un role majeur dans le systéme immunitaire des
vertébrés, étant la molécule responsable de la présentation de peptides spécifiques du non-soi
restreinte aux cellules T CD8+. L’activation des cellules T par les molécules du CMH de
classe I initie une cascade de modifications biochimiques qui aboutissent soit a 1’activation et
la prolifération soit a I’arrét du cycle cellulaire et 1’apoptose (115) (116) (117) (118) (119).
Daniel et al. ont démontré récemment qu’en plus de 1’anticorps monoclonal de souris anti-
HLA monomorphique W6/32, 85 a 96% des 25 anticorps monoclonaux humains testés,
dirigés contre des épitopes HLA polymorphiques, indépendamment de leur isotype (IgM ou
IgG), étaient capables d’induire 1’apoptose des cellules mononucléées du sang périphérique
humain au repos et des cellules T lymphoblastiques Jurkat (120). Dans des études
précédentes, cet effet pro-apoptotique du W6/32 sur des lignées B lymphoblastoides, des
cellules T Jurkat, ou des lymphocytes T et B périphériques, n’avait pas été retrouvé, ce qui

peut probablement étre expliqué par une quantité insuffisante d’anticorps monoclonal (121).

La stimulation des cellules T par le biais des molécules du CMH de classe I initie une
cascade biochimique qui méne soit a ’activation et la prolifération, soit a 1’arrét du cycle
cellulaire et I’apoptose (115) (116) (122). L’un des éveénements critiques qui survient
rapidement et précocement dans la majorité des cas est ’activation des kinases a tyrosine,
aboutissant a la phosphorylation des résidus tyrosine d’une variété de protéines incluant la
phospholipase C-yl (PLC-y1), et ZAP70 (117) (123). Associée a cette activation des kinases a
tyrosine, il survient une stimulation de la voie phospholipide de 1’inositol (avec génération

d’inositol triphosphate), qui entraine une augmentation du calcium intracellulaire et mene a la
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production du diacylglycérol d’ou activation de la kinase a protéines C. L’équipe de Claesson
et al. (122) (123) a montré que ’activité kinase a tyrosine apparait essentielle pour 1’inhibition
de la prolifération et I’apoptose induite par la liaison des molécules de classe 1.

Toutefois, les mécanismes responsables de la mort cellulaire induite par les molécules

de classe I ne sont pas encore clairement élucidés.

Un mécanisme caractéristique de 1’apoptose est I’activation des caspases (cystéine
protéases) et le relarguage du cytochrome c de 1’espace intermembranaire au niveau de la
mitochondrie. Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome c interagit avec Apaf-
1(« Apoptosis protease activating factor »), d’ou son oligomérisation et le recrutement de la
pro-caspase 9, qui devient auto-activé dans la structure appelée apoptosome (124). La caspase
9 active par protéolyse des caspases « executioner » comprenant la pro-caspase 3, qui initie la
fragmentation de I’ADN en stimulant la « Caspase-Activated DNAse » (DFF40/CAD). Celle-
ci scinde alors I’ADN en fragments « internucléosomaux » (125). Des inhibiteurs spécifiques
des caspases sont capables de bloquer les événements nucléaires et intra-cytoplasmiques de
I’apoptose. Toutefois, il est possible d’observer une mort cellulaire en présence d’inhibiteurs
« larges » des caspases, tels que Z-VAD-FMK ou BD-FMK, en faveur de I’existence de voies
d’apoptose indépendantes des caspases (126). En plus des pro-caspases et des activateurs des
caspases, l’espace intermembranaire mitochondrial contient des effecteurs de 1’apoptose
autres, tels que AIF (« Apoptosis-Inducing Factor »). Contrairement au cytochrome ¢, qui est
relargué dans le cytoplasme et épargne en partie le noyau, AIF passe de 1’espace
intermembranaire de la mitochondrie via le cytoplasme dans le noyau (127) (128). Son role
serait d’induire la condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN en larges
bandes/échelles (environ des paires de 50 kb), ce qui a été¢ démontré sur des noyaux purifiés in

vitro (129).

Des premiers travaux ont montré que 1’apoptose induite dans les lymphocytes humains
normaux et les cellules tumorales par les anticorps anti-classe I murins ne requiert pas la voie
des caspases (117) (120) (121) (130), ce qui est également décrit pour 1’apoptose médiée par
les molécules HLA de classe II (131) (132) (133). En effet, dans ces travaux, la réponse
apoptotique n’est pas affectée significativement par les inhibiteurs irréversibles des caspases,
Z-VAD-FMK et Z-DEVD-FMK, et aucune activation directe ni clivage de la pro-caspase 3

n’ont été observés. Toutefois, les résultats concernant la fragmentation internucléosomale de
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I’ADN sont plus sujets a controverse, certains en retrouvant, d’autres pas, selon la technique
utilisée.

Récemment, Daniel ef al. (134) ont émis [’hypothése que 1’apoptose médiée par les
molécules de classe I est, au moins partiellement, dépendante de la voie des caspases,
s’appuyant sur leur observation que les cellules Jurkat traitées par un anticorps humain anti-
HLA-A3 présentent dans un tiers a la moiti¢é des cas une fragmentation de I’ADN. Leurs
résultats suggerent 1’existence d’au moins deux voies paralléles menant & 1’apoptose via le
CMH de classe I (voir Figure 10 d’aprés Daniel, HI, 2004 (134)). Les anticorps anti-HLA
déclenchent un processus intra-cellulaire aboutissant a la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe et a la libération de AIF. Celui-ci a un effet direct sur le noyau, en
produisant une fragmentation de ’ADN en grands fragments. Ce type de fragmentation de
I’ADN précede la dégradation de ’ADN en oligonucléosomes dans plusieurs modeles
d’apoptose et apparait indépendant des caspases (135). Bcl-2 inhibe le relarguage
mitochondrial de AIF mais n’a pas d’effet cytoprotecteur une fois que AIF est dans le
cytoplasme (129). Par conséquent, il est vraisemblable que AIF agisse au-dela ou
indépendamment de Bcl-2 ou des caspases dans la mort cellulaire. En effet, d’apres les
travaux de Daniel et al., la sur-expression de Bcl-2 ou les inhibiteurs des caspases ne bloquent
pas de manicre significative 1’apoptose des cellules Jurkat en présence de 1’anticorps anti-A3
(134). Dans le méme temps, AIF provoque la redistribution du cytochrome ¢ de la
mitochondrie vers le cytoplasme. Le cytochrome c entraine alors 1’apoptose du noyau, avec
I’aide d’autres molécules, telles que Apaf-1, ATP, et la pro-caspase9, qui ensemble activent la
caspase 3 et d’autres caspases, d’ou activation de DFF40/CAD et fragmentation
internucléosomale. Néanmoins, les contributions relatives des événements caspase dépendants
et indépendants survenant hors de la mitochondrie qui sont responsables de la mort cellulaire

médiée par le HLA de classe I restent encore a étre élucidées clairement.
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Figure 10. Mécanismes de I'apoptose induite par les anticorps anti-HLA de classe I d'apres
Daniel et al. (2004).
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Ces différents travaux suggérent qu’il existe une voie de transduction du signal
particuliere aux molécules de classe I pouvant étre responsable de mort cellulaire pour ce qui
est des lymphocytes T et B. Plus généralement, les molécules du CMH ont la capacité a
engager des signaux intracellulaires ayant des effets positifs ou négatifs, et par conséquent,
régulant la reconnaissance, 1’activation et I’adhésion lymphocytaires. Il est intéressant de
noter que les réponses fonctionnelles différentes médiées par les molécules de classe I
peuvent dépendre de la spécificité « pure, fine » de 1’anticorps monoclonal, de son affinité, du
degré de « cross-linking », des événements variés pouvant survenir au niveau de la
signalisation cellulaire dépendant des degrés variables de 1’agrégation moléculaire et de la
dose d’anticorps, ainsi que de 1’état d’activation de la cellule. Ainsi, Bregenholt et al. ont

montré que des concentrations de I’ordre du picogramme (1 a 100) inhibent fortement la
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prolifération des cellules T a I’inverse de concentrations de 1’ordre du microgramme (122).
Enfin, il a été démontré que 1’effet pro-apoptique et la liaison des anticorps monoclonaux anti-
HLA a la membrane cellulaire augmentait fortement quand les cellules Jurkat étaient
prétraitées avec de I’IL-2 et de I'IFNy. Ceci est probablement expliqué par 1’augmentation de
I’expression transcriptionnelle du CMH dans les cellules tumorales Jurkat par ces cytokines,
et, en conséquence, la fixation et I’induction de I’apoptose de maniere plus marquée par les
anticorps anti-HLA (120). Néanmoins, la plus grande susceptibilité a ce phénomene ne peut
pas étre seulement une conséquence de 1’expression HLA plus importante. En effet, dans une
autre étude portant sur les molécules de classe II, plusieurs lignées cellulaires différentes sont
aisément tuées alors qu’elles expriment les molécules du HLA a un niveau faible,
comparativement a d’autres cellules qui présentent une apoptose minime malgré un niveau
fort d’expression. De plus, la prolifération cellulaire n’est pas apparemment nécessaire,
puisque les cellules tumorales arrétées en mitose restent sensibles a la mort induite par les

anticorps (133).

Par conséquent, il apparait intéressant d’étudier le role spécifique des molécules de
classe I, en dehors de leur fonction de présentation, dans un contexte d’allotransplantation ou
des anticorps anti-HLA peuvent interagir directement, indépendamment du complément, avec
les molécules du CMH de classe I, ceci au niveau des cellules endothéliales, premieres

cellules du donneur rencontrées au cours de la greffe.

Les travaux de 1’équipe de Reed ef al. montrent que la ligation du HLA de classe I par
des anticorps monoclonaux induit dans les cellules endothéliales humaines la phosphorylation
sur des résidus tyrosine de protéines intra-cellulaires, la génération d’inositol phosphate et
favorise la prolifération endothéliale (109) (136). L’augmentation de la prolifération des
cellules endothéliales, mais également des cellules du muscle lisse, en réponse a la ligation du
HLA de classe I résulte de 1’augmentation de I’expression du récepteur 1 au FGF
(« Fibroblast Growth Factor »), ou FGF-R1 (137). La régulation du FGF-R1 révele un
mécanisme spécifique de la ligation du HLA ; en effet, elle n’est pas observée lors d’une
activation par le TNFa ou ’IFNy, mais, ces cytokines augmentant fortement 1’expression des
molécules de classe I par les cellules endothéliales potentialisent par ce mécanisme I’effet des
anticorps anti-HLA sur la surexpression du FGF-R1 (137). Par le biais de la surexpression du
FGF-R1, les cellules endothéliales deviennent plus sensibles au FGF ce qui stimule la

prolifération. L’effet des anticorps dirigés contre le HLA de classe I pourrait passer au moins
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en partie par D’activation du facteur de transcription NF-kB, responsable de la régulation
rapide et transitoire d’un grand nombre de geénes codant pour des molécules impliquées dans
I’inflammation (136). Ces études ont utilisé des anticorps murins monomorphiques ou des
fractions IgG humaines dirigés contre des alleles HLA spécifiques, voire des sérums avec une
spécificité connue. Dans ce contexte, il convient de noter qu’une étude in vivo, réalisée chez
le rat, par groupe de Plissonnier et al. a montré que la présence d’anticorps alloréactifs,
spécifiques du donneur, induit I’apoptose des cellules vasculaires (cellules endothéliales et
cellules musculaires lisses) chez des receveurs alloimmunisés d’une greffe aortique (66).
Dans ce modele, I’apoptose des cellules a également été observée in vitro apres incubation les
sérums allogéniques. Ces résultats suggerent la spécificité et/ou I’affinité des anticorps, leur
cible et leur concentration sérique pourraient influencer la signalisation et les conséquences
fonctionnelles de la liaison des molécules du CMH.

De plus, dans une étude plus récente, le groupe d’Elaine Reed a également montré que
la liaison du HLA de classe I active les adhésions focales et modifie le cytosquelette d’actine.
La phosphorylation de Src, de FAK (« Focal Adhesion Kinase ») ainsi que de la paxilline a
¢été observée en réponse a la fixation d’anticorps anti-HLA de classe I : la phosphorylation et
I’activation de Src semblent contrdler a la fois la translocation du récepteur au FGF et la
phosphorylation des protéines FAK et paxilline (110). L’ensemble de ces travaux suggérent
que la liaison du HLA de classe I active de multiples voies de signalisation impliquées dans le
contrdle de la prolifération, mais aussi, I’adhésion et la migration des cellules endothéliales et
renforce donc, en particulier, I’impact potentiel de ces mécanismes dans l’initiation et la

progression de I’artériosclérose du greffon (pour revue, voir (108)).
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2.2. Résultats.

Les alloanticorps dirigés contre les antigenes du HLA du donneur contribuent a la
dysfonction chronique du greffon en participant au mécanisme de rejet aigu, facteur de risque
majeur pour la survie du greffon. Ce premier réle est complémenté par leur capacité a induire
des modifications fonctionnelles de I’endothélium du greffon aprés fixation sur les molécules
du HLA de classe I exprimées par les cellules endothéliales, et en particulier, a favoriser la
prolifération des cellules endothéliales vasculaires, comme cela a ¢t¢ montré par plusieurs

études récentes.

Lors d’une premicre étude utilisant la technique de « RNA differential display » RT-
PCR, nous avons observé une forte augmentation des transcrits pour la « GTP binding »
protéine RhoA dans les cellules endothéliales humaines en réponse a la fixation des anticorps
anti-HLA de classe I. RhoA appartient a la famille des petites protéines liant le GTP et est
impliqué dans la signalisation, 1’organisation du cytosquelette, la régulation du cycle

cellulaire, la prolifération et I’apoptose (138) (139) (140) (141) (142).

2.2.1. Résumé de l'article 1.

Cette étude montre I’activation de RhoA consécutive a la liaison du HLA de classe I a
la surface des cellules endothéliales vasculaires humaines par la mise en évidence de la
translocation de RhoA du cytoplasme a la membrane, par la technique dite de « pull
down assay» et microscopie confocale. De plus, nous avons relié ’activation de RhoA, et sa
translocation dans les cellules traitées, a une réorganisation du cytosquelette et a 1’apparition
de fibres de stress d’actine.

Secondairement, nous avons démontré par Western blot que I’activation de RhoA
résultant de la fixation des alloanticorps induit I’activation de la voie de signalisation de la
PI3-K) qui se traduit par la phosphorylation et I’activation de la kinase Akt. Dans ce modg¢le,
I’activation d’ Akt aboutit a la phosphorylation de la kinase GSK3f et a une augmentation de
l'expression de PTEN. L'inhibition spécifique de la phosphorylation des kinases Akt et
GSK3p par I’utilisation d’un inhibiteur de RhoA (C3 exoenzyme de Clostridium botulinum)

suggere fortement que, dans ce modele, RhoA contrdle I’activation de la voie PI3-K. Pour
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relier ’activation de RhoA et de la PI3-K a un effet fonctionnel des anticorps anti-HLA, nous
avons développé un nouvelle technique d’étude de la prolifération des cellules endothéliales
reposant sur 1’utilisation du 5, 6-carboxyfluorescéine diacétate succinimidyl ester (CFSE). Ce
marqueur fluorescent permet aprés lecture en cytométrie de flux et analyse des résultats, au
moyen du logiciel « ModFitLT », une quantification précise de la progression du cycle
cellulaire et de la prolifération. Bien que trés utilis€é pour I’étude de la prolifération
lymphocytaire in vitro et in vivo, ’utilisation du CFSE pour I’étude de la prolifération des
cellules endothéliales n’a pas été décrite a ce jour. Dans un premier temps, nous avons
comparé les résultats obtenus par cette méthode a ceux classiquement obtenus par
incorporation de thymidine tritiée en utilisant comme conditions contréle des cellules
endothéliales traitées par du FGF2. La mise au point de cette méthode nous a permis de
montrer un net effet prolifératif des anticorps anti-HLA, qu’ils soient dirigés contre un épitope
polymorphe (HLA-A2) ou monomorphe (HLA-A,B,C). L’effet de ces anticorps se traduit par
un index de prolifération accru ainsi que par un pourcentage plus important de cellules dans
les dernieres générations. Ce test de prolifération nous a également permis de confirmer que
RhoA joue un rdle central dans le mécanisme conduisant a la prolifération endothéliale
puisque son blocage a 1’aide de la C3 exoenzyme abolit cet effet fonctionnel des anticorps
anti-HLA. Nous avons également observé la contribution majeure de la PI3-K puisque son
inhibition par le LY294002 ou la wortmannine prévient, de facon similaire au blocage de
RhoA, la prolifération des cellules endothéliales. De plus, la prolifération endothéliale
consécutive a I’activation de RhoA et de la PI3-K peut étre efficacement inhibée par une
statine, la simvastatine, utilisée a des doses thérapeutiques (0.1uM). L’inhibition de
I’isoprénylation, modification post-traductionnelle des protéines, est le mécanisme central du
mode d’action de ces molécules. C’est par ce mécanisme que les statines exercent leur effet
inhibiteur sur RhoA (141). Notre étude montre que 1’effet inhibiteur de la simvastatine sur la
prolifération des cellules endothéliales obtenue par les alloanticorps est annulé par I’addition
de géranylgéranylpyrophosphate, mais pas par I’addition de farnésylpyrophosphate, ce qui
indique que la prolifération endothéliale requiert la géranylgéranylation de RhoA et souligne

son rdle central dans ce mécanisme a médiation « immune » de la prolifération endothéliale.

L'ensemble des ces résultats est présenté dans I’article 1.
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2.2.2. Article 1.

Coupel Stéphanie, Le Beeuf Fabrice, Boulday Gwénola, Soulillou Jean-Paul and

Charreau Béatrice.

RhoA Activation Mediates PI3-Kinase-dependent Proliferation of Human
Vascular Endothelial Cells : An Alloimmune Mechanism of Chronic Allograft
Nephropathy.

The Journal of the American Society of Nephrology (2004) 15: 2429-2439.
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T Am Scc Nephrol 15: 2420-2439, 2004

RhoA Activation Mediates Phosphatidylinositol 3-Kinase—
Dependent Proliferation of Human Vascular Endothelial Cells:
An Alloommune Mechanism of Chronic Allograft

Nephropathy

STEPHANIE COUPEL, FABRICE LEBOEUF., GWENOLA BOULDAY,
JEAN-PAUL SOULILLOU, and BEATRICE CHARREAU

Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale Unité 643 “Immunointervention en Allo et
Xenotransplantation” and Institut de Transplantation et de Recherche en Transplantation, C.H.U. Hotel-Dieu,

Nantes, France

Abstract. HLA class I ligation on graft endothelial cells (EC)
has been shown to promote graft arteriosclerosis and chronic
allograft nephropathy. This study investigated transcriptional
and functional changes mediated by anti-HLA antibodies (Ab),
developed by transplant recipient, on vascular renal EC. For
minmucking interactions that occur between alloantibodies and
graft endothelium, HLA-typed primary cultures of human EC
were incubated in vitre 1n the presence of monomorphic or
polymorphic anti-HLA class I Ab. Gene expression analysis
1dentified the upregulation of several molecules mnvolved 1n
cell signaling and proliferation, including the GTP-binding
protein RhoA. It was demonstrated further that HLA class I
ligation on EC induced a rapid translocation of RhoA to the
cell membrane associated with F-actin stress fiber formation
and cytoskeleton reorganization. Western blot analysis showed
that anti-HLA class I Ab induced, in addition to RhoA, the

activation of phosphatidylmositol 3-kinase. reflected by the
phosphorylation of Akt (Ser473) and GSK3p (Ser?), mnEC. C3
exoenzyme, an inhibitor of RhoA, mhibited RhoA transloca-
tion 1 response to HLA class I ligation and reduced phospha-
tidylinositol 3-kinase activation. EC proliferation and cell cy-
cle progression, examined by 5,6-carboxyfluorescein diacetate
succimmidyl ester stamning, demonstrated that anti-HLA-mn-
duced EC proliferation was efficiently prevented by the 3-hy-
droxy-3-methylglutaryl CoA reductase inhibitor simvastatin
(0.1 pmol/L) through inhibition of RhoA geranylgeranylation.
Taken together, these findings support the conclusion that
RhoA i1s a key mediator of signaling pathways that lead to
cytoskeletal reorganization and EC proliferation in response to
alloantibodies that bind to HLA class I and demonstrate the
specific and potent inhibitory effect of simvastatin on allo-
stimulated EC growth.

Chronic allograft nephropathy is the major factor luniting
long-term survival of renal allografts (1,2). The hallmark of
chronic allograft nephropathy is transplant arteriosclerosis,
which 1s characterized by the intimal proliferation of endothe-
lial cells (EC), smooth muscle cells (SMC), and fibroblasts,
leading to vessel obstruction and ischemmia that causes late graft
failure (3). Several nisk factors have been identified, including
both immune mjury to transplant vessels and nommmmunolog-
cal factors (e.g., ischemia/reperfusion, hypertension, hyperlip-
idemia). The immunologic mechanisms that induce chronic
allograft nephropathy are poorly understood, but it 1s suspected
that the associated vascular changes are a result of early injury
to the endothelium of the graft mediated by allogeneic T cells
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and anti-HLA alloantibodies (2). The incidence of transplant
arteriosclerosis 1s increased in transplant recipients who pro-
duce anti-donor HLA antibodies (Ab) after transplantation,
suggesting that anti-HLA Ab play a role 1n the pathogenesis of
the disease (4,5). In previous studies, it has been shown that
anti-HLA Ab, developed by transplant recipients after trans-
plantation, are capable of transducing signals via HLA class I
molecules, which stimulate cell proliferation (6). Furthermore,
ligation of class I molecules with Ab also results i increased
tyrosine phosphorylation of several intracellular proteins on
EC (7,8). Treatment of cells with IFN-y and TNF-a upregu-
lated MHC class I expression and potentiated anti-HLA Ab-
mediated proliferative responses (9). These findings support a
role for anti-HLA Ab in the transduction of proliferative sig-
nals, which stimulate the development of mtimal hyperplasia
associated with chronic allograft nephropathy and renal trans-
plant loss.

We previously demonstrated that natural, preformed, anti-
donor Ab mediated changes in EC gene expression according
to their specificity (10.11). In the present study. we investi-
gated the effect of HLA class I ligation mediated by anti-HLA
Ab on endothelial gene expression. Primary cultures of HLA-
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typed human vascular EC. isolated from cadaveric transplant
donors, were incubated with anti-HLA mAb directed to either
monomorphic or polymorphic HLA class I regions. RNA dif-
ferential display reverse transcription—PCR (RT-PCR) was
used to compare gene expression between resting and anti-
HLA-treated EC and to identify genes and molecular mecha-
nisms upregulated upon HLA class I ligation. Among the
candidate genes found to be overexpressed, several cell-cycle
regulators were identified, including the GTP-binding protein
RhoA. These changes in transcription suggested that anti-HLA
class T Ab could trigger EC proliferation via a Rho-dependent
pathway. Thus, our study further examined the umplication of
RhoA protein in signaling pathways that lead to EC prolifer-
ation and transplant arteriosclerosis. The fluorescent dye 5.6-
carboxyfluorescein diacetate succimimidyl ester (CFSE) has
been used to monitor EC division and proliferation and there-
fore was used to demonstrate that control of Rho GTPase
activation could modulate EC proliferation.

Materials and Methods
Reagents

Simvastatin was supplied by Merck, Sharp & Dohme. Thrombin,
inhibitors of phosphatidylinositol 3-kmnase (PI3-K) LY294002 and
wortmannin, and isoprenoid compounds famnesyl pyrophosphate
(FPP) and geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) were obtamed from
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Clostridium botuli-
num C3 exoenzyme was purchased from Biomol Research Laborato-
ries (Plymouth, PA). Basic fibroblast growth factor (bFGF) was from
R&D Systems (Abingdon, UK).

Primary EC Isolation and Culture

Human arterial EC were 1solated from renal artery patches taken
before kidney transplantation, as described previously (12). EC were
grown in Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) supplemented
with 10% FCS, 0.004 ml/ml ECGS/Hepann, 0.1 ng/ml human EGF,
1 ng/ml human bFGF, 1 pwg/ml hydrocortisone, 50 pwg/ml gentamicin,
and 50 ng/ml amphotericin B (C-22010; PromoCell, Heidelberg,
Germany) at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

Gene Expression Analysis

RNA Differential Display RT-PCR. EC were incubated for 2 h
at 37°C in medmm that contamned 100 U/ml recombinant human
TNF-o (provided by Prof. Miiller Neuman, Ludwigshafen, Germany)
or 10 pg/ml anti-HLA class I mAb. Treatment of EC was performed
using either monomorphic (anti-HLA-A B,C mAbW6/32, IgG2a) or
polymorphic (ant—HLA-A2, anti-HLA-B51, and ant-HLA-Bw4)
anti-HLA class I punified Ab (OneLambda. Canoga Park. CA). EC
that were incubated with isotypic control mouse IgG1 or IgG2a (10
pg/ml; Sigma-Aldrich) or medium alone were used as controls.

RNA isolation and RNA differential display RT-PCR. were per-
formed as described previously (10) using the RNA image kit (Gen-
Hunter, Brookline, MA). Selection, cloning. and sequencing of cDNA
fragments and bioinformatic analysis were performed as previously
reported (11,13).

Quantitative Real-Time RT-PCR. The ABI PRISM 7700 se-
quence detection application program (PE Applied Biosystems, Foster
City. CA) was used to measure fluorescence emitted during PCR
amplification of targeted sequences in a 96-well reaction plate. Real-
time detection of PCR products was monitored by measuring the
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increase 1 fluorescence caused by the binding of SYBR Green (PE
Applied Biosystems) to DNA. A standard curve using serial dilutions
of the purified target sequence (107, 10°% 10°, 10* 10°, and 10°
copies/well) allowed quantification. Normalization was obtained by
the concomitant quantification of hypoxanthine-guanine phosphori-
bosyl transferase transcripts in each sample. Each sample was ana-
lyzed in duplicate.

Oligonucleotide primers pawrs for hypoxanthine-guanime phospho-
ribosyl transferase (sense, S-“TGGAAAAGCAAAATACAAAGCC-
3" antisense, 3-CATGCAAAAAGCTCTACTAAGCAG-3") and for
RhoA (sense, 5-TTAGTCCACGGTCTGGTCTTCA-3', antisense,
3-TATGAGCAAGCATGTCTITCCA-3") generated PCR products
of 140 and 177 bp, respectively.

Semiquantitative RT-PCR. Primer pairs were as follows: RhoA
(sense, S-CAGTTCCCAGAGGTGTATGT-3"; antisense, 5-AGA-
CAAGGCAACCAGATTTT-3") and B-actin (sense. 5-AATCTG-
GCACCACACCTTCTACA-3"; antisense, 5'-CGACGTAGCACAGCT-
TCTCCTTA-3"). The PCR conditions were 18 cycles for B-actin and for
RhoA, at a denaturation temperature of 94°C for 30 s, annealing at 60°C
for 30 5, and extension at 72°C for 30 s. PCR products were run on 1.2 %
agarose gels and stamned with ethudiim brommde.

Immunofluorescence Microscopy

EC were grown on four-well glass slides (Lab-Teck; Nunc, Naper-
ville, IL), and confluent monolayers were treated with anti-HLA-
AB.C mAb (W6/32: 10 pg/ml). thrombin (1 U/ml). or TNF-e (100
U/ml) after a 24-h deprivation period. EC that were treated with
culture medium alone or an isotypic mouse IgG2a were used as
controls. After treatment, EC were fixed in 4% paraformaldehyde-
PBS for 20 min and permeabilized m 0.1% Triton X-100 at room
temperature for 15 min. For F-actin staming, cells were mcubated
with 2 pg/ml TRITC-phalloidin (Sigma-Aldrich) for 20 min. For
immunofluorescent detection of RhoA, assessed on resting or treated
confluent EC, cells were stamed with 2 pg/ml FITC-labeled anti-
RhoA mAb. The slides were examined with a fluorescence micro-
scope (Eclipse E600 Y-FL Epifluorescence, Nikon, Japan). Images
were acquired using ACT-1 software (Nikon).

Western Blotting and Pull-Down Assays

Lysis of the EC membrane was performed on ice in 5 mmolL
MgCl,, 100 mmol/L NaCl, 1% NP-40, 1 mmol/L PMSF, 0.2 U/ml
aprotinin, and 100 pg/ml leupeptin. Total cell lysates were obtamed
using 10 mmol/L Tris-HC1 (pH 7.4), 125 mmol/L NaCl, 1% SDS, 1
mmol/L. PMSF, 0.2 U/ml aprotinin, and 100 pg/ml leupeptin. Cell
membrane fractions were obtained after ultracentrifugation and solu-
bilization as described previously (14). For Western blot analysis,
proteins (10 to 20 pg per lane) were separated by SDS-PAGE and
transferred onto nitrocellulose membranes (ECL Hybond: Amersham
Biotech UK. Little Chalfont, England). Membranes were washed for
30 min with TBS 0.1% Tween 20 (TBST) and preblocked for 2 h in
TBST that contained 5% BSA (blocking solution; Sigma). Incubation
with primary Ab diluted in blocking solution was performed overnight
at 4°C. After extensive washing with TBST, the bound antibody was
detected by a peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-rabbit second-
ary antibody (CST). After 45 min of washing, the blots were devel-
oped using the ECL Western blotting detection system (Amersham,
Les Ulis, France). Ab used in this study were rabbit polyclonal IsG
anti-Alkt, anti-Phospho-Akt (Ser473). anti-Phospho-Akt (Thr308),
anti—phospho GSK3B (Ser?). anti-PTEN. anti-IkBe. and anti—phos-
pho-IkBeo (Ser36). all were from Cell Signaling Technology (CST,
Beverly, MA). Mouse anti—glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
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nase mAb was from Chemicon (Temecula, CA) and anti-RhoA spe-
cific (26C4) from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz. CA). Anfi-
rabbit and anti-mouse IgG, horseradish peroxidase-linked Ab (CST)
were used as secondary Ab in chemiluminescent Western blot assays.
RhoA activation was determined by affinity precipitation of the active
GTP-bound RhoA using a glutathione S-transferase (GST)-fusion
protein of the Rho-binding domain of the Rho effector rhotekin
(GST-RBD) using the EZ-Detect Rho Activation kit (Pierce Biotech-
nology, Rockford, IL). The active or GTP-Rho pulled down from
lysate was detected by Western blot using a specific anti-Rhod
antibody (26C4; Santa Cruz Biotechnology).

CFSE Staining and EC Proliferation Analysis

EC monolayers were grown to confluence and quiescent cells were
cultured with 2% FCS 1n the absence of growth supplements for 12 h
before treatment. EC were then incubated for 24 h with 10 pg'ml
anti-HLA mAb (ant—HLA-A B.C: W6/32 or ant—HLA-A2: HB-117).
10 pg/ml control IgG1(for HB-117) or 1gG2a (for W6/32). 10 ng/ml
bFGF, or medium alone. After treatment, cells were harvested with
trypsin/EDTA, washed twice in culture medium, and incubated in the
presence of 5 pmol/L of CFSE (Molecular Probes, Eugene, OR) in PBS
for 10 mmn at 37°C. After washing labeled cells were plated onto stx-well
enlture plates and cultured for the mdicated period of time (24 or 48 h) in
ECGM supplemented with 2% FCS. Cells were then harvested, washed
three times in PBS, and fixed in PBS that contained 1% paraformalde-
hyde. Fluorescence was measured on 10,000 cells/sample using a FAC-
Scalibur (Becton Dickinson, Mountam View, CA). Data were analyzed
using CellQuestPro and ModFiLT software (Becton Dickmson Immu-
nocytometry Systems. San Jose, CA). Cell proliferation was calculated
using the Proliferation Wizard Model. Parent cells correspond to cells
labeled and fixed immediately after the labeling step. The proliferation
index 15 the sum of the cells m all generations divided by the compured
nmumber of original parent cells present at the start of the experiment.
Results are representative of at least three mdependent experiments.

Statistical Analyses

Data are shown as mean * SD. All data were evaluated with
two-tailed. unpaired r test or compared by one-way ANOVA P <
0.05 was considered significant for all tests.
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Results
HLA Class I Ligation on Vascular EC Increases
Expression of Genes Related to Cell Proliferation

For mimicking the Ab-mediated allospecific interactions
mvolved in the chronic allogratt nephropathy, cultured HLA-
typed prunary EC were mcubated with monomorphic
(HLA-A B.C: W6/32) or polymorphic (HLA-A2 HLA-Bw4,
HLA-B51) anti-HLA class T Ab. EC that were incubated with
culture medmm or stimulated with TNF-a were used as neg-
ative and positive controls, respectively. After a 2-h treatment,
total RNA was extracted and subjected to RNA differential
display RT-PCR analysis. Among the 45 ¢cDNA fragments
found to be overexpressed in response to anti-HLA Ab bind-
mg, several encoded protems related to cell-cycle signaling,
regulation, and proliferation, including the GTP-binding pro-
tein RhoA | the cytoplasmic microtubule motor protein dynein,
the microtubule-associated protein 1B, the nibrin protein, the
ribonucleoprotemn A2/B1, and the syntaxin 3A (Table 1). For
further exploring the signaling pathway mnvolved in EC prolif-
eration—mediated graft arteriosclerosis, a particular focus was
given to determune the role of the GTP-binding protein RhoA.
For providing additional evidence that RhoA could be overex-
pressed by EC in response to class I HLA ligation, primary
cultures of these cells were assessed for RhoA expression at the
level of mRINA by using real-time quantitative RT-PCR. Up-
regulation of the transcript level for RhoA was first confirmed
by quantitative RT-PCR analysis, performed independently on
three different primary EC cultures incubated with anti- HLA
mAbD. alone or cross-linked with anti-mouse IgG (Figure 1A).
RhoA mRNA expression was observed further in response to
both monomorphic and polymorphic anti-HLA binding with a
maximal increase obtained for anti-HLA-A B .C (W6/32) and
anti-HLA-A2 (HB-117) mAb (Figure 1B}, both directed to the
largest number of determinants on vascular EC. Concomitant
to enhanced mRNA level for RhoA, mRNA for RhoB and
RhoC but not Racl and Cdc42 were also increased at 2 h after
anti-HLA class I Ab binding to vascular EC (data not shown).

Table I. Genes upregulated in endothelial cells in response to anti-HLA class I antibody binding

Gene Product (NCBI Accession No.) Functions L;?f;ﬂ;gfﬁﬁ i [%E;Z?gg}ce
GTP binding protein RhoA (XM-003287) Signal transduction, cell proliferation, 450 100
cytoskeletal remodeling
Nimegen breakage syndrome 1 (Nibrin, NBS1) DNA double-strand-break repair 200 96
(XM-005310)
Microtubule associated protemn 1B (MAP-1B)  Development and cellular regeneration 430 95
(INM-005909)
Ribenucleoprotein A2/B1 (BC000506) Transcription, pre-mRNA processing, 180 100
cytoplasmic mRNA translation
Syntaxin 3A (XM-004177) Membrane fusion during cell division 420 100
Dynein, cytoplasmic, intermediate polypeptidel Spindle orientation and cytoskeletal 150 99

(DNCI-1) (XM-004944)

reorientation during mitosis
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Figure 1. Quantitative analysis of RhoA mRNA expression by reverse
transcription—PCR (RT-PCR). (A) RhoA transcript levels were ana-
lyzed by real-time quantitative RT-PCR as described i Materials and
Methods and expressed as arbitrary units after normalization to hy-
poxanthine-guanine phosphoribosyl transferase. *P < 0.05 versus
controls. RT-PCR. was performed on RNA from three independent,
HLA-typed cultures of primary endothelial cells (EC; #1147, #11500,
and £8186) that were treated for 2 h with an 1sotypic control IgG2a
(IgG control), anti-HLA class I antibodies (Ab; Wé/32, 10 pg/ml)
alone or cross-linked with anti-mouse IgG (W6/32: CX, 10 pg/ml
each). (B) RT-PCR was performed on RNA from EC (#8186) that
were treated for 2 h with 10 pg/ml of different anti-HLA class I Ab
(anti-HLA-A B,C:W6/32 alone or cross-linked with anti-mouse IgG:
W6/32:CX, anti-HLA-A2 or anti-HLA-Bw4). EC that were mcu-
bated with culture medmm alone or TNF-a (100 U/ml) were used as
controls.

HILA Class I Ligation Induces RhoA Translocation on
EC and Cytoskeleton Reorganization

To assess activation of RhoA in response to HLA class I
ligation, we investigated RhoA translocation by immunofluo-
rescence and immunoblot detection. Intracellular localization
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of RhoA was first analyzed by immunofluorescent labeling of
RhoA m confluent EC monolayers (Figure 2A). Our data
indicated that, in the resting state, RhoA 1s mainly localized in
the Golgl-ER (endoplasmic reticulum) system. Incubation of
EC mn the presence of anti-HLA ADb for 8 nun leads to the
translocation of RhoA protein from the cytosolic part to the
mner side of the cell membrane. The translocation was also
confirmed by Western blots performed on membrane fractions.
EC that were stimmlated with thrombin were used as positive
controls and with urelevant mouse IgG as negative controls.
Figure 2B shows the increase in protein level for RhoA cor-
responding to the 23-kD band detected by immunoblotting on
cell membrane lysates. In contrast, the overall amount of RhoA
did not change. RhoA plays an important role in temporal and
spatial determination of the actin cytoskeletal control (15).
Figure 3 shows that anti-HLA bmding to EC surface induced
the formation of cytoplasmic stress fibers and accumulation of
a pronounced ring of F-actin. Time-course analyses indicated
that cytoskeleton reorganization begins 15 mun after HLA class
I binding and 1s reflected by an increase n fluorescence nten-
sity as compared with resting and control cells. EC that were
stimulated with thrombin, used as controls, also exhibited a
rapid mcrease m F-actin stamning and stress fiber appearance
(maximal at 15 min).

B
Medium IgGetl anti-HLA Thr

“ﬁ membrane

Total
lysate

Ab: anti-RhoA

Figure 2. RhoA translocation in response to HLA class I ligation on
EC. (A) Representative immunofluorescence for RhoA localization
was performed on confluent EC monolayers that were mcubated for 8
min with 10 pg/ml irrelevant mouse [gG2a (a) or anti-HLA class I
W6/32 mADb (b). Photographs are representative of three different
experiments. (B) Western blot analysis performed on EC membrane
fractions (top) and total lysates (bottom) after treatment for 10 min
with medium alone, thrombin, an isotypic control IgG. or anti-HLA
class I (10 pg/ml for both). Magnification, =600 1n A
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Figure 3. F-actin staining and stress fiber formation. EC were grown
to confluence mn four-well Eiass slides and cultured without growth
factors in the presence of 2% FCS (fetal calf serum) for 12 h. EC
monolayers were then incubated with 1 U/ml thrombin or anti-HLA
class I mAb (W6/32, 10 pg/ml) for the indicated period of time. After
treatment. EC were fixed, permeabilized, and stamned with 2 pg/ml
TRITC-phalloidin. Photographs are representative of three different
expeniments. Magnification, * 600.

RhoA Activation in Response to HLA Class I Ligation
Precedes Rhod Upregulation at mRNA and Protein
Levels

The activation of RhoA subsequent to HLA class I cross-
linking was characterized further by pull-down assays. As
shown m Figure 4A, an increase in GTP-bound RhoA protein
was observed in response to HLA class I cross-linking. Time-
course analysis showed that active (GTP-bound) RhoA re-
quires 10 to 20 min to reach a maxumum and then declined
before refurning to baseline at 60 mun. During the same period,
the amount of RhoA in whole lysates did not change sigmfi-
cantly. Thus, concomitant to membrane translocation, RhoA
activation. in response fo HLA class I ligation. was confirmed
by an increase in GTP-bound RhoA. In additional experiments,
the effect of HLA ligation was examined on RhoA mRNA and
protein levels after 1. 2, and 4 h. RT-PCR for 18 cycles
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Figure 4. RhoA activation and upregulation at mRNA and protein levels.
EC were incubated in the presence of ant-HLA class I mAb (10 pg/ml)
for the mdicated peniod of time. (A) Pull-down assay. RhoA activation
was determined by affinity precipitation of the active GTP-bound RhoA
using a glutathione S-transferase (GST)-fusion protemn of the Rho-bind-
ing domain of the Rho effector rthotekin (GST-RBD). The GTP-Rho
pulled down from lysate was detected by Western blot using a specific
anti-RhoA antibody. The total amount of RhoA i cell lysates was used
as a control for the comparison of RhoA activity. Blots were reprobed
with anti—glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) Ab to
ensure equal loading. (B) Senuquantitative RT-PCR analysis of RhoA
mRNA levels. Total RNA was extracted from EC and subjected to
RT-PCR (18 cycles of amplification). The specific PCR bands were
separated i 1.2% agarose gels and stamed with ethidum bromide.
B-Actin mENA was amplified as a control. (C) Western blot analysis of
RhoA protein level in cell lysates. Immunoblot analysis was performed
with anti-RhoA Ab, detected with horseradish peroxidase (HRP)-conju-
gated anti-mouse Ab. and visualized with enhanced chemiluminescence.
Bottom panel shows GAPDH levels in samples from a blot reprobed with
anti-GAPDH Ab. Results shown are representative of three separate
EXperiments.
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mdicates a strong mcrease in RhoA mRNA expression level at
1 and 2 h after HLA class I cross-linking, which returns to
basal level at 4 h (Figure 4B). In parallel experiments, EC were
harvested and lysed to measure RhoA protein by Western
blots. It 1s mteresting that mcrease i mRNA level precedes a
significant increase in RhoA total protein level in whole-cell
lysates observed at 4 h (Figure 4C). Taken together. these
results suggest that activation of RhoA may feed back to
promote an increase in both RhoA mRNA and protein
levels.

RhoA Mediates PI3-K/Akt Pathway Activation in EC

Western blot analysis was performed to explore signaling
events related to RhoA activation in response to alloantibodies
binding on human EC. EC that were stimulated with 1 U/ml
thrombin or 100 U/ml TNF-a were used as controls. By
Western blotting, we further examined PI3-K activity and
found that concomitant to RhoA activation. HLA class I
ligation promotes Akt activation through phosphorylation at
Ser473 (Figure 5A) and at Thr308 (data not shown). In con-
trast, the total amount of Akt protein showed no difference.
Imimunoblots also indicated that anti-HLA class I Ab mediate
the induction of PTEN and the phosphorylation of GSK3j at
Ser9 in EC, both maximal 20 min after treatment. I«Ba phos-
phorylation at Ser36 was also observed but, in contrast with
TNF-a—nduced phosphorylation of IxBa, was not correlated
with a decreased level of constitutive IxBa. For addressing
more directly the role of RhoA protemn i anti-HLA-mediated
PI3-K activation, Rho GTPases were selectively inhibited by
clostridial cytotoxin. Pretreatment of EC with C3 exoenzyme,
which selectively mactivates RhoA/B/C protewns (16), effi-
ciently reduced RhoA translocation to the cell membrane
and reduces Akt phosphorylation (Figure 5B} as well as
PTEN expression and GSK3p phosphorylation (data not
shown). However, the specific PI3-K inhibitors wortmannin
and LY294002 also prevent Akt without decreasing RhoA
translocation. Taken together, these data strongly suggest
that PI3-K/Akt 1s a downstream target of Rho GTPases in
this process.

CFSE Analysis of Anti-HLA-Induced EC Proliferation
Increased proliferation of EC 1s the major functional conse-
quence attributed to anti-FLA class I Ab (7,9,17). For further
linking the signaling pathway to the cell proliferation, CFSE
staining has been used to document further EC division and
proliferation promoted by anti-HLA class I alloantibodies. In
contrast with cell proliferation assays that measure bulk cell
division over a narrow window of time or can identify cells that
have recently divided without determining how many genera-
tions have occurred, CFSE staining allows the clear resolution
and quantitative analysis of eight to 10 sequential cell divisions
(18). The data in Figure 6 show the CFSE staming profiles of
EC over a 24-h period. Cells that were treated with culture
medium or 10 ng/ml bFGF were used as negative and positive
controls, respectively. The proliferative effect of HLA ligation
on EC was reflected by a higher proliferation mdex (8.97 and
7.55 for anti-HLA-A B.C and -A2. respectively, versus 6.4 for
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Figure 5. Activation of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) path-
way 1in response to HLA class I ligation on EC. (A) Representative
Western blots for PI3-K and NF-«B activation. EC were incubated in
the presence of anti-HLA class I mAb (10 pwg/ml), 1 U'ml thrombin,
or 100 U/ml TNF-a for the indicated period. Cell lysates were
resolved by SDS-PAGE (10 to 15%) and subjected to Western 1m-
munoblot analysis by using the following antibodies: rabbit poly-
clonal IgG anti-Phospho-Akt (Ser473), anti-Akt, anti—phospho
GSK3p (Ser9), anti-PTEN, anti-IkBa, and anti-phospho-IkBeo
(Ser36). Anti-rabbit and anti-mouse IgG, HRP-linked Ab were used as
secondary Ab in chemiluminescent Western blot assays. For verifying
the amount of loaded protemns, blots were reprobed with anti-GAPDH
mAb. (B) Quantitative analysis of immunoblots showing RhoA trans-
location and Akt phosphorylation (Ser 473) after HLA class I ligation
for 15 mun on EC with or without a pretreatment (60 mun) with C3
exoenzyme (2 pg/ml). wortmannin (10 nmol/L). or LY294002 (1
pmolL). Results from three mdependent expenments are expressed
as a mean of relative fold increase in protein (= SEM) as compared
with medium-treated cells (*P < 0.01 versus cells treated in the
absence of inhibitors).

medium). Moreover, a higher percentage of EC commutted to
proliferate was observed in response to both polymorphic
(HLA-A2) and monomorphic (HLA-A B.C) anti-HLA class I
mAb compared with medium-treated cells.
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Simvastatin Prevents HLA Class I-Induced
Proliferation of EC by Inhibiting Geranylgeranylation
of RhoA

To provide a functional link between anfi-HLA-induced
proliferation and signaling pathways, we compared the effect
of RhoA and PI3-K mhibitors. On the basis of our results, we
examined the possibility that clinically relevant inhibitors of
RhoA, such as 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA (HMG-CoA)
reductases inhibitors or statins (14,19,20), may prevent RhoA-
mediated EC proliferation in response to anti-HLA Ab. CFSE
staining showed that a low, clinically relevant dose (0.1
pmol/L) of simvastatin efficiently abbrogates the proliferative
effect of HLA class I ligation on vascular EC (Figure 7).
Similar mhibition was achieved at 0.5 pumol/L without affect-
mng cell viability. As shown in Figure 7A pretreatment of EC
with wortmanmn before treatment with anti-HLA class I mAb
also reduced EC proliferation assessed by CFSE staiming. The
mhibitory effect was reflected by both a decreased proliferation
index and a lower percentage of the last cell generation.

HMG-CoA reductase 1s a proximal rate-limiting enzyme in
the cholesterol synthesis pathway from acetyl CoA. This path-
way also generates several metabolic compounds that have
important cellular functions, including FPP and GGPP that
contribute to lipid modifications of various proteins. To deter-
mune whether the inhibitory effect of simvastatin on EC pro-
liferation in our model results from a reduction in lipid mter-
mediates, we made attempts to reverse simvastatin’s effect by
the addition of the downstream byproducts FPP and GGPP at
the onset of simvastatin treatment. As shown in Figure 7, A and
B, GGPP abrogates the mhibitory effect of simvastatin (rela-
tive proliferation index: 1.25 + 0.1 versus 1.3 = 0.1 [P = 0.1]

control IgG, 10 ng'ml basic fi-
broblast growth factor (bFGF).
or medmm alone. CFSE staining
was measured by flow cytom-
etry, and data were analyzed us-
ing CellQuestPro and ModFuL T
software. Cell proliferation was
calculated vsing the Proliferation
Wizard Model. PL, proliferation
index.

HLA-A2
PI :7.55

and 0.87 £ 0.15 [P < 0.05] for EC treated with anti-HLA
the absence or presence of simvastatin, respectively). In con-
trast, FPP was not able to reverse the inlubitory effect of
simvastatin on cell division, suggesting that simvastatin pre-
vents anti-HLA-mediated EC proliferation through inhibition
of RhoA geranylgeranylation. To explore further the impact of
RhoA activation on the subsequent RhoA mRNA upregulation,
we treated EC with or without sumvastatin (0.1 pmol/L) before
cross-linking of HLA class I with specific Ab. Cells that were
mcubated with wrrelevant IgG were used as controls. As ex-
pected, simvastatin completely prevents the induction of active
GTP-bound RhoA mn response to HLA class I ligation (Figure
8A). Effect of simvastatin on RhoA transcription was then
examined at later time pownts by RT-PCR. In the presence of
simvastatin, no increase of RhoA mRNA was observed as
compared with resting levels (Figure 8B). These results dem-
onstrate that blocking RhoA activation with simvastatin also
prevents upregulation of RhoA transcription.

Discussion

HLA class I signaling pathways have been shown to be
involved in the proliferation of vascular EC and SMC associ-
ated with transplant arteriosclerosis (6,7.9). However, molec-
ular mechanisms and signaling pathways implicated in HLA
class I-mediated EC proliferation remain unclear. Allospecific
Ab-mediated ligation of class I molecules expressed on the
surface of EC have been shown to frigger infracellular signal-
g events reflected by phosphorylation of Sre, paxillin, and
focal adhesion kinase (8). Activation of the PI3-K/Akt pathway
also occurs in response to class I ligation on EC (21). Together,
these findings indicate that multiple pathways may act n
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Figure 7. Inhibitory effect of stmvastatin on EC proliferation induced by HLA class I ligation. CFSE staining of EC that were incubated for
24 hwith 10 pg'ml anti-HLA Ab (W6/32), 10 pwg/ml of an isotype control IgG, or medium alone. Pretreatment with inhibitors (50 and 100
nmol/L wortmannin, 10 pmol/L geranylgeranyl pyrophosphate [GGPP] or farnesyl pyrophosphate [FPP]) was performed for 2 h. Pretreatment
with stmvastatin (0.1 and 0.5 pmol/L) was performed for 18 h. (A) CFSE staining was measured by flow cytometry, and data were analyzed
ustng CellQuestPro and ModFitLT software. Cell proliferation was calculated using the Proliferation Wizard Model. Results are representative
of at least three independent experiments. (B) Respective effects of the isoprenoid compounds FPP and GGPP on cell proliferation in the
presence of anti-HLA-class T Ab and simvastatin. Results from three independent experiments are expressed as mean + SEM of relative PI
calculated as a ratio between treated and culture medimm—treated cells. (a)P < 0.01 versus culture medmm-—treated cells; (b)P < 0.01 versus
cells treated with anti-HLA Ab alone; (c)P = 0.1 versus cells treated with anti-HLA Ab alone.

concert to promote EC proliferation. However, upstream sig-
naling events and the hierarchical activation cascade remain to
be established. The present work demonstrates that HLA class
I Ligation on vascular EC induces transcriptional changes,
including the upregulation of genes implicated in the cell cycle
and proliferation, and identified RhoA as a key target for this
ANgIOgeNIc Process.

Differential gene expression analysis 15 a powerful tool to
mvestigate transcriptional changes in cells or tissues. However,
the change in the transcription level of a gene is not always
correlated with the causal role of that gene. Moreover, changes
1 gene expression are not invariably associated with changes
i protein synthesis. Thus, gene expression analysis may be
viewed as a guiding tool to initiate functional investigations.
Rho GTPases, including RhoA, play a central role in eukary-
otic cells. coordinately controlling the organization of the actin
cytoskeleton with other cellular activities such as gene tran-
scription, cell-cycle progression, and mugration (22). The Rho

GTPases also function as key regulators of important signaling
pathways. This study demonstrated that RhoA was rapidly
activated and then upregulated at the transcriptional level
response to HLA class I ligation on vascular EC. To our
knowledge and as reported in recent publications (23.24),
regulation of RhoA at a transcription or protein level is almost
unknown. These studies showed an increase of RhoA mRNA
associated with enhanced RhoA protein level. It is extremely
mteresting that, in EC, intercellular adhesion molecule-1 cross-
linking also induced upregulation of RhoA at both mRNA and
protein levels (25). Consistent with these data, our results may
suggest that mRINA upregulation may reflect of RhoA activa-
tion and consumption and may constitute a feedback response
to RhoA activation, providing more RhoA for subsequent
acfivation.

Although other GTPases can be upregulated. our attention
was focused on determuning the role of the signaling protemn
RhoA m class I-mediated signaling leading to angiogenesis in

54



T Am Soc Nephrol 13: 24202430 2004

A
+ simva - simva + simva
lgG CTL  Anti-HLA Abs Anti-HLA Abs (min)
O 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30
GTP-RhoA . - - —
B +simva - simva + simva
IeG CTL Anti-HLA Abs Anti-HLA Abs (h)
Mwo 1 24 01 2 4 0 1 2 4 blk
RhoA 492bp
Pactin

400bp

Figure 8. Inhibitory effect of simvastatin on RhoA activation and
transcription induced by HLA class I cross-linking. EC were pre-
treated for 18 h with or without stmvastatin (0.1 pmol/L) before
mcubation with anti-HLA class T Ab (W6/32, 10 pg/ml) or irrelevant
1sotype control IgG for the ndicated peniod. (A) Pull-down assays.
The GTP-Rho pulled down from lysate was detected by Western blot
using a specific anti-RhoA antibody. (B) Semiquantitative RT-PCR
analysis of mRNA expression for RhoA. Total RNA was extracted
from EC and subjected to RT-PCR. (18 cycles of PCR amplification).
The specific PCR bands were separated in 1.2% agarose gels and
stained with etlhudium bromide. B-Actin mRNA was amplified as a
control. Results are from a representative experiment of three
performed.

human EC. Consistent with previous results reported on PI3-K
implication on EC angiogenesis after alloantibodies binding
(21), we demonstrated that concomitant with RhoA activation,
PI3-K activation occurred m human EC because of HLA class
I higation. In our study, using C3 exoenzyme, an mnhibitor of
RhoA/B/C activation, indicating that PI3K/Akt 15 a down-
stream target of RhoA in this process. efficiently blocked
PI3-K activation. These data are consistent with previous find-
mngs showing that RhoA may regulate PI3-K activity, suggest-
g that PI3-K is downstream of RhoA, such as in fibroblasts,
platelets (26), and SMC (27).

Our results mdicate that inhibition of RhoA using C3 ex-
oenzyme or a clinieally relevant dose of simvastatin efficiently
prevents anti-HLA—-induced EC growth. Indeed, simvastatin
reproduced the inhibitory effect of C3 exoenzyme that selec-
tively inactivates Rho GTPases, the processing of which -
volves geranylgeranylation. The ability of GGPP but not FPP
to reverse the inhibitory effect of simvastatin on allospecific
EC proliferation highlights the mvolvement of geranylgerany-
lation of proteins and further suggests the contribution of RhoA
to this signaling pathway. Furthermore, similar results were
achieved by the inhibition of PI3-K activity with the synthetic
mbhibitors wortmannin or LY294002. suggesting a key role of
this pathway i our model Mechamistically, our data also
provide evidence that simvastatin prevents both RhoA activa-
tion and the further upregulation of RhoA at the mRINA level.

Alloimmune BhoA-Dependent Endothelial Growth 2437

The PI3-K/Akt signaling pathway 1s a key regulator of the
angiogenic phenotype 1 EC (28). Activated PI3-K and Akt
have been shown to stimulate angiogenesis through increased
expression of vascular endothelial growth factor mRNA in EC
(29). Akt has several downstream targets that are mvolved i
the regulation of the cell cyele, including E2F, forkhead tran-
scription factor, 56 protein kinase, and GSK3p (30). A recent
study documented the signaling pathways involved in angio-
genesis by demonstrating that phosphorylation of GSK38, one
of the many substrates for Akt, 1s essential for EC survival and
migration i vifre and angiogenesis in vivo (31). Akt down-
regulates GSK3f3 through site-specific phosphorylation at
Ser9. GSK3p 15 a cyclin D1 protein kinase (32). Inactivation of
GSK3p through Akt-mediated phosphorylation, as observed 1
response to HLA class I ligation on EC, has been shown fo
decrease turnover and to stabilize cyclin D1 (32). Conse-
quently, we can hypothesize that modulation of cyclin D1
through GSK3p inactivation could provide a second target for
PI3-K imn the regulation of the cell cycle. Supporting this
hypothesis, we observed by flow cytometer analysis that a
preincubation (18 h) with simvastatin, which m our study
efficiently ihibits EC proliferation, significantly reduced cy-
clin D1 expression in EC (data not shown).

PTEN and PI3-K have opposing functions in the control of
cell-cycle progression (30). Indeed, PTEN overexpression in-
hibits cell growth 1n a variety of normal and transformed cells.
PTEN is primarily expressed, m parallel to Akt, in the mud fo
late G, phase during cell-cycle progression before pRb hyper-
phosphorylation (33). However, coexpression of PTEN with
activated PI3-K or Akt as reported in our study, efficiently
antagonizes PTEN-mediated growth suppression (33). There-
fore, PTEN mduction may suggest the existence of a negative
feedback loop that occurs after Rho-dependent PI3-K activa-
tion. Nevertheless, the respective role and downstream targets
of GSK3pB and PTEN have to be investigated.

Inhibitors of HMG-CoA reductase, or statins, have been
shown to be useful in the reversal of endothelial dysfunction,
an effect that may be independent of the reduction in choles-
terol levels. Although their contribution fo angiogenesis could
vary according to the type of statin and dose levels (34), statins
have been showed to have direct beneficial effects, mcluding
mhibition of SMC and EC proliferation (14) and preproendo-
thelin-1 gene expression (19). Most of these actions resulted
from RhoA inactivation (35.36). Recently, 1t was shown that
simvastatin prevents thrombin-induced translocation of RhoA
to the plasma membrane mn EC (36). In accordance, we now
demonstrate that sumvastatin also mhibifs activation of RhoA
and further regulation mediated by HLA class I cross-linking.
In repressing allogeneic-induced angiogenesis through RhoA
and subsequently PI3-K inhibition, statins therefore provide a
new type of immunomodulation that could prevent chronic
transplant nephropathy. The clinical relevance of statins 1s
supported by recent data showing the improvement in long-
term graft survival in heart (37) and kidney (38) transplant
recipients under statin therapy.

In this study, RINA differential display RT-PCR also iden-
tified several other molecules involved in cell-cycle progres-
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sion and regulation (Table 1). Although their precise regulation
at mRNA and protemn levels remams to be analyzed, the
functions of these proteins further indicate that anti-HLA al-
loantibodies alter EC cell cycle and proliferation. In addition,
our data do not exclude roles for other Rho GTPases, most
notably RhoB and RhoC.

Collectively, our data suggest that RhoA-dependent actrva-
tion of the PI3-K/Akt signaling pathway promotes cell-cycle
progression and proliferation of vascular EC that are treated
with anti-HLA alloantibodies. Our data established a specific
effect of the HMG-CoA reductase inhibitor simvastatin on
HLA-induced vascular EC proliferation. Consistent with pre-
vious reports (14,19,36), this antiangiogenic effect is depen-
dent on the inferference of simvastatin with geranylgeranyla-
tion and the membrane localization of RhoA.
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Chapitre 3. Les Cellules Endothéliales
échappent a I'apoptose induite par les
alloanticorps anti-HLA-DR.
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3.1. Introduction.

Si la présence d’anticorps anti-HLA de classe 1 avant la greffe est une contre-
indication stricte a la transplantation, la présence d’anticorps anti-HLA de classe II reste, en
revanche, mal définie et controversée. La spécificité des anticorps anti-HLA est classiquement
déterminée par la technique de cross-match lymphocytaire B et T réalisée sur un panel de
lymphocytes, ou, en pré-greffe, sur les lymphocytes du receveur . Ce test de cytotoxicité
dépendante du complément identifie des anticorps réagissant avec les lymphocytes B et/ou T.
Une réaction anti-B ou crossmatch B signant la présence d’anticorps anti-classe II alors
qu’une réactivité anti-T est supposée signer la présence d’anticorps anti-classe I. Cependant,
les lymphocytes B sont des cibles cellulaires trés sensibles a la cytotoxicité qui, de plus,
expriment a la fois les molécules de CMH de classe 1 et de classe II, ce qui limite
I’interprétation du test. Les études analysant 1’effet du crossmatch B sur la survie des greftes
ont fourni des résultats parfois contradictoires (143) (144). Ainsi une étude récente réalisé sur
5949 receveurs de greffes rénales montrait que le groupe des 642 receveurs, possédant des
anticorps anti-classe II en I’absence d’anticorps anti-classe I, présentait une survie du greffon
a 3 ans de 80 + 1%, survie identique a celle du groupe des 4561 receveurs ne possédant ni
anticorps anti-classe I ni anti-classe II (144). De méme, une étude réalisée par notre
laboratoire, qui visait a identifier la nature des anticorps responsables du cross-match B positif
(en I’absence de cross-match T) ainsi que leur incidence sur la survie des transplantations
rénales, a identifi¢ des anticorps anti-HLA classe II dans seulement 23% des cas et montré
I’absence d’effet délétere sur la survie des greffes (145). L’évolution récente des techniques
d’identification des anticorps anti-HLA (Elisa, cytométrie de flux et analyses de multiplexes)
permet a ’heure actuelle une réévaluation du réle des anticorps anti-HLA dans le rejet de

greffe (106) (146).

L'expression constitutive tissulaire des molécules de classe II, qui sont des dimeres
associant une chaine o de 31-34 kDa a une chaine B de 26-29 kDa, est beaucoup plus
restreinte que celle des molécules de classe 1 (147) (148). Dans le sang, seules les cellules
dendritiques, les lymphocytes B et les monocytes en possédent en surface. Dans les tissus,
outre les macrophages et les cellules dendritiques, les molécules de classe II existent sur les
endothéliums capillaires et certaines cellules de 1'épithélium de l'intestin gréle. Néanmoins,

sous l'effet de cytokines comme I'l[FNy ou le TNFa, de nombreuses cellules parenchymateuses
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et les lymphocytes T peuvent synthétiser et exprimer des molécules HLA de classe II.
Inversement I’'[L-10, le TGFp, P'interféron B inhibent la synthése des molécules HLA de
classe II des APC. Dans un greffon, les principales cellules exprimant les molécules du HLA
de classe II du donneur sont les cellules endothéliales. En effet contrairement aux cellules
endothéliales de souris et de rat, les cellules endothéliales humaines, de méme que les cellules
endothéliales de porc, expriment de fagon constitutive les molécules de classe 11 (35) (149).
Une étude récente montre que le maintien en culture des cellules endothéliales humaines est
associé¢ a la décroissance progressive de I’expression des classe II in vitro. Les auteurs de
cette étude associent la perte d’expression de HLA-DR a une perte de I’expression du
promoteur IV du géne codant pour le facteur transactivateur des classe II, CIITA (« class II
Transactivator A »). L’expression constante de HLA-DR peut étre maintenue par I’addition au
milieu de culture de faibles doses d’IFNy. Une concentration d’IFNy équivalente a la
concentration sérique normale, soit environ 15pg/ml, est suffisante pour le maintien de
I’expression de HLA-DR par les cellules endothéliales en culture (150). Cette étude montre
¢galement que 1’expression des molécules HLA-DR par les cellules endothéliales cultivées en
présence d’IFNy est efficacement inhibée par I’atorvastatine a 1puM, confirmant [’effet

inhibiteur des statines sur le promoteur IV du CIITA (151).

La signalisation et les conséquences fonctionnelles de 1’interaction des anticorps anti-
HLA de classe II avec les cellules endothéliales vasculaires humaines n’ont pas été étudiées, a
ce jour. En revanche, de nombreuses études in vitro rapportent la signalisation induite par des
anticorps anti-HLA de classe II dans les lymphocytes B et les APC, au sens large, ainsi que

les conséquences fonctionnelles qui en découlent.

Les premiers travaux, publiés des 1986, ont tout d’abord montré que le traitement de
lymphocytes B humains avec divers anticorps monoclonaux dirigés contre les molécules
HLA-DR ou HLA-DQ avait pour conséquence de réguler les phases précoces de 1’activation
des lymphocytes B en bloquant la prolifération des B immatures (152). L’effet inhibiteur des
anticorps anti- HLA de classe II sur la prolifération des lymphocytes B était confirmé dans
une étude publiée a la méme époque par un autre groupe (153). Ces travaux suggéraient, en
outre, que la signalisation par le HLA de classe II pouvait affecter différentes étapes de
I’activation et de la différentiation des lymphocytes B et se distinguait de celle observée avec

le HLA de classe I (153). La nature du signal activé par la liaison du HLA de classe II a
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ensuite été examinée dans différents types cellulaires en réponse soit a la fixation d’anticorps
anti-HLA de classe II soit a la liaison avec le TCR. La signalisation intracellulaire activée par
le HLA de classe II est complexe et elle comprend 1’activation de tyrosine kinases (154)
(155), la mobilisation de Ca2+, la production d’AMPc et I’activation des voies NF-«kB,
MAPK ERK1/2 et du facteur de transcription AP-1 (156) (157) (et pour revue, voir (158)).
Les conséquences de cette signalisation sont également multiples incluant I’augmentation de
molécules de costimulation telle que CD86 (159), la production de cytokines (160) (161)
(162) et de facteurs de croissance, une augmentation de I’adhérence via la surexpression de
LFA-1, I’induction de la différentiation des cellules B et I’induction de 1’apoptose (131) (163)
(164) (165). Les voies de signalisation du HLA-DR conduisant a I’apoptose des lymphocytes
B et des APC sont les mécanismes les mieux décrits (131) (132) (154) (164) (166) (167). De
plus, différents facteurs peuvent également moduler la nature et la force du signal induit par le
HLA de classe II et les conséquences fonctionnelles de cette signalisation. Parmi ces facteurs,
on peut citer, le stade d’activation des lymphocytes B, 1’haplotype HLA et I’espece étudiés.
D’autres facteurs ont aussi été identifiés tels que I’interférence des signaux intracellulaires
produits par le BCR (« B cell réceptor ») ou les corécepteurs du BCR dont CD19 et CD22
(168) ou par CD40 (169). Plus récente est la mise en évidence de I’influence de la voie de
capture et de processing de I’antigéne sur 1’expression membranaire du CMH de classe II et sa
signalisation dans les lymphocytes B (159) (170). La signalisation par le HLA de classe II
dans les lymphocytes B est donc un phénomene complexe capable de contrdler, selon le
contexte physiologique ou pathologique, la maturation, 1’activation, la prolifération et la

survie des lymphocytes B.

3.2. Résultats.

De facon complémentaire au travail réalisé sur la signalisation cellulaire activée par le CMH
de classe I dans les cellules endothéliales, j’ai contribué a I’étude de la signalisation cellulaire
activée par le CMH de classe II dans les cellules endothéliales initiée par Stéphanie Le Bas-
Bernadet a la fin de sa thése. Pour cette étude, j’ai en particulier mis au point le test d’analyse
de la fragmentation d’ADN (« cellular DNA content ») par cytométrie de flux aprés marquage

de ’ADN a I’iodure de propidium ; j’ ai utilisé ce test pour comparer 1’effet d’anticorps
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monoclonaux dirigé contre HLA-DR sur [D’apoptose des cellules endothéliales et

leucocytaires.

3.2.1. Résumé de l'article 2.

Les cellules endothéliales vasculaires humaines en culture perdent rapidement 1’expression
des molécules HLA de classe II. L’expression du HLA de classe II (HLA-DR, DP et DQ)
peut étre induite par I’activation des cellules endothéliales par I’IFNy. Toutefois, notre étude
comparative indique que I’expression optimale de HLA-DR a la surface des cellules
endothéliales activées par ’IFNy reste modérée et inférieure a celle de lignées lymphocytaires
B (Raji, Daudi) ou monocytaire (U937) mais €galement a celle de lymphocytes B purifiés a
partir du méme donneur. Nous avons ensuite comparé la capacité des anticorps anti-HLA-DR
a induire I’apoptose des cellules endothéliales et des lymphocytes B. Nous montrons que la
fixation d’anticorps anti-HLA-DR (monomorphiques ou polymorphiques) induit 1’apoptose
des lymphocytes B mais n’a pas d’effet sur les cellules endothéliales issues du méme
donneur. Pour tester 1’hypothése que les cellules endothéliales échappent a I’apoptose en
raison de leur faible expression de HLA-DR, nous avons analysé la signalisation
intracellulaire induite par le HLA-DR dans les cellules endothéliales. Nos résultats
démontrent que la liaison de HLA-DR est suffisante pour induire une modulation de la
phosphorylation des protéines tyrosines dans les cellules endothéliales selon un profil
spécifique. De plus dans les cellules endothéliales, le signal activé par HLA-DR provoque la
phosphorylation de la PKCo/f et de la kinase Akt suggérant une activation de la voie PI3-K.
En conclusion, I’ensemble de nos résultats suggere que les cellules endothéliales échappent a
I’apoptose non pas en raison d’un niveau d’expression de HLA-DR insuffisant a la
transduction d’un signal apoptotique, mais plutdt, par 1’activation d’une voie de survie

impliquant la PI3-K.

L'ensemble des ces résultats est présenté dans I'article 2.
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3.2.2. Article 2.

Le Bas-Bernardet S., Coupel S., Chauveau A., Soulillou, J. P., and Charreau, B.

Vascular Endothelial Cells evade Apoptosis triggered by Human Leukocyte
Antigen-DR ligation mediated by Allospecific Antibodies.

Transplantation (2004) 78 : 1729-1739.
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Vascular Endothelial Cells Evade Apoptosis
Triggered by Human Leukocyte Antigen-DR Ligation

Mediated by Allospecific Antibodies

Stéphanie Le Bas-Bernardet, Stéphanie Coupel, Annabelle Chauveau, Jean-Paul Soulillou, and

Béatrice Charreau

Background. Human leukocyte antigen (HLA)-DR ligation mediates cell death of antigen-presenting cells (APC),
including mature B cells, macrophages, and dendritic cells. This study investigates the apoptotic effects of HLA class I1
ligation mediated by anti-HLA antibodies on activated human vascular graft endothelial cells (ECs).

Methods. HLA class 11 expression was examined by flow cytometry using a panel of HLA-typed vascular ECs isolated
from transplant donors and compared with that of B lymphocytes. The apoptotic effects of anti-HLA-DR monoclonal
antibodies (mAbs) were investigated using viability assays, DNA content analysis, and annexin-V labeling. Intracellular
signaling pathways mediated by HLA-DR ligation on ECs were examined by Western blotting.

Results. Even with optimal stimulation, the expression of HLA-DR on interferon (IFN }—y-treated ECs was quantita-
tively lower (3-5-fold) than that on B cells. Whereas anti-HLA-DR monomorphic mAbs induced apoptosis of B cells
(approximately 2204}, no significant apoptosis of [EN—y-activated ( DR-positive) ECs (<5%), collected from the same
donor, was observed under the same conditions. Similarly, specific polymorphic anti-HLA-DR11 or -DR16 antibodies
were unable to induce EC apoptosis. Nevertheless, antibody-binding to HLA-DR on ECs is sufficient to induce intra-
cellular signaling, as evident in the modulation of tyrosine phosphorylation and protein kinase (PK)C-a/p and PKB/
Akt activation. Our results suggest that HLA-DR ligation induces both commeon and divergent signaling events in ECs
and B cells.

Conclusion. Collectively, our data suggest that, in contrast with professional APC, graft ECs evade apoptosis mediated
by HLA-DR ligation, not as a result of moderate HLA-DR expression but rather as a result of a specific signaling
pathway.

Keywords: Endothelial cells, Alloantibodies, HLA-DR, Apoptosis, Kidney, Transplantation.

(Transplantation 2004;78: 1729-1739)

Hyperacute vascular graft rejection, the direct conse-
quence of preformed donor-reactive human leukocyte
antigen (HLA)-directed antibodies (Abs), has become rare
since the introduction of the complement-dependent lym-
phocytotoxic cross-match test, in which recipient serum is
reacted against donor lymphocytes before transplantation.
Currently, transplantation against a positive T-cell cross-
match (indicating donor-specific anti-HLA class T Abs) is
strictly avoided in routine clinical practice.

The prognosis for grafts performed on recipients pre-
sensitized to donor HLA class I is still controversial. In some
studies, the presence of anti-HLA class II Abs has been asso-
ciated with a higher incidence of graft rejection (1, 2).

In a previous cross-match study, we showed that do-
nor-specific anti-HLA class I Abs, in the absence of donor-
specific anti-HLA class T Abs, are not necessarily harmful to
the transplanted organ (3). Supporting these results, a recent
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study demonstrated that only the simultaneous presence of
preformed anti-HLA class T and class IT Abs has a significantly
adverse effect on kidney graft outcome, and that recipients
with either class T or class IT Abs have good graft survival rates,
even if they are receive transplants against mismatches in the
corresponding HLA antigen class (4). After transplantation,
the presence of these Abs is not routinely monitored, al-
though increasing evidence associates the presence of elicited
anti-HLA Abs with a higher incidence of acute and chronic
graft rejection (5). Recent studies indicate that the posttrans-
plantation production in transplant recipients of Abs di-
rected against donor HLA mismatches is predictive of graft
failure (6—8). Nevertheless, the individual contributions of
anti-HLA class T and class IT Abs to this phenomenon are still
poorly understood (9). Moreover, how noncomplement-fix-
inganti-HLA alloantibodies affect donor-cell function has yet
to be established. In previous studies, it has been shown that
anti-HLA Abs, developed by transplant recipients after trans-
plantation, are capable of transducing signals by way of HLA
class I molecules, which stimulate cell proliferation (10). This
also results in increased tyrosine phosphorylation of several
intracellular proteins in endothelial cells (ECs) (11). Until
now, the effects of HLA class II ligation on vascular ECs have
not been elucidated.

The class I HLAs are constitutively expressed on anti-
gen-presenting cells (APC) and are essential for alloantigen
presentation to CD4+ T lymphocytes. Signal transduction by
HLA class IT molecules can initiate apoptosis of mature APC,
including B cells (12) and dendritic cells (DCs) (13). CD34+
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hematopoietic progenitors and monocytes are resistant to
HLA-DR-mediated apoptosis, whereas macrophages, B cells,
and DCs are sensitive to it, and are even more sensitive after
maturation, suggesting a correlation between differentiation
state or APC capacity (13).

Because they express donor HLA class I and class II
antigens (14) (15), activated gratt ECs can be the cellular tar-
gets of preformed or elicited anti-HLA alloantibodies, but
also present alloantigens to host T cells, as nonprofessional
APC (16). In the present study, we examined the effect of
HLA class IT ligation, mediated by anti-HLA-DR Abs, on EC
apoptosis. To this end, human primary cultures of HLA- and
ABO-typed vascular ECs, isolated from cadaveric kidney-
transplant denors, were incubated in vitro with monoclonal
Abs (mAbs) specific for monomorphic or polymorphic de-
terminants of the HLA-DR molecules expressed by interferon
(IFN }—y-treated ECs. EC viability and apoptosis were evalu-
ated by 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide (MTT) staining, cellular DNA content, and
annexin-V-labeling and compared with those of B cells. The
ability of Ab-mediated ligation of HLA-DR to trigger intra-
cellular signaling and protein kinase C (PKC) and the PI3-
kinase/Akt activation in ECs was further analyzed by
immunoblotting.

MATERIALS AND METHODS

Endothelial Cell Isolation, Culture, and
Bctivation

Human arterial endothelial cells (HAEC) were isolated
from unused pieces of renal artery taken from cadaveric or-
gan donors before kidney transplantation. Primary cultures
were generated by digestion with 0.2% collagenase A (Boehr-
inger, Mannheim, Germany) for 30 minutes at 37°C. After
digestion, ECs were harvested and cultured in EC growth me-
dium supplemented with 10% fetal calf serum, 0.4% EC
growth supplement/heparin, 0.1 ng/mL human epidermal
growth factor, 1 ng/mL human basic fibroblast growth factor,
1 pg/mL hydrocortisone, 50 pg/mL gentamicin, and 50
ng/mL amphotericin B (C-22010; PromoCell, Heidelberg,
Germany) at 37°C in a humidified 5% CO, atmosphere. For
experiments, ECs were used between the second and fifth
passages. For activation, EC monolayers were cultured with
100 U/mL recombinant human gamma IFN-y (Imukin,
Boehringer Ingelheim, Germany) or 100 U/mL recombinant
human tumor necrosis factor-alpha (TNF-e; kindly provided
by Prof. P. Neuman, Ludwigshafen, Germany) for 24 to 96
hours. CD19+ B cells were isolated from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC]) by positive selection using the
CDI19-Microbead Selection Kit (Miltenyi Biotec, Paris,
France). The Daudi and Raji B-cell lines are well-character-
ized B-lymphoblast cell lines established from Burkitt’s lym-
phoma and were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC).

Flow Cytometry and Antibodies

ECs (1-2x 107 cells/sample) were suspended in tryp-
sin-ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Gibco BRL),
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) contain-
ing 1% bovine serum albumin (BSA) and 0.1% NaN,, and
then incubated on ice for 30 minutes with a saturating con-
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centration of primary Ab. After three washes in 1% BSA/0.1%
NaN,/PBS, cells were incubated with a fluorescein isothio-
cyanate (FITC)-labeled goat anti-mouse F{ab')2 immuno-
globulin (Ig)G (Jackson Laboratories, West Grove, PA) at 4°C
for 30 minutes. This step was followed by three washes in cold
1% BSA/0.1% NaN,/PBS, and the cells were suspended in 1%
formaldehyde in PBS. Negative controls were performed by
incubating the cells with FITC-labeled goat anti-mouse Ab
alone. Mouse mAbs used for this study were anti-HLA class I
(cloneWe/32; ATCC), monomorphic anti-HLA-DR (clone
L243: anti-HLA-DRB1 +DRB4 IgG2a, monomorphic), anti-
HLA DQ1 and DQ3 (clone SK10: DQwl and DQw3), anti-
HLA DP (clone B7/21), anti-CD31(PECAM-1) (clone
WMB59; Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France), anti-
CD146 (S-endo-1; kindly provided by Dr. F. Dignat-Georges,
CHU Marseille, France), anti-CD 102 (intercellular adhesion
molecule [ICAM]-2) (clone BT1; Beckman Coulter), anti-
ICAM-1 (clone BH-7), anti-E-selectin (R&D Systems, Lille,
France), and anti-vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1
(R&D Systems). Polymorphic Abs specific for HLA-DR11 or
-DR16 were purchased from One Lambda (Canoga Park,
CA).

Fluorescence was measured on 10,000 cells/sample us-
ing a fluorescence-activated cell sorter (FACS; FACSCalibur,
Becton Dickinson, Mountain View, CA). Data are presented
in histograms plotting mean fluorescence intensity (MFI) on
a four-decade logarithmic scale (x-axis) versus cell number
(y-axis).

Apoptosis Assays

MTT Colorimetric Assay

ECs were plated onto 96-well plastic plates {Nunc,
Roskilde, Denmark) precoated with 1% gelatin at 1x10*
cells/well. After treatment, cell viability was assessed by incu-
bation with 1 mg/mL MTT for 5 hours at 37 °C, with optical
density measured at 550 nm. Experiments were performed in
triplicate, and the results are expressed as a percentage+SD.

Cellular DNA Content Analysis

After treatment, B cells were harvested, and floating
ECs were collected and pooled with residual attached ECs
harvested by trypsin treatment. Each sample of pooled cells
was washed once with PBS, fixed in ice-cold 70% ethanol, and
incubated for 24 hours at 4°C. Fixed cells were then stained
with 50 pg/mL propidium iodide (PI), 100 U/mL RNase A,
and 1 mg/mL glucose in PBS (1 mL/1x 10° cells). Fluores-
cence was measured on 10,000 cells/sample using FACS
(FACSCalibur) and analyzed using CellQuestPro software
(Becton Dickinson). Data are presented in histograms of cel-
lular DNA content versus cell number, and the percentage of
apoptotic cells (hypodiploid cells in sub-G1} is indicated.

Annexin-V Labeling

After treatment, floating ECs were collected, and adhe-
sive cells were trypsinized and harvested from six-well plates.
The pellet was washed twice in PBS, then resuspended in
binding buffer (10 mmol/L HEPES/NaOH [pH 7.4], 140
mmol/L NaCl, and 2.5 mmol/L CaCl,). Annexin-V-FITC
was added to a final concentration of 100 ng/mL, and the cells
were incubated in the dark for 10 minutes, then washed and
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resuspended in 300 pL of binding buffer. PI was added to
each sample before flow cytometric analysis. Fluorescence
was measured on 10,000 cells/sample using FACS (FACSCali-
bur) and analyzed using CellQuestPro software (Becton
Dickinson).

Western Blot Analysis
Cells were lysed on ice in 20 mmol/L Tris-HCL (pH 7.4),
137 mmol/L NaCl, 0.05% Triton X-100, 1 mmol/L phenyl-

A
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methylsulfonyl fluoride, 0.2 U/mL aprotinin, and 100 pg/mL
leupeptin. Protein concentrations were measured using BCA
Protein Assay Reagent (Pierce, Rockford, IL). Cell lysates (15
pg protein) were resolved by sodium dodecyl sulfate-polyac-
rylamide gel electrophoresis (10-15%) and subjected to
Western immunoblot analysis using the following Abs: rabbit
polyclonal IgG antiphospho-PKC-a/BII (Thr638/641), anti-
Akt, anti-Phospho-Akt (Ser473) from Cell Signaling Tech-
nology (Beverly, MA), and mouse antiphospho-tyrosine
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FIGURE 1. (A) Characterization of human vascular endothelial cell (EC) cultures. Comparative analysis of the morphol-

ogy and phenotype of vSMCs and human aortic endothelial cells (HAECs) isolated from the same individual. Cell morphol-
ogy was assessed by phase-contrast microscopy (<400), and phenotype was defined by flow cytometry using anti-CD 146
and anti-CD31 monoclonal antibodies (mAbs). (B) Phenotypic comparison of resting (upper) and cytokine-activated HAECs
(lower). ECs were treated with medium alone or incubated with tumor necrosis factor (TNF)-« (100 U/mlL, thin line) or
interferon (IFN)-y (100 U/mL, bold line) for 6 hours. After treatment, ECs were harvested and incubated with anti-E-selectin,
anti-vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, anti-intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, or anti-ICAM-2 primary
mAbs. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled goat anti-mouse immunoglobulin (Ig)G was used as the secondary anti-
body. Negative controls (dashed line) were performed by incubating the cells with FITC-labeled goat anti-mouse Ab alone.
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FIGURE 2. (A) Expression of
human leukocyte antigen (HLA)-
DR, -DP, and -DQ on resting and
[FN—y-activated ECs. HAECs were
cultured for 72 hours with or with-
out 100 U/mL recombinant human
[FN-y. After treatment, cells were
harvested and incubated with anti-
HLA-DR, -DQ, or -DP mAb (bold
lines). FITC-labeled goat anfti-
mouse IgG was used as the sec-
ondary antibody. Negative con-
trols (thin line) were performed by
incubating the cells with FITC-la-
beled goat anti-mouse Ab alone.
Mean values for fluorescence in-
tensity are indicated. (B) Compar-
ative analysis of HLA-DR, -DP, and
-DQ expression on vascular ECs
from individual donors. HAECs
from six individual donors were
cultured for 72 hours with 100
U/mL recombinant human [FN-y.
After treatment, cells were har-
vested and incubated with anti-
HLA-DR, -DQ, or -DP mAb as the
primary Ab and then with FITC-la-
beled goat anti-mouse Ab as the
secondary Ab. Data are presented
as means of fluorescence intensity
(MFT). (C) Comparative analysis of
HLA-DR expression on vascular
ECs and B cells. HAECs (#11836)
were activated with 100 U/mL
[FN-y for T2 hours before staining.
Anti-HLA-DR (L243) mAb was used
as the primary Ab and was de-
tected with FITC-labeled goat anti-
mouse IgG. Fluorescence was
measured on 10,000 cells/sample
using fluorescence-activated cell
sorter (FACS). Data are presented
in histograms plotting MFI on a
four-decade logarithmic scale (x-
axis) versus cell number (y-axis).
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(4G10) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Horse-
radish peroxidase-conjugated anti-rabbit and anti-mouse
IgGs (Cell Signaling Technology) were used as secondary Abs
in chemiluminescent Western blot assays. To verify the
amount of proteins loaded, blots were reprobed with mouse
monoclonal anti-glyceraldehyde-3-phosphate  dehydroge-
nase (GAPDH) Ab (Chemicon, Temecula, CA). Blot quanti-
fication was performed by densitometry analysis with Kodak
Digital Science Image Station 440 CF and Kodak Digital Sci-
ence Image Analysis 1D software (Eastman Kodak Company,
Rochester, NY). Data are representative of at least three inde-
pendent experiments.

Statistical Analysis

Data are shown as means*SEM. All data were evalu-
ated with two-tailed unpaired Student’s t test or compared by
one-way analysis of variance. A P value of less than 0.05 was
deemed significant for all tests.

RESULTS

Isolation and Characterization of HAECSs

A collection (n=17) of primary HAECs was isolated
from HLA- and ABO-typed individual organ donors. The
phenotype of each primary EC culture was determined by
flow cytometry using Abs to the endothelial-specific antigens
CD146 (S-endo-1) and CD31. As illustrated in Figure 1A,
cultured HAECs (donor #11202) constitutively expressed
both CD146 or CD31. In contrast, vascular smooth-muscle
cells (vSMCs) isolated from the same donor (vSMCs #11202)
did not express CD146 and CD31 but did express a-actin
(data not shown). The phenotypic analysis shown in Figure
1B indicates that, at rest {upper panel), primary cultures of
HAECs also expressed ICAM-1 and ICAM-2 but not E-selec-
tin or VCAM-1. EC activation with recombinant TNF-a or
IFN-v (lower panel) selectively triggered the transient induc-
tion of E-selectin and VCAM-1 and the up-regulation of
ICAM-1 expression, typical hallmarks of EC activation.

Expression and Regulation of HLA Class IT
Molecules on HAECs

Vascular ECs do not constitutively express HLA class 11
antigens. Expression of HLA-DR, -DQ, and -DP was selec-
tively induced by IFN-v and reached a maximum level at 72
hours, as shown in Figure 2A. The induced expression of
HLA-DQ was lower than that of HLA-DP, whereas the in-
duced expression of HLA-DP was lower than that of HLA-
DR, as previously reported (15) (Fig. 2A). This hierarchy in
the levels of HLA class II expression was consistently observed
for ECs collected from different donors (n=6), with little
variation between individuals (Fig. 2B). Comparative analysis
indicated that the inducible expression of HLA-DR on ECs
was lower (approximately 3-fold) than constitutive HLA-DR
expression on Raji or Daudi B cell lines. This discrepancy was
further confirmed when HLA-DR levels were compared on
HAECs and B cells isolated from the same donor (donor
#11636) (MFI=165.2 vs. 12214 for ECs and B cells, respec-
tively) (Fig. 2C).
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HLA-DR Ligation on Vascular ECs does not
Trigger Apoptosis

Cell death and apoptosis were assessed by three differ-
ent methods: MTT staining for cell viability, PI staining and
DNA content analysis, and annexin-V labeling. First, viability
assays were performed on resting or [IFN—y-activated HAECs
incubated for 24 hours with anti-HLA-DR mAb (L243) or in
the presence of TNF-a and cycloheximide (CHX). As previ-
ously reported, TNF-a promotes EC apoptosis when mRNA
or protein synthesis is inhibited by actinomycin D or CHX
(17). Data shown in Figure 3 indicate that CHX plus TNF-a
strongly reduced cell viability (26.7—49.9% cell viability com-
pared with controls, *P<20.05), whereas anti-HLA-DR mAb
had no significant effect (P=0.05). Apoptosis was further in-
vestigated by cellular DNA content analysis. Our results indi-
cate that the incubation of Raji B cells with monomorphic
anti-HLA-DR (L243) mAb induced apoptosis in 51% of cells,
whereas background levels of apoptosis induced by irrelevant
Abs was 26.5% (Fig. 4). Similarly, the incubation of B cells,
purified from PBMC (donor #11636), with anti-HLA-DR
(L243) mAb resulted in a significant increase in apoptotic cell
number (21.4% increase in apoptotic cells). Under the same
conditions, no significant apoptosis of resting (DR-negative)
or I[FN—y-activated (DR-positive) ECs was observed (1.7%
and 1.6% apoptosis, respectively) (Fig. 4). Cross-linking anti-
HLA-DR mAbs with an anti-mouse IgG did not enhance cell
apoptosis (data not shown). In contrast, incubation of
HAECs with TNF-a in the presence of CHX efficiently in-
duced EC apoptosis (35.4% and 33.7% apoptotic cells in rest-
ing and activated ECs, respectively).

To further investigate the effects of HLA-DR ligation
on vascular ECs, IFN—y-treated ECs (HAEC #11202: DR16+,
DR11—; and HAEC #11636: DR11+, DR16—) were incu-
bated with polymorphic Abs specific for HLA-DRI1 or
-DR16. The binding of specific anti-HLA-DR IgG to HAEC
cultures is shown in Figure 5A. FACS analysis performed after
double staining with PI (FL2) and annexin-V-FITC (FL1)

cell viability 0 30 60 90 120
{%} 1 S T | |
o |— 2
B FNg-treated

TNF&CHX

L

1243

IJ

FIGURE 3. Cellviability assays. HAECs were preactivated
with or without 100 U/mL IFN-y for 72 hours and then incu-
bated for 24 hours with culture medium, cycloheximide (CHX,
2.5 pg/ml), and TNF-« (100 U/mL) or anti-HLA-DR (L243; 10
wg/mL) mAb. After treatment, cell monolayers were incu-
bated with 1 mg/mL 3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide (MTT) for 5 hours at 37°C, and optical
density (OD) was measured at 550 nm.
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FIGURE 4. Comparative effects of monomorphic anti-HLA-DR Ab on EC and B-cell apoptosis. HAECs were preactivated
with or without 100 U/mL IFN-y for 72 hours to induce HLA-DR expression. Raji, CD19+ B cells (#11636), and HAECs
(#11636) were incubated in culture medium with 10 pg/mL anti-HLA-DR mAb (L243) for 48 hours. IgG2a (10 pg/mL)
irrelevant-matched control Ig was used as the negative control. After treatment, cells were harvested, fixed in ice-cold 70%
ethanol, stained with propidium iodide (PI) staining solution (1 mL/1310% cells), and analyzed with FACS. Data are pre-
sented in a histogram of cellular DNA content (FLZ) versus cell number; percentages of apoptotic cells (sub-G1) are

indicated.

indicates that, similar to monomorphic Abs, specific poly-
morphic anti-HLA-DR11 or -DR16 Abs were unable to in-
duce EC apoptosis (Fig. 5B). Failure of both monomeorphic
and polymorphic anti-HLA-DR Abs to promote apoptosis of
HAEC (#11636) was further confirmed by DNA content
analysis. In contrast, apoptosis of B cells collected from the
same donor (#11636) occurred specifically in response to an-
ti-HLA-DR11 but not in response to irrelevant anti-DR16 Ab
binding (13.11% apoptosis).

Operative Signaling Pathways Mediated by
HLA-DR Ligation in ECs

Because of the moderate level of HLA-DR expression
observed in ECs, we sought to determine whether ligation of

HLA-DR on vascular ECs is sufficient to trigger the activation
of intracellular signaling pathways. The ability of anti-
HLA-DR mAbs to modulate phosphorylation at tyrosine res-
idues was analyzed by Western blotting using an antiphos-
pho-tyrosine mAb (Fig. 6). Figure 6 clearly shows that
HLA-DR ligation decreased the expression of a tyrosine-
phosphorylated protein of 70 kDa in both endothelial and
Raji cells. In ECs, but not in B cells, treatment with anti-
HLA-DR also reduced tyrosine phosphorylation of a 38 kDa
protein. Similar results were obtained with ECs from two dif-
ferent donors (data not shown ). These data indicate that sig-
naling was activated and suggest that HLA-DR ligation in-
duces both common and divergent signaling events in ECs
and B cells.
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FIGURE 5. Effects of polymorphic anti-HLA-DR11 and-DR16 Abs on EC apoptosis.  (A) Representative binding of spe-
cific anti-HLA-DR mAb to HAECs #11636 (DR11+) and HAECs #11202 (DR16+). HAECs were preactivated with 100 U/mL
[FN-v for T2 hours and incubated with specific anti-HLA-DR11 and -DR16 mAbs (diluted 1:4). The binding of anti-HLA-DR
mAbs was detected using FITC-labeled anti-mouse IgG and analyzed with FACS. Negative controls (thin line) were per-
formed by incubating the cells with FITC-labeled anti-mouse Ab alone. Data are presented in histograms plotting MFI on a
four-decade logarithmic scale (x-axis) versus cell number (y-axis). (B) Apoptosis in response to anti-HLA-DR11 or -DR16
mfAbs. HAECs were preactivated with 100 U/mL IFN-y for 72 hours to induce HLA-DR expression. HAECs and purified
CD19+ B lymphocytes were incubated for 48 hours in culture medium with 10 pg/mL anti-HLA-DR (L243), anti-HLA-DR186,
or anti-HLA-DR11 (diluted 1:4) mAbs. After treatment, cells were harvested and labeled with annexin-V-FITC; FACS was
used to quantify apoptosis by measuring the percentage of cells stained with annexin V but not with PI. Data presented in dot
plots of annexin-V-FITC (FL1) versus PI (FL2). For DNA content analysis, cells were harvested, fixedinice-cold T0%: ethanol,
stained with PI staining solution (1 mL/1:x10% cells), and analyzed with FACS. Data are presented in histograms of cellular
DNA content (FL2) versus cell number; percentages of apoptotic cells (sub-G1) are indicated.
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FIGURE 6. Pattern of tyrosine-phosphorylated proteins
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in response to HLA-DR ligation. HAECs were prefreated with

[FN-vy for 72 hours. HAECs (A) and Raji cells (B) were incubated with 10 pg/mL anti-HLA-DR (L243) mAb for the indicated
times. After treatment, cell lysates were harvested and subjected to 12.5% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). Immunoblot analysis was performed with anti-phospho-tyrosine (4G10) Ab, detected with
horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse Ab, and visualized with enhanced chemiluminescence (ECL).
(lower) GAPDH levels in samples from a blot reprobed with anti-GAPDH Ab. For blot quantification (right), data were
normalized to GAPDH levels and expressed as arbitrary units (A.U.). Results shown are representative of three separate
experiments. IgL, Ig light chain; IgH, Ig heavy chain reflecting the binding of anti-HLA-DR mAbs.

The activation of PKC is an important pathway down-
stream from major histocompatibility (MHC) class II pro-
teins, and transmission of PKC signals through these mole-
cules was initially demonstrated in B cells and further
confirmed in other APCs (18). In the present study, PKC
phosphorylation induced by anti-HLA-DR (L243) mAb in
ECs was analyzed. Our data demonstrate a time-dependent
decrease in the phosphorylated form of PKC isoforms afBII
in response to anti-HLA-DR Ab (Fig. 7A). The decrease in
PKC-a/BIl phosphorylation was transient, beginning 15
minutes after DR ligation and ending at 120 minutes. In con-
trast, anti-HLA-DR clearly promoted PKC-a/BII phosphor-
ylationin B cells (Fig. 7B) with a maximal effect at 30 minutes
(2.8-fold increase as compared with control). These data sug-
gest that PKC-e/B may be involved in the signaling pathway
mediated by HLA-DR ligation on ECs. Nevertheless, PKC-
«/pB activation is not associated with cell death through apo-
ptosis in ECs. Therefore, we next examined whether HLA-DR
crosslinking on ECs could mediate further activation of the
protective PI3-kinase signaling pathway. Figure 8 shows that

concomitant with the decrease in PKC-a/B phosphorylation,
we found an increase in the level of phosphorylated Akt pro-
teins resulting from PI3-K activation. Altogether, these data
suggest that the expression of HLA-DR by vascular ECs is
sufficient to trigger intracellular signaling through the mod-
ulation of tyrosine phosphorylation and PKC-a/p and PI3-
kinase activation.

DISCUSSION

It has previously been demonstrated that HLA-DR-
mediated cell death is a common feature of all mature APCs
(Le., B cells, macrophages, and DCs) and that this apoptosis
can occur independently of Fas/Fas-ligand (L) interaction
(12). Moreover, the hierarchy of susceptibility to HLA-DR
signals leading to apoptosis of APC has been correlated with
the hierarchy of Ag-presentation capacity reflected by the ex-
pression of HLA-DR, CD40, CD80, and CD86 (13). HLA—
DR-mediated apoptosis is stronger in mature DCs than in
immature DCs and in macrophages than in monocytes (13).
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FIGURE 7. PFhosphorylation of protein kinase C (PKC)

a/Bll in response to HLA-DR ligation. HAECs (A) and Raji
(B) were pretreated with [FN-y for 72 hours and incubated
with 10 pg/mL anti-HLA-DR (L243) mAb for the indicated
times. After treatment, cell lysates were harvested and sub-
jected to 12.5% SDS-PAGE. Immunoblot analysis was per-
formed with antiphospho-PKCa/pIl (Thr638/641) Ab, de-
tected with HRP-conjugated anti-rabbit Ab, and visualized
with ECL. (lower) GAPDH levels in samples from a blot re-
probed with anti-GAPDH Ab. For blot quantification, data
were normalized to GAPDH levels and expressed as A.U.
Results shown are representative of three separate
experiments.

In contrast with professional APCs, cultured human vascular
ECs do not express HLA class IT molecules at rest. As shown
by others (14, 15, 19) and in the present study, HLA class II
molecules can be induced upon EC activation with IFN-y.
This expression is regulated by MHC class II transactivator
(CIITA), the MHC class II-specific transcription factor.
When HLA class II (-DR, -DP, -DQ) levels were compared
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FIGURE 8. Phosphorylation of Akt In response to
HLA-DR ligation. HRECs were pretreated with IFN-y for 72
hours and incubated with 10 pg/mL anti-HLA-DR (L243)
mAb for the indicated times. After treatment, cell lysates
were harvested and subjected to 12.5% SDS-PAGE. Immu-
noblot analysis was performed with anti-phospho-Akt (Ser
473) Ab, detected with HRP-conjugated anti-rabbit Ab, and
visualized with ECL (data not shown). Total Aktlevel in sam-
ples was determined from a blot reprobed with anti-Akt Ab.
For blot quantification, data were normalized to total Akt
levels and expressed as A.U. Results shown are represen-
tative of three separate experiments.

after treatment with IFN-+y for 72 hours, on HAEC from dif-
ferent donors (n=6) (Fig. 2B), expression levels were found
to be roughly similar. Nevertheless, when compared with the
expression on B cells, including those isolated from the same
donor, endothelial HLA-DR expression on activated cells was
quantitatively lower. We showed that HLA-DR ligation me-
diated by specific mAbs directed to either monomorphic or
polymorphic (DR11, DR16) HLA determinants efficiently in-
duced the apoptosis of B cells but did not affect EC viability.
However, when ECs were exposed to both TNF-« and CHX,
apoptosis occurred in approximately 35% of ECs, as previ-
ously reported (17). The induction of apoptosis under these
conditions results from the inhibition by CHX of anti-apop-
totic and protective genes regulated by TNF-«, such as Al,
A20, and heme oxygenase-1 (20-22).

In addition to only moderate levels of HLA-DR expres-
sion, human ECs do not express some costimulatory mole-
cules, including CD80 and CD86 (16). Collectively, it could
be speculated that the absence of HLA-DR-mediated cell
death reflects the particular antigen-presentation capacity of
human vascular ECs and in particular the relatively low
HLA-DR expression on activated ECs, as compared with B
cells. Similar observations have been reported for other mol-
ecules that mediate apoptotic pathways, such as Fas/FasL.
Macrophages express Fas and readily undergo apoptosis
when incubated with anti-Fas Abs. In contrast, although ECs
can express the Fas molecule, Fas ligation is insufficient to
induce apoptosis (23).

To test this hypothesis, signaling mediated by anti-
HLA-DR binding in ECs was investigated. Comparative anal-
ysis of protein phosphorylation in response to HLA-DR liga-
tion showed that HLA-DR-mediated signaling efficiently
operates in ECs, indicating that DR expression is sufficient to
trigger intracellular signaling. Nevertheless, the patterns of
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tyrosine phosphorylation in HAECs and B cells treated with
anti-HLA-DR Abs suggest that both common and cell-spe-
cific signaling events may occur in response to HLA-DR
ligation.

PKC translocation after HLA class II stimulation has
been abserved in both human and murine B cells (24). The
intracellular signal initiated by HLA-DR ligation on DCs in-
volves the translocation and activation of PKC8& (25). Re-
cently, Guo et al. (26) demonstrated that HLA-DR-induced
PKC-p activation is essential for the induction of B cell death
by way of HLA-DR. Activation of PKC is usually associated
with membrane translocation, but phosphorylation has also
emerged as an important regulatory mechanism of all PKCs.
For both PKC-a and PKC-B, there is evidence that activa-
tion-loop phosphorylation is required for activity (27). On
chronic activation, dephosphorylation precedes the charac-
teristic down-regulation of PKC protein and its degradation
(28). In the present study, we showed that the phosphoryla-
tion of PKC-a/BII transiently decreased in ECs incubated
with anti-DR mAbs, suggesting that DR ligation mediates
PKC-a/f3 dephosphorylation. PKC plays a central role in the
growth-factor signal transduction pathway and regulates a
wide variety of cellular functions, including cell death but also
cell proliferation and differentiation (29). Interestingly, a
functional role has been identified for PKC-« in Bcl2 phos-
phorylation and in resistance to apoptosis (30). PKC-medi-
ated Akt activity has been reported to play an essential role in
vascular endothelial growth factor-stimulated angiogenesis
(31). Both Bcl2 and Akt activation are implicated in EC sur-
vival pathways (32). In the present study, we demonstrated
that cross-linking of HLA-DR on ECs also promotes phos-
phorylation of Akt, suggesting that the PI3-K pathway, in-
volved in EC survival, is activated. Nevertheless, the down-
stream effectors of both PKC-a/f and Akt must be defined to
determine how HLA-DR ligation drives a survival pathway in
ECs that involves both PKC and PKB/Akt activation. Alter-
natively, the possibility should be tested that an endothelial-
specific cytoprotective pathway counteracts the apoptotic sig-
nal mediated by HLA-DR ligation.

Our data show that anti-HLA-DR Abs mediate signal-
ing but do not induce apoptosis in vascular ECs. Similarly,
anti-HLA class I Abs do not affect EC viability but rather
increase cell proliferation (33). Interestingly, we recently re-
ported the presence of non-HLA-type EC-reactive Abs
(AECA) in allosensitized transplant recipients. These Abs
bind to activated HAECs and consistently trigger EC death
through apoptosis (34). Although the molecular targets of
AECA and the mechanisms of apoptosis remain to be eluci-
dated, these data indicate that some alloreactive Abs can in-
duce the apoptosis of vascular ECs, at least in vitro.

HLA-DR-induced apoptosis, which may occur as a re-
sult of anti-HLA binding but also as a result of T-cell-APC
interactions, has been proposed as a mechanism that down-
regulates the immune response (13). The escape of vascular
ECs from HLA-DR-mediated apoptosis may result from a
specific pattern of HLA regulation and signaling that impairs
typical APC functions but preserves cell survival and cell
properties.

Finally, our data suggest that the presence of non-
complement-fixing anti-HLA-DR alloantibodies may not
damage graft ECs. Nevertheless, because transmembrane and
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intracellular domains are markedly different in the a- and
B-chains of HLA-DR, -DQ, and -DP, it is possible that HLA-
DR, -DQ, and -DP drive distinct signal transduction path-
ways (35). Therefore, the possibility that the ligation of
HLA-DQ or HLA-DP to allospecific Abs mediates EC injury
remains to be evaluated.
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Chapitre 4. Expression et Régulation de la
molécule HLA-E par les cellules endothéliales
et mise en évidencede HLA-E soluble.
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4. 1. Expression et Fonctions de la molécule HLA-E.

Les cellules endothéliales humaines expriment de fagon constitutive les molécules du
CMH de classe I dites classiques (ou Ia) HLA-A, HLA-B et HLA-C (171). Si I’on compare
les niveaux d’expression a la surface de cellules endothéliales quiescentes, non activées,
HLA-A est plus fortement exprimé que HLA-B, Iui méme exprimé de fagon plus importante
que HLA-C. Cette répartition est observée au niveau transcriptionnel, et, elle est corrélée a
des variations quantitatives du nombre de molécules exprimées a la surface des cellules
endothéliales. La régulation de ces différents alleles au cours de I’activation par des cytokines
inflammatoires (TNFa, IFNy) a fait I’objet de plusieurs études récentes qui ont montré que
I’expression transcriptionnelle puis protéique est treés fortement régulée pour HLA-B, le taux
d’ARN messager pouvant varier d’'un facteur 10 en réponse a 1'une ou l’autre de ces
cytokines. En comparaison, I’expression de HLA-A augmente de fagon modérée et celle de
HLA-C varie peu (172) (173). Au cours de ma thése, nous avons entrepris 1’étude de la
régulation, au niveau transcriptionnel, des différents alleles du HLA de classe I au cours de
I’activation endothéliale. Nous avons alors mis en évidence la régulation de la transcription de
la molécule du HLA de classe I non classique, ou Ib, HLA-E dans les cellules endothéliales

activées.

4.1.1. HLA-E : molécule du HLA de classe I non classique.

HLA-E appartient avec HLA-F et HLA-G aux molécules du HLA de classe I dites non
classiques ou Ib (174) (175). Contrairement aux molécules du HLA de classe I dites
classiques (HLA-A, -B et —C), ces molécules ont un polymorphisme restreint et sont tres
conservées. Ces caractéristiques ainsi que leur localisation dans le génome suggerent qu’elles
pourraient participer a la reconnaissance antigénique. Néanmoins, leur faible polymorphisme
et leur profil d’expression restreint limitent, a priori, leurs fonctions dans le controle de la
réponse immune. HLA-G, qui est exprimé essentiellement dans le placenta et joue un role
important dans la protection du foetus contre la lyse par les cellules « Natural Killer » (NK)
maternelles, est probablement la mieux caractérisée des trois molécules de classe Ib (176) (et
pour revue voir (177)). En revanche, peu de choses sont connues sur HLA-F (178). HLA-E a
¢été initialement décrite par Koller ef al. en 1988 (179). 1l est intéressant de noter que dans le

génome, HLA-E est situ¢ entre HLA- A et HLA-C (voir Figure 11).
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Figure 11 : Localisation des genes codant pour les molécules du CMH humain (D'apres RD
Campbell et J Trowsdale. Map of the human major histocompatibility complex, Immunol
Today, 1993, 14 : 350-351.).

Les connaissances acquises sur la molécule Qa-1b, homologue de HLA-E chez la souris, ont
permis d’améliorer rapidement la caractérisation de la molécule HLA-E. HLA-E et son
homologue murin Qa-1b partagent certaines similarités de séquences ,et en particulier, deux
résidus sérine en position 143 et 147 substituant respectivement une thréonine et un
tryptophane présents dans la poche a peptide de la plupart des molécules de classe 1. Les
travaux du groupe de Geraghty ont montré que, comme pour Qa-1b, I’expression
membranaire de HLA-E nécessite I’expression par la cellule du peptide leader des molécules
de classe Ia (180) (181). Au cours de la synthése des molécules de classe I, le peptide leader,
ou peptide signal, qui est situé dans la partie NH2-terminale de la protéine, est synthétisé en
premier par le ribosome. Une fois synthétisé, le peptide leader interagit avec le « signal
recognition particle » qui le transporte avec le ribosome vers le réticulum endoplasmique. Une

fois le transport accompli, le peptide est clivé par une signal peptidase (voir Figure 12). La
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séquence MAVMAPRTVLLLSGALALTQTWA du peptide leader est trés conservée parmi
les molécules de classe I. L utilisation de peptides de synthése a permis la mise évidence de la
séquence de 9 acides aminés VMAPRTVLL qui se lie a HLA-E (182). Cette séquence est trés
fortement conservée, un polymorphisme portant sur un acide aminé (thréonine en position 2)
a cependant été décrit pour certaines molécules de classe Ia HLA-B (183). Dans ce cas, la
présence du résidu thréonine empéche la fixation de HLA-E. Cette particularité ne semble pas
avoir de conséquence biologique puisque le peptide leader peut étre fourni par les alleles
HLA-A et HLA-C. La liaison de HLA-E et du peptide leader est nécessaire pour 1’expression
membranaire de la protéine, mais également, pour la stabilité de la molécule. Le peptide
leader de HLA-G peut également se lier a HLA-E (184). Michaelson et al. ont montré
récemment la capacit¢ de HLA-E de se lier au peptide leader de la « heat shock protein »
(hsp) 60, cette interaction a pour conséquence une augmentation de 1’expression de HLA-E et

de hsp60 a la surface de la cellule au cours du stress (185).

Figure 12 : Structure (a) et mode de synthese (b) des molécules du HLA de classe I HLA-A, -
B et —C (D’aprés O’Callaghan et al. (186)).
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4.1.2. Fonctions biologiques de la molécule HLA-E.

4.1.2.1. HLA-E : Ligand du récepteur CD94/NKG2A.

L’identification des récepteurs de HLA-E a été définie au moyen de tétrameres. Ces
protéines HLA recombinantes, qui peuvent étre marquées avec un fluorochrome pour une
analyse en cytométrie de flux, se fixent avec une forte affinité sur les cellules qui portent le
TCR spécifique a une combinaison peptide/HLA donnée, et, sont d’un usage courant pour
I’identification de populations T alloréactives. L’utilisation de tétraméres HLA-E a permis de
montrer que les cellules qui fixent HLA-E expriment le CD56 et le CD16, deux marqueurs
des cellules NK.

Les cellules NK représentent, chez ’homme, 5 a 10% des leucocytes du sang
périphérique, elles sont globalement caractérisées par I’absence d’expression de CD3 et par
I’expression de CD16 (FcyRIIl, récepteur pour le fragment Fc des IgG) et de la molécule
CD56 (molécule d’adhésion de type N-CAM). Cellules relais entre immunités naturelle et
acquise, les NK se caractérisent de fagon générale par leur activité cytotoxique vis-a-vis des
cellules déficientes en molécules du CMH de classe I. Le phénomene de reconnaissance des
cellules cibles par les NK est finement régulé par un ensemble de signaux positifs et négatifs
controlés par 1’expression de récepteurs activateurs et inhibiteurs. Deux familles de
récepteurs NK ont été identifiées a ce jour chez ’homme, chacune comprend a la fois des
récepteurs capables d’activer ou d’inhiber I’activité¢ cytotoxique des NK (pour revue, voir
(187)) :

- les récepteurs de la superfamille des immunoglobulines comprennent les KIR ou « killer
immunoglobulin-like  receptor » (ou CDI158). Selon le nombre de domaines
« Immunoglobulin-like », ces molécules sont appelées 2D ou 3D. De plus, la longueur de la
partie intra-cytoplasmique (longue associée a une activité inhibitrice, ou, courte associée a
une activité activatrice) permet une seconde subdivision : L et S. KIR2DL1 a 5 possédent une
spécificité de reconnaissance pour les alleles HLA-C, KIR3DL1 est spécifique d’alléles
HLAG6B, et, KIRDL2 spécifique de HLA-A. Les KIR activateurs sont KIR2DS1 a 5 et
KIR3DS1. Comme d’autres protéines a fonction inhibitrice, les KIR inhibiteurs possedent 2
séquences ITIM (« Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif ») capables d’activer les
phosphatases SHP1 ou 2. Les récepteurs KIR activateurs ne possédent pas de séquences ITIM
mais transmettent un signal activateur via une molécule associée, DAP12. Chaque chaine du

dimére possede un ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif »).
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- les récepteurs de type C-lectine sont des hétérodimeéres de la molécules CD94 liées par des
ponts disulfure a NKG2A, B, Cou E.
On distingue :
1) Récepteurs NKG délivrant un signal inhibiteur via un motif ITIM: (I/L/V)xYxx(L/V).
2) Récepteurs NKG délivrant un signal activateur. Le signal est délivré par l'intermédiaire

des molécules associées:

e DAPI12 qui posseéde un motif ITAM: Yxx(L/I)x7-xgYxx(L/I)
e DAPI10 qui recrute la PI-3-kinase.

Ces récepteurs a domaines « C-type lectin homology » reconnaissent des molécules HLA-E

ou d'autres molécules homologues de classe Ib (MICA, MICB) (voir Figure 13).

Figure 13 : Représentation schématique des interactions des molécules de classe I non
classiques avec leurs récepteurs.
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Le blocage spécifique de cette interaction par un anticorps dirigé contre I’hétérodimére
CDY94/NKG2A et les expériences de transfection de ce récepteur conduisant a la fixation des
tétrameres de HLA-E ont permis d’identifier HLA-E comme le ligand du récepteur
CD94/NKG2A, B ou C (184) (188) (189) (190) (191). L’interaction de HLA-E avec
CD94/NKG2A produit un signal inhibiteur protégeant la cellule qui exprime HLA-E de la
lyse par les cellules NK selon le schéma présenté dans la Figure 14. Cette protection est
rompue par un anticorps bloquant anti-CD94/NKG2A ou anti-HLA-E (184) (188). Il convient

¢galement de noter que le récépteur CD94/NKG2A est aussi exprimé par une petite
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population de lymphocytes T représentant 5% des T CD8+. L’expression de ce récepteur

s’étend a la majorité des T CD8+ lors d’une activation du TCR.

Figure 14 : Interaction de la molécule HLA-E avec le récepteur CD94/NKG2A des cellules NK
conduisant a un signal inhibant la lyse des cellules cibles.
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4.1.2.2. HLA-E et présentation antigenique aux lymphocytes T CD8+ : activation et
immunosuppression ?

Les lymphocytes T CD8" cytotoxiques (CTL) exprimant le TCRaf reconnaissent
généralement les peptides en association avec les molécules du CMH de classe I classique
(HLA-A, -B, -C, chez ’homme). Globalement, il existe assez peu d’informations sur la
reconnaissance des molécules de classe I non classiques (HLA-E, -F, -G) par les lymphocytes
T. Cependant, plusieurs études indiquent que HLA-E représente un nouvel élément de
restriction pour I’activation lymphocytaire et la génération de CTL. Dans des conditions
physiologiques, HLA-E s’associe a des peptides dérivés des séquences leader de différentes
molécules de classe I -HLA-A, -B, -C et aussi —G- (183) (188). De plus, des ¢tudes récentes
ont également montré que HLA-E peut présenter des peptides issus de virus dont le

Cytomégalovirus, I’Epstein—Barr virus et I’Influenza virus (192) (193), de bactéries
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(Mycobacterium tuberculosis) (194), mais aussi, des protéines de choc thermique telles que
hsp60 (185) (192) (193). De plus, il a été proposé que certains peptides issus du TCR Vf
s’associent & HLA-E exprimé par les lymphocytes T CD4+ et induisent une réponse CD8+
CTL (195). Différentes études chez la souris montrent que I’homologue murin de HLA-E, Qa-
1, joue un rdle important dans la réponse immune anti-infecticuse en présentant des
nonapeptides bactériens et en induisant la production de CTL spécifiques. Par ailleurs, une
sous-population de T CD8+, les cellules NK-T reconnaissent également de facon spécifique
HLA-E (196) (197). Ces cellules possedent une activité cytotoxique de large spectre dirigée
contre de nombreuses cibles cellulaires allogéniques sensibles a la cytolyse par les NK. Ces
cellules NK-T ou NK-CTL sont caractérisées par un phénotype mémoire et 1’expression
membranaire de récepteurs NK inhibiteurs (198). Une propriété de ces cellules est leur
capacité a proliférer en réponse a des cellules allogéniques en culture mixte. Les travaux du
groupe de Léonard Chess suggerent aussi un réle important de HLA-E dans le développement
de certaines populations T régulatrices, et, plus particulierement, des cellules T CD8+
suppressives (199) (200). La fonction premicre des cellules T suppressives est d’inhiber la
croissance de cellules T CD4+ activées autoréactives. Ces études proposent de nouvelles
approches de thérapie cellulaire utilisant HLA-E pour le contrdle des maladies autoimmunes

par la génération de cellules T suppressives spécifiques (199).

4.1.3. Expression et régulation de la molécule HLA-E .

4.1.3.1. Expression et régulation transcriptionnelle de HLA-E.

L’analyse de la transcription du géne codant pour HLA-E par Northern blot a permis
d’identifier deux transcrits de 1,8 et 2,7 kb (180). Ces transcrits ne sont pas le résultat d’un
épissage alternatif puisque la séquence en 5° des deux messagers est identique (jusqu’a
I’extremité 3° de I’exon 4), ils codent pour la méme protéine et ne différent que par la taille de
leur région 3’ non traduite (201). Le ratio entre ces deux transcrits est variable selon les
cellules et leur état d’activation, I’ARN messager de 1,8 kb étant plus abondant dans les
cellules activées.

La régulation transcriptionnelle des molécules HLA-E, -F et -G a fait I’objet d’une
¢tude comparative qui a montré que 1’expression de HLA-F est sous le contrdle du facteur de
transcription NF-xB, de « I’Interferon Regulatory Factor 1 » (IRF-1) et de CIITA. HLA-E est
induite par CIITA et par ’'IFNy. Enfin, HLA-G se distingue de HLA-E et —F puisqu’il n’est
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sous le contrdle ni de CIITA, ni de NF-xB ni du facteur IRF-1 ; sa régulation fait intervenir

les facteurs RFX et SP1 (202).
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Figure 15 : Facteurs controlant la transcription et I'expression des molécules du HLA de
classe I non classique HLA-E, HLA-F et HLA-G ( d’apres Gobin et al. 2000 (202)).

4.1.3.2. Expression de la molécule HLA-E in vitro et in vivo.

Bien qu’initialement mise en évidence dans les lymphocytes T (179), I’expression des ARN
messagers codant pour HLA-E semble ubiquitaire avec des variations quantitatives selon les
types cellulaires (180) (203). En revanche, peu de choses sont connues sur 1’expression
protéique de ces molécules in vitro et in vivo. En effet, la plupart des études définissant les
propriétés et fonctions de la molécule HLA-E ont été réalisées a 1’aide de lignées cellulaires
transfectées. Cette absence de cartographie s’explique par 1’absence, jusqu’a une date récente,
d’anticorps spécifiques nécessaires a ce genre d’étude. Néanmoins, les anticorps anti-HLA-E
produits par différents groupes ont permis de mettre en évidence 1’expression de cette
molécule dans certaines cellules du trophoblaste (204), des lymphocytes normaux ou
transformés par I’EBV (205) et dans des lignées de cellules tumorales (206). De fagon
intéressante, les travaux de Menier et al. visant a caractériser et a valider plusieurs anticorps
monoclonaux dirigés spécifiquement contre HLA-E ou HLA-G, ont montré que les cellules

endothéliales du trophoblastes expriment HLA-E.
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4.2. Résultats : Expression et Régulation de la molécule HLA-E
par les cellules endothéliales et mise en évidence d’'une forme

soluble.

4.2.1. Résumé de l'article 3.

La molécule HLA-E appartient avec HLA-F et HLA-G aux molécules du HLA de
classe I dit non classique ou Ib. HLA-E joue, par son interaction avec le récepteur avec
CD94/NKG2A, un rdle encore mal défini dans des processus d’immunorégulation liant les
réponses immunitaires, innée et adaptative. Bien qu’initialement mise en évidence dans les
lymphocytes T, I’expression des ARN messagers codant pour HLA-E semble ubiquitaire avec
des variations quantitatives selon les types cellulaires. Peu de choses sont connues chez
I’homme sur 1’expression protéique de ces molécules in vitro et in vivo. Cette absence de
cartographie s’explique par 1’absence, jusqu’a une date récente, d’anticorps spécifiques
utilisables chez ’homme. Dans cette étude, nous avons montré que I’expression de HLA-E est
en fait restreinte a un petit nombre de types cellulaires dont les cellules endothéliales
humaines. En effet, ’analyse par immunohistologie révele que in vivo HLA-E est
essentiellement exprimée par les cellules endothéliales dans les différents tissus testés (rein,
foie, estomac...). Dans les organes lymphoides (rate et ganglions lymphatiques), ou HLA-E
est fortement exprimé par les lymphocytes B et T ainsi que par les monocytes/macrophages,
HLA-E est exprimé par cellules endothéliales des capillaires lymphatiques et par les cellules
endothéliales des « High Endothelial Venule ». In vitro, nous avons montré que 1’expression
membranaire de HLA-E est fortement augmentée au cours de la stimulation des cellules
endothéliales humaines, issues de veine ombilicale ou d’artére rénale (HUVEC et HAEC), par
les cytokines pro-inflammatoires TNFa, IFNy et IL-1p. L’effet le plus important est observé
en présence de TNFa et d’IFNy suggérant un effet additif de ces deux cytokines pour la
régulation de I’expression de HLA-E. De plus, nous montrons que 1’activation endothéliale
est associée, non seulement a la sur-expression en surface de HLA-E, mais également, a la
production de HLA-E soluble (sHLA-E) dans le surnageant de culture des cellules activées.
De la méme fagon que pour I’expression membranaire, 1’association du TNFa et de I'IFNy
produit la plus importante production de sHLA-E dans les surnageants de culture. La présence
de sHLA-E dans les surnageants est détectée deés 18 heures d’activation est maximale a 48

heures. Lors de cette étude nous avons montré que I’inhibition de la synthése protéique par le
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cycloheximide ou d’exocytose par la bréfeldine A abolit la production de sHLA-E dans le
surnageant de culture des cellules endothéliales activées par les cytokines. Inversement,
I’inhibition des protéases lors du traitement par les cytokines augmente fortement I’expression
membranaire de la molécule HLA-E. L’ensemble de ces résultats suggere la contribution au
moins partielle du clivage protéolytique dans la production de sHLA-E. Nos résultats sont
aussi les premiers a suggérer que sHLA-E est absent dans le sérum de sujets sains mais
présent dans le sérum de patients atteints de vascularites 8 ANCA. La molécule HLA-E
pourrait donc représenter un marqueur spécifique de la dysfonction endothéliale au cours des
vascularites a ANCA mais aussi avoir un rdéle dans les mécanismes immunologiques

responsables de cette inflammation vasculaire.

L'ensemble des ces résultats est présenté dans I'article 3.
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4.2.2. Article 3.

Coupel Stéphanie, Moreau Anne, Hamidou Mohamed, Horesji Vaclav, Jean-

Paul Soulillou and Béatrice Charreau.

Expression and Release of soluble HLA-E feature Endothelial Cell Activation
and provide new Immunoregulatory Functions to the Endothelium .

(20006) article en révision dans Blood.

Blood. 2006 Dec 19; [Epub ahead of print]
Expression and release of soluble HLA-E is an

immunoregulatory feature of endothelial cell activation.

e Coupel S, Moreau A, Hamidou M, Horejsi V, Soulillou JP, Charreau B.

Institut National de la Sante Et de la Recherche Medicale, Unit 643, Institut de
Transplantation et de Recherche en Transplantation, Nantes, France.

HLA-E belongs, with HLA-G and HLA-F, to the nonclassic MHC class I (Ib)
molecules, broadly defined by a limited polymorphism and a restricted pattern of
cellular expression. In contrast to HLA-G, the expression and function of HLA-E and
HLA-F in physiological and pathologic processes remain poorly established. In the
present study, we show that HLA-E protein expression, in normal human
nonlymphoid organs is mainly restricted to endothelial cells (ECs). HLA-E is also
basally expressed by B and T lymphocytes, NK cells and by macrophages. We
demonstrate that TNFalpha, IL-1beta and IFNgamma up-regulate the cell surface
expression of HLA-E on ECs in vitro and induce the release of soluble HLA-E
(sHLA-E). HLA-E up-regulation protects [IFNgamma-activated ECs from NK-
mediated cell lysis while sHLA-E protects bystander cells. Finally, sHLA-E is not
detected in normal sera and increased serum levels correlate with disease activity in
patients with anti-neutrophil cytoplasmic antibody-associated systemic vasculitis.
Thus, HLA-E expression and release of sHLA-E are features of EC activation and
emphasize immunoregulatory functions of the endothelium. The present identification
of soluble HLA-E molecules may have important implications in understanding the
pathogenesis of immune-mediated vascular diseases and for the diagnosis and
monitoring of patients.

PMID: 17179229 [PubMed - as supplied by publisher]
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Abstract

(196 words)

HLA-E belongs, with HLA-G and HLA-F, to the nonclassic MHC class I (Ib) molecules,
broadly defined by a limited polymorphism and a restricted pattern of cellular expression. In
contrast to HLA-G. the expression and function of HLA-E and HLA-F in physiological and
pathologic processes remain poorly established. In the present study, we show that HLA-E
protein expression, in normal human nonlymphoid organs is mainly restricted to endothelial
cells (ECs). HLA-E is also basally expressed by B and T lymphocytes, NK cells and by
macrophages. We demonstrate that TNFa, IL-1p and IFNy up-regulate the cell surface
expression of HLA-E on ECs in vitre and induce the release of soluble HLA-E (sHLA-E).
HLA-E up-regulation protects IFNy-activated ECs from NK-mediated cell lysis while sHLA-
E protects bystander cells. Finally. although not detectable in normal sera, presence of sHLA-
E in the sera correlates with disease activity in patients with anti-neutrophil cytoplasmic
antibody-associated systemic vasculitis. Thus, HLA-E expression and release of sHLA-E are
features of EC activation and emphasize immunoregulatory functions of the endothelium. The
present identification of soluble HLA-E molecules may have important implications in
understanding the pathogenesis of immune-mediated vascular diseases and for the diagnosis

and monitoring of patients.
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INTRODUCTION

HLA-E belongs, with HLA-G and HLA-F, to the non-classical MHC class I (Ib)
molecules, broadly defined by a limited polymorphism and a restricted pattern of cellular
expression. ' HLA-G plays an important role in immune tolerance during pregnancy. and in
the escape of tumors from immune control. By contrast, the expression and function of HLA-
E and HLA-F in physiological and pathological processes remain poorly established. Among
Ib molecules, HLA-E was initially characterized by a broad pattern of mRNA expression in
different cell types. * Nevertheless, the surface expression of HLA-E requires the availability
of a set of highly conserved nonameric peptides derived from the leader sequence of various
HLA class I molecules including HLA-A. -B, -C. and -G **, suggesting that HLA-E cell
surface expression may be limited to some cell type and/or cell activation processes.

HLA-E has been identified as a ligand of CD94/NKG2A and CD94/NKG2C receptors
expressed on natural killer (NK) cells and a subset of T cells. >. The interaction of HLA-E
with the inhibitory CD94/NKG2A receptor results in inhibition of NK cell- and cytotoxic T
lymphocyte (CTL)-dependent lysis. >~ HLA-E molecules not only provide a protective
pathway but also play a role in the regulation of T cell function. HLA-E complexed with
peptides can interact with af and y8 TCRs expressed on CD8" T cells to trigger conventional
CTL function. *'° HLA-E forms a heterodimer with B2-microglobulin, which binds and
presents peptides derived from self or foreign proteins ° after infection ', immunization or
transplantation . Finally. in vifro studies using human cells '° and the demonstration that Qa-
1 (homologous to HLA-E in mice)-deficient mice " have defects in immunoregulation
mediated by CD8" T cells also provide evidence of the involvement of HLA-E-restricted
CDS™ suppressor cells in controlling the adaptive immune response to both foreign and self

14,15

antigens. Together, these findings suggest that HLA-E may have unique regulatory
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functions in both the innate and cognate immune responses. Nevertheless, unlike HLA-G, the
expression and function of HLA-E in physiological and pathologic processes remain poorly
established. Indeed, although HLA-E transcripts have been detected in almost all cell types,
only few in vifro experiments have examined protein and cell surface expression 151 and in

vivo analysis of HLA-E expression and function still need to be explored.

The endothelium is a functional barrier between the vessel wall and the blood stream.
It exhibits a variety of important functions, including control of coagulation, fibrinolysis,
vascular tone, growth, and immune responses ® It is now clear that activation of the
endothelium disturbs the physiological protective regulatory balance, this is a critical factor in
the progression of inflammatory and autoinumune diseases, in atherosclerosis and in transplant
rejection. 2 Human vascular ECs basally display class I and II MHC-peptide complexes on
their surface as well as some costimulatory molecules, enabling them to activate CD8+ and
CD4+ T cells. ** For instance, the vascular endothelium of an allograft is a primary target for
immune-mediated rejection and activation of resting CD8+ T cells to effector CTL occurring
after recognition of MHC class I-expressing EC that leads to EC damage and vascular injury.
¥ Endothelial graft cells may also elicit humoral. donor-specific. anti-MHC response
following transplantation. We have shown that, beyond complement activation, antibody-
mediated cross-linking of donor MHC-class I ** and class II  molecules on human ECs
results in EC activation implicating specific signaling pathways. However, whether other
MHC related molecules including the non classical class I MHC molecules could be
expressed on ECs and trigger either humoral or cellular response. or both, has been proposed
but remains to be studied. Here. we investigated HLA-E protein expression in vive and
explored both regulation and function of HLA-E molecules on vascular endothelium in vitro

and in vivo.
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MATERIALS AND METHODS

Tissue samples and sera

Comparative expression of HLA-E and HLA-G proteins was studied in various normal
human tissues including first-trimester placenta tissue, kidney, lymph node, spleen, salivary
gland. urinary bladder, thyroid, endometrium, skin, stomach and liver. For each tissue, at least
3 independent samples were immunostained and analyzed. Tissues were fixed in 10%
formalin and routinely processed for paraffin embedding. Serum samples (n=22) from 10
patients with ANCA-associated vasculitis (WG and MPA) were analyzed. Disease activity
was scored using the validated Birmingham Vasculitis Scoring Index (BVAS). Serum samples
were obtained in the active phase (at diagnosis or relapse) and in remission (6 to 9 months
later). The study was performed according to the guidelines of the local ethics committee
(CCPRB, CHU de Nantes, France). Sera from healthy blood donors (n=9 individuals and a
pool of 20 donors) were provided by EFS (Nantes, France) and used as controls. CRP level
was determined by turbidimetry. Quantification of the levels of sIL-2Ra, IL-8,
thrombomodulin and VEGF was carried out using ELISA kits (Quantikine assays; R&D
Systems, Abington, UK) performed, in triplicates according to the manufacturer’s

mstructions.

Anti-HLA-E-specific antibodies

The following anti-HLA-E-specific mAbs were used : MEM-E/02, MEM-E/07 and
MEM-E/08 whose HLA-E specificity was previously defined by flow cytometry on the Third
International Conference on HLA-G (Paris, July 2003) and confirmed in independent studies.
1926 MEM-E/02 recognizes the denaturated form of HLA-E molecules and was used for

western blotting and immunohistochemistry. MEM-E/07 and MEM-E/08 mAbs recognize the

native surface HLA-E molecule and were used for confocal microscopy, fluorescence-
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activated cell sorting (facs) analysis and cytotoxicity assays. In contrast with MEM-E/03 and
MEM-E/06, which exhibit the broadest cross-reactivities, MEM-E/02, MEM-E/07 and MEM-
E/08 are specific anti-HLA-E mAbs that exhibit only minimal cross-reactivities with some
classical MHC antigens. MEM-E/02 (IgG1l) does not cross-react with HLA-A, -B, -C or -G.
MEM-E/07 (IgGl) cross-reacts with some classical MHC Class I molecules: HLA B7
(strongly): HLA B8 (moderately): HLA B27 and HLA-B44 (weakly). MEM-E/08 (IgG1) is
remarkably specific for HLA E. it only shows weak cross-reactivity with the following
classical MHC Class I molecules: HLA A24, B7, B27, B51, B54 and C7. Mouse IgGl
monoclonal antibody MEM-G/01 reacts with the denatured HLA-G heavy chain of all

isoforms and was purchased from Serotec (Cergy Saint-Christophe, France).

Cell culture

Human umbilical vein ECs (HUVEC), arterial ECs (HAEC) and vascular smooth
muscle cells (SMCs) were isolated and cultured as described. 2 ECs were HLA-typed and
selected to avoid non-HLA-E-specific cross-reactivity with the anti-HLA-E mAbs listed
above. The following EC types were used: HUVEC #Gd (HLA-A02,A26,B08.B51(5)),
HAEC #8186 (HLA-A01.02.B51(5).52(5)). HAEC #9007 (HLA-01.02, B35.39): HAEC
#9054 (HLA-A2.26B51 (5) 62 (15); HAEC #10238 (HLA-A24(9).33(19).B14,35); HAEC
#11202 (A02,24B18.51): HAEC #11636 (HLA-A02,29(19).B44(12)35). HAEC#14756
(HLA-A01.30(19), B18,57). ECs were cultured in Endothelial Cell Growth Medium (ECBM)
supplemented with 10% FCS, 0.004 mL ECGS/Heparin, 0.1 ng/mL hEGF, 1 ng/ml hbFGF, 1
ug/mL hydrocortisone, 50 png/mL gentamicin and 50 ng/mLl amphotericin B (C-22010,
PromoCell, Heidelberg, Germany). For activation, confluent EC monolayers were incubated
with recombinant human TNFa (100 U/mL. kindly provided by Prof. P. Neuman. BASF,

Ludwigshafen, Germany), IFNy (100 U/mL, Imukin, Boehringer Ingelheim, Germany), IL-1[3
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(5 ng/mL, from R&D Systems) for the indicated period of time in ECBM supplemented with
2% FCS. Culture supernatants were collected at the indicated times post-activation and kept
frozen. When needed. supernatants were concentrated (10x) using Microcon YM-3
(Millipore, Bedford, MA). PBMC from random healthy volunteers were purified by
Ficoll/Hypaque density centrifugation. NK cells were purified (>95% of CD3-CD56" and/or
CDI16". as assesses by facs) by negative selection using NK Cell Isolation kits according to

the manufacturer’s recommendations (Miltenyi Biotec, Paris, France).

Immunochistochemistry

Four micrometer-thick paraffin sections were mounted on pre-treated slides,
deparaffinized with toluene. rehydrated through a graded series of ethanol, and rinsed in
distilled water. Tissue sections were then subjected to epitope retrieval in a microwave oven
using citrate buffer (pH 6.0). Tissue sections were stained using a two-step visualization
system based on a peroxidase-conjugated dextran backbone (Dako Envision+ TM System,
Dako, Trappes. France). The following mAbs were used: anti-human HLA-E (MEM-E/02)
and anti human HLA-G (MEM-G/01). Sections were incubated with primary antibody at RT
for 30 min and then incubated with the HRP-conjugated secondary antibody for 30 min at RT.
Immunostaining was visualized using the 3,3-diaminobenzidine/H202 substrate and tissues

were counterstained with haematoxylin.

For immunofluorescence, ECs were grown to confluence on glass coverslips. Cultures
were washed with PBS and fixed for 20 min in PBS containing 4% paraformaldehyde. Cells
were incubated ON at 4°C with blocking buffer (5% BSA in PBS) and then incubated with an
anti-HLA class I (W6/32) or anti-HLA-E (MEM-E/07) mAbs (10 pg/mL) in blocking buffer
with or without Triton X-100 for 1 h. Slides were rewashed and incubated with FITC-

conjugated goat anti-mouse antibodies (5 pg/mL, Jackson Lab., West Grove, Pennsylvania)
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for 1 h. ER and Golgi staining were performed using rhodamine-B-hexyl ester (2.5 pg/mL,
Molecular Probes, Eugene, Oregon) and anti-Golgi mAbs (Spg/mL: anti-golgin-97, clone
CDF4, Molecular Probes), respectively. Anti-Golgi mAbs were revealed using TRITC-
conjugated goat anti-mouse antibodies (5 pg/mlL, Jackson Lab.). Nuclear staining was
performed using To-Pro-3 (1:1000 dilution, Molecular Probes). Slides were washed in PBS,
dried and mounted with ProLong33 antifade reagent (Molecular Probes). Fluorescence
microscopy was performed with a Leica DM-IRBE® laser scanning confocal microscope
(Leica AG, Heerbrugg, Switzerland) using a 63x1.4 oil p-Aplo lens (Leica) and analyzed

using Leica TCS NT® software.

RNA analysis and RT-PCR

RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, California) and
analyzed by competitive PCR as described previously *. Briefly. total RNA (2 ug) was
reverse transcribed with oligo (dT). treated with RNase H. and made up to 50 ul. cDNAs were
diluted 1/2 for competitions. Competitor templates were initially diluted 1/10° followed by
four serial dilutions of 1/3 each. The primer sequences were: HLA-A (334 bp) sense: 5°-
CTACCCTGCGGAGATCA-3’, antisense: 5-GCTCCCTCCTTTTCTATCTG-3’, HLA-B
(255 bp) sense: CTACCCTGCGGAGATCA, antisense: ACAGCCAGGCCAGCAACA,
HLA-E (257 ©bp) sense: 5'-CTACCCTGC GGAGATCA-3°, antisense: 5°-
AGAGAACCAGGCCAGCAAT-3", HPRT (78 bp) sense: 5°-
GGACAGGACTGAACGTCTTGC-3", antisense: 5-TTGAGCACACAGAGGGCTACA-3".
PCR products were sequenced by Genosys (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).
Internal standards were obtained by mutagene PCR amplifications to generate mutated
fragment by the deletion of 5 nucleotides as previously described *® PCR products were

separated on a 4% acrylamide gel and analyzed by capillary electrophoresis on an ABI
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PRISM 310 DNA Sequencer (PE Applied Biosystem, Foster City, California) using
GeneScan® Analysis software.

Semi-quantitative PCR for HLA-E and [p-actin was carried out for 20 and 18 cycles,
respectively. as follows: 94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec, and 72°C for 30 sec. with a final
extension at 72°C for 3 min. PCR primers were: 5°-CCACCATGG TAGATGGAACCC-3°,
and antisense: 5-GCTTTACAAGCTGTCAGACTC-3" for HLA-E and sense: 5°-
AATCTGGCACCACACCTTCTACA-3", and antisense: 5°-
CGACGTAGCACAGCTTCTCCTTA-3" for Pactin. PCR products were separated on 1.5%

agarose gels in the presence of ethidium bromide.

Western Blotting

When applicable, cells were treated for 12-72 h with 100 U/mL TNFa. 100 U/mL
IFNy, and 5 ng/mL IL-1p. When applicable, cells were incubated with 2 pg/mL brefeldin A
(BrfA) or 10uM galardin as an MMP inhibitor (Sigma-Aldrich) for the last 6 h. Alternatively,
cells were treated for 1 h with 2.5 pg/mL cyclohexamide (CHX) before stimulation. Cells (3 x
10%) were washed in PBS and incubated in 300 pL lysis buffer (20 mM Tris-HCL pH
7.4, 137 mM NacCl, 0.05% Triton X-100 and complete protease inhibitor cocktail from Sigma-
Aldrich) for 15 min on ice. Equal amounts of protein (15 ug) or equal volumes of culture
supernatants (20 uL) or sera (7 uL) were loaded under reducing conditions and resolved by
12% SDS-PAGE. Immunoblotting was performed on nitrocellulose membranes (Amersham-
Pharmacia, Orsay, France) using the mAbs anti-HLA-E (MEM-E/02), anti-HLA-G (MEM-
G/01), anti-MHC class I (W6/32 from American Tissue Culture Collection), anti-p2-
microglobulin (Exbio Praha, Czech Republic) and anti-VCAM-1 (R&D systems, Abingdon,
UK). Anti-mouse IgG, HRP-linked Abs (Cell Signaling Technology. Beverly, MA) were used

. . : o ®
as secondary Abs in cheluminescent western blot assays using ECL" system (Amersham-
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Pharmacia). When applicable, blots were reprobed with mouse anti-GAPDH or anti-tubulin
mAbs (Chemicon, Temecula, California). For deglycosylation with Endo H and PNGase F
(both from Sigma-Aldrich). lysates of IFNy-treated ECs were boiled in 0.5% SDS, 1% [-
mercaptoethanol for 5 min. Afterward, the solution was adjusted to 1% Nonidet P-40, and
either 50 mM sodium phosphate, pH 7.5, and 0.6 U of PNGase F, or 50 mM sodium acetate,
pH 6.5, with 15 mU of Endo H (both with a protease inhibitors mixture). Digestion was
performed overnight at 37 °C followed by SDS-PAGE and immunoblotting, as described

above.

Flow cytometry

Cells were harvested, washed twice with PBS containing 1% BSA and 0.1% NaNGa,
and then incubated on ice for 30 min with a saturating concentration of the primary antibody.
After three washes, cells were incubated with an FITC-labeled goat anti-mouse F(ab")2 IgG
antibody (Jackson Lab.) at 4°C for 30 min. Finally. cells were suspended in 1%
paraformaldehyde in PBS. Negative controls were performed for each cell treatment by
incubating the cells with isotype-matched control antibodies. The mouse mAbs used for this
study were anti-HLA-A2/A28 (ATCC) and anti-HLA-E (MEM-E/07 or MEM-E/08).
Fluorescence was measured on 10,000 cells/sample using a FACScalibur® (Becton Dickinson,

Mountain View, CA) and analyzed using CellQuesth@ software (Becton Dickinson).

Cytotoxicity assays

ECs were cultured with or without 100 U/mL IFNy for 3 days to generate optimal
quantities of sHLA-E for analysis. Conditioned media were harvested and the presence of
sHLA-E was assessed by western blot analysis. Purified NK cells were pre-incubated for 20

min with antibodies, conditioned medium or culture medium. Target cells (4 = 10°/well)

11
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labeled with *’Cr were incubated with NK cells for 4 h at various E:T ratios. Blocking
experiments were performed by preincubating cells with saturating amounts of anti-NKG2A,
anti-NKG2C, anti-ILT2 mAbs (all from R&D Systems) or an isotype-matched irrelevant
antibody for 10 min. Cytolytic activity was calculated using the following formula: % lysis =
(experimental release - spontaneous release) x 100/(maximum release - spontaneous release).

The spontaneous release in all assays was less than 20% of the maximum release.

Statistical analysis

The data are expressed as the mean £ SD and were compared using one-way ANOVA test.

Differences were considered significant at p <0.05.

RESULTS

HLA-E protein expression is restricted to leucocytes and endothelial cells.

First, we examined HLA-E expression in human tissues by immunohistochemistry
using monoclonal antibodies specific for HLA-E or HLA-G, as a control (Fig. 1A). In
placenta, comparative immunostaining indicated that HLA-E. as well as HLA-G was
expressed in extravillous trophoblast cells as previously reported ¥ In all other normal,
nonlymphoid. human tissues tested (kidney, skin. liver, salivary gland. urinary bladder,
thyroid, stomach, endometrium) HLA-E staining was restricted to ECs and was consistently
observed on ECs from all types of wvessels including arteries. veins, capillaries, and
lymphatics. As illustrated in figure 1A, endothelial expression for HLA-E in kidney sections

was present in vascular, capillary and glomerular ECs. No staining was observed on
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mesenchymal, tubular, mesangial, muscle cells or adipocytes. In lymphoid organs such as
spleen and lymph nodes (Fig. 1B) endothelial expression for HLA-E was also observed on
high endothelial venules (HEVs)., concomitant with a strong expression in B and T
lymphocytes as well as monocytes and macrophages (Fig. 1B). Megakaryocytes but not
eryvthrocytes also showed HLA-E immunostaining basally. HLA-E distribution among
mesenchymal, epithelial and hematopoietic cells in various tissues is summarized in online

supplementary Table 1.

HLA-E expression at mRNA and protein levels was investigated in vifro using
primary cultures of human vascular ECs. Because inflammation affects EC phenotype and
functions %%, we studied the effects of the cytokines TNFo, IL-1p and IFNy on HLA-E
expression and regulation. First, we quantified of HLA-A, -B and -E mRNA levels in cultured
ECs by competitive by RT-PCR using locus-specific primers and a competitor template with
an internal deletion as previously reported *’. Transcripts encoded by all three HLA loci were
detected in resting ECs. demonstrating that ECs express HLA-E constitutively. Although there
were lower levels of HLA-B transcripts than HLA-A transcripts (*p<0.05) in ECs, ECs
expressed HLA-E mRNA at levels nearly equal to those of HLA-A (Fig. 2A). Both TNFa and
IFNy increased HLA-E transcript levels, peaking at 24 h (Fig. 2B).

Endothelial expression for HLA-E protein was investigated further on cultured human
ECs. ECs were selected carefully according to their HLA type to avoid the reported cross-
reactivity of the anti-HLA-E-specific mAbs with some classical MHC antigens, as described

in “Materials and Methods™.

Immunofluorescence and confocal microscopy were used as a first attempt to examine

surface and intracellular HLA-E expression in human arterial ECs (HAECs). Although

13
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weaker in intensity than staining for HLA-A, -B and -C, HLA-E staining was found on non-
permeabilized cells (Fig. 2C), confirming that HLA-E protein is localized at the outer surface
of ECs. Intracellularly, HLA-E had a perinuclear distribution in permeabilized ECs (Fig. 2C
and 2D). where HLA-E fully colocalized with the endoplasmic reticulum (ER) and a partly
with the Golgi apparatus(Fig. 2D), suggesting that HLA-E molecules may be secreted

actively.

Endothelial expression of HLA-E protein is up-regulated by pro-inflammatory
cytokines.
Western blot analysis, performed on total cell lysates from HAECs and HUVECs and using
MEM-E/02 as anti-HLA-E specific mAbs, revealed a single band at 42 kDa. consistent with
the molecular weight for HLA-E protein (Fig. 3A) and distinct from classical HLA class T
proteins detected at 45 kDa (Fig. 3F). Cell lysates were treated with endoglycanase F
(PNGase F) or endoglycosidase H (EndoH) and analyzed by Western blot (Figure 3B). Our
data indicates that EndoH partially converted the 42 kDa form of HLA-E to a single band of
lower molecular (40 kDa) indicating that part of the cytoplasmic HLA-E protein was in an
EndoH-sensitive form. However, approximately 50% of HLA-E was EndoH-resistant,
implying passage through the medial Golgi. a feature of mature MHC class I proteins. These
HLA-E molecules likely represent that found at the plasma membrane and is consistent with
our results from confocal microscopy. In contrast, and as expected, most of HLA-E was
PNGase sensitive. Indeed, PNGase F cleaves nearly all types of N-glycans and was used as a
control for glycosylation. Using flow cytometry, we were able to detect HLA-E at the cell
surface where basal expression of HLA-E protein was low but significant and this was
observed consistently in cultures from HAECs and HUVECs (Fig. 3C). Comparative cell

surface expression for HLA-A.-B.-C and HLA-E was assessed by flow cytometry using

14
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W6/32 and MEM-E/07 mAbs on 7 independent HAEC cultures (Fig. 3D). Although lower
than those of classical HLA class I (HLA-A, -B, -C). basal expression of HLA-E protein was
significant and was consistently observed on the membrane of the different cultures. Similar
immunostaining was obtained with two different anti-HLA-E-specific mAbs (MEM-E/07 and
MEM-E/08) both recognizing the native HLA-E molecule . although immunostaining with
MEM-E/08 appeared weaker than with MEM-E/07 mAbs (data not shown). In response to
IFNy, both total and cell-bound HLA-E levels were increased and reached a maximal level at
48h after stimulation (data not shown).

Next, we compared endothelial expression for HLA-E after stimulation with TNFa,
IL-1p and IFNvy, alone or in combination. Immunoblotting showed an increase in HLA-E
protein in ECs stimulated with these cytokines. Consistent with immunohistochemistry on
human tissues, Figure 3E shows that no HLA-G expression was found in cultured ECs, even
after treatment with cytokines: immunostaining for VCAM-1 and p2-microglobulin are shown
as controls. Facs analysis confirmed that cytokines resulted in a significant increase in
membrane-bound HLA-E as compared with constitutive levels (Fig. 3G). Combined treatment
with TNFa and IFNy (Fig. 3G) produced further increases in HLA-E expression. Although
moderate, IFNy-induced up-regulation of HLA-E protein expression was dose-dependant and
paralleled those of classical class I HLA (Figs 3F and 3G). Indeed, these cytokines induced a
4- to 7-fold increase in HLA-A2 expression in ECs and up to 3-fold increase in HLA-E over a

48 h periodin ECs.

Cytokine-activated ECs produce soluble HLA-E molecules.
Next, we examined whether overexpression of HLA-E might be linked with the
release of soluble HLA-E molecules, as described for other nonclassical class I MHC

molecules including HLA-G. Using western blotting, we were able to detect the presence of
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soluble HLA-E (sHLA-E) in culture media from cytokine-activated ECs, whereas sHLA-E
was below the detection threshold in conditioned medium from untreated ECs. Release of
soluble HLA-E molecules was driven equally by TNFo, IFNy and IL-1p (Fig. 4A). The
combination of IFNy and TNFa has an additive effect on its surface expression and release.
Soluble HLA-E was detected as a major band of 37 kDa (a doublet of 36 and 37 kDa) which
may correspond to the metalloproteinase-dependent shedding of membrane-bound protein,
but also as a minor band of 42 kDa corresponding to the full length protein which may result
from alternative gene splicing, as reported for other soluble HLA molecules *® Time course
analysis revealed that soluble HLA-E protein was detectable by 12-24h after of activation and
was maximal at 72h after treatment with TNFa or IFNy (Fig. 4B). The kinetics of this process
suggests that the cytokine-inducible release of sHLA-E likely occurs through new biosynthesis
of the HLA-E protein. Our findings indicated that cyclohexamide (CHX), an inhibitor of
protein synthesis, and brefeldin A, a specific inhibitor of exocytosis, prevented HLA-E
expression and release by activated ECs (Figs 4A. 4C). In contrast, metalloproteinase
inhibitor significantly increased expression of HLA-E at the membrane (Figure 4C) but
abrogated release of sHLA-E, confirming that ECs, at least in part, generate sHLA-E by
proteolytic shedding. Therefore, EC activation by inflammatory cytokines results in both
increased membrane-bound HLA-E expression and release of sHLA-E.

As expected, flow cytometry analysis performed on freshly isolated PBMCs and cell
lines (Jurkat, Raji, U937, NKL) confirmed constitutive HLA-E expression on CD3+, CD4+,
CD8+, CD19+ and CDI14+ leucocyte subsets (see online supplement figure 1) When
production of sHLA-E was examined, the presence of the sHLA-E was not detected under
most conditions, except for purified NK cells and a NK cell line (NKL) activated by IL-2 (see

online supplement figure 1). Together, these findings suggest that among HLA-E expressing
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cells. the production of sHLA-E is limited to a restricted set of activated cells including

endothelial and NK cells.

Membrane-bound and soluble endothelial HLA-E molecules protect cells from
CD94/NKG2A-mediated cytolysis.

The functions of surface-bound and soluble HLA-E molecules, expressed and released
by ECs. were evaluated in cell-mediated cytotoxicity assays. NK cells were purified from
PBMCs and used as effector cells in cytotoxicity assays where target cells were the class I-
deficient cell lines CIR and K562, and primary cultures of smooth muscle cells (SMCs),
which do not expressed HLA-E, or ECs (resting or activated for 48h with IFNy). Experiments
were performed in the presence or absence of a blocking anti-HLA-E mAbs (MEM-E/07). As
shown in Figure 5A, cells that expressed no HLA-E at the cell surface (C1R, K562 and
SMCs) were efficiently lysed by NK cells with no effect of the anti-HLA-E blocking mAb.
Resting ECs were also efficiently killed by allogeneic NK cells and blocking HLA-E slightly
mcreased cell lysis (Fig. 5B, upper panel). This suggest that a basal level of surface HLA-E
on quiescent ECs provides a moderate but significant degree of protection. EC activation with
IFNy decreased NK-mediated cytotoxicity dramatically compared with resting ECs, in the
same experiment (Fig. 5B, lower panel). Blocking HLA-E on IFNy-activated HAECs
significantly restored cell lysis suggesting that up-regulation of HLA-E, at cell surface, upon
IFNy stimulation provides a protection against NK cytotoxicity. Remarkably, the selective
blockade of the two potential HLA-E receptors NKG2A and NKG2C also confirmed HLA-E
bioactivity (Fig. 5C). Indeed, blocking NKG2A increased EC lysis. thus confirming our
results using anti-HLA-E mAbs while blocking the activating receptor NKG2C decreases EC
cytotoxicity significantly. Interestingly, blocking ILT2, a receptor for HLA-G and HLA-F,

also strongly reduced cytotoxicity. In an attempt to determine the biological activity of sHLA-
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E. we measured the cytotoxic activity of NK cells toward cells with no or low HLA-E
expression (quiescent ECs and SMCs) in the presence of cell-conditioned medium with or
without sHLA-E. These experiments indicate that cell lysis decreased significantly when
sHLA-E was present (Figs 5C and 5D). Moreover. blocking soluble HLA-E with anti-HLA-E
specific mAbs partially restores NK-mediated EC lysis (Fig. 5E). Consistent with a previous
report ! we found no down-regulation of CD94/NKG2A receptors on NK cells following

coculture with ECs (data not shown).

Presence of soluble HLA-E in the patient’s sera correlates with disease activity
in patients with ANCA-associated systemic vasculitis.

As a prerequisite to determine the clinical relevance of soluble HLA-E in
physiological or pathological situations, we tested for sHLA-E in the sera of patients with
anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)-associated systemic vasculitis (AASV),
including Wegener’s granulomatosis (WG) and microscopic polyangiitis (MPA). This well-
defined primary vasculitis subgroup is predominantly characterized by systemic inflammation
of small vessels. and provides a relevant clinical model to investigate the relation between

.. . . . . . 32.33
clinical inflammation and endothelial activation

. Disease activity in 10 patients was
assessed according to clinical features and levels of ANCA and C-reactive protein (CRP).
Serum samples of patients (n= 10, 22 sera) with active (diagnosis or relapse) or inactive
disease (remission) and of healthy volunteers (n=9) were collected and assayed for sHLA-E.
The presence of sHLA-E in sera, examined by immunoblot analysis of sera, revealed a band
at 37 kDa, similar to that of sHLA-E released in cell culture medium (Fig. 6A). No significant
amount of sHLA-E was detected in any of the healthy volunteers (Fig. 6A and Table 1). In

contrast, sera from 9 out of 11 sera from patients with active disease (at diagnosis or relapse)

showed the presence of SHLA-E, whereas sHLA-E was detectable in sera from only 3 out of
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11 patients in the remission phase (*p<0.01, Table 1). The presence of sHLA-E was
correlated with elevated levels of CRP and soluble IL-2Ra (sIL-2Ra). IL-8, VEGF and
thrombomodulin in the patients” sera as determined by Elisa assays (Fig. 6B). In samples
collected during the remission phase, we found significant elevations in sIL-2Ra levels
relative to normal volunteers (**p=<0.01). No evidence of sHLA-E was found in the sera from
patients(n=5) with sepsis and elevated CRP (data not shown). These data indicate that sHLA-
E is released in significant amounts from cells in vivo in response to inflammatory processes

affecting ECs, suggesting that shedding of sHLA-E may reflect vascular injury.

DISCUSSION

Here we found that in contrast to the ubiquitously expressed classical HLA class T
molecules, expression of the nonclassical HLA-E was restricted to specific cells including
ECs and immune cells (B, T lymphocytes, NK cells, monocytes, macrophages). The first
conclusion of this study is that although HLA-E transcripts can always be detected 2, the
HLA-E protein is not always expressed despite the availability of peptides linked to HLA
class I expression in most cells. Therefore. this suggests that specific post-transcriptional
regulatory mechanisms might be critical for HLA-E protein expression in endothelial and
immune cells. These mechanisms remain to be elucidated. Interestingly, as reported here and

in previous studies, and similar to HLA-G. HLA-E is also expressed in trophoblast as is HLA-

16,17.19 18.26,34,35

and in some tumor cells . Here, the expression of HLA-G was checked both
in vivo and in vifro and found to be negative in ECs even upon inflammation. Furthermore,
we found no evidence for the binding of soluble HLA-E to an endothelial receptor, as recently

reported for soluble HLA-G and the CD160 receptor on ECs *° (data not shown). Therefore,

our findings provide another example of constitutive expression for nonclassical class Ib
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molecules in a selected set of cells and thereby raise the possibility that HLA-E drives specific

function in immune and vascular homeostasis.

HLA-E is tightly up-regulated upon cytokine-induced activation at the EC surface.
This upregulation paralleled those of the classical HLA class I at EC surface but remained
moderate compared with those HLA class Ta. We also demonstrated a link between increased
cell surface expression and the release of sHLA-E in the extracellular compartment.
Functionally, these experiments show the capability of sHLA-E to protect HLA-E-negative
cells from NK cytolysis and provide the first evidence for a role of sHLA-E as an
immunoregulatory molecule. Consistent with previous studies performed on HLA-E- *® or
HLA-G- * transfected cells, our experiments using inhibitors of metalloproteinase suggest
that HLA-E undergoes proteolysis after reaching the EC surface. Release of a secreted form
of HLA-E resulting from alternative gene splicing is also supported by our data and is under
further investigation. Soluble for classical or nonclassical class I HLA molecules have been
shown to exhibit various functions. Soluble isoforms of HLA-G have been detected in
biological fluids, such as amniotic fluid and serum. they inhibit NK cytolysis *' and induce
apoptosis of activated T cells **. Another soluble nonclassical MHC molecule. the MHC class
I-related molecule MICA, acts as a competitive mimic that blocks recognition of membrane-
bound ligand. and as a suppressor that down-regulates NKG2D expression *°.

We have recently shown in a concomitant study that IFNvy also up-regulates HLA-E
expression and induces the release of soluble HLA-E from melanoma cells *°. We speculate
that such abundant expression of membrane associated and soluble HLA-E molecules in
malignant tumor cells might promote tumor growth.

Furthermore, we found that SHLA-E release, as recently reported for HLA-G *° and
MICA “!, may correlate with clinical outcome and is of potential relevance for the diagnosis

and monitoring of patients. Indeed, we established the presence of sHLA-E in patients with
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active WG, a form of small vessel vasculitis where endothelial activation in vessels parallels
. . .. . 13 . . .

disease activity and systemic inflammation. = Although, little is known about the etiology of

ANCA-associated systemic vasculitis, it is now becoming apparent that EC activation as well

as immune mechanisms are central to the pathogenesis of these diseases.

Functionally, we found that enhanced HLA-E expression on IFNy-activated ECs
impaired CD94/NKG2A-dependent NK cytolysis whereas soluble HLA-E molecules
provided protection to HLA-E-negative target cells. To our knowledge this is the first
evidence for a biological activity of membrane-associated and soluble HLA-E molecules on
normal non-transfected cells. This protective pathway could have substantial relevance by
counteracting classical class I down-regulation on virally infected ECs (e.g. CMV) and in the
setting of vascularized allografts where other inhibitory NK receptors may not operate. **

Although not investigated in the present study, we speculate that HLA-E may also
affect antigen presentation by the endothelium. Indeed, HLA-E displays features of antigen-
presenting molecules whereas ECs display features of APC ******. HLA-E recognition by
human CTL has been reported '° and TCRop™ alloreactive CTL specific for HLA-E have now
been identified . Therefore. it can be hypothesized that HLA-E complexed with p2m and
peptide might also play a role in autologous and allogeneic peptide presentation by ECs to
CD8" T cells.

Self peptide presentation by HLA-E is thought to be central in the generation of
suppressive CD8™ T cells controlling the expansion of pathogenic autoreactive T cells. '**°
Because the HLA-E-peptide complexes can interact with the CD94/NKG2 receptors
expressed on NK or classical CD8™ T cells to regulate function either positively or negatively,
HLA-E may not only serve as the target of CD8 suppression. but might also regulate the

function of CD8™ suppressor T cells via the CD94-NKG2 receptors. Suppressor T cells are
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essential for the control of autoimmunity and are also involved in the control of the immune
response to transplanted allografts “ In some conditions, ECs also suppress CD8+T cell
activation by professional APC. resulting in a form of immune tolerance. 46 Whether
endothelial HLA-E contributes to T cell suppression rather than to T cell activation has yet to

be elucidated.

To conclude, here we have established clearly that HLA-E expression and release of
sHLA-E can be considered as markers of EC activation in inflammatory and autoimmune
diseases. Given the putative impact of HLA-E bioactivity, we speculate that endothelial HLA-
E may play a role in the pathogenesis of vascular diseases. Increased HLA-E and sHLA-E
levels in response to inflammatory insults may serve as a protective response of EC to injury
aimed at curbing NK-mediated lysis. Moreover, increased expression of HLA-E may either be
deleterious through the recognition of this non-classical HLA molecule by CTL. mediating
allograft rejection or beneficial through the generation of suppressive CD8+ T cells, as shown
in mice models with the Qa-1 molecule. Overall, this implies that endothelial HLA-E may
regulate multiple functions and therefore underscores the fundamental role of ECs in immune

regulation pathways.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Immunoperoxidase staining showing HLA-E expression in human normal
tissues.

(A) Comparative staining for HLA-E (a. ¢, e) and HLA-G (b, d. f) in paraffin-embedded
sections of human first-trimester trophoblast (a, b) and kidney (c, d. e, f) (B) Comparative
expression of HLA-E protein was studied in paraffin-embedded sections of human spleen (a,
b) and lymph node (e, d). Arrowheads indicate ECs, M: macrophages , MK: megakaryocytes

and sEC: sinusoidal EC. Original magnification: x400.

Figure 2. HLA-E mRNA and protein expression in cultured human ECs.

(A) Quantification and comparative analysis of mRNA steady state levels for HLA-A, HLA-B
and HLA-E in cultured ECs by competitive RT-PCR . Values are mean + SD (n=3). *P< 0.01
versus HLA-B. (B) Regulation of HLA-E mRNA in response to TNFo or IFNy was assessed
by semi-quantitative RT-PCR. PCR amplifications for B-actin were used as controls. RNA
18S and 28S are shown below. (C) Confocal microscope images showing comparative cell
surface staining for HLA-A, -B. -C (a, ¢) and HLA-E (b, d) on nonpermeabilized (a and b)
and permeabilized (¢ and d) vascular ECs. Nuclei were stained with To-pro-3 (red). (D) The
colocalization of HLA-E (left panel: green) rhodamine-B hexyl ester (for ER staining) or anti-
golgin-97 (for Golgi staining, both middle panel: red) on permeabilized ECs. Merged images
are shown on the right panel. Colocalization is shown in yellow. Original magnification: x63.

Scale Bar : 15 pm (applies to all figures).
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Figure 3. Regulation of total and cell surface HLA-E in cultured ECs upon

inflammation.

(A) HLA-E protein expression in untreated and IFNy-activated ECs. Confluent monolayers of
HAECs and HUVECs were incubated with culture medium or with 100 U/mL IFNy for 48h.
Cell lysates were immunoblotted using MEM-E/02 as anti-HLA-E mAbs. Immunoblots were
reprobed with anti-GAPDH mAb to compare protein loading within samples. A representative
immunoblot 1s shown. (B) Total cell lysates from IFN-treated ECs were digested with EndoH
or PNGaseF for 12 h at 37°C, loaded onto a 10% SDS-PAGE. and examined by western
blotting with anti-HLA-E antibody. For controls, samples were incubated without the

enzymes (NT). Immunoblots were reprobed with anti-tubulin mAbs.

(C) Facs analysis showing cell surface HLA-E expression (solid histograms) on HAECs and
HUVECSs either untreated or activated with IFNy for 48h. Controls were performed by using
an isotype-matched control antibody (empty histograms). Mean of fluorescence intensity are
indicated. (D) Comparative analysis of HLA class Ia (HLA-A. -B. -C) and HLA-E on the
surface 7 independent cultures of HAEC. Results are express as means of fluorescence
intensity (MFI). (E) Western blot analysis showing HLA-E, HLA-G, VCAM-1 and p2-
microglobulin in cell lysates from HAEC treated for 48h with 100 U/mL TNFe, 2.5 ng/mL
IL1P or 100U/mL IFNy or culture medium alone (-). Immunoblots were reprobed with anti-
tubulin mAbs to compare protein loading within samples. A representative immunoblot out of
3 experiments is shown. (F) Western blot analysis showing HLA-E, classical HLA-class I,
VCAM-1 and p2-microglobulin in cell lysates from HAEC treated for 48h with 0 to 400
U/mL IFNy. Immunoblots were reprobed with anti-tubulin mAbs to compare protein loading
within samples. A representative inmumunoblot is shown. (G) Flow cytometry analysis

comparing HLA-A2 and HLA-E expression at the cell surface after 48h of treatment with
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TNFa, IFNy, IL-1B, TNFo and IFNy or culture medium alone. Mean of fluorescence intensity

are indicated.

Figure 4. Production of sHLA-E by cyvtokine-activated ECs.

ECs were incubated with cytokines for 48h or cultured for 18h in the absence (medium) or in
the presence of IFNy after a pre-incubation with cyclohexamide (CHX) for 1h or with
brefeldin A (BrfA) or galardin as a metalloproteinase inhibitor (MP inhibitor) for the last 6h
of culture. (A) Supernatants were collected, sHLA-E was then detected by western blotting in
normal (1x) or concentrated (10x) supernatants (20pL/sample). One representative
experiment out of five performed (B) Time course analysis by western blotting of sHLA-E
release by ECs treated with IFNy. Data are from one representative experiment out of three
performed. (C) Cells were harvested for analysis of membrane-bound HLA-E by flow
cytometry following immunostaining with MEM-E/07 mAbs (solid histograms) or an isotype-
matched control antibody (histograms in dotted line). Means of fluorescence intensity are

indicated above. One representative experiment out of three performed.

Figure 5. Protective effect of cell surface and soluble HLA-E molecules against
CD94/NKG2A-dependent NK cell eytotoxicity.
(A and B) Cell surface expression of HLA-E mediates protection toward NK cell
cytotoxicity. (A) Cytotoxicity assays were performed using target cells with no HLA-E
expression at the cell surface including the class I-deficient lymphoblastoid cell lines (C1R
and K562) and primary cultures of SMC. Target cells were pre-incubated with culture
medium, control IgG (mouse IgG1l; 10ug/mL) or anti-HLA-E mAbs (10pg/mL) for 20 min at
RT. (B) Cytotoxicity assays were performed using ECs as target cells with a regulated HLA-E

expression at the cell surface ECs . ECs were untreated (upper panel) or activated with
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100U/ml TFNy for 48h (lower panel). ECs were labeled with 51Cr and pre-incubated with
culture medium, control IgG (mouse IgG1l: 10ug/mL) or anti-HLA-E mAb (10ug/mL) for 20
min at RT before incubation with purified NK cells for 4h at 37°C. (C) Blocking experiments
were performed after preincubation of NK cells with anti-NKG2A., NKG2C or ILT2 receptor
(10 pg/mL for each). Control was achieve using an isotype-matched control IgG. (D and E)
Soluble HLA-E provides protection toward NK cell cytotoxicity to cells with no or low HLA-
E expression at the membrane. (D) Resting ECs (left panel) and SMC (right panel) were pre-
incubated with culture medium (w/o sHLA-E) or conditioned medium from IFNy-treated
HAECs (with sHLA-E) for 20 min at RT before incubation with freshly purified NK cells. (E)
Resting ECs were pre-incubated with culture medium (w/o sHLA-E) or conditioned medium
from IFNy-treated HAECs (with sHLA-E) for 20 min at RT. ECs were then treated with
culture medium, control IgG (mouse IgGl: 10pug/mL) or anti-HLA-E mAbs (10pug/mL) for 20
min at RT before incubation with NK cells. For all these experiments, results, expressed as
mean of specific lysis + SD, are representative of at least three independent experiments,

#*p=<0.01 versus control.

Figure 6. Detection of soluble HLA-E in sera from patients with AASV and correlation
with soluble markers of inflammation. (A) Representative immunoblots showing the
detection of soluble HLA-E in sera from patients with AASV (see Materials and methods).
The upper panel shows the absence of sHLA-E in the serum from 3 healthy volunteers as
compared with negative and positive controls. The lower panel illustrates the presence of
sHLA-E in 3 sera from patients (#1, #2, #3) with active phase and in 2 sera from one patient
(#4) (Rem : remission; Rel: relapse). Results are representative of 5 independent experiments.
(B) Quantitative analysis of soluble IL-2Ra, CRP, IL-8, VEGF and thrombomodulin by Elisa

assays: *p<0.01 versus normal, **p<0.01 versus inactive.
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Table 1

Presence of sHLA-E in patient’s sera correlates with disease activity in vasculitis

(Wegener’s Granulomatosis and Microscopic polyangiitis)

Sera Soluble C-reactive sIL-2Ra IL-8 VEGF
(patients) HLA-E protein (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
(mg/L)
Total vasculitis 22
(WG & MPA) (10)
Active phase 11 o* 143 + 69%,** 5.6 + 3.2% *#* 585 + 73* 1055 + 265* **
Inactive phase 11 3 3.4+ 04 2.1 + 0.9%* < 30 214 + 104
Controls 9 0 <32 0.65 + 0.36 <30 209 + 18
9

Soluble HLA-E was detected by Western blot assays as described in “Materials and Methods™
Sera from patients or healthy controls were assayed for the sIL-2Ra, IL-8 and VEGF by
ELISA assays. Data are shown as mean + SD.

*P < 0.01 versus inactive phase

#%P < 0.01 versus controls (sera from healthy donors)

(V%]
]

119



Figure 1A
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Figure 1B
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Online Supplement

Table 1

HLA-E expression in various normal tissues

HLA-E negative HLA-E positive

Fat cells Endothelial cells of arteries,

Fibroblasts veins, lymphatics

Smooth muscle cells (vascular ~ Macrophages
Mesenchymal cells wall, muscularis of urinary

bladder and stomach)
Striated muscle cells
Peripheral nerves and ganglion

cells
Salivary acinis and ducts Few urothelial cells of urmary
Thyroid follicular cells bladder
Liver Strong staining of secretory
Epithelial cells endometrial cells during
pregnancy
Epiderma and its appendages
Interdigitated cells Lymphoid B cells (lymphoid
follicle)
Lymphoid tissues (lymph node Lymphoid T cells
and spleen) Macrophages
Endothelial cells of posteapillary
venules, sinus of the spleen
Hematopoietie cells Erythroblasts Megakaryoblasts

HLA-E protein expression was investigated in the following normal tissues: kidney. spleen
lymph node, salivary gland, urinary bladder, thyroid, endometrium, skin, liver, stomach. For
each tissue, at least 3 independent samples were immunostained and analyzed.
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Online Supplement : Figure 1
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Expression and release of HLA-E by PBMC and cell lines

FEMC from random healthy voldnteers were purfied by FicollHypague dengity centrifugation. M cells were punfisd
(=35% of CD3-CDS5EY ancior CO16%) by negative selsction using the MK Cell Isalation kit sccording to manufacturer's
recammendations (Miltenyl Blotec, Paris, France) U937, Rajl, C1R, k&52 and Jurkat cell lines ware obtainad from
Amercan Tissue Culture Collection (Rockvile, MDY ML cell line was kindly pravided by Dr. Eric Siwier (CIML,
hiarssllle-Luminy, France).

(AY For flaw cytomefry analysis of cell surface HLA-E expression, untreated cells were dauble stained with FITG-
lzbeled anti-CD3, -CD4, -CD8, -C014 or PE-lgbeled anti-C019 mAbs and anti-HLA-E (MEM-E/8) mabg, revesled
using a FE- or FITC-labeled anti-mouse secondary Aba, Hesults are exprossed 85 dot plots after subset Selection
according to cytometric side scatter and forward scatter parameters, Results are representstive of thres independent
auperimeants. (B Frash PEMC and purifled Ml subset wers culturad for 43h with Gon A, IL-2 and ant-CD28 mad or
IFMy. At the end of treatment, cells and culture supematants were collected for western blot and flow cytometry
analyses, Membrane-bound HLAE and sHLAE were then detectad by western blot in lysates (15 uo'sample) and
supernetants (10 plisamplel, respectively, Immunoblots were reprabad with anti-GAFDH mAb to compare pratein
lpadingwithin samples, (C) Cell surfzes expression of HLAE an monocytold (U937, T (urkat), B (Rell) and Mk (MEL)
cell lines analyzed by flow eytometry, HLAE gtaining [Zolid histograms) was compared 1o labeling obtained using an
izotype-natched irrelevant mAb (empty histograms). Detection by western blotting of sHLA-E in culture supernatants
from call ines traaned for 240 with orwithout 160 UmlriL-2.
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Chapitre 5. DISCUSSION GENERALE.
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5.1. Alloanticorps et signalisation intracellulaire dans

I'endothélium.

Lorsque nous avons entrepris 1’étude de 1’interaction des alloanticorps dirigés contre le
HLA de classe I avec I’endothélium, plusieurs études avaient déja montré que la fixation
d’anticorps anti-HLA-A, B, et —C sur des cellules endothéliales, ou des cellules du muscle
lisse, en culture avait un effet prolifératif (109) (110) (137) (207) (208) (209) (210). Le
principal mécanisme attribué a cet effet sur la croissance cellulaire était la surexpression du
récepteur au FGF (FGF-R) a la surface des cellules. Ces études initiales montraient également
que la fixation des anticorps anti-HLA-A ou anti-HLA-B provoquait la phosphorylation sur
des résidus tyrosine de plusieurs protéines (109) (137). De fagon complémentaire, les mémes
auteurs ont ensuite montré que la signalisation intracellulaire par le HLA de classe I
provoquait 1’activation et la redistribution des adhésions focales (phosphorylation des kinases
FAK et de la molécule adaptatrice paxilline) associées a une réorganisation du cytosquelette
d’actine. L’activation de la kinase Src semble étre responsable de la phosphorylation de FAK
et de paxilline alors que la réorganisation du cytosquelette est indispensable a la translocation
du FGF-R du noyau vers la membrane qui est inhibé en présence de cytochalasine D (110)
(210). Notre étude cherchait a mettre en évidence d’autres mécanismes et voies de
signalisation par une étude de I’expression différentielle des génes par « RT-PCR differential
display ». Cette étude, réalisée en collaboration avec Fabrice Leboeuf pendant son stage de
DEA, a abouti a la sélection d’une trentaine de « molécules candidates » correspondant a des
ARN messagers dont le niveau d’expression était spécifiquement régulé par la fixation des
alloanticorps. La sélection rigoureuse des candidats a été réalisée grace a I’introduction de
nombreux contrdles positifs et négatifs (cinétique de traitement, traitement avec des anticorps
anti-HLA dirigés contre différents locus, traitement de cellules endothéliales primaires issues
de 3 donneurs différents, etc...) dans I’expérience. Malgré ces précautions, moins d’ une
dizaine de candidats ont pu étre confirmé et validés et, faute de temps, a ce jour, seule la
GTPase RhoA a pu faire I’objet d’une caractérisation compléte. Il convient de noter que parmi
les molécules initialement retenues et induites par les anticorps anti-HLA de classe I,
figuraient aussi la molécule d’adhésion VCAM-1, la dynéine, la nibrine, la syntaxine 3A, la

ribonucleoprotéine A2/B1, MAP-1B (« microtubule associated protein 1B ») (cf (211)).
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Au cours de ma thése, j’ai choisi d’étudier I’expression de RhoA dans les cellules
endothéliales et de caractériser son role dans la dysfonction endothéliale associée au rejet
chronique. Nous avons pu montré que RhoA était activé en réponse a la fixation des anticorps
anti-HLA de classe I, et, que cette activation induisait 1’activation de la voie de signalisation
de la PI3-K dans les cellules endothéliales vasculaires. Dans une étude publiée quelques
semaines apres la noétre, le groupe d’Elaine Reed impliquait aussi la voie PI3-K dans la
signalisation induite par les alloanticorps dans les cellules endothéliales. Cependant, ces
auteurs relient ’activation de la PI3-K a la surexpression de génes anti-apoptotiques, tels que
Bcl2, et, proposent Bad comme cible moléculaire d’Akt. La phosphorylation de Bad par Akt
libére la molécule Bcl-2 et protege les cellules endothéliales de 1’apoptose (112). De plus,
suite a nos travaux, la méme équipe a également confirmé 1’implication de RhoA et de ROCK
dans la signalisation par les anticorps anti-HLA de classe I (212). L’ensemble de ces travaux
suggere que, si le complément n’est pas activé par la fixation des alloanticorps dirigés contre
le HLA de classe I porté par les cellules endothéliales du greffon, la fixation des anticorps
pourrait induire un signal favorisant la prolifération et/ou la survie des cellules endothéliales.
La balance entre un effet sur la prolifération et un effet protecteur pourrait étre influencée par
I’affinité et la concentration des anticorps (212). L’induction de génes protecteurs tels que
Bcl2, A1, A20 par les alloanticorps a été confirmée par une autre étude émanant d’un autre
groupe (213); elle « réactive » le concept « d’accommodation ». L’accommodation est un
phénomeéne qui a été initialement décrit a la fin des années 1970 par Alexandre lors de greffes
rénales entre donneurs et receveurs vivants apparentés ABO incompatibles. Ces travaux
montraient que la déplétion avant la greffe des anticorps anti-ABO préformés permettait la
survie du greffon, et ce malgré le retour progressif des anticorps, apres la transplantation
(pour revue, voir (214)). Ces travaux initiaux suggéraient la mise en place de mécanismes de
protection de 1’endothélium, a la fois spécifiques des anticorps et des cellules endothéliales,
nécessaires a la survie du greffon. Ce concept a été ensuite développé pour prévenir le rejet en
xénotransplantation (57) (215) (216). Comprendre les bases moléculaires de I’accommodation
constitue a I’heure actuelle un objectif majeur pour le développement de nouvelles approches

thérapeutiques en xénotransplantation, mais aussi, en allotransplantation (214) (217).

Au cours de cette étude, nous avons €galement abordé les mécanismes impliqués dans
I’activation de RhoA . En effet, une difficulté des études d’expression différentielle des génes
est de relier la variation du taux de transcrits observé par ces méthodes, a une régulation

transcriptionnelle, voire dans la cas présent, a une activité de la protéine. Trés peu de choses
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sont connues sur la régulation de I’expression des molécules du signal. Ces molécules sont
activées, souvent par phosphorylation, dans les minutes qui suivent I’interaction
récepteur/ligand. Dans notre étude, nous avons montré que [’augmentation des ARN
messagers pour RhoA est consécutive a I’activation, analysée ici par les méthodes dites de
«pull down assay» et Western blot, et la translocation de RhoA dans les cellules
endothéliales. Par Western blot, nous avons pu corréler I’augmentation des ARN messagers a
une augmentation de la protéine RhoA dans les cellules. L’ensemble de ces résultats suggere
que la transcription de RhoA augmente pour reconstituer le stock de protéine selon une boucle
de rétrocontrdle. Des résultats similaires ont été¢ obtenus dans notre équipe pour une protéine

adaptatrice impliquée dans la signalisation, Ink (218).

Pour compléter cette étude de la signalisation induite par les alloanticorps, j’ai
contribué a I’analyse de I’interaction des anticorps anti-HLA de classe I (HLA-DR) avec les
cellules endothéliales humaines en culture. Cette étude nous a tout d’abord permis de
comparer I’expression des molécules de classe II a la surface des cellules endothéliales
humaines (HAEC) issues de différents donneurs (n=7), la distribution relative de HLA-DR,
DQ et DP et aussi la comparaison de I’expression de HLA-DR a la surface de cellules
endothéliales et de lymphocytes B d’un méme donneur. A 1’état basal, in vivo, les cellules
endothéliales humaines expriment les molécules du HLA de classe II (36). Le niveau
d’expression semble varier en fonction du type de vaisseaux (36). En revanche, les cellules
endothéliales en culture perdent rapidement 1’expression des molécules de classe II et aucune
de nos cultures d’HAEC n’exprime de classe II a I’état basal. Une étude récente documente la
perte d’expression du HLA-DR par les cellules endothéliales en culture et montre que la
présence d’une faible concentration d’IFNy suffit & maintenir cette expression qui requiert
I’activation du promoteur IV du CIITA (150). Nous avons stimulé nos cultures de cellules
endothéliales avec 100U/ml d’IFNy pendant 48 a 72 heures pour obtenir une expression
maximale des molécules de classe II. Dans ces conditions, les niveaux d’expression de HLA-
DR sont comparables pour les différentes cellules endothéliales testées mais restent trés
inférieurs a ceux observés sur les leucocytes, et, en particulier de lymphocytes B non activés
(d’un facteur 5 environ). Il n’existe pas d’étude comparant 1’expression des molécules de
classe II dans les cellules et les tissus in vivo qui permettraient de valider cette hypothese et
les moyens techniques pour une étude quantitative sont difficilement accessibles

(microdissection laser , biacore ).
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Nous avons montré que la fixation des anticorps anti-HLA-DR sur I’endothélium
activé n’induit pas 1’apoptose des cellules endothéliales alors que, dans les mémes conditions
expérimentales, cette liaison induit 1’apoptose d’une fraction significative de lymphocytes B
issus du méme individu. Les nombreux travaux, émanant pour la plupart du groupe de
Dominique Charron (Hopital Saint Louis, Paris), ont montré que le signal pro-apototique
associ¢ a la signalisation par les molécules HLA-DR dépend des propriétés de présentation
antigénique des cellules cibles. Ainsi, des études comparant monocytes/macrophages et
cellules dendritiques immatures et matures, indiquent que, les cellules sont d’autant plus
sensibles a I’apoptose via HLA-DR qu’elles sont des APC professionnelles, expriment
fortement les molécules de classe II et molécules de costimulation (CD80, CD86, CD40)
(166). Ces observations suggerent que le niveau d’expression des molécules de classe II est
déterminant dans I’initiation du processus apoptotique. Par conséquent, nous avons émis
I’hypothése que I’absence d’apoptose dans notre modele pouvait étre due au faible niveau
d’expression du HLA-DR a la surface des HAEC en culture, méme apres stimulation optimale
en présence d’IFNy (100U/ml pendant 72 heures) (34) (35). Un moyen de tester cette
hypothése sera de transfecter des cellules endothéliales pour obtenir une expression constante
et forte de HLA-DR, comparable a celle des cellules dendritiques matures par exemple. Dans
cette attente, nous avons essayé d’évaluer si cette faible expression de HLA-DR était
néanmoins suffisante pour initier 1’activation de voies de signalisation dans les cellules
endothéliales. Les mécanismes et voies de signalisation activées par la liaison des molécules
de classe II sont complexes et multiples (pour revue, voir (158)) . Activation lymphocytaire et
I’apoptose semblent étre induits de fagcon sélective et refletent la relocalisation et 1’agrégation
des molécules de classe II dans les radeaux lipidiques (« lipid rafts ») de la membrane
plasmique. L’apoptose est associée a I’activation des protéines kinases C (PKC) alors que
I’activation (production de cytokines) est, elle, associée aux tyrosine kinases (voir Figure 16).
Notre étude, trés préliminaire, des voies de signalisation induites par les molécules HLA-DR
dans les cellules endothéliales humaines montre tout d’abord que [’interaction des
alloanticorps avec leurs cibles est suffisante pour activer la phosphorylation de plusieurs
protéines sur des résidus tyrosine. Certaines de ces protéines sont aussi phosphorylées dans
les lymphocytes B (bande a 70 kDa) alors que la phosphorylation de certaines protéines
semble spécifiquement modulée dans les cellules endothéliales, et pas, dans les lymphocytes
B (exemple de la bande a 38 kDa). Cela suggere I’activation de signaux partiellement
communs aux lymphocytes B et aux cellules endothéliales mais aussi de signaux spécifiques

aux CE. La nature de ces protéines reste a identifier. Nous avons testé 1’effet des anti-HLA-
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DR sur I’expression et la phosphorylation des différents isoformes de PKC (a, B, {, ...), et,
nous avons montré que le profil de phosphorylation des PKCa/BII était différent dans les
lymphocytes B et les cellules endothéliales traitées par les anticorps anti-HLA-DR. Nos
premiers résultats montrent aussi que la voie de la PI3Kinase est activée par la liaison des
molécules de HLA-DR. L’ensemble de ces résultats démontre que la liaison des molécules de
classe II, mod¢lisée par la fixation d’anticorps monoclonal, active des signaux intracellulaires
et ce malgré une expression modeste des molécules a la surface des cellules endothéliales.
Cette activation aboutit a la phosphorylation des résidus tyrosine et des PKC o/BII selon un
profil spécifique aux cellules endothéliales, et également, a I’activation de la PI3-K reflétée
par la phosphorylation de Akt. L’implication de PI3-K/Akt dans I’absence d’apoptose reste a
caractériser. Il serait en particulier important de définir les cibles moléculaires d’ Akt dans ce
modele comme nous ’avons fait pour les anticorps anti-classe I pour définir si 1’activation
d’Akt procure une protection active contre [’apoptose par la régulation de molécules
protectrices, par exemple. Ainsi, Akt phosphoryle la molécule pro-apoptotique Bad, libérant
ainsi la molécule anti-apoptotique Bcl2 qui protege les cellules endothéliales de 1’apoptose
(219) (220). Il serait aussi important d’étudier les autres voies de signalisation qui pourraient
étre activées, telles que les voies des MAPK et du facteur de transcription NF-kB qui sont
impliquées dans la régulation du phénotype et des fonctions des cellules endothéliales
(apoptose, prolifération, ...). De plus, la participation de ces voies a la signalisation des
molécules du CMH de classe II a déja ét¢ démontrée dans d’autres modeles (156) (157). En
effet, au-dela de l’activation des voies de signalisation, il serait tout aussi important de
chercher les conséquences fonctionnelles événtuelles de la signalisation par les molécules de
classe II telles que 1’activation endothéliale incluant les modifications du phénotype et la
production de cytokines, chimiokines et facteurs solubles, la prolifération cellulaire ou la
différenciation.

Il serait aussi important de définir la signalisation activée en présence simultanée
d’anticorps anti-HLA de classe I et de classe II, condition qui, en clinique, est fréquente et

semble étre associée a une diminution de la survie des transplantation rénales (144).
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Figure 16. Mécanismes supposés de la signalisation des molécules du CMH de clase II
(d'apres Al Daccak et al, 2004).
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Dans une étude réalisée dans notre équipe par Stéphanie Le Bas et publiée en 2003
dans 1I’American Journal of Transplantation (221), la présence d’anticorps dirigés contre les
cellules endothéliales a été mise en évidence dans une cohorte de patients transplantés rénaux.
Cette étude, réalisée par cytométrie de flux sur des cultures d’HAEC, a montré la présence
d’anticorps dirigés contre des antigénes de surface exprimés par les cellules endothéliales. Ces
antigénes membranaires semblent étre exprimés par les cellules endothéliales, mais pas par les
lymphocytes, ce qui semble exclure les molécules du HLA, qu’elles soient de classe I ou de
classe II. Par ailleurs, ils sont fortement surexprimés apres stimulation des cellules par le
TNFa ou I’'IFNy. La nature des protéines reconnus par ces anticorps appelés anticorps anti-
cellules endothéliales (AECA pour « Anti-Endothelial Cell Antibodies ») reste a identifier.
Néanmoins ce travail a permis de montrer que la fixation de ces anticorps a la surface des
cellules endothéliales induit I’apoptose d’une fraction significative des cellules in vitro. Les
mécanismes de I’apoptose induite par les AECA reste a déterminer. Ces résultats indiquent

que, contrairement aux anticorps anti-HLA étudiés dans les deux études présentées dans ce
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manuscrit, d’autres anticorps dirigés contre des antigénes exprimés de fagon assez spécifique
par I’endothélium sont clairement délétéres en induisant la mort cellulaire par apoptose, au
moins in vitro. J’ai étudié le devenir des greffes de cette cohorte de patients ; elle indique une
corrélation entre la présence de ces anticorps AECA et une diminution de la fonction du
greffon a 1 an (résultats non montrés). Une autre étude récente suggere également que des
cibles antigéniques portés par 1’endothélium du greffon peut induire une réponse anticorps
spécifique, non liée au HLA, et, la présence de ces anticorps a été trouvée associée au rejet en
I’absence d’anticorps anti-HLA (222). Dans aucune de ces 2 études, on peut exclure la
possibilité que les anticorps étudiés reconnaissent des molécules du HLA non classique telles
que MICA dont le polymorphisme ¢levé (223) a été associé a une réponse humorale
allogénique (224) (225). De plus, MICA est exprimé par les cellules endothéliales et pourrait

étre régulé au cours du rejet de greffe (226).

5.3. Effet immunomodulateur des Statines et bénéfice en

Transplantation.

Dans notre étude in vitro, la simvastatine inhibe la prolifération des cellules
endothéliales induite par les alloanticorps dirigés contre le HLA de classe I, ce qui peut
suggérer un effet bénéfique des statines dans la prévention de I’artériosclérose du greffon,
mécanisme physiopathologique responsable du rejet chronique en allotransplantation (94).

L’effet des statines sur le contrdle du cycle cellulaire a été amplement étudié.

Les inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-méthyglutaryl coenzyme A réductase (HMG-CoA
réductase), ou statines, sont devenus le traitement de référence de la plupart des formes
d’hypercholestérolémie (227). Le mécanisme d’action principal des statines est d’inhiber la
biosynthése du cholestérol par inhibition compétitive de I'HMG-CoA réductase. Cette
inhibition compétitive est due a 1’analogie structurale des statines avec I’HMG-CoA, le

substrat naturel de I’enzyme (228).

Au-dela de leur effet hypolipémiant, les statines controlent de multiples mécanismes
cellulaires et de nombreuses études montrent que les statines exercent un effet sur le systéme
immunitaire (pour revue voir (227)). Parmi les effets documentés des statines in vitro et in

vivo sur 1’endothélium, il convient de citer la stimulation de la production de NO, la
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modulation de la prolifération, la modulation de 1’expression de molécules d’adhésion et de
cytokines, I’apoptose, 1’augmentation de 1’activité fibrinolytique et la régulation de facteurs
de transcription et récepteurs nucléaires (229) (230) (231). L’inhibition de 1’isoprénylation,
modification post-traductionnelle des protéines, est le mécanisme central du mode d’action
des statines (232). C’est par ce mécanisme que les statines exercent leur effet inhibiteur sur
les protéines G hétérotrimériques et petites protéines G telles que Ras, Rac et Rho. Les petites
protéines G forment une superfamille de protéines essentielles a la transduction du signal, a
I'organisation du cytosquelette et au transport cellulaire. Ainsi, les statines inhibent la

prolifération cellulaire en contrdlant I’activité de la GTPase RhoA (141).

La démonstration d’un effet immunomodulateur a tout d’abord été apportée par Kwak
et al. dont les travaux ont montré une action inhibitrice des statines sur I’expression des
molécules du CMH de classe II (151). Cet effet inhibiteur s’exerce sur 1’induction des
molécules CMH de classe II (cellules endothéliales et monocytes/macrophages) par I’'TFNy, et
non, sur I’expression constitutive des molécules CMH de classe II. En effet, alors que
I’expression constitutive du CMH de classe II est restreinte a un petit nombre de cellules
spécialisées, I’expression du CMH de classe II peut étre induite par I’'IFNy dans de nombreux
types cellulaires. Cette régulation complexe est sous le contrdle du facteur transactivateur
CIITA dont I’expression est trés finement régulée par une série de promoteurs permettant la
transcription de CIITA dans des conditions physiologiques distinctes. L’induction des
molécules du CMH de classe II par I'IFNy et ’effet inhibiteur des statines sur ce mécanisme
impliquent le promoteur IV du facteur transactivateur CIITA (151). L’inhibition de
I’expression induite du CMH de classe II par les cellules endothéliales a pour conséquence de
diminuer la capacité de ces cellules a activer des lymphocytes T allogéniques (151). Depuis,
d’autres études ont montré un effet des statines sur des molécules de costimulation, telles que
CD40 (233), et étendu l’effet des statines a d’autres types cellulaires impliqués dans la
réponse immune telles que les cellules dendritiques. L’ensemble de ces observations suggere
I’utilisation des statines comme molécules immunomodulatrices. Dans un contexte de greffe
d’organes, une étude portant sur 1574 receveurs d’une transplantation rénale a indiqué un net

bénéfice (24% d’augmentation) du traitement par les statines sur la survie des patients (234).

Dans notre étude, nous avons montré que la simvastatine diminue la prolifération des
cellules endothéliales sans affecter I’expression des molécules du HLA de classe I a la surface

des cellules (résultats non montrés) Afin de compléter cette étude associant RhoA et la
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signalisation par les molécules du MHC de classe I, nous avons ensuite comparé¢ in vitro
I’effet des statines, et plus particulierement, de 4 statines (simvastatine, pravastatine,
atorvastatine et fluvastatine) sur I’expression basale et la régulation par ’'IFNy des molécules
du CMH de classe I et de classe II. Cette étude a été réalisée par cytométrie de flux sur des
cultures primaires de cellules endothéliales issues de veines de cordons ombilicaux (HUVEC)

et comparait trois concentrations de statine (0,01 ; 0,1 et 1 uM).

Nous avons ainsi pu montré que seule la fluvastatine affecte, in vitro, I’expression des
molécules du CMH de classe I portées par les cellules endothéliales humaines. Nos
observations confirment 1’effet inhibiteur des statines sur I’induction de 1’expression
endothéliale des molécules du CMH de classe II déja rapporté par Kwak et al. (151).
Cependant, notre étude indique que la fluvastatine affecte également 1’expression des
molécules du CMH de classe I (HLA-A, -B, -C). Dans ce cas, la fluvastatine a pour effet
d’augmenter 1’expression constitutive des molécules du CMH de classe 1. Nous n’avons pas
observé cet effet avec d’autres statines testées dans les mémes conditions (simvastatine,
pravastatine, atorvastatine). Initialement, I’étude de Kwak ef al., réalisée avec 1’atorvastatine,
ne montrait pas d’effet significatif de cette statine sur ’expression du MHC de classe I.
L’effet d’une forte concentration de fluvastatine (1uM) a le méme effet que le traitement par
I’IFNy (augmentation d’un facteur 2 de I’expression des molécules de classe I a la surface des
cellules endothéliales). La fluvastatine exerce aussi un effet agoniste vis-a-vis de 'IFNy et
potentialise a forte dose (1uM) la régulation induite par cette cytokine. L’effet global de la
fluvastatine sur 1’expression endothéliale du CMH est dose-dépendant, il apparait deés 0,01
UM pour I’inhibition du CMH de classe II, et, dés 0,1 uM pour le CMH de classe 1. Ces
résultats ont été publiés dans Néphrologie et Thérapeutique (Belliard G., Coupel S. et al.,
2005, cf liste de publications).

L’ensemble de ces résultats confirme 1’effet immunomodulateur des statines, déja
observé pour les molécules du CMH de classe II (151) et CD40 (233), et, I’étend aux
molécules du CMH de classe I pour de fortes doses de fluvastatine. Contrairement a 1’effet
inhibiteur décrit pour le CMH de classe II et CD40 dont I’effet immunomodulateur est
clairement établi, les conséquences fonctionnelles de 1’augmentation des molécules du CMH

de classe I observée in vitro avec la fluvastatine dans notre étude restent a évaluer.
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En effet, dans un contexte de transplantation allogénique, 1’expression des molécules
du CMH de classe I du donneur par les cellules endothéliales du greffon participe a la réponse
immune du receveur par la présentation directe des alloantigénes aux lymphocytes T CD8+
du receveur. L’expression accrue des molécules du CMH de classe I du donneur pourrait
également favoriser la réponse humorale et l’induction d’anticorps anti-donneur. Les
molécules de classe I interviennent également dans le contréle de I’activité des cellules NK
par la reconnaissance des récepteurs exprimés par les cellules NK. Par conséquent, il serait
¢galement important de définir si I’effet régulateur de la statine sur 1’expression du CMH de
classe I modifie I’activité cytotoxique des cellules NK. Les cellules NK participent aussi a
I’immunité naturelle par la cytolyse des cellules infectées ou tumorales. Il convient de noter
qu’une étude récente n’a pas montré d’effet & 10 ans de la simvastatine sur la mortalité ni sur
I’incidence de cancer sur une cohorte de 2000 patients, traités ou non pendant 5 ans par la
simvastatine puis traités librement (235). A ce jour, les études cliniques ont démontré un effet
bénéfique des statines sur la survie, le sévérité du rejet et I’artériopathie du greffon cardiaque.
En revanche, le bénéfice des statines sur la survie des greffes de rein reste a démontrer. Une
é¢tude récente sur une petite cohorte de 77 transplantés rénaux indique une modeste
amélioration de la survie du greffon a un an dans le groupe des patients traités par les statines
(236). L’effet majeur rapporté est une réduction des maladies cardiaques qui sont la principale
cause de déces, avec un greffon fonctionnel, chez les receveurs de transplantation rénale
(237). Ces résultats, en faveur d’un effet net des statines sur I’inflammation et 1’athérogénese
lié & une diminution du cholestérol, montrent que leur effet immunosuppresseur n’est pas
totalement défini (238). Des études récentes ont montré que les statines pouvaient agir
directement en contrdlant I’activation des lymphocytes T (239) (240) (241). L’effet des
statines rapporté dans 1’étude in vitro de Ghittoni et al. est directement li¢ a I’inhibition de la
HMG-CoA réductase qui, en modifiant la composition des lipides membranaires, altére les
«lipid raft» et la signalisation intracellulaire (239). Ces travaux montrent aussi que
I’inhibition de la prénylation des protéines par la simvastatine inhibe la signalisation par les
GTPases, et en particulier, ils identifient la voie Ras/MAPKinase comme une cible
moléculaire majeure de I’action immunosppressive de la simvastatine dans les lymphocytes T
(239). Une autre étude in vitro montre que les statines (I’atorvastatine) activent sélectivement
la MAPkinase ERK1, sans effet sur ERK2, et, suggeére que cet effet est nécessaire pour
induire I’anergie des lymphocytes T (241). D’autres études proposent également un effet des
statines sur la production de cytokines, et, sur I’expression de marqueurs d’activation, tels que

CD25 et CD69 (240), et de molécules d’adhésion impliquées dans le trafic leucocytaire, ce
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qui confére ainsi aux statines un effet anti-inflammatoire, a ajouter a leur effet

immunomodulateur (pour revue, voir (242)).

5.4. Endothélium et voies de signalisation : vers de nouvelles

approches thérapeutiques ?

Une partie des travaux présentés dans cette thése souligne 1I’importance de la voie de la
PI3-K dans les mécanismes de prolifération et de survie des cellules endothéliales vasculaires.
En effet, nous avons montré que la prolifération des cellules endothéliales induite in vitro par
les anticorps anti-HLA de classe I résulte de 1’activation de la PI3-K (chapitre 2).
L’inactivation par phosphorylation de la kinase GSK3p semble dans ce cas étre la cible
moléculaire impliquée dans le controle de la prolifération. Nous montrons aussi que cette voie
est activée par la liaison des anticorps de classe II et pourrait fournir un signal anti-
apoptotique (chapitre 3).

La voie PI3-K contréle de multiples événements signalétiques et cellulaires impliqués
dans 1’apoptose, la transcription, la translation, le métabolisme et la progression du cycle
cellulaire (pour revue, voir (85)). Elle est, par conséquent, fortement associée au
développement et a la progression tumorale, et, son contrdle constitue donc un objectif majeur
pour la recherche de nouvelles approches thérapeutiques en cancérologie. Une vue
d’ensemble des effecteurs moléculaires de la voie de la PI3-K est présentée dans la Figure 17.
A T’heure actuelle, I’état des connaissances n’a pas permis de privilégier une cible unique
d’Akt pour inhiber le développement tumoral. Le substrat d’Akt le mieux caractérisé reste
certainement la sérine/thréonine kinase mTOR.. La rapamycine (et analogues) est I’inhibiteur
de mTOR le plus utilisé actuellement en clinique, et notamment, en Transplantation pour son
effet immunosuppresseur. De nombreux autres inhibiteurs sont testés en laboratoire voire en
phase d’essai clinique pour certains (pour revue, voir (243)). Les cibles moléculaires au sein
de la voie PI3-K sont variées et ces nouvelles molécules comprennent :

- les inhibiteurs de la PI3-K : les deux inhibiteurs, LY294002 et la wortmannine, agissent sur

la sous-unité catalytique p110 de la PI3-K. Leur efficacité in vitro et in vivo dans divers
modéles animaux est bien établie, mais, leur toxicité et leur faible solubilité, limitent leur
utilisation en clinique. Des dérivés de la wortmannine, tels que PX-866 ou IC486068

(inhibiteur spécifique de I’isoforme p1109) et la « deguelin », sont actuellement testés.
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- les inhibiteurs de PDKI1, kinase responsable de la phosphorylation d’Akt, tels que les

molécules, UCN-01 et OSU-03012, dérivées de deux médicaments bien caractérisés, la
staurosporine et le celecoxib, qui manquent de spécificité et inhibent également d’autres
kinases telles que les protéines kinases C.

- les inhibiteurs de la kinase Akt, la perfosine et PX-316, sont en essais cliniques de phase I et

IT chez patients atteints de tumeurs au stade terminal.

- les inhibiteurs de mTOR, analogues de la rapamycine.

Figure 17 . Représentation schématique de la voie PI3K/Akt.
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5.4. Contribution de HLA-E aux fonctions immuno-régulatrices

des cellules endothéliales.

Si I’on considere d’une part les propriétés de la molécule HLA-E telles que définies in
vitro dans différents modéeles, et, d’autre part, le fait que 1’expression de cette molécule
semble, d’aprés notre étude, restreinte a un petit nombre de cellules incluant les cellules
immunes (lymphocytes B, T, NK monocytes/macrophages), cellules du trophoblaste (204)
(244) et certaines cellules tumorales dont les mélanomes (206), I’expression endothéliale de
HLA-E offre de nouvelles fonctions aux cellules endothéliales dans la modulation de la
réponse immune.

Si la place de I’endothélium a été fortement réévaluée au cours des dix derniéres
années par de nombreux travaux montrant son importance dans le contrdle de I’hémostase et
de l’inflammation, sa contribution a la réponse immune reste, quant a elle, toujours
controversée. L’une des raisons est la difficulté d’étudier ces fonctions in vivo chez 1’animal
et chez ’homme, ce qui limite cette recherche a des études in vitro, et, initialement restreintes
a des études réalisées avec des cultures d’HUVEC (pour revue, voir (245)).

Les cellules endothéliales ne peuvent pas étre totalement définies comme des APC. En
effet, contrairement aux lymphocyte B ; macrophages et cellules dendritiques qui sont des
APC dites « professionnelles », les cellules endothéliales se distinguent par une expression
faible, et parfois absente, des molécules de HLA de classe II (35) (36), et, ’absence de
certaines molécules de costimulation telles que B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) (pour revue,
voir (246) (245). Les premiers travaux analysant 1’effet des cellules endothéliales en culture
sur I’activation des lymphocytes T CD4+ montraient que seules les cellules stimulées par
I’IFNy, et donc, exprimant les molécules du MHC de classe II, induisait la prolifération de
lymphocytes CD4+T allogéniques (247). Les expériences de blocage au moyen d’anticorps
démontraient I’importance des récepteurs LFA1, et des couples LFA-3/CD2 et VCAM-
1/VLA4 dans D’interaction cellules endothéliales/lymphocytes CD4+T (247). Une étude du
méme laboratoire montrait a la méme période la capacité des cellules endothéliales a stimuler
la prolifération et la production d’IFNy par les lymphocytes CD8+T de fagon MHC classe I-
dépendante (248). Depuis ces travaux initiaux, d’autres études sont venues moduler I’impact
des cellules endothéliales sur I’activation lymphocytaire des T CD4+ (249) mas aussi des

CDS8+. Ainsi une étude comparant I’activation lymphocytaire induite par des lymphocytes B
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ou des cellules endothéliales du méme donneur montrent que les cellules endothéliales ont
une capacité relativement faible comparée aux cellules B a stimuler les lymphocytes T CD8+
en cellules T cytotoxiques (CTL) (250). Cette étude montre que les cellules endothéliales
activent préférentiellement les T CD8+ mémoires. Elles conféerent aux T CD8+ naives un
phénotype de type « activation précoce » qui se distingue par ’expression des marqueurs
CD25, CD69 et CD62L et la faible expression de perforine (250). Le pouvoir des cellules
endothéliales sur ’expansion des T allogéniques est de 5 a 40 fois plus faible que celui des
cellules B (114). Ces articles étaient les premiers distinguant les cellules endothéliales des
APC conventionnelles. Les travaux plus récents ont aussi apporté 1’identification de nouveaux
récepteurs de costimulation, tels que CD40 (251), mais aussi, ICOS, 4-1BB et OX40 qui
interviennent dans la génération des cellules T effectrices/mémoires, et, dont certains ligands
sont exprimés par les cellules endothéliales (B7-h ou ICOS-L, OX40L et 4-1BBL) (252).
Shiao et al. ont montré récemment que ces trois ligands sont exprimés et régulés a la surface
des cellules endothéliales des microvaisseaux et qu’ils participent a 1’activation des
lymphocytes T mémoires par les cellules endothéliales in vitro et au rejet de greffe in vivo
(252). Le blocage de ces trois récepteurs constitue un axe important de recherche pour
prévenir le rejet de greffe.

Par ailleurs, plusieurs études suggerent également que le phénotype et le mode de
présentation antigénique spécifiques aux cellules endothéliales pourraient donner a celles-ci
des propriétés tolérogenes. En particulier, les travaux montrant le role des molécules ILT2, 3
et 4 exprimées par les cellules dendritiques dans 1’induction de lymphocytes T suppressives
de phénotype CD8+CD28- foxp3+ ont été adaptés aux cellules endothéliales (253) (254)
(255). Le point intéressant de ces travaux est la mise évidence de 1’expression des récepteurs
ILT3 et ILT4 par les cellules endothéliales, ce qui suggere des interactions spécifiques des
cellules endothéliales avec des cellules portant les ligands correspondants dont HLA-G.

Dans ce contexte, nos observations concernant I’expression de HLA-E ainsi que la
production des formes solubles de HLA-E nous permettent de faire quelques remarques et
hypotheéses sur le rdle potentiel de ces molécules dans les fonctions immunes de

I’endothélium en particulier dans le contexte de la Transplantation d’organes vascularisés.

5.4.1. Role de HLA-E dans la présentation des peptides allogéniques.

L’obtention de souris transgéniques pour HLA-E (256)et leur caractérisation (205) ont

montré ’induction in vivo de CTL allogéniques anti-HLA-E chez des souris transgéniques
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pour HLA-B27. Bien que la plupart des observations rapportées dans cet article porte en fait
sur la xénoreconnaissance de HLA-E chez la souris, ce sont les rares travaux portant sur
HLA-E in vivo. lls montrent que dans ce modele animal, HLA-E se comporte comme HLA de
classe Ia et induit une forte réponse immune conduisant au rejet de greffes de peau (205). Par
ailleurs, de nombreuses études in vitro ont permis de caractériser le role de HLA-E dans la
présentation de peptides du soi, bactériens ou viraux mais aussi allogéniques (197). Les CTL
allogéniques sont classiquement dirigés contre les alleles HLA-A ou HLA-B, moins
fréquemment HLA-C. Compte-tenu du polymorphisme élevé des molécules de classe I, les
CTL alloréctifs sont généralement trés spécifiques d’un allele du HLA de classe I donné. La
mise en ¢vidence de CTL alloréactifs spécifiques de la molécule faiblement polymorphique
HLA-E offre donc un nouveau scénario. Ces observations pourraient avoir une implication
importante en Transplantation. En effet, il est concevable que des CTL spécifiques de HLA-E,
qui proliférent in vitro en culture mixte lymphocytaire et qui présentent une activité
cytotoxique pour un large panel de cellules allogéniques, jouent un role dans le rejet de greffe
dans un contexte ou les cellules du donneur expriment des molécules du HLA de classe I qui
ne sont pas reconnues par les récepteurs KIR du receveur. Leur large spectre de réactivité et
leur indépendance vis-a-vis des molécules de classe I classique confeérent a ces CTL HLA-E-
spécifiques un fort pouvoir de réponse a une stimulation allogénique et un nouvel élément

pour une meilleure compréhension de la réponse alloimmune.

5.4.2. HLA-E et Protection des cellules endothéliales contre la lyse par les
CTL et cellules NK.

Nos résultats indiquent que I’expression constitutive de HLA-E a la surface des
cellules endothéliales est modeste comparée a celle des molécules de HLA de classe I
classique mais I’expression de HLA-E a été observée avec des niveaux d’expression
comparables sur des cellules endothéliales de différents donneurs. Notre premicre approche
pour analyser la fonction de HLA-E membranaire a ét¢ de comparer la cytotoxicité de cellules
NK allogéniques pour des HAEC activées ou non par de I’'ITFNYy, et donc, présentant un niveau
basal ou une sur-expression de HLA-E a la membrane. Nous avons montré dans notre étude
que la sur-expression de HLA-E par les cellules endothéliales traitées par I'IFNy confére une
protection significative des cellules endothéliales contre la lyse par ces cellules NK
allogéniques (cf article 3). Cet effet protecteur est conforme aux résultats déja publiés sur les

fonctions de HLA-E définies dans des mod¢les de transfection (184) (188) (257). Les travaux
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qui ont mis en évidence le role protecteur de HLA-E ont aussi identifié le récepteur inhibiteur
CD94/NKG2A comme médiateur de cette protection (184) (188) (257).

Dans notre étude, nous avons obtenu un blocage significatif de la protection des
cellules endothéliales traitées par I’'IFN en présence d’un anticorps anti-NKG2A. Cependant,
nous avons aussi observé un effet en utilisant un anticorps bloquant le récepteur activateur
NKG2C a la surface des effecteurs NK. Ces résultats préliminaires pourraient suggérer que la
liaison HLA-E/CD94/NKG2C soit fonctionnelle et pourrait jouer un rdle. En effet, il a été
montré lors de la caractérisation initiale des récepteurs de HLA-E, que HLA-E pouvait
interagir avec CD94/NKG2A et CD94/NKG2C mais présentait une affinité plus forte pour le
récepteur inhibiteur NKG2A (184) (258). NKG2A contient une séquence ITIM dans son
domaine cytoplasmique qui, en réponse a la stimulation du récepteur, va subir une
phosphorylation sur les résidus tyrosine permettant le recrutement de SHP-1 ou SHP-2, qui
vont inhiber les fonctions effectrices des NK (259). Contrairement a NKG2A, NKG2C ne
posséde pas d’ITIM mais s’associe avec la protéine DAP12 pour conduire le signal activateur.
(259). CD9%4 est nécessaire pour le transport de NKG2A et NKG2C a la surface des cellules.
L’interaction sélective avec NKG2A ou NKG2C semble dépendre aussi du peptide présenté
par HLA-E (260). Des expériences complémentaires sont nécessaires pour mieux analyser
I’interaction de HLA-E porté par 1’endothélium avec ces récepteurs et les conséquences
fonctionnelles. Nous souhaitons dans un premier temps faire une étude de dose-réponse de ces
anticorps, et aussi, analyser ’effet du blocage simultané de ces deux récepteurs. Nous
souhaitons également compléter cette étude par I’étude de HLA-E vis-a-vis des CD8+ CTL
allogéniques.

Donc, nos résultats suggerent que ’activation des cellules endothéliales du greffon
pourrait protéger, par I’expression de HLA-E, ces cellules de la lyse par les NK et les CD8+
allogéniques. Le role des cellules NK en Transplantation reste mal défini ; il a fait I’objet de
relativement peu d’études (261), les NK étant classiquement associés a 1’inflammation et au
rejet de greffe. Néanmoins une étude récente suggere leur participation a la régulation de la
réponse acquise, et en particulier, attribue un rdle aux cellules NK dans I’induction de
tolérance. Dans cette étude, la tolérance a une allogreffe d’ilots pancréatiques est induite par
un traitement des souris receveuses par un anticorps anti-CD40L. Les auteurs montrent que,
dans ce modele, I’expression du CMH de classe I est nécessaire pour induire la tolérance qui
requiert la présence des NK, et non des CD8+T, et, ’expression de la perforine (262). Ces
travaux suggerent que moduler 1’activité des NK est une stratégie potentielle pour induire la

tolérance a une greffe allogénique.
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Les régions extracellulaires de NKG2A et NKG2C qui reconnaissent HLA-E
présentent 92 % d’homologie de séquence (263) alors que leurs domaines transmembranires
et intracellulaires ne partagent que 60% d’homologie, NKG2C ne possédant pas le domaine
ITIM présent dans la molécule NKG2A. Le «trafficking» du récepteur inhibiteur
CD94/NKG2A est différent de celui de CD94/NKG2C. L’internalisation de CD94/NKG2A
est indépendante de la fixation du ligand, 1’association/dossiciatrion du couple
récepteur/lignad est rapide et ce récepteur est constamment recyclé probablement pour assurer
une expression constante de CD94/NKG2A a la surface des NK. La fine régulation de
I’expression de ce récepteur suggere un role important de NKG2A dans le contrdle de

I’activité cytotoxique et I’autoimmunité (264).

5.4.3. RoOle de l'expression endothéliale de HLA-E dans la génération de

lymphocytes T suppresseurs et I'induction de tolérance.

La régulation de la réponse immune comprend des mécanismes intrinséques a
I’activation et la différentiation antigéne-dépendante des cellules immunocompétentes, et, des
mécanismes extrinseques sous le controle des cellules suppressives. La caractérisation des
population de cellules lymphocytaires régulatrices ou suppressives et leur utilisation
potentielle pour dévier la réponse immune vers la tolérance est un axe de recherche majeur en
Transplantation (265). Plusieurs travaux importants proposent un réle de HLA-E dans la
génération de cellules T CD8+ suppressives et le controle de 1’autoimmunité. Ces études ont
¢été faites chez la souris et portent sur I’homologue murin de HLA-E, Qa-1 (266).

Plusieurs caractéristiques des molécules Qa-1/HLA-E justifient un role potentiel de
ces molécules comme ¢élements de restriction de la réponse immune. Tout d’abord,
I’expression de Qa-1 par les cellules CD4+ activées et leur faible expression par les cellules
au repos. De plus, leur expression transitoire protége les cellules CD4+ non activées qui ne les
expriment pas. HLA-E a un polymorphisme limité et peut présenter des peptides du soi ou des
peptides exogeénes aux T CD8+. Cependant, au cours de I’activation des cellules T, HLA-E
peut aussi présenter divers peptides hydrophobiques qui vont servir de cibles antigéniques
pour les T CD8+. Le complexe HLA-E/peptide va interagir avec le récepteur CD94/NKG2A
porté par les NK ou les CD8+T classiques.

146



5.5. Importance des formes solubles du HLA pour le diagnostic

et le suivi des pathologies vasculaires.

Nos travaux sont les premiers a décrire une forme soluble pour HLA-E dans les
surnageants de cellules endothéliales en culture. Une étude collaborative avec le groupe de N.
Gervois et F. Jotereau, nous a aussi permis de montrer la production de sHLA-E dans le
surnageant de culture de lignées de mélanomes apres activation par I’IFNy (cf ci-dessous
chapitre 5.6., Derre et al. (287)). Nos premiers résultats suggérent également que sHLA-E
posséde une activité biologique. En effet, nos expériences réalisées avec des surnageants de
culture de cellules endothéliales contenant du sHLA-E montrent un effet protecteur sur la lyse
de cellules cibles par des NK. Ces résultats préliminaires nécessitent d’étre confirmés apres
purification de la protéine a partir des surnageants, ou, par la production de protéine HLA-E
soluble recombinante. sHLA-E rejoint donc les autres molécules solubles du HLA de classe |

non classique ou apparentées telles que HLA-G et MICA solubles.

L’épissage alternatif du transcrit HLA-G conduit a ’expression de 4 protéines
membranaires (HLA-G1 a G4) et de 3 protéines solubles (HLA-G5 a G7) (267) (268). Le
clivage protéolytique semble également produire des formes solubles de HLA-G présentant
une activité biologique (269) (270). L’obtention des anticorps spécifiques des différentes
isoformes, la mise au point de techniques de dosage nécessaires a la caractérisation des
formes solubles de HLA-G et a leur quantification, sont relativement récentes (178) (268). Par
conséquent, certaines études montrant la présence des différentes isoformes dans les fluides
biologiques et publiées au cours des deux derniéres années, semblent divergentes voire
contradictoires, probablement en raison des techniques et réactifs différents utilisés (271)
(272) (273). Néanmoins, les formes solubles de HLA-G ont été mise en évidence dans
différentes pathologies ; plusieurs études montrent la valeur diagnostique du dosage de sHLA-
G et suggerent I’importance du dosage de sHLA-G pour le suivi des patients transplantés.
Ainsi, deux études indépendantes associent la présence de SHLA-G a une incidence de rejet
plus faible chez les receveurs de greffe cardiaque (274) et rénale (275). Parall¢lement,
plusieurs études in vitro documentent les fonctions de SHLA-G et indiquent un effet inhibiteur
de la prolifération des lymphocytes T alloréactifs (276) (277) et la capacité d’induire des

cellules T régulatrices (278). Ces travaux complétent les propriétés protectrices des molécules
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HLA-G membranaires et solubles déja décrites. L’ensemble de ces travaux suggérent
I’utilisation de sHLA-G a des fins diagnostiques et thérapeutiques en Transplantation.

De fagon intéressante, une étude récente montre que la forme soluble de HLA-G se
fixe sur les cellules endothéliales via le récepteur CD160 ; cette interaction inhibe
I’angiogénese induite par le VEGF ou le FGF-2 et induit I’apoptose des cellules endothéliales,
ce qui suggere 'utilisation de sSHLA-G pour la prévention de la néoangiogénése des tumeurs
(279).

De méme que HLA-G, la forme soluble de MICA a fait ’objet d’une description
récente (280) (281). Contrairement a HLA-G, la forme soluble de MICA résulte
principalement du clivage de la forme membranaire par des métalloprotéases. La forme
soluble de MICA est faiblement présente dans le sérum normal (<30 pg/ml, n = 62) mais sa
concentration augmente de fagon significative chez les patients atteints de tumeurs
¢épithéliales et gastro-intestinales (161 pg/ml de MICA soluble en moyenne dans le sérum de
patients atteint de cancers de I’estomac ou du cdlon, n= 296) (280) (282). La présence de
MICB soluble a été plus récemment décrite (283) et semble corrélée a celle de MICA soluble
dans les tumeurs (284). D’un point de vue fonctionnel, les molécules MICA solubles ont la
capacité¢ de diminuer 1’expression du récepteur NKG2D en favorisant I’internalisation du
complexe SMICA/NKG2D, mécanisme impliqué dans 1’échappement tumoral (285).

En résumé, les connaissances actuelles indiquent que HLA-G a un rdle
immunosuppresseur via son interaction avec les récepteurs inhibiteurs ILT2 et ILT4 (286), et,
que sHLA-G contréle la prolifération des lymphocytes T alloréactifs (276) (277) et
I’induction des cellules T régulatrices (278). De plus, MICA soluble inhibe 1’expression de
son récepteur NKG2D a la surface des cellules effectrices NK et CTL, et, confére donc une
protection aux cellules exprimant MICA. Nos premiers résultats suggerent que sHLA-E est
une troisieme molécule potentiellement immunosuppressive qui protége de la lyse, par les
cellules NK et les lymphocytes CD8+ cytotoxiques, les cellules exprimant peu ou pas HLA-E
telles que les cellules endothéliales non activées ou les cellules du muscle lisse. Notre étude,
réalisée par Western blot au moyen des anticorps anti-HLA-E produits par Vaclav Hores;ji
(MEM/E-2), montre la présence de sHLA-E dans le sérum de patients atteint de vascularites a
ANCA. Chez ces patients, nos premiers résultats suggerent que la présence de sHLA-E est
plus fréquente chez les patients en phase active (au moment du diagnostic et épisodes de
rechute) que chez les patients en phase de rémission. Une étude sur une cohorte plus
importante de patients est nécessaire pour valider ces observations. De plus, la production

d’anticorps monoclonaux qui permettront de développer un test de dosage Elisa quantitatif est
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une étape importante pour le développement de ce projet. La production de la protéine
recombinante est en cours (Plate-forme de production de protéines recombinantes, INSERM
U601, Nantes) ; elle permettra, outre la production d’anticorps, de caractériser cette nouvelle

molécule soluble et d’étudier les fonctions biologiques de HLA-E soluble.

5.6. HLA-E et mélanomes.

Au cours de cette ¢tude, nous avons collaboré avec le groupe de Nadine Gervois et
Francine Jotereau (UMR INSERM 601, Nantes) pour tester 1’expression et la régulation de
HLA-E a la surface de lignées et cultures primaires de mélanomes, ainsi que, la production de
HLA-E soluble par ces cellules. Cette collaboration a permis de montrer que, comme pour les
cellules endothéliales, I'IFNy augmente 1’expression membranaire de HLA-E dans différentes
lignées de mélanomes et conduit également a la production de la forme soluble de HLA-E. De
facon intéressante, 1’étude immunohistologique réalisée au cours de cette ¢tude indique que
I’expression de HLA-E décroit au cours du développement tumoral avec une expression de
HLA-E plus forte et plus fréquente dans les tumeurs primaires que dans les métastases.

Les résultats de cette ¢tude ont fait 1’objet d’une publication : Derre L. et al. J.

Immunol. 2006 (287).
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Détection de nouveaux marqueurs endothéliaux cellulaires et

plasmatiques pour une exploration non invasive de la paroi vasculaire.

Un objectif de notre projet de recherche est de transposer les connaissances acquises au
développement d’une recherche biologique et clinique appliquée a la Transplantation
d’organes mais aussi aux pathologies vasculaires (vascularites a ANCA, maladies auto-

immunes, athérosclérose, et plus particulieérement, dans 1’insuffisance rénale).

Importance de HLA-E soluble pour le diagnostic.

A ce titre il nous parait important de tester et valider I’utilit¢ de sHLA-E pour le diagnostic et

I’immunothérapie (brevet INSERM déposé). La description de HLA-E soluble étant

nouvelle, il n’existe a I’heure actuelle aucun test de routine pour sa détection dans des fluides
biologiques. Nous avons utilis¢ la méthode de Western blot pour monter que sHLA-E, absent
d’un sérum sain, pouvait étre détecté dans le sérum de patients présentant une inflammation
vasculaire (vascularites a ANCA) ou il est corrélé a des taux sériques élevés de CRP, IL2-Ra,

IL-8 et de VEGF. La production des réactifs spécifiques (protéine purifiée recombinante et

anticorps monoclonaux) est en cours pour la mise au point d’un test de dosage (ELISA

sandwich) de la forme soluble de HLA-E. Ce test sera utilisé pour mesurer la présence de la
forme soluble de HLA-E dans le sérum des transplantés rénaux de notre centre (BioCol
INSERM n° 02G55) et d’une cohorte de patients atteints de vascularites a ANCA pour
lesquels des résidus d’échantillons sanguins ont été conservés au laboratoire d’Immunologie
du CHU de Nantes. De fagon complémentaire, cette étude analysera la présence d’autres
marqueurs endothéliaux solubles, et en particulier, MICA et EPCR qui font 1’objet d’études
dans notre équipe. Notre équipe a obtenu deux allocations de recherche issues de I’Agence de

Biomédecine et de la Société de Néphrologie pour le développement de ces projets.

Recherche de nouveaux marqueurs endothéliaux.

Nous disposons d’une banque de sérums, cellules et biopsies des patients transplantés rénaux
de notre centre et de cellules endothéliales des donneurs réunis au sein d’une BioCollection
INSERM (BioCol INSERM n° 02G55) que nous utiliserons pour une étude clinique visant a

rechercher de nouveaux marqueurs endothéliaux sériques caractérisant la survenue du rejet
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chronique. L’objectif de ce projet est d’obtenir un test de dosage de la dysfonction

endothéliale prédictif du rejet chronique. Cette ¢tude sera développé en collaboration avec

avec la plate-forme de protéomique haut débit de la Génopdle-Ouest (Innova, Rennes).
L’analyse et la comparaison des sérums de patients (et des protéines endothéliales) seront
réalisées aprés séparation des protéines sur gels 2D et séquencage des peptides par

spectrométrie de masse (SELDI-TOF).
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Endothelial expression of nonclassic HLA molecules: functions

and potential implication in clinical transplantation
Stéphanie Coupel®, Jean-Paul Soulillou® and Béatrice Charreau®

Purpose of review

This review highlights expression and functions of
nonclassic HLA class | molecules, their expression by
human endothelial cells, and mechanisms by which they
may significantly affect alloimmune responses to organ
transplantation.

Recent findings

In contrast with classic class | major histocompatibility
complex molecules, nonclassic major histocompatibility
complex class | molecules such as class |-related chain A,
HLA-G, and HLA-E are defined by limited polymorphism
and restricted pattern of cellular expression. Human
vascular endothelial cells have been shown to express
major histocompatibility complex class | -related chain A,
HLA-E, and receptors for HLA-G (immunoglobulinlike
transcripts 3 and 4). The possibility that nonclassic class |
molecules, expressed on graft endothelial cells, actively
control regulatory mechanisms not only to impair the
destructive immune response mediated by natural killer
cells and allospecific cytotoxic T lymphocytes but also to
trigger specific tolerance induction is attractive but must be
validated.

Summary

In addition to classic class | and Il major histocompatibility
complex molecules, graft endothelial cells express
nonclassic class | major histocompatibility complex
molecules and receptors. The roles that the tightly regulated
expression of nonclassic class | major histocompatibility
complex molecules play in innate and acquired allogeneic
response must be elucidated.
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Introduction

The endothelium is a functional barrier between the
vessel wall and bloodstream and endothelial cells are
involved in regulating several key physiological func-
tions, both immune and nonimmune, including control
of coagulation, fibrinolysis, and vascular tone and growth.
It is now clear that dysfunction of the endothelium
disturbs a physiological protective regulatory balance,
which is a critical factor in the progression of inflamma-
tory and cardiovascular diseases and in transplant rejec-
tion. Current evidence also supports the idea that
endothelial cells present at the vascular endothelium
not only play a critical role in the recruitment of immune
cells but also can influence the outcome of the immune
response [1]. Human wvascular graft endothelial cells
display donor class T and Il major histocompatibility
complex (MHC)—peptide complexes on their surface
and are thought to stimulate alloresponses i vive [2,3].
This review presents recent findings indicating that
endothelial cells express several nonclassic class I MHC
maolecules including major histocompatibility complex
class [-related chain A (MICA), HLA-E, and the inhiba-
tory receptors immunoglobulinlike transenpts 3 and 4
(IL'T3 and ILT4) that could trigger immunomodulatory
functions.

Major histocompatibility complex class
I-related chain A

The classic HLA elass 1 loci within the MHC (H7.A-A,
HLA-B, HLA-C) are characterized by their ubiquitous
expression and their extraordinary  polymorphism. In
contrast with classic HLA class I, the human MHC class
[ chain—related genes (MICA and MICE ) show an unusual
tissue distribution [4]. Unlike other nonclassic HLA class
| genes (HLA-E, HLA-F, and HLA-G), MICAs are highly
polymorphic [5]. Moreover, their organization, expres-
sion, and products differ considerably from classic HLA
class T genes [6]. MICAs are constitutively expressed on
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the cell surface of freshly isolated gastric epithelium,
endothelial cells, and fibroblasts but are not present on
CIM™ and CD8™ T cells or B cells [4,6). Furthermore,
cell surface MICA proteins appear to be considerably
dysregulated or overexpressed in transformed cells of
various types, particularly in those of an epithelial origin,
suggesting a role for MICAs in the immune escape of
tumours. Evidence for heat and virus—induced upregula-
tion of MIC protein cell surface expression has led to the
concept that MIC proteins are markers of stress in the
epithelia.

Both MICA and MICB show homology with classic
HLA molecules, but they do not associate with Bs-
microglobulin, do not bind peptide, and are notexpressed
on normal circulating lymphocytes. MIC molecules are
ligands for the natural killer cell receptor NKG2D, a
highly conserved C-type lectinlike membrane glyco-
protein expressed on essentially all natural killer cells,
as well as on vd and «ff CD8™ T cells, in humans and
mice (for review see Ogasawara and Lanier [7]). NKG2D
ligands (NKG2DLs) mark malignant cells for recognition
by natural killer cells and cytotoxic T lymphocytes via
the activating immunoreceptor NKG2D [8]. This led
to the hypothesis that NKG2ZDLs play a critical role
in tumour immune surveillance. Recently, the UL16-
binding proteins have been identified as additional
ligands of NKGZD; their expression in oios is as yet
undefined [9]. Functionally, similar stimulatory effects
on natural killer and CD8 T cells have been initally
described for all NKG2D ligands, and the NKG2D
receptorf/ligand system has therefore been interpreted
as a sensor system involved in tumour immune surveil-
lance and activation of immune responses.

Recently, it was demonstrated that MICA is released asa
soluble form from the cell surface of tumour cells and can
be detected at high levels in sera of patients with gastro-
intestinal and hematopoictic malignancies but not in
healthy donors [10,11]. Soluble MICA released by epi-
thelial tumours downregulates NKG2D surface expres-
sion and leads to a functional impairment of tumour
antigen—specific cytotoxic  lymphocytes [12,11]. We
found that cultured vascular human arterial endothelial
cells constitutively expressed MICA at the cell surface.
Cytokines modulated membrane-bound MICA expres-
sion but also promote shedding of soluble MICA
(B. Charreau and S. Coupel, personal communication).

The MICA molecule is highly polymorphic in the trans-
membrane region and the extracellular domain and more
than 51 alleles have been reported so far. Consistent with
the high polymorphism of MIC molecules, specific anti-
bodies against MICA have been reported in the serum of
patients who had rejected kidney allografts, suggesting a
potential role for these molecules in transplant immuno-

pathology [13,14]. Renal and pancreatic grafts with evi-
dence of both acute and chronic rejection have been
shown to express MIC proteins, and anti-MIC antibodies
have been identified in the serum of these patients.
Expression of MICA and MICB in transplanted organs
has been demonstrated [15]. A total of 53 individual renal
and 19 pancreas transplant biopsy specimens were
assayed for MICA expression by immunohistology. No
MICA staining was observed in seven of 10 kidneys
showing no rejection. In contrast, all 11 of the kidney
specimens with acute rejection were positive, and nine of
the 11 kidney specimens with chronic rejection. The
acini of normal, nontransplanted pancreas (control speci-
mens) were consistently negative; however, islets were
positive in all specimens. MICA expression and regula-
tion by endothelial eells are still not well defined. While
it was initially found expressed at the cell surface of
monocytes, fibroblasts, and endothelial [4], endothelial
expression for MICA was further confirmed and docu-
mented i vitro [14]. In this study, 748 serum samples
from 139 patients taken before and at various time points
after kidney transplantation were investigated for the
presence, frequency, and specificity of kidney micro-
vascular endothelial cell -reactive anti-MICA antibodies.
As a result, a significant correlation was established for
pretransplantation or posttransplantation MICA humoral
immunity and graft loss [14].

Despite the fact that MICA/NKGZD interaction is
expected to be detrimental to graft endothelial cells, it
has recently been shown that the NKG2ZD ligands H60
and MICA can also mediate strong suppressive effects on
T-cell proliferation [16**]. MICA-mediated suppression
requires interleukin-10 and involves a receptor other than
NKG2D. These findings could explain why strong
in-vivo NKG2D ligand expression, such as that found
on tumour cells, sometimes fails to support an cffective
immune response.

The nonclassic major histcompatibility
complex class Ib: HLA-G and HLA-E

The HLA-E antigen belongs, with HLA-G and HLA-F,
to the nonelassic MHC class [ (Ib) molecules, broadly
defined by a limited polymorphism and a restricted
pattern of cellular expression [17]. HLA-G plays an
important role in immune tolerance during pregnancy
and in the escape from immune response by tumours. In
contrast to HLA-G, the expression and function of HLA-
E and HLA-F in physiological and pathologic processes
remain poorly established.

HLA-G and immunoglobulinlike transcript inhibitory
receptors: an immunosuppressive balance?

The nonelassic HLA elass [ antigen HLA-G is an inhibi-
tory molecule involved inimmune tolerance and immune
escape. Over the past few years, HLA-G has been the
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center of intensive investigations that have led to the
description of its particular structural and functional
properties. Although located in the HLA class [ region
of chromosome 6, the HLA-G gene may be distinguished
from other HLA class | genes by its low polymorphism
and restricted tissue distribution. HLA-G also differs
from other class I molecules in that the gene can be
alternatively spliced to produce four membrane-bound
(HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3, and HLA-G4) and three
soluble isoforms (HLA-G5, HLA-G6, and HLA-G7).
Structurally, HLA-G1 and HLA-GS5 are similar to classic
HLA class I molecules in their ability to associate with
Bo-microglobulin and to present peptides.

Tissue distribution of HLA-G proteins is restricted to
normal fetal and adult tissues (thymic epithelial cells)
that display a tolerogenic function towards both innate
and acquired immune cells. In pathologic conditions,
HLA-G is found expressed in various tissues (skin, muscle,
brain) on inflammation and by tumours and HIV-infected
cells. HLA-G can also be expressed by infiltrating mono-
nuclear cells within allogeneic transplants [18].

The HLA-G molecule exerts its inhibitory functions via
interaction with inhibitory receptors ILT2, ILT4, and
KIRZDL4, differentially expressed by natural killer,
CD47, and CD8" T cells, and antigen-presenting cells.
Interestingly, HLLA-G is able to upregulate the expres-
sion of inhibitory receptors [19%]. HLA-G has inhibitory
functions and can be found as a soluble or a membrane-
bound molecule. Although in multiple sclerosis brain
specimens HLA-G was found expressed in microglial
cells, macrophages, and endothelial cells [20], there is
still no evidence for HLA-G expression on vascular
endothelial cells. Moreover and consistent with its low
polymorphism, no alloimmunization against HLA-G has
been yet reported. Nevertheless, several studies support
the hypothesis that HLA-G may protect allografts.
Firstly, HLA-G expression has been observed in cardiac
allografts and found to be correlated with a decreased
incidence of both acute and chronie rejection [17]. Cor-
relation between HLA-G and graft outcome was further
confirmed in a larger cohort of recipients (7 =151) [18].
In-vitro experiments substantiated a role for HLA-G in
allogeneic transplantation by providing further evidence
for its inhibitory functions. These studies demonstrated
HLA-G —mediated inhibition of allogeneic natural killer
and CD8™ T-cytolytic function [21] and CD4™ T-cell
alloproliferative response [22]. Soluble HLA-GS protein
was found seereted by allospecific CD47 T cells and also
suppresses the alloproliferative response [23], suggesting
that HLA-G exerts a direct suppressive effect on CD4™
T lymphocytes.

Despite the fact that endothelial cells fail to express
HLA-G, their capacity to express ILT3 and ILT4 in

Nonclassic HLA molecules Coupel et al. 3

some conditions has been established i virro after inter-
action with alloantigen-specific CD8™ T-suppressor cells.
This interaction triggered the induction of ILT3 and
[L'T4, inhibitory receptors expressed by monocytes and
dendritic cells, on endothelial cell surfaces while a down-
regulation of costimulatory and adhesion molecules
(CD58 and CD86) occurred, thus rendering endothelial
cells tolerogenic. Conversely, tolerized endothelial cells
elicit the differentiation of CDS8TCD2§8~ FOXP3™
T-suppressor cells [24], anergize CD4" T cells, and
can induce the generation of antigen-specific CD4™
CD25" T-regulatory cells [25,26°]. As HLA-G has been
shown to upregulate IL'T2, IL'T3, and [L'T4 in antigen-
presenting cells (APCs), natural killer eells, and T cells
[19%], it is tempting to speculate that the concomitant
HLA-G expression in transplant and endothelial expres-
sion of inhibitory receptors ILT3 and ILT4 could be
involved in tolerance induction or maintenance.

HLA-E: a ligand for the inhibitory receptor CD94/NKG2A
The HLA-E antigen was initially characterized by a
broad pattern of mRNA expression on different cell types
[27,28]. Cell surface expression of HLA-E required the
availability of a set of highly conserved nonameric pep-
tides derived from the leader sequence of various HLA
class [ molecules including HLA-A, HLA-B, HLA-C, and
HLA-G [29,30], suggesting that HLA-E cell surface
expression could be limited to some cell type or cell
activation processes. Few data are available, however,
concerning HLA-E protein and cell surface expression
[31,32). Cell expression and regulation of HLA-E i vive
are almost unknown. Recently, we showed that HLA-E
expression in kidney is mainly restricted to endothelial
cells, where HLA-E immunostaining was consistently
found in all endothelial cells from large and small vessels
(S. Coupel, in preparation). Our data also indicate
that 7z wire tumor necrosis factor-c, interleukin-1p3,
and interferon-y upregulated the cell surface expression
of HLA-E on endothelial cells and induced the release of
soluble HLA-E (S. Coupel, in preparation).

Previous studies demonstrated that HLA-E is a ligand
for CD94/NKG2A and CD94/NKG2C receptors ex-
pressed on natural killer cells and a subset of T cells
[27]. The interaction of HLA-E with the inhibitory
CDY94/NKG2A receptor results in inhibition of natural
killer cell-dependent and eytotoxic T lymphocyte
(C'TL)—-dependent lysis [27]. HLA-E molecules not only
provide a protective pathway but also play a role in
the regulation of T-cell function. HLA-E forms a hetero-
dimer with Bz-microglobulin, which binds and presents
peptides derived from self or foreign proteins [33] after
infection [34], immunization, or transplantation [35,36].
HLA-E/peptide complexes can interact with «ff T-cell
receptors expressed on CD8™ T cells to trigger conven-
tional CTL function [36]. Morcover, Qa-1 (homologous
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to HLA-E in mice)—deficient mice [37] have defects in
immunoregulation mediated by GD8™ T eells, providing
evidence for the involvement of HLA-E-restricted
CD8™ suppressor cells in controlling the adaptative
immune response to both foreign and self-antigens
[38,39]. The respective contribution of T-cell and
NKG2 receptors to HLA-E-mediated regulation of
suppressor GD8" T-cell functions is stll unknown.
Altogether, these findings suggest that graft endothelial
cells expressing HLA-E may have unique regulatory
functions in both the innate and cognate immune
TCSPONSEs.

Considering its low polymorphism, alloimmunization
against HLA-E is unlikely. Nevertheless, two alleles of
HLA-E have been found, E70101 and E70103, and have
been referred to as HLA-E® (E*0101) and HLA-ER
(E70103) because they are distinguished by having either
an arginine (—~E® ora glycine (—E®) at position 107 of
the protein, located on a loop between B-strands in the o2
domain of the heavy chain. HLA-E® and HLA-ER are
found at nearly equal frequencies in diverse populations.
Preliminary data [40] indicated that the HLA-E® allele
was expressed at significantly higher levels on transfected
and normal cells. Whether haplotype-dependent varia-
bility in cell surface expression levels might confer func-
tional differences toward cell-mediated cytolysis and
alloantigen presentation must be defined.

Xenograft protection provided by HLA-E and HLA-G
expression on porcine endothelial cells

The protective effect of HLA-E and HLA-G was clearly
demonstrated i witro in the context of xenotransplanta-
tion. Porcine endothelial cells are susceptible to human
lysis probably due to the
inability of porcine MHC class 1 molecules to signal
through human natural killer cell inhibitory receptors
[41]. Earlier in-vitro experiments demonstrated that
the coexpression of HLA-G and By-microglobulin effi-
cently protects porcine endothelial cells from natural
killer—-mediated eytolysis [42]. In contrast, HLA-E—
expressing porcine cells were shown to be partally pro-
tected from lysis mediated by human polyclonal natural
killer populations and completely protected from killing
by NKG2APTE nagural killer clones [43]. Interestingly, a
recent study [44] also investigated the role of activating
natural  killer receptors including NKp30, NKp44,
NKp46, and NKG2D in human xenogeneic natural killer
cytotoxicity against porcine endothelial cells. These data
indicated that the lysis of pig endothelial cells mediated
by activated human natural killer cells depended on both
NKp#4 and NKGZD, because a complete protection of
porcine endothelial cells was achieved only by simul-

natural  killer—-mediated

taneous blocking of these activating natural killer cell
receptors.  Collectively, these findings suggest that
natural killer cell eytotoxity could be overcome by the

induction of HLA-E and HLA-G protective molecules
while an additional step of protection may be provided
by inhibiting NKG2D ligands on vascular xenogeneic
endothelial cells.

Conclusion

In contrast with APCs such as dendritic cells, endothelial
cells are currently referred to as ‘semiprofessional” APGs
because they do not express certain costimulatory mol-
ccules such as B7 molecules (CDS80 and CD86) [2].
Nevertheless, human endothelial cells express the costi-
mulatory molecules leukocyte function antigen-3 (GCD58)
and CD40 and, in response to tumor necrosis factor-w,
activated endothelial cells also express the more recently
described costimulatory molecules, [COS ligand, OX40
ligand, and 4-1BB ligand [45]. Many previous studies
examining the role of endothelial cells in T-cell acti-
vation have shown that cultured human endothelial cells
are able to activate allogencic memory T cells but not
naive ‘T cells. Memory T cells are thought to play an
important role in allograft rejection because requirements
for memory T cells” activation appear to be less stringent
that those of naive T cells, and memory T cells may be
more difficult to inhibit or to tolerize [46]. Consequently,
although restricted, antigen presentation by endothelial
cells may contribute to allograft rejection. The ability of
endothelial cells to act as APCs in wion, however, 1s still to
be established. Moreover, recent findings mostly
obtained in mice also suggest that graft endothelial cells
may play a role in tolerance induction. Krupnick e @/
[47**] have further analyzed the interaction between
vascular endothelium and allogeneic CD4™ T lympho-
cytes and showed that murine activated vascular endo-
thelial cells generate alloantigen-specific CD4725%
Foxp3™ regulatory T cells, which inhibit T-cell prolifer-
ation both 7z vigre and i vive. Although the generation of
MHC class [Lrestricted CD4 7™ regulatory T cells has been
shown to be central to allograft tolerance in rodents, new
findings [48%] also suggested an unexpected role in
tolerance induction for MHC class [-dependent re-
sponses that involve natural killer eells. Using a mouse
model of tolerance to islet allograft induced by anti-CD40
ligand anubodies, Beilke e @/, [48"%] showed that wler-
ance induction absolutely required host expression of
MHGC class | but was independent of CD8™ T cell-
dependent immunity. Rather, tolerance required innate
immunity involving NK1.17 cells but was independent of
CD1d-restricted natural killer T cells. Therefore, graft-
protective versus graft-destructive functions of natural
killer cells still require a careful evaluation. Collectively,
these studies suggest that graft endothelium may play
specific roles in tolerance induction processes.

A possibility exists that nonclassic class | molecules,
expressed on graft endothelial cells, actively control
regulatory mechanisms not only to impair the destructive
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immune response mediated by natural killer and allos-
pecific C'TLs but also to trigger specific tolerance induc-
tion. This attractive concept remains to be validated
in witre and i vive. Our preliminary results further
suggest that endothelial cells also release soluble non-
classic MHC c¢lass T or related molecules including
MICA and HLA-E. Although the protective function
of soluble MICA has been clearly established [12,10],
the functional properties of soluble HLA-E require
further investigation.
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ROLE DU HLA DANS LA SIGNALISATION DES CELLULES ENDOTHELIALES EN
TRANSPLANTATION ET CONTRIBUTION DE HLA-E AUX FONCTIONS

IMMUNOREGULATRICES DE L’ENDOTHELIUM

Mieux comprendre le role de I'endothélium dans la réponse immune et identifier de
nouvelles cibles moléculaires pour le contréle des dysfonctions endothéliales sont des
enjeux majeurs pour combattre de nombreuses pathologies vasculaires et

inflammatoires et le rejet de greffe en Transplantation.

Les travaux réalisés au cours de ma thése ont mis en évidence I'activation de GTPase RhoA
dans les cellules endothéliales (CE) vasculaires consécutive a la liaison du HLA de classe |
par les anticorps allospécifiques. Nous montrons le réle central de RhoA dans un mécanisme
a médiation « immune » de la prolifération endothéliale qui requiert la géranylgéranylation de
RhoA et peut étre inhibé par une statine. De facon complémentaire, nous montrons que la
fixation d’anticorps anti-HLA de classe Il induit I'apoptose des lymphocytes B mais pas des
CE issues du méme donneur et suggérent que les CE échappent a I'apoptose par I'activation
d'une voie de survie impliguant la PI3-kinase. Enfin, par la mise en évidence de I'expression
des formes membranaire et soluble de HLA-E par les CE, nos travaux apportent la premiere
description in vivo et in vitro de I'expression et de la régulation de HLA-E par I'endothélium.
L'ensemble de ces travaux montrent que, dans un contexte allogénique, I'expression des
molécules du HLA de classe | et de classe Il par I'endothélium contribue, via des voies de
signalisation propres, a moduler les fonctions endothéliales telles que la prolifération et
l'apoptose. De plus, [l'expression de HLA-E procure de nouvelles fonctions
immunorégulatrices aux CE et HLA-E soluble est un nouvel outil pour le diagnostic et
limmunothérapie.

Mots clés: cellules endothéliales/ HLA/ transplantation/ signalisation intracellulaire/
immunorégulation
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HLA-mediated endothelial cell signaling in Transplantation and
characterization of HLA-E as a new endothelial immunoregulatory

molecule

THE IDENTIFICATION OF NEW MOLECULAR TARGETS TO PREVENT
ENDOTHELIUM DYSFUNCTION AS WELL AS A BETTER UNDERSTANDING OF THE
ROLE OF ENDOTHELIUM IN THE IMMUNE RESPONSE ARE REQUIRED TO
IMPROVE VASCULAR INJURY AND TRANSPLANT OUTCOME.

The present study indicates that ligation of HLA class I and class II molecules on graft
endothelial cells (EC) mediated by alloreactive anti-donor antibodies selectively activates
signaling pathways affecting EC functions such as cell proliferation and apoptosis. Firstly, we
showed that RhoA is a key mediator of signaling pathways leading to cytoskeleton
reorganization and EC proliferation in response to HLA class I ligation and demonstrated the
potent inhibitory effect of simvastatin on allostimulated EC growth. We also found that, in
contrast to B cells, graft ECs escape from apoptosis mediated by HLA-DR ligation not as a
result of moderate HLA-DR expression but rather as a result of specific signaling pathway
involving the PI3-kinase.

This study also demonstrated that EC express the non classical class | HLA-E molecules at
the cell surface and release soluble HLA-E wupon inflammation providing new
immunoregulatory functions to EC and tools for diagnosis and immunotherapy.

Key words : Endothelial Cells / HLA/ Transplantation/ cell signaling/ immunomodulation
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