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Avant propos

Avant propos

La transplantation d’organes ou de tissus dans le but de remplacer des organes
vitaux défaillants est actuellement un traitement de choix dans de nombreuses pathologies
touchant différents organes tels que les reins, le coeur, les poumons, le foie, la cornée ou la

moelle osseuse. Elle est devenue aujourd’hui un moyen thérapeutique commun.

C’est au début du XXéme siécle que les médecins explorent pour la premiére fois la
technique de la transplantation. En effet, en 1902, les Dr Carel et Ullman ont tenté la
premiére greffe d’'organes chez I'animal. lls ont rapporté avoir transplanté le rein d’un chien
au niveau de son cou. Toutefois, la greffe a un autre chien est un échec et pour eux, seule
lautogreffe est possible. En 1933, le russe Serguey Voronoy qui travaille sur la
transplantation animale arrive & une conclusion majeure : le rejet de greffe est un événement
immunologique. Il tente alors la premiere "homotransplantation” qui aboutit a la mort du
receveur quatre jours apres la greffe, mais un nouveau pas dans la transplantation a été
accompli. Il faudra attendre I'aprés guerre pour voir les premiéres greffes rénales. En effet,
c’est en 1956 a Boston que la premiére greffe est réussie car réalisée entre deux jumeaux
vrais (Merrill et al. 1956).

Dans les années 50, Gowans, Brent, Medawar et d’autres ont établi le concept de
tolérance : leurs travaux ont montré que les lymphocytes étaient a la fois les cellules qui
exprimaient les antigénes et qui répondaient a ces antigénes en développant un modéle in
vitro "d’homogreffe" (appelé aujourd’hui allogreffe) (Brent and Medawar 1967; Gowans
1977). Ainsi, l'introduction d’alloantigénes dans un organisme, sous forme d’organe ou de
tissu, provogue une réaction immunologigque chez le receveur suite a une reconnaissance
des alloantigénes reconnus comme étrangers. Ce rejet immunologique dépend de nhombreux
facteurs lies a I'h6te et a I'organe greffé : les différences entre les antigénes du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) du donneur et du receveur et le statut immunologique du
receveur (Hollander et al. 1999). A I'heure actuelle, I'inhibition non spécifique de I'ensemble
du systeme immunitaire par l'intermédiaire des drogues immunosuppressives comme la
cyclosporine A (un inhibiteur de la calcineurine inhibant des génes impliqués dans I'activation
et la prolifération des cellules T), la rapamycine (antibiotique qui inhibe les T effecteurs et les
cellules dendritiques mais préserve les cellules T régulatrices) et bien d’autres, reste la seule
fagon de diminuer I'incidence du rejet de greffe. Le grand succés de ces traitements sur la
survie des allogreffes se heurte pourtant a de graves problémes. Outre leur toxicité propre,
les drogues provoquent des effets secondaires tels que les infections opportunistes virales,

bactériennes ou fongiques et surtout des cancers viro-induits dont [lincidence est
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significativement augmentée aprés transplantation d’organe (Dantal and Soulillou 2005). Ces
effets sont directement liés a 'absence de spécificité de 'immunosuppression. De plus, les
patients doivent garder une administration a vie de ces drogues car un arrét ou une
diminution trop brutale pourrait conduire le systeme immunitaire a rejeter la greffe. Par
ailleurs, méme si ces traitements immunosuppresseurs ont permis de maitriser le rejet aigu
des greffons, ils ne préviennent pas le développement du rejet chronique (Libby and Pober
2001). Le rejet chronique est un processus qui intervient des mois voire des années apres la
transplantation. C’est un phénomeéne lent qui entraine la détérioration progressive de la
fonction du greffon. Les causes impliquées sont multiples et peuvent étre immunologiques
(ractivation des cellules T effectrices, présence d’alloanticorps) ou non immunologiques
(lischémie-reperfusion, I'hypertension artérielle ou I'acte chirurgical). || se manifeste par une

détérioration fonctionnelle et progressive du greffon.

En 2008, 'ensemble de ces avancées dans le domaine de la transplantation a permis
de réaliser plus de 4600 greffes en France. Cependant, suite a la pénurie d’'organes, 13700
personnes sont encore en attente d’une greffe, c’est pourquoi le don d’organe a été déclaré
grande cause sanitaire en 2008. Dés lors, chaque organe devient trés précieux, sa
fonctionnalité et son acceptation par le receveur doivent étre maintenues le plus longtemps

possible.

Dans le but de trouver une alternative aux traitements immunosuppresseurs, I'étude
des mécanismes associés a la tolérance reste un axe de recherche majeur en
transplantation d’organe. La tolérance immunologique se définit comme I'acceptation a long
terme du greffon, sans signe de rejet chronique et surtout, en 'absence de traitement
immunosuppresseur. Aujourd’hui, certains protocoles expérimentaux animaux permettent
d’obtenir une tolérance spécifique du donneur. Cependant, aucune méthode d’induction
d’'une tolérance systématique n’est encore applicable chez ’lhomme. Toutefois, la possibilité
d’induire une tolérance chez 'homme est réelle, comme le prouve l'existence de cas (trés
rares en greffe rénale et plus fréquents en greffe de foie) (Ashton-Chess et al. 2007;
Alexander et al. 2008; Scandling et al. 2008) ou le receveur pour différentes raisons a arrété

son traitement immunosuppresseur sans que cela provoque le rejet de I'allogreffe.

L’objectif de ma thése a été d'identifier et d’analyser de nouveaux médiateurs
associés a la tolérance a l'allogreffe cardiaque chez le rat. En effet, la caractérisation de ces
nouvelles molécules pourrait permettre de générer différents outils pour induire une
tolérance et qui pourrait servir de marqueurs du rejet chronique ou de la tolérance. Pour

cela, dans un premier temps, je vous exposerai les mécanismes de rejet d’allogreffe et

11
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d’'induction de tolérance chez I'animal. Dans un deuxiéme temps, je vous présenterai les
résultats obtenus dans les différents modéles utilisés pour caractériser les mécanismes de
tolérance. Enfin dans un troisieme temps, une conclusion générale montrera lintérét

scientifique de 'ensemble de mes travaux ainsi que les perspectives de recherches.
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Introduction-Rejet de greffe

A.Le rejet de greffe

|. Généralités

La transplantation d’'organe, de cellule ou de tissu permet, a 'heure actuelle, de traiter
de nombreuses pathologies en remplagant 'organe vital défectueux (cceur, poumons, reins,
moelle osseuse...). Suivant le contexte génétique du donneur et du receveur, le degré de la
réponse immunitaire varie. Dans le cas d’'une greffe syngénique, le donneur et le receveur
sont génétiqguement identiques, le systeme immunitaire du receveur ne reconnaitra pas le
greffon comme "étranger" et la greffe sera acceptée. Chez I’'homme, cette situation existe
sous 2 formes :

- les greffes autologues qui correspondent au transfert d’un tissu du receveur d’'un
point de 'organisme a un autre.
- les isogreffes qui correspondent a une greffe de tissu ou de cellules entre deux

jumeaux génétiquement identiques.

Le type de greffe le plus fréquent chez 'homme est l'allogreffe qui correspond a une
greffe entre deux individus différents mais de méme espéce. En absence de traitement lors
de ce type de greffes, le systtme immunitaire du receveur reconnaitra le greffon comme
"étranger" a l'organisme et s’emploiera a le détruire. Le dernier type de greffe est la
xénogreffe qui correspond a une greffe entre individus d’espéces différentes (par exemple
une greffe de tissu porcin chez un homme). Ce dernier type de greffe engendre une réponse
trés forte et immédiate du systéme immunitaire du receveur du fait de la grande disparité

génétique entre le donneur et le receveur.

Un des roles majeurs du systéme immunitaire est de distinguer "le soi" qui doit rester
toléré, du "non-soi" qui doit étre reconnu et éliminé (Janeway 1992). Dans le contexte d’une
allogreffe, le donneur et le receveur différent entre autres pour les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH). L'importance de ces molécules dans le contexte de la
transplantation a été largement décrite tout le long des découvertes sur 'immunologie du
rejet de greffe. Le complexe majeur d’histocompatibilité (HLA, H-2 et RT-1 chez ’'Homme, la
souris et le rat respectivement) est composé de trois groupes. Les molécules du CMH de
classe | sont exprimées de facon ubiquitaire a des degrés variés et présentent des peptides
endogenes aux cellules lymphocytaires T CD8". Les molécules du CMH de classe Il ont, au
contraire, une expression restreinte aux cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et

présentent des peptides exogénes aux cellules T CD4". Une troisieme classe de CMH a été
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identifiée et les molécules de cette classe présentent des fonctions immunologiques
importantes (composants du systeme du complément, molécules impliquées dans
linflammation...). Cependant, ces molécules n’interviennent pas dans la présentation des

antigénes aux cellules T.

La réponse immune vis-a-vis de la greffe entraine un rejet qui peut étre de trois

types : le rejet hyper aigu, aigu ou chronique.

Le rejet hyper aigu: il apparait dans les minutes ou les heures qui suivent la

transplantation et résulte de la présente d’anticorps préexistants dans le sérum de I'hote
dirigés contre les antigénes du sang ABO ou les antigénes du CMH du donneur. Ces
anticorps se fixent trés rapidement aux cellules endothéliales du greffon et induisent la lyse
de ce dernier par l'intermédiaire de la voie du complément. Ce type de rejet a été totalement
maitrisé en allogreffe par les tests de cross-matching (optimisation de la compatibilité entre

le donneur et le receveur), précédents la transplantation.

Le rejet aigu : il intervient dans les premiers jours suivant la greffe et résulte d’'une
réponse cellulaire principalement due aux lymphocytes T. lls peuvent reconnaitre les
alloantigénes présentés par les CPA du donneur ou par celles du receveur. Ces différentes
voies de présentation correspondent respectivement a la présentation directe et indirecte
(Lechler and Batchelor 1982) que je détaillerai plus tard. Néanmoins, la composante
humorale peut aussi étre importante (Sayegh and Colvin 2003). En effet, il a été montré chez
la souris que les anticorps spécifiques des antigénes du donneur pouvaient, comme le
complément (Pratt et al. 2002) jouer un role dans le rejet d’allogreffe (Brandle et al. 1998).
Bien que de nombreux types cellulaires (macrophages, cellules NK) participent a ce
processus de rejet d’allogreffe, seules les cellules T sont absolument requises. Ainsi, des
souris ou des rats dépourvus de cellules T ne peuvent pas rejeter leur greffe (Hall et al.
1978; Bolton et al. 1989).

Le rejet chronique : il ne se manifeste que des mois, voire des années, aprés la

transplantation et consiste en une perte fonctionnelle progressive du greffon. Il est
notamment associé a une artériosclérose des vaisseaux sanguins du greffon et une fibrose
du parenchyme (Libby and Pober 2001; Vadivel et al. 2007). Le rejet chronique se
caractérise par une perte progressive et lente de la fonction du greffon. Ce rejet est un
phénomeéne multifactoriel. Les causes responsables de ce rejet peuvent étre
immunologiques ou non et sont encore mal définies ('acte chirurgical en lui-méme,

lischémie-reperfusion, la présence de cellules alloréactives ou d’alloanticorps). Les
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traitements immunosuppresseurs actuels sont capables de bloquer le rejet aigu mais pas le
rejet chronique. Ce dernier est 'unes des causes majeures de la perte du greffon 5 a 10 ans

apres la transplantation.

Il. La présentation antigénique par les cellules présentatrices
d’antigénes

La réponse immune menant au rejet de greffe est principalement due a I'existence
chez les mammiféres de génes polymorphiques largement exprimés par les cellules de
I'organisme (Krensky et al. 1990). Si le donneur et le receveur difféerent par 'un de ces loci, la
protéine codée par l'alléle différent sera reconnue comme étrangere, et une réponse T se
développera. Les génes polymorphiques les plus importants se trouvent dans le complexe
majeur d’histocompatibilité. La compatibilité des molécules CMH représente 'un des facteurs
les plus importants pour le succés de la greffe, méme si cela ne suffit pas a prévenir
complétement le rejet en raison de I'expression d’autres polymorphismes génétiques
(antigénes mineurs d’histocompatibilité). La réponse immune est donc absente seulement si
le donneur et le receveur sont des vrais jumeaux.

Les CPA, et plus particulierement les cellules dendritiques, ont pour fonction la capture des
antigénes, leur dégradation et leur chargement sur les molécules du CMH. Ces fonctions

sont classiquement regroupées sous le terme de présentation antigénique.

1. Les cellules dendritigues

Les cellules dendritiques (DCs) sont des leucocytes rares et constituent une
population extrémement hétérogéne. Elles sont continuellement produites dans la moelle
osseuse a partir de cellules souches hématopoiétiqgues. Malgré leur hétérogénicité, toutes
les cellules dendritiqgues ont en commun un progéniteur hématopoiétique CD34". A partir de
ce progéniteur, les cellules dendritiques se différencient selon deux voies : la voie myéloide
et la voie lymphoide, en réponse au GMCSF et au TNF-a (Banchereau et al. 2000; Shortman
and Liu 2002).

Parmi les cellules myéloides (ou conventionnelles), les cellules de Langerhans ont
été les premieres a étre décrites. Elles se situent dans I'épiderme et I'épithélium des
mugqueuses et sont caractérisées par I'expression spécifique de la lectine langerine (CD207)
a leur surface et des granules de Birbeck cytoplasmiques (Caux et al. 1996; Valladeau et al.
1999; Valladeau et al. 2000; Mc Dermott et al. 2002). Les autres DCs conventionnelles
décrites sont les cellules dendritiques intersticielles qui sont situées dans la plupart des

tissus ainsi qu'au niveau du derme (Caux et al. 1996).
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La voie de différenciation lymphoide permet de générer des cellules dendritiques
dites plasmacytoides (pDCs). Leur morphologie est particuliére, avec un cytoplasme
abondant et un noyau excentré ressemblant aux plasmocytes, dou leur nom
plasmacytoides. Elles se situent dans la rate, les ganglions, le thymus et la moelle osseuse
(Nakano et al. 2001; Ferrero et al. 2002; Nikolic et al. 2002). Elles sont caractérisées par la
production de quantités importantes d’IFN de type | (a et B) suite a une infection virale (Cella
et al. 1999; Siegal et al. 1999).

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse
immunitaire, capables a la fois d’'induire ou d’inhiber les réponses T selon les circonstances.
Cette caractéristique des cellules dendritiques est liée a leur aptitude a intégrer de nombreux
signaux, et a diriger ensuite une réponse T appropriée. Le réle des cellules dendritiques a
été longtemps considéré uniguement du point de vue de l'activation du systéme immunitaire.
Cependant, il apparait dorénavant clairement que les cellules dendritiques peuvent
également induire non pas Iimmunité, mais la tolérance envers les antigénes qu’elles

présentent.

1.1. Les cellules dendritiques et 'immunité

Les cellules dendritiques sont capables d’initier a la fois limmunité innée et
limmunité adaptative (Banchereau et al. 2000; Lanzavecchia and Sallusto 2001; Mellman
and Steinman 2001). Ce sont des cellules présentatrices d’antigénes trés puissantes, qui, en
plus de leur aptitude a stimuler des réponses immunitaires secondaires, possedent la
capacité unique d’induire des réponses immunitaires primaires.

Les précurseurs immatures des cellules dendritiques présents dans la moelle
osseuse circulent dans le sang pour atteindre les tissus cibles, et prennent résidence sur ces
sites potentiels d’entrée de pathogénes. Dans les tissus, les cellules dendritiques sont
présentes dans un état physiologique immature spécialisé pour la capture des antigénes
(Steinman 1991). Aprés capture de l'antigéne par phagocytose, macropinocytose, ou par
endocytose (Sallusto et al. 1995; Albert et al. 1998; Guermonprez et al. 2002), les antigénes
sont découpés en peptides et présentés sur les molécules du CMH.

Aprés avoir recu des signaux de maturation, directement par des pathogénes ou par
lintermédiaire de stimuli inflammatoires, les cellules dendritiques modifient leur expression
de récepteurs de chimiokines (en particulier, augmentation de I'expression de CCR7), ce qui
leur permet de quitter les tissus périphériques pour migrer vers les organes lymphoides

secondaires (Randolph et al. 2008).
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Une fois dans les zones T des organes lymphoides, les cellules dendritiques peuvent
induire I'activation et la prolifération des cellules T CD8" et CD4", via la présentation des
peptides sur les molécules du CMH de classe | et de classe Il, respectivement. En plus de
leur r6le dans la protection contre les pathogénes, les cellules dendritiques ont également un
réle majeur dans les réponses immunitaires anti-tumorales (dPalucka et al. 2007; Dhodapkar
et al. 2008). En effet, des études réalisées chez des patients atteints de lymphomes (Hsu et
al. 1996; Timmerman et al. 2002) ou de mélanomes métastasiques (Nestle et al. 1998;
Thurner et al. 1999) ont montré que la vaccination avec des cellules dendritiques chargées
avec des antigénes tumoraux pouvait entrainer une réponse immune spécifique et méme,

dans certains cas des réponses cliniques.

1.2. La maturation des cellules dendritigues

In vivo, la maturation des cellules dendritiques est étroitement liée a leur migration
des tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques drainants. Cette maturation est
associée a de nombreux événements coordonnés incluant la perte des récepteurs
d’endocytose et/ou de phagocytose, des changements dans I'expression des récepteurs de
chimiokines, la sécrétion de cytokines polarisant la réponse T et I'augmentation de
'expression des molécules du CMH et de costimulation, telles que CD40, CD80 et CD86
(B7.1 et B7.2 respectivement).

Lors d’infections, la maturation des cellules dendritiques est induite généralement via
les récepteurs "Toll-like" (TLR), les récepteurs "NOD-like" (NLR) ou bien certaines molécules
de la famille des lectines de type-C. Les récepteurs TLR reconnaissent des motifs associés
aux pathogénes, tels que les peptidoglycans (TLR2), 'ARN double brin (TLR3), le
lipopolysaccharride (LPS) (TLR4), la flagelline (TLR5), ’ARN bactérien (TLR7/8) ou 'ADN
bactérien (TLR9) (Medzhitov 2001) et certaines molécules endogéenes sécrétées lors de
linflammation (ADN, ARNm, Heat shock protein...) (Rifkin et al. 2005). L’activation des
cellules dendritiques est aussi induite par des cytokines proinflammatoires, et en particulier
par des membres de la superfamille du TNF, comme le TNF-a,, CD40L ou Trance (Cella et
al. 1996; Koch et al. 1996; Bachmann et al. 1999; Wong et al. 1999). Récemment, il a été
montré que des signaux via les récepteurs de chimiokines pouvaient également induire la
maturation des cellules dendritiques, tels que des ligands de CCR5 (Aliberti et al. 2000;
Aliberti et al. 2003) ou de CCR7 (Marsland et al. 2005).

1.3. Lerble des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques matures et immatures ont des fonctions différentes. Il a

longtemps été considéré que les cellules immatures induisaient la tolérance et les matures
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induisaient I'immunité. Cependant, cette corrélation n’est pas totalement exacte. En effet, il a
été montré, par exemple, que certaines cellules dendritiques matures exprimant I'enzyme
IDO avaient des propriétés tolérogéniques (Mellor and Munn 2004). Dans le but de simplifier
cette partie, je garderai dans cette partie la corrélation cellules immatures / fonction
tolérogéne et cellules matures / fonction immunogéne.

Les cellules dendritiques des tissus testent continuellement leur environnement,
captent des antigenes et migrent en petite quantité vers les ganglions lymphatiques
drainants. En l'absence d’inflammation, les cellules dendritiques restent dans un état
immature, et les antigénes sont présentés aux cellules T dans les ganglions en I'absence de
costimulation, ce qui induit soit la délétion des cellules T, soit la génération de cellules T
régulatrices (Treg) induites. Je détaillerai plus loin dans mon exposé les propriétés
tolérogéniques de ces cellules (Figure 1a).

L’inflammation des tissus induit la maturation des cellules dendritiques et leur
migration en grande quantité vers les ganglions lymphatiqgues drainants. Les cellules
dendritiques matures expriment a leur surface des complexes CMH/peptide et des molécules
de costimulation. Cela permet la stimulation des cellules T CD4" auxiliaires et des cellules T
CD8" cytotoxiques (CTL), I'activation des cellules B et l'initiation de la réponse immunitaire
adaptative. Les cellules dendritiques se différencient des autres cellules présentatrices

d’antigénes par leur capacité unique a activer un lymphocyte T naif (Figure 1b).
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Figure 1: Les cellules dendritiques matures et immatures ont des fonctions
différentes.

D’aprés Banchereau et al. (Banchereau and Palucka 2005).

2. La présentation allogénigue

La reconnaissance antigénique fait intervenir deux acteurs : la cellule présentatrice
d’antigene et la cellule T. Au niveau moléculaire, cette reconnaissance est basée sur
l'interaction entre le complexe formé par un peptide et une molécule du CMH a la surface
des cellules présentatrices d’antigéne avec le TCR. D’'une maniére générale, les peptides
exogeénes sont présentés sur les molécules du CMH de classe Il aux cellules T CD4", alors
qgue les peptides endogéenes sont présentés sur les molécules du CMH de classe | aux
cellules T CD8". Cependant, les molécules de CMH de classe |l peuvent également

présenter des peptides endogénes aux cellules T CD4" (Weiss and Bogen 1991) et les
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molécules de CMH de classe | peuvent présenter des peptides exogenes aux cellules T
CD8" (Jondal et al. 1996) : il s’agit de la "présentation croisée". Les mécanismes permettant
a un peptide dérivé d’'un antigéne exogéne d’étre apprété sur les molécules du CMH de
classe | ne sont pas encore clairement définis. Il apparaitrait que les cellules dendritiques et
les macrophages (ayant la capacité de réaliser la présentation croisée) présenteraient la
capacité d’amener les antigénes exogénes phagocytés dans le réticulum endoplasmique ou
ils pourront étre digérés et chargés sur les molécules du CMH de classe | (Cresswell et al.
2005). Une étude récente propose un nouveau mécanisme impliquant le transfert direct des
peptides entre le cytoplasme de deux cellules voisines par l'intermédiaire de jonctions

membranaires "gap" (Neijssen et al. 2005; Afzali et al. 2007; Handel et al. 2007).

Dans le contexte d’une allogreffe, les lymphocytes T du receveur peuvent reconnaitre
directement les complexes allogéniques CMH/peptide présents a la surface des CPA
allogéniques du greffon (présentation directe) (Figure 2a), mais aussi les peptides
allogéniques présentés par les CPA du receveur (présentation indirecte) (Figure 2b). Un
troisieme type de présentation a récemment été décrit et correspond a la présentation de
complexe CMH/ peptide du donneur par les CPA du receveur (présentation semi-directe)
(Figure 2c). Je vais maintenant décrire plus en détail ces 3 voies de présentation

allogénique.

Présentation directe (a) Présentation indirecte (b) Présentation semi-directe (c)

« CMH du _ CMH du « CMH du
Peptide "| donneur  Peptide " * receveur Peptide oy donneur
allogénique —* allogénique —* .= allogénique —* O
T‘ TCR T‘— TCR T'— TCR
TA [ETTA [ T ‘
((eceveug.' : . feceveur : \_’ecevceut.I

Figure 2 : Les différentes voies de présentation allogénique.
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2.1. La présentation directe

La cellule T CD8" ou CD4" du receveur peut reconnaitre directement la molécule du
CMH de classe | ou de classe Il allogénique exprimée par une CPA du donneur (Lechler et
al. 1990). Les cellules alloréactives peuvent ainsi constituer jusqu’a 20% du pool des
lymphocytes T (Lindahl and Wilson 1977; Suchin et al. 2001). La reconnaissance par les
lymphocytes T de peptides dans le contexte du CMH allogénique démontre que la restriction
de reconnaissance des lymphocytes T dans le contexte du CMH du soi n’est pas exclusive.
La reconnaissance directe joue un role primordial dans certains modéles d’allogreffe. Lechler
et ses collaborateurs ont démontré chez le rat que la transplantation d’'un greffon rénal
toléré, et ainsi dépourvu de ses leucocytes, a un second receveur non-traité ne conduit pas
au rejet de la greffe. La réinjection de cellules dendritiques du donneur induit le rejet ce qui
démontre que, dans ce modele, la réponse directe joue un role primordial dans le processus
de rejet (Lechler and Batchelor 1982). De méme, dans un autre modele d'allogreffe rénale
chez le rat, I'élimination des leucocytes passagers du greffon avant la transplantation permet
de prolonger la survie de la greffe (McKenzie et al. 1984). D'autres travaux réalisés avec des
donneurs d'organes déficients en molécules du CMH aboutissent aux méme conclusions :
une allogreffe d’ilots de pancréas issus de souris dépourvues de molécules du CMH de
classe | est définitivement acceptée (Markmann et al. 1992). De méme, une allogreffe
cardiaque provenant d'une souris déficiente en molécules du CMH de classe |l n’est pas
rejetée (Campos et al. 1995). Dans un modéle d’allogreffe cardiaque chez la souris, avec
des receveurs dépourvus de lymphocytes T (RAG-1") et de molécules du CMH de classe II,
le transfert de lymphocytes T CD4" de souris naives a été décrit comme étant nécessaire et
suffisant pour rejeter le greffon. La réponse indirecte étant inexistante, ces résultats
démontrent bien que dans ce modéle, la réponse directe est suffisante pour rejeter la greffe
(Pietra et al. 2000).

Matzinger et ses collaborateurs ont démontré que les complexes CMH
allogénique/peptide  possédant une structure similaire aux complexes CMH
syngénique/peptide sont capables de déclencher l'activation des lymphocytes T par un
mécanisme de mimétisme moléculaire (Matzinger and Bevan 1977). Mais les TCR peuvent
également directement interagir avec les résidus polymorphes des molécules du CMH
allogéniques indépendamment du peptide présenté. Ainsi la force de reconnaissance
allogénique dépend des similarités et/ou des différences de séquences entre les molécules
du CMH du donneur et celles du receveur au niveau du site de liaison avec le TCR. Lorsque,
au niveau du site de liaison avec le TCR, la molécule du CMH allogénique est proche de
celle syngénique, le lymphocyte T reconnait et réagit surtout avec le peptide endogéne

présenté (liaison peptidique dominante). Par contre, lorsqu’il y a trop de différences entre les
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molécules du CMH allogénique et syngénique, le lymphocyte T va surtout réagir avec le
CMH allogénique, indépendamment du peptide présenté (liaison au CMH dominant) (Lechler
et al. 1990).

La reconnaissance directe n’est cependant pas l'unique mécanisme qui peut
entrainer le rejet d’allogreffe. En effet, la reconnaissance indirecte a été démontrée comme

étant suffisante et/ou nécessaire pour initier un rejet dans différents modéles d'allogreffe.

2.2. La présentation indirecte

Les cellules T du receveur peuvent reconnaitre les peptides issus des molécules du
CMH du donneur présentés par les CPA du receveur (Benichou et al. 1992). Les
alloantigénes du donneur sont internalisés et dégradés par les CPA du receveur puis
présentés aux lymphocytes T CD4" ou T CD8" (présentation croisée) sous forme de peptides
associés respectivement aux molécules du CMH de classe Il et de classe I. La réponse
indirecte permet ainsi la coopération des lymphocytes T CD4" avec les lymphocytes B
(Steele et al. 1996) et avec les lymphocytes T CD8" cytotoxique (Popov et al. 1995; Lee et
al. 1998).

Dans certains modeles, des greffons dépourvus de molécules du CMH de classe I
sont rejetés trés rapidement. La présentation directe étant inexistante cela démontre que la
présentation indirecte est suffisante pour induire le rejet de l'allogreffe (Auchincloss et al.
1993; Josien et al. 1998; Valujskikh et al. 1998; Yamada et al. 2003). Des travaux ont
démontré que les lymphocytes T CD4" sont suffisants pour induire le rejet d'une allogreffe
dépourvue de molécules du CMH de classe | ou de classe Il, donc par présentation indirecte
(Dalloul et al. 1996).

D’autres travaux suggérent que la réponse indirecte est responsable de linstallation
du rejet chronique (Sayegh and Krensky 1996; Jiang et al. 2004). Valujskikh et al. ont
démontré dans un modele d’allogreffe de peau chez la souris que la reconnaissance d’un
seul peptide allogénique présenté dans le contexte du CMH du soi (présentation indirecte)
est suffisante pour induire le rejet dont les lésions sont caractéristiques du rejet chronique
(Valujskikh et al. 1998). D’autre part, une étude a démontré que des patients possédant dans
leur sang des cellules T activées par présentation indirecte développent de nombreux signes
de rejet chronique (Ciubotariu et al. 1998). L'immunisation avec des peptides synthétiques
de la chaine a1 de la molécule du CMH de classe | accélére le rejet d’une allogreffe chez le
porc, et est associée au développement d’une vasculopathie importante (atteinte des
vaisseaux). Ces travaux démontrent un lien étroit entre la présentation indirecte des peptides

du CMH de classe | et le développement de Iésions caractéristiques du rejet chronique.
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2.3. La présentation semi-directe

Par ailleurs, il a été décrit que la génération de lymphocytes T CD8" cytotoxiques
avait besoin de lymphocytes T CD4" activés par la méme APC pour étre efficace (Ridge et
al. 1998). Plusieurs études ayant montré que des lymphocytes T CD4" de spécificité
indirecte pouvaient amplifier la réponse effectrice de lymphocytes T CD8" de spécificité
directe (Lee et al. 1994), I'hypothése d’un troisieme mode de présentation est apparu : la
présentation semi-directe. En effet, il a été décrit réecemment que les cellules dendritiques
avaient la capacité d’acquérir des complexes CMH de classe | et ll/peptide provenant
d’autres cellules dendritiques ou de cellules endothéliales (Herrera et al. 2004) et d’activer
efficacement des lymphocytes T (Thery et al. 2002). Le modéle de présentation semi-directe
consiste donc en une présentation simultanée par les cellules dendritiques du donneur de
complexes CMH de classe I/peptide a des lymphocytes T CD8" de spécificité directe et de
complexes CMH de classe ll/peptide a des lymphocytes T CD4" de spécificité indirecte
(Jiang et al. 2004).

En résumé, l'implication des trois voies de présentation antigéniqgue dans le rejet
d'allogreffe semble dépendre du modele allogénique utilisé et interviendrait de fagon
séquentielle. La présentation directe entrainerait une réponse immédiate et serait plus
impliquée dans le rejet aigu alors que la présentation indirecte serait plus impliquée dans la
mise en place du processus de rejet chronique (Liu et al. 1993; Jiang et al. 2004), ce qui
concorde avec le fait que les cellules présentatrices d’antigénes du donneur disparaissent
avec le temps ce qui décroit I'importance de la voie directe. Cependant, le rble de la
présentation semi-directe dans le processus de rejet reste, a I'heure actuelle, inconnu (Afzali
et al. 2007). Le groupe de R. Lechler a récemment proposé que ce dernier mode de
présentation puisse permettre le maintien de la réponse des lymphocytes T de spécificité

directe apres la disparition des APC du donneur (Gokmen et al. 2008).

3. L’ activation et la différenciation T

3.1. Le signal de costimulation

La reconnaissance de l'antigéne par le récepteur des cellules T (TCR) aboutit a
l'activation des cellules T. Cependant, 'engagement du TCR avec le complexe CMH/peptide
(signal 1) n’est pas suffisant pour initier la cascade de signalisation intracellulaire menant a
l'activation de la cellule T. Les cellules dendritiques doivent fournir un second signal aux
cellules T naives, par lintermédiaire des molécules de costimulation, présentes a leur
surface, qui interagissent avec les récepteurs correspondants présents a la surface des

cellules T (Janeway and Bottomly 1994).
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Il existe de nombreuses molécules de costimulation (Frauwirth and Thompson 2002),
mais les mieux caractérisées sont les molécules B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) qui
reconnaissent le CD28 (Linsley and Ledbetter 1993). Une fois activées, les cellules T
expriment CTLA-4 (CD152) qui reconnait les molécules B7 avec une affinité supérieure au
CD28. CTLA-4 délivre un signal négatif a la cellule T activée, permettant une régulation de la
réponse immune (Walunas et al. 1996; Lee et al. 1998). Une autre voie de stimulation
importante est l'intéraction CD40-CD40L (Cayabyab et al. 1994) : CD40L est induit sur les
cellules T CD4" activées et permet en retour une activation de la cellule dendritique
exprimant CD40 (Grewal and Flavell 1996). L’'activation compléte des cellules T alloréactives
meéne a la production d’interleukine 2 (IL2) (considérée comme le signal 3) qui favorise leur

prolifération et 'amplification du pool alloréactif.

3.2. Différenciation et mécanismes effecteurs des cellules T CD4"

Les cellules T CD4", une fois activées par les cellules présentatrices d’antigéne,
jouent un réle primordial en activant de nombreuses cellules effectrices par l'intermédiaire de
leur production de cytokines. Les cytokines, responsables de la communication
intercellulaire, sont avec les anticorps les médiateurs solubles impliqués dans le
développement de la réponse immunitaire.

Selon le phénotype des cellules dendritiques, I'environnement cytokinique, et la
reconnaissance TCR/CMH, les précurseurs alloréactifs CD4 (Th0) peuvent se différencier
selon 4 voies: Thl, Th2, Thl7 ou iTreg (lymphocytes T régulateurs induit incluant les
cellules Tr1 ou Th3...) (Zhu and Paul 2008) (Figure 3). Cette derniére voie sera traitée un
peu plus tard dans le chapitre "Les cellules T régulatrices". Cependant, la différenciation
des cellules T naives en cellules effectrices ne semble pas étre un processus terminal. En
effet, certaines études suggeérent qu’in vitro des cellules différenciées peuvent étre
reprogrammées en une autre population effectrice en fonction de I'environnement
cytokinique (Th17 en Thl ou des Treg en Th17) (Xu et al. 2007; Nurieva et al. 2009).
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Immunosuppression

Figure 3 : Différentes voies de différenciation des lymphocytes T CD4" naifs.
D’aprés Bettelli et al. (Bettelli et al. 2006).

3.2.1.Thl

Dans linitiation de la réponse Th1, les cellules dendritiques activées jouent un réle
primordial. En effet, ces cellules sont responsables d’'une importante production d’'IL12 qui va
promouvoir la différenciation de type Thl en jouant directement sur les cellules NK et les
lymphocytes T CD4". Les cellules NK activées vont produire linterféron-y (IFNy) qui va
engendrer avec I'lL12 la différenciation des lymphocytes T CD4" naifs vers la voie Thl
(Murphy and Reiner 2002). Ces cellules de type Thl activées vont alors sécréter
d'importantes quantités d’IFNy, d'IL2 et de lymphotoxine-a (LT-a). Les cellules CD4" de type
Th1l ont été largement décrites comme médiateurs de la réponse immune dirigée contre des

pathogénes intracellulaires (Mosmann and Coffman 1989; Paul and Seder 1994).

3.2.2. Th2

La différenciation de type Th2 est induite principalement par deux cytokines : I'lL2 et
I'IL4 (Le Gros et al. 1990; Swain et al. 1990). Les cellules T CD4" de type Th2 activées vont
alors sécréter de nombreuses cytokines dont I'lL4, I'IL5, I'IL9, I'IL10 et I'IL13. Ces cellules
jouent un réle majeur dans la réponse immune vis-a-vis de pathogeéenes extracellulaires, en

agissant sur le "switch" isotypique des immunoglobulines produites par les lymphocytes B,
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notamment par l'interaction CD40-CD40L (Lumsden et al. 2003), mais aussi en induisant

I'activation des éosinophiles et des mastocytes.

Les deux sous-populations Thl et Th2 sont capables de s’autoréguler. En effet, I'lFNy
produit par les cellules Thl inhibe la prolifération et la sécrétion de cytokines des cellules
Th2 alors que I'lL4 et I'IL10 produites par les Th2 inhibent la prolifération et la sécrétion des

cytkoines des cellules Thl.

3.2.3.Th17

La différenciation des cellules naives T CD4" en Th17 est induite par le TGFB en
combinaison avec I'lL6, cytokine proinflammatoire (Veldhoen et al. 2006). Le role du TGF
dans la différenciation des Th17 est surprenant car cette cytokine est surtout connue pour
induire I'expression de Foxp3 et le développement de cellules T régulatrices (Wing et al.
2006). Cependant, Bettelli et al. ont montré chez la souris que I'ajout d'IL6 recombinante
inhibe I'induction de cellules Treg Foxp3"™ dépendantes du TGFB (Bettelli et al. 2006). Suite a
ces résultats, il a été proposé une relation réciproque entre les cellules pathogéniques Th17
et les cellules Treg Foxp3®. Dans cette relation, IL6, une protéine sécrétée pendant
linflammation, joue le rdle de pivot dans la détermination du devenir de la réponse
immunitaire (Th17 ou Treg).

Les cellules T CD4" de type Th17 activées vont alors produire de I'lL21 et exprimer le
récepteur de I'lL23 ainsi que le facteur de transcription RORyT (Mangan et al. 2006). L’IL21
est responsable de 'amplification de la différenciation Th17 mais peut aussi remplacer I'lL6
dans linitiation de cette différenciation mais aussi dans l'inhibition de Foxp3 (Korn et al.
2007; Nurieva et al. 2007). Parce que les cellules Th17 sont la source majeure d’'IL21, il a
été suggére I'existence d’une boucle d’amplification autocrine dans laquelle les cellules Th17
augmentent leur propre différenciation en sécrétant de I'lL21 (Nurieva et al. 2007).
Finalement, I'lL23, qui avait été décrit initialement comme facteur de différenciation de ces
cellules, joue un rdle dans le maintien de la survie et/ou de la fonction des Th17 différenciées
(Veldhoen et al. 2006). L’IL23 peut aussi permettre la différenciation. Une fois différenciées,
ces cellules produisent de I'lL17A, IL17F, IL22 et de I'lL21.

Alors que les cytokines décrites au-dessus régulent positivement la spécialisation des
cellules Th17, d’autres cytokines régulent négativement cette différenciation. En effet, il a été
montré in vitro que I'IFNy et I'lL4 (produites respectivement par les cellules Th1 et Th2)
empéchaient la différenciation de ces cellules (Lubberts et al. 2000; Harrington et al. 2005;
Park et al. 2005). Outre ces cytokines, Laurence et al. ont montré que l'utilisation d’un

anticorps bloquant pour I'lL2 induisait la différenciation des cellules T CD4" en Thi7
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(Laurence et al. 2007). En plus de ces cytokines, il a aussi été décrit que I'lL27, membre de
la famille de I'lL12 formé de I'lL27p28 et I’EBI3, ainsi que 'lL25 régulaient négativement la
spécialisation en cellules Th17 (Batten et al. 2006; Stumhofer et al. 2006; Kleinschek et al.
2007).

Un r6le de ces cellules Thl7 a été montrées dans de nombreuses maladies
autoimmunes (Langrish et al. 2005; Park et al. 2005; Bettelli et al. 2006; Yen et al. 2006) et
en transplantation. En effet, une augmentation de I'expression de I'lL17 a été observée dans
la phase de rejet aigu d’allogreffe chez ’'homme et dans un modéle expérimental d’allogreffe
rénale (Loong et al. 2002; Vanaudenaerde et al. 2006). De plus, linhibition de I'lL17
(injection d’'une molécule de fusion IL17R-immunoglobuline) dans un modéle d’allogreffe
cardiaque chez le rat, permet de retarder le développement du rejet aigu (Antonysamy et al.
1999).

3.2.4. Th9

Trés récemment, une nouvelle population de lymphocytes T CD4" a été décrite. En
effet, les groupes de V. Kuchroo et B. Stockinger ont décrit une population de cellules T
CD4" de type Th9 caractérisées par leur forte production d’IL10 et d'IL9 (Dardalhon et al.
2008; Veldhoen et al. 2008). Ces cellules sont générées en présence de TGFpB et d’'IL4, cette
derniére cytokine bloquant la différenciation des Treg. Ces cellules ne présentent pas de
capacités régulatrices in vitro et in vivo, malgré leur forte production d’IL10. En effet,
l'injection de ces cellules a des souris RAG déficientes induit I'apparition de colite et de

neurite montrant leur capacité a promouvoir I'inflammation (Dardalhon et al. 2008).

Aprés leur activation, leur différenciation et leur amplification dans les organes
lymphoides secondaires, les cellules T CD4" migrent vers le greffon et produisent des
cytokines qui activent différents types cellulaires responsables de la destruction du greffon.
(Figure 4). La sécrétion importante d’'IFNy par les cellules T CD4" active les macrophages
qui détruisent le greffon en libérant des cytokines proinflammatoires, des radicaux oxygénés
et des facteurs procoagulants. L'IFNy et le TNFp augmentent I'expression des molécules du
CMH de classe | et |l sur les cellules du greffon. L’IL2 favorise la prolifération des cellules T
et est impliquée dans la génération des cellules T CD8" cytotoxiques, qui reconnaissent les
molécules du CMH de classe | du greffon et lysent la membrane des cellules cibles. Les
cellules T CD4" peuvent également exercer une activité cytotoxique par les systémes
perforine/granzyme ou Fas/FasL (Appay et al. 2002; van de Berg et al. 2008). Avec l'aide
des cellules T CD4", les cellules B s’activent et se différencient en plasmocytes producteurs

d’alloanticorps. Les anticorps produits se fixent sur les cellules cibles et induisent leur lyse
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suite a l'activation du complément, ou par cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
(ADCC). Les cellules NK, activées par I'lL2, participent également au rejet par des
mécanismes d’ADCC .
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Figure 4 : Lerole des lymphocytes T CD4" dans le rejet aigu.

3.3. Différenciation et mécanismes effecteurs des cellules T CD8"

La reconnaissance des alloantigenes présentés sur les molécules du CMH de classe
| ainsi que I'lL2 produite par les cellules T CD4" activées permettent la différenciation et
I'activation des cellules T CD8" en cellules cytotoxiques (Lafferty et al. 1980).

Les lymphocytes T CD8" peuvent tuer leurs cellules cibles par deux voies distinctes :
- La sécrétion de granules cytotoxiques contenant de la perforine et des granzymes. La
perforine provoque la formation de pores dans la membrane des cellules cibles permettant
aux granzymes d’entrer dans la cellule et d’induire la lyse par apoptose des cellules cibles
(Kagi et al. 1994; Trapani and Smyth 2002).

- La liaison de Fas porté par les cellules cibles avec son ligand (FasL) porté par les
lymphocytes T CD8" induit également la mort des cellules cibles par apoptose (Kagi et al.
1994).
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Comme pour les cellules T CD4", I'activation des cellules T CD8" peut
également mener a la différenciation en cellules régulatrices (chapitre B.Ill. Les cellules T

régulatrices).
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B. Latolérance

La tolérance immunologique est définie par une non-réponse du systéme immunitaire
vis-a-vis d’'un antigéne. La tolérance envers les antigénes du soi est induite principalement
par la sélection négative dans le thymus (tolérance centrale), mais elle est également
maintenue par des mécanismes périphériques (tolérance périphérique). En transplantation,
la tolérance a une allogreffe se définit par l'acceptation définitive du greffon, sans
développement de rejet chronique a long terme, et ceci sans empécher le systéeme

immunitaire de se défendre contre d’autres antigénes étrangers.

|. La tolérance centrale

Les lymphocytes T se développent dans le thymus a partir de précurseurs provenant
de la moelle osseuse. Le réarrangement des génes de leur TCR se produit lors de ce
développement, puis le répertoire lymphocytaire est défini par I'intermédiaire de la sélection
positive puis négative. Au cours de ce processus de sélection, plus de 90% des cellules T
sont éliminées (Figure 5).
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Figure 5 : Mécanismes de la tolérance centrale.
D’aprés Kamradt and Mitchison (Kamradt and Mitchison 2001).

1. La sélection positive

La sélection positive permet de conserver les thymocytes capables de reconnaitre via

leur TCR un peptide associé a une molécule du CMH du soi (Fink and Bevan 1978). Au
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cours de ce processus, les cellules épithéliales du cortex thymique présentent aux cellules T
des complexes CMH/peptide et fournissent un signal de survie aux cellules capables
d’interagir avec les molécules du CMH du soi (Benoist and Mathis 1989). Les cellules T qui
reconnaissent les molécules du CMH du soi de maniére trop faible meurent par apoptose

dans le cortex.

2. La sélection négative

Les cellules T subissent ensuite la sélection négative, qui permet d’éliminer les
cellules dont les récepteurs se fixent fortement aux antigenes du soi. La sélection négative
joue un rble essentiel dans la tolérance au soi, en éliminant une grande majorité des cellules
T autoréactives. Cette sélection peut étre effectuée par les cellules épithéliales médullaires
mais ce sont les cellules dendritiques présentes dans le thymus qui apparaissent comme les
principaux acteurs de cette sélection (Anderson et al. 1998). Récemment, il a été montré que
le répertoire des peptides du soi présentés dans le thymus est étonnamment large, c'est-a-
dire incluant aussi des antigénes exclusivement exprimés dans certains tissus comme
l'insuline, un antigéne spécifique des ilots pancréatiques (Kyewski et al. 2002; Gotter et al.
2004). La présentation de peptides autologues aux cellules T par les cellules épithéliales
meédullaires est sous le controle de I'expression d’'un géne régulateur de la transcription,
AIRE (Autolmmune REgulator). Ainsi, AIRE entraine I'expression de nombreuses protéines
dans le thymus qui peuvent étre rencontrées en périphérie (Gavanescu et al. 2007).
L’expression de AIRE sur les cellules épithéliales médullaires permet donc d’établir un état
de tolérance au soi par délétion clonale des thymocytes autoréactifs (Zuklys et al. 2000;
Derbinski et al. 2005). En effet, des études ont montré que des souris déficientes pour ce
gene présentent un défaut dinduction de la tolérance et développent des maladies

autoimmunes (Anderson et al. 2002; Liston et al. 2003).

En transplantation, une tolérance centrale peut étre obtenue suite au développement
d'un chimérisme hématopoiétique. Ce chimérisme hématopoiétique correspond a la
colonisation du thymus par des cellules d’origine hématopoiétique du donneur qui participent
a la sélection du répertoire lymphocytaire T (Goldrath and Bevan 1999). Ainsi, les
thymocytes capables de reconnaitre les antigénes du donneur ou du receveur comme des
éléments du soi meurent par apoptose suite a la sélection négative dans le thymus.
L’établissement d’'un chimérisme hématopoiétique conduit a la tolérance a I'allogreffe non
seulement chez les rongeurs (Tomita et al. 1994; Wekerle et al. 1998) mais aussi chez les

primates (Kawai et al. 1995; Huang et al. 2000) et chez 'homme (Buhler et al. 2002).
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Les thymocytes réactifs au soi ne sont cependant pas tous éliminés apres la
déplétion négative dans le thymus (Bouneaud et al. 2000). Les mécanismes périphériques
du maintien de la tolérance sont donc également essentiels et peuvent constituer des

approches pour l'induction de tolérance aux alloantigénes.

Il. La tolérance périphérique

Quatre mécanismes principaux de tolérance périphérique, mutuellement non
exclusifs, ont été décrits : la délétion, I'anergie, I'ignorance immunologique et la suppression
(Figure 6).
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Figure 6 : Les mécanismes de tolérance périphérique.
D’aprés Walker et al. (Walker and Abbas 2002)

1. La délétion

Nous avons vu que les mécanismes de tolérance centrale permettent d’éliminer les
cellules autoréactives dans le thymus, avant leur maturation. La délétion des cellules T peut
également avoir lieu a la périphérie, lorsque celles-ci rencontrent I'antigéne dans des
conditions particulieres (Kabelitz et al. 1993). Deux situations peuvent aboutir a la mort des
cellules T : soit un défaut de signaux de survie, par exemple en I'absence de facteurs de
croissance comme I'IL2 (Steller 1995), soit une activation trop importante. Ce deuxieme
mécanisme est nommé "mort cellulaire induite par I'activation® (AICD) et fait intervenir

principalement le systéme Fas/FasL (Brunner et al. 1995).

33



Introduction-Tolérance

2. L’anergie

L’anergie est un état d’inactivation fonctionnelle de la cellule T, qui devient réfractaire
a toute restimulation par I'antigéne (Lechler et al. 2001; Schwartz 2003). Elle peut étre
induite in vitro par la stimulation des cellules T via leur TCR en I'absence de second signal
de costimulation. L’état anergique se caractérise par une incapacité des cellules T a
proliférer et a produire de I'lL2 et peut étre levé par I'addition d'IL2 (Essery et al. 1988). En
transplantation, le rdle fondamental des molécules de costimulation dans la réponse
allogénique a été largement prouvé (Turka et al. 1992). En effet, le blocage de l'intéraction
B7/CD28 par la molécule de fusion CTLA4-Ig qui se lie fortement a B7 et empéche le contact
avec CD28, permet d'induire une prolongation de la survie de l'allogreffe (Levisetti et al.
1997; Olthoff et al. 1998; Guillonneau et al. 2007). Une équipe du laboratoire a aussi montré
que l'utilisation d’un anticorps anti-CD28 permettait I'établissement d’'une tolérance dans un

modéele d’allogreffe rénale chez le rat (Haspot et al. 2005).

3. L’ignorance

Le terme d’ignorance s’applique a une situation dans laquelle des cellules T
potentiellement réactives ne répondent pas a une stimulation antigénique. Ces cellules ne
sont pas inactivées, ce qui les différencient des cellules anergiques, mais elles ignorent
lantigéne (Miller et al. 1990). Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables de ce
phénoméne d’ignorance. Dans un modéle d’allogreffe cardiaque chez la souris en absence
d’'organes lymphoides secondaires, la rencontre entre les lymphocytes T et les cellules
dendritiques ne se fait pas, ce qui conduit a I'établissement d’une ignorance immunologique
et favorise la tolérance de I'allogreffe (Lakkis et al. 2000). De plus, I'ignorance peut résulter
de la séquestration de l'antigéne dans des sites dits "privilégiés®, non accessibles aux
cellules T réactives, tels que l'oeil ou le systéme nerveux central (Barker and Billingham
1977) ou d'une absence de présentation par les CPA. Elle peut aussi étre due a une faible

concentration des antigénes, qui les rend invisibles aux cellules T (Kurts et al. 1999).

4. Lasuppression

Contrairement aux autres mécanismes de tolérance centrale et périphérique, il s’agit
d’'un processus actif dans lequel une population de cellules contréle ou régule I'activité d’'une
autre population. En 1985, le groupe de Hall a montré que I'état de tolérance allogénique
pouvait étre transféré a des receveurs naifs par l'injection de cellules T CD4" dérivant
d’animaux tolérants (Hall et al. 1985), fournissant ainsi la premiére démonstration du

caractere actif de la suppression.
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La suppression est réalisée par des cellules régulatrices. De nombreuses populations
de cellules régulatrices ont été décrites, certaines présentes de facon naturelle dans
l'organisme et d’autres pouvant étre induites dans des conditions de stimulations
particuliéres. Les principales cellules régulatrices décrites sont des cellules T CD4", mais les
cellules régulatrices ont également été décrites dans la population T CD8" et dans d’autres
types cellulaires, comme les cellules NKT et les cellules T double négatives (Zhang et al.
2000; Jameson et al. 2003; Van Kaer 2004). De plus, les cellules dendritiques sont fortement

impliquées dans la tolérance et dans 'induction de ces cellules régulatrices.

Ill. Les cellules T réqulatrices

Le concept de cellules T régulatrices (Treg), capables d’inhiber une réponse
immunitaire, est apparu dans les années 1970. Le groupe de Gershon et Kondo a, en effet,
montré que certains lymphocytes T, différents des lymphocytes "helpers®, pouvaient diminuer
lintensité de la réponse immune (Gershon and Kondo 1970; Gershon and Kondo 1971). De
plus, le concept a été renforcé par des études montrant que le transfert de cellules T
autologues issues de souris naives, était capable de prévenir le développement de maladies
auto-immunes, telles que la thyroidite (Penhale et al. 1976), I'oophorite (Sakaguchi et al.
1982) ou le diabéte (Boitard et al. 1989). Cependant, I'incapacité a identifier un marqueur de
surface pour ces cellules ou des médiateurs solubles associés a leur fonction a conduit a
'essoufflement des recherches dans ce domaine, et la contestation de I'existence de cellules
T suppressives (Green and Webb 1993).

Dans le milieu des années 90, les travaux de Sakaguchi et de ses collaborateurs ont
donné un regain d’intérét a ce concept, en décrivant pour la premiére fois le phénotype d’'une
population de cellules T CD4" suppressives, définies par I'expression de la chaine o du
récepteur a I'lL2 (CD25), qui étaient cruciales pour le contrble des cellules T in vivo
(Sakaguchi et al. 1995; Asano et al. 1996).

1. Les cellules T réqulatrices naturelles

Les cellules Treg naturelles sont présentes de fagon naturelle chez les individus

sains.

1.1. Les cellules T CD4'CD25"

Les cellules T régulatrices naturelles CD4"CD25" sont produites dans le thymus

lors de la sélection thymique. En effet, il a été montré que I'ablation du thymus chez une
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souris agée de 3 jours induit I'élimination des cellules T CD25" de la périphérie et provoque
le développement de maladies auto-immunes variées pouvant étre prévenues par le co-
transfert de cellules T CD25" de la rate (Suri-Payer et al. 1998).

En plus du CD25 (aussi exprimé par les lymphocytes T activés mais a un moindre
niveau), ces cellules expriment constitutivement le CD152 (CTLA-4) (Takahashi et al. 2000),
GITR (Shimizu et al. 2002), CD103 (aff integrine) (Curotto de Lafaille and Lafaille 2002),
CD62L (Szanya et al. 2002) ou CD223 (LAG3) (Huang et al. 2004). Cependant, le seul
marqueur a étre spécifiqguement exprimé par les Treg CD4°CD25" chez le rat et la souris,
reste le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3). Des études récentes ont montré
gue les lymphocytes activés humains pouvaient aussi exprimer Foxp3 (Morgan et al. 2005;
Ziegler 2007). Chez ’lhomme, le récepteur a I'lL-7, CD127, permet de discriminer au sein des
cellules T CD4'CD25", les cellules activées (CD127") des cellules régulatrices (CD127") (Liu
et al. 2006). Foxp3 est un nouveau membre de la famille des régulateurs transcriptionnels
forkhead/winged helix qui a été récemment identifié€ comme un géne majeur pour le contréle
du développement et de la fonction des cellules Treg CD4"CD25" (Fontenot et al. 2003; Hori
et al. 2003). Le role spécifique de Foxp3 a été révélé chez la souris Scurfy qui développe
une maladie auto-immune lymphoproliférative médiée par les lymphocytes T CD4", suite a
une mutation du géne Foxp3 conduisant a la synthése d’une protéine tronquée (Brunkow et
al. 2001). Des mutations du gene Foxp3 chez 'homme ont été identifiées chez des patients
atteints de syndrome fatal sévére auto-immun allergique, appelé IPEX (Bennett et al. 2001,
Wildin et al. 2001). De plus, des études ont montré que I'expression ectopique de Foxp3
dans les cellules CD4"CD25" leur confére un phénotype et une activité suppressive. En effet,
les cellules CD25 transduites avec un rétrovirus contenant Foxp3 proliferent peu en réponse
a une stimulation du TCR, produisent peu de cytokines et expriment plus de GITR, CTLA-4
et CD103 (Hori et al. 2003).

Elles existent naturellement en périphérie, ou elles représentent 5 a 10% des
cellules T CD4". Leur réle principal semble étre le contréle de I'activation et/ou de
'expansion de cellules T autoréactives ayant échappées a la sélection thymique, et
potentiellement responsables du développement de maladies auto-immunes. Ces cellules
sont présentes principalement dans les ganglions lymphatiques empéchant le
développement de réponses auto-immunes (Samy et al. 2005). Elles ont la capacité de
migrer dans les sites dinflammation (Belkaid et al. 2002). L'IL2 est essentielle a la
prolifération physiologique des cellules CD4"'CD25" en périphérie. Elle est également requise
pour leur activation in vivo et in vitro, et pour le maintien de I'expression de CD25 et de

Foxp3 (Furtado et al. 2002; Thornton et al. 2004). Ces cellules peuvent produire du TGFp et
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leur capacité suppressive est dépendante de cette cytokine (Du et al. 2006; Oida et al.
2006). Une fois activées par leur TCR, elles sont capables d’inhiber la prolifération et la

production de cytokines des cellules T effectrices (Thornton and Shevach 2000).

Depuis quelques années, des études ont décrit une relation réciproque entre la
différenciation en cellules pathogéniques Th17 et cellules régulatrices T CD4'CD25"Foxp3".
En effet, il a été montré in vitro que les cellules Treg étaient une source de TGFB pour le
développement des Th17 (Veldhoen et al. 2006). Récemment, deux équipes ont montré que
FIL6 induit les cellules Treg naturelles a devenir des cellules Th17 de fagcon TGFp
dépendante alors que les cellules Treg induites sont résistantes a la conversion en Th17 par
I'lL6 (Xu et al. 2007; Zheng et al. 2008). Cette nouvelle notion de "plasticité" des cellules
Treg suggére que selon I'environnement cytokinique, les cellules Treg peuvent exprimer le
facteur de transcription Foxp3 et sécréter de I'lL17. Cette conversion des cellules Treg en
Th17 pourrait entrainer des conséquences néfastes en clinique. En effet, le traitement de
maladies autoimmunes par 'administration de cellules Treg peut, par leur conversion en
cellules productrices d'IL17, aboutir & laugmentation plutbt qu'a la diminution de
linflammation. Cependant, cela ne semble pas étre le cas dans une étude récente montrant
que les cellules Treg peuvent empécher 'apparition d’une colite induite par le transfert de
cellules naives CD4"'CD45RB" (Uhlig et al. 2006).

1.2. Les cellules T CD8*CD45RC'""

Trés récemment, les travaux de Saoudi et al. ont démontré chez le rat pour la
premiére fois, I'existence d’une sous-population de lymphocytes T CD8" avec des capacités
régulatrices (Xystrakis et al. 2004). L’expression de CD45RC a permis de distinguer 2 types
de sous-population chez le rat: CD45RC" et CD45RC". Ils ont démontré que les cellules T
CD8'CD45RC" fraichement isolées ont des propriétés régulatrices, ne sont pas
cytotoxiques, produisent des cytokines de type Th2 (IL4, IL10 et IL13), expriment
sélectivement Foxp3 et CTLA-4 et inhibent les réponses immunitaires alloréactives a la fois
in vivo et in vitro. Les fonctions régulatrices et les mécanismes d’action de ces cellules sont
liés & une inhibition de I'expansion des cellules effectrices CD4" Thl. De plus, cette
régulation requiert des contacts cellulaires et non une action dépendante des cytokines
(Xystrakis et al. 2004). L’activité régulatrice de ces cellules a été confirmée in vivo dans un
modele de maladie du greffon contre I'n6te (GVHD) (Xystrakis et al. 2004) mais aussi dans

un modéle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al. 2007).
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En 2003, Cosmi et al. ont caractérisé une population de thymocytes CD8'CD25"
présente chez ’lhomme. Ces cellules ont un phénotype, des caractéristiques fonctionnelles

et un mécanisme d’action équivalent aux Treg CD4"CD25" (Cosmi et al. 2003).

2. Les cellules T réqulatrices induites

Par opposition aux cellules Treg naturelles, des cellules T dont I'activité régulatrice
est induite, ou acquise, ont été identifiees. Ces cellules, appelées Treg induites, sont

générées apres stimulation en périphérie par un antigéne du non-soi.

2.1. Les cellules T CD4"CD25 Foxp3"

Il a été démontré que des cellules régulatrices ayant le méme phénotype et les
mémes propriétés que les Treg CD4"'CD25" naturelles pouvaient étre générées en périphérie
par différents mécanismes (Shevach 2006). De nombreuses études ont montré que le TGFp
pouvaient induire la conversion de cellules T CD4°CD25 en cellules Treg CD4"'CD25Foxp3”
in vitro et in vivo (Yamagiwa et al. 2001; Fantini et al. 2004). Des études ont aussi suggéré
que certains protocoles d’induction de tolérance a une allogreffe in vivo pouvaient induire
des cellules Treg CD4"CD25"Foxp3” (induction dépendante du TGFp) (Cobbold et al. 2004;
Ochando et al. 2006).

2.2.Les cellules Trl

Les cellules Trl ont été décrites par le groupe de M.G. Roncarolo. En effet, ils ont
montré que des cellules T CD4" murines activées en présence d’IL10 se différencient en
cellules régulatrices produisant de forts taux d’IL10, capables d’inhiber la colite autoimmune
(Groux et al. 1997). Les cellules Trl sont caractérisées par un profil de sécrétion de
cytokines particulier, différent des profils Thl et Th2 : les cellules Trl produisent de grandes
quantités d’'IL10, d’IL5, du TGFB, de I'lFNy, et de faibles quantités d’'IL4 et d’'IL2 (Groux et al.
1997). Il est également possible de générer ces cellules a partir de cellules T CD4"
humaines, en utilisant de I'lFNa en combinaison avec de I'lL10 (Levings et al. 2001). L’IL10
est une cytokine cruciale pour les cellules Trl, a la fois pour leur génération et pour leur
fonction. L’ajout d’anticorps anti-IL10 bloque l'activité suppressive de ces cellules (Groux et
al. 1997).

2.3. Les cellules Th3

Les cellules Treg induites Th3 ont été découvertes chez des souris protégées du

développement de 'EAE (Encéphalite Allergique Expérimentale) par administration orale de
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la protéine basique de la myéline (MBP) (Chen et al. 1994). Elles sont caractérisées par leur
forte production de TGFg, leur faible production d’IL10 et d’'IL4 et leur absence de sécrétion
d’'IFNy et d’IL2 (Chen et al. 1994; Fukaura et al. 1996). La différenciation des cellules Th3 est
favorisée in vitro en présence d’IL4, IL10 et TGFp et est inhibée par I'lL12 (Weiner 2001).
Les cellules Th3 sont capables in vitro de réguler les cellules Thl et Th2 de maniere non
spécifique de l'antigéne via la sécrétion de TGFp et favorisent la production d’IgA par les
cellules B (Weiner 2001). Plus récemment, le groupe de Weiner a démontré que ces cellules
avaient la capacité dinduire la différenciation de cellules T en cellules Treg
CD4'CD25"Foxp3* (Carrier et al. 2007).

2.4. Les cellules T CD8'CD28

Une population de cellules Treg CD8*CD28" spécifiques d’antigéne a été décrite chez
I’'hnomme par le groupe de N. Suciu-Foca. Ces cellules peuvent étre générées in vitro a partir
de cellules du sang (PBMC) stimulées de facon répétée par des cellules présentatrices
d’antigéne allogéniques (Liu et al. 1998), xénogéniques (Ciubotariu et al. 1998; Colovai et al.
2000), ou syngeéniques pulsées avec des peptides synthétiques (Jiang et al. 1998). Ces
cellules sont capables d’induire la surexpression des récepteurs inhibiteurs ILT-3 et ILT-4
dans des monocytes, des cellules endothéliales et dendritiques, rendant ces CPA
tolérogénes et incapables de stimuler des cellules T CD4" alloréactives (Manavalan et al.
2004). Des cellules CD8*CD28" ont été retrouvées en grandes proportions chez des patients
greffés rénaux, hépatiques ou cardiaques, ne présentant pas de signe de rejet, par
comparaison avec des individus sains (Cortesini et al. 2002; Colovai et al. 2003).
Contrairement aux cellules Tr1 et Th3, pour lesquelles I'activité suppressive est fortement
dépendante de la production de cytokines suppressives, les cellules T CD8'CD28" agissent
principalement par contact cellulaire avec la cellule présentatrice d’antigéne. Ces cellules ont
été décrites comme prévenant le rejet aigu mais pas chronique du greffon dans un modéle

de greffe de foie chez le rat (Liu et al. 2007).

2.5. Les cellules T CD3"CD4 CD8’

Les cellules T régulatrices double négative TCRap*CD3'NK1.1'CD4CD8 (DN)
matures représentent 1 a 5% des lymphocytes T périphériques chez 'homme (Fischer et al.
2005) et 1 a 3% chez les rongeurs (Zhang et al. 2000). Elles n’expriment pas de CD4, de
CD8 ou de CD28 (Zhang et al. 2000) mais expriment des marqueurs d’activation tels que le
CD25, CD69 ou Foxp3 (Chen et al. 2004). Ces cellules sont caractérisées par leur forte
production d’'IFNy et de TNFa et leur absence de sécrétion d’'IL4, IL10, IL13 et IL2 (Zhang et

al. 2000). Afin d’exercer leurs propriétés régulatrices, les cellules T DN ont besoin d’'une
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stimulation par le TCR, un contact direct avec les cellules cibles (Young et al. 2003), ainsi
que la présence de cytokines telles que I'lL2 et I'lL4 (Zhang et al. 2000). Il a été décrit que
les cellules T DN exercent une inhibition spécifique de I'antigéne suite a I'expression en
surface des complexes CMH-peptides des CPA par un mécanisme d’échange de fragments
de membrane plasmique lors de la synapse immunologique, appelé trogocytose (Ford
Mclintyre et al. 2008). Il a été montré que les cellules T DN peuvent tuer les cellules T CD8”
et CD4" par l'interaction Fas/FasL (Ford et al. 2002) ou par inhibition de leur production IL2
(Chen et al. 2003b; Chen et al. 2005) De plus, il a été décrit que ces cellules étaient plus
résistantes a I'apoptose par la diminution de I'expression du récepteur Fas ainsi que par la
surexpression de génes de survie tels que Bcl-xL et Bcl-2 (Khan et al. 1999).

In vivo, il a été montré que les cellules T DN contribuaient au maintien de la tolérance
immunologique (Priatel et al. 2001), de la prévention du rejet de greffe (Zhang et al. 2000) et
de la GVHD (Young et al. 2003) dans de nombreux modéles animaux. En transplantation,
les cellules T DN prolongent la survie d’allogreffe de peau (Zhang et al. 2000) et de cceur

(Chen et al. 2003b) ainsi que la survie de xénogreffe (Chen et al. 2003a).

2.6. Les cellules NKT

Les cellules NKT sont une population de cellules avec un répertoire restreint
exprimant a la fois les récepteurs de cellules NK, comme le CD161 ou NKRP1 et le
TCRop. Les cellules NKT reconnaissent et tuent les cellules tumorales exprimant des
antigénes lipidiques sur les molécules du CMH de classe Ib CD1d (Bendelac et al. 1997).
Elles possédent donc une activité cytotoxique et sécrétent de grande quantités de cytokines,
dont I'lL4, I'lFNy, le TGFp et I'lL10 (Bendelac et al. 1997). Les cellules NKT ont été montrées
comme étant impliquées dans la régulation de maladies autoimmunes telles que le diabéte
(Frey and Rao 1999) et dans I'acceptation d’allogreffe dans différents modéles de greffe
cardiaque (Seino et al. 2001; Higuchi et al. 2002).

3. Les mécanismes de suppression

Le ou les mécanismes moléculaires précis par lequel les cellules régulatrices inhibent
lactivation et la prolifération d’autres cellules T sont souvent controversés et sont
actuellement en cours d’investigation. Plusieurs mécanismes ont, a I'heure actuelle, été
décrits : la suppression par I'intermédiaire de cytokines, la suppression par interaction directe
entre la cellule régulatrice et les cellules effectrices, la lyse des cellules effectrices et enfin la
modulation des CPA (Figure 7) (Vignali et al. 2008).
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Figure 7 : Les différents mécanismes de suppression des Treg.
D’aprés Vignali et al. (Vignali et al. 2008).

3.1. Les cytokines suppressives

Les deux cytokines principales décrites comme ayant des propriétés
immunosuppressives sont I'lL10 et le TGFp (Figure 7a) (Vignali et al. 2008). Cependant,
récemment une autre cytokine a été découverte ayant les mémes capacités régulatrices :
IL35.

3.1.1. L’IL35

IL35 est une cytokine de la famille de I'lL12 qui est formée de 2 sous chaines, 'EBI3
et 'lL12p35. L’IL35 a été montrée comme étant nécessaire aux cellules T régulatrices pour
avoir une activité suppressive maximale. De plus, I'lL35 est suffisante pour supprimer la
prolifération des lymphocytes T effecteurs in vitro (Collison et al. 2007). De fagon
intéressante, I'lL35 inhibe la différenciation des cellules T CD4" de type Th17 et atténue la
sévérité de I'arthrite dans un modéle murin en diminuant la production d’IL17 (Niedbala et al.
2007). Contrairement aux résultats obtenus chez la souris, une récente étude a montré que
les cellules Treg humaines n’exprimeraient pas I'lL35 de fagon constitutive (Bardel et al.
2008).

3.1.2. L’IL10
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Le role de I'lL10, sécrétée par les cellules Treg, a été montrée dans de nombreux
modéles de tolérance a une allogreffe ou dans différents types de maladies autoimmunes
(Asseman et al. 1999; Suri-Payer and Cantor 2001). A contrario, une étude récente a montré
qgue la délétion spécifique de la production d’IL10 par les cellules Treg ne provoquait pas
l'apparition de maladies autoimmunes systémique (Malleo et al. 2008). Cependant, cette
délétion pouvait entrainer des pathologies du colon et du poumon plus importantes chez la
souris. Ces résultats récents suggerent que I'lL10 sécrétée par les cellules Treg aurait un
réle plus important dans le contrble des réponses inflammatoires vis-a vis de pathogénes
extracellulaires (Rubtsov et al. 2008). Cependant, cette cytokine a un réle crucial dans la
génération et la fonction des cellules T régulatrices de type Trl (Roncarolo et al. 2001). Son
role dans la suppression médiée par les cellules Treg CD4"CD25"Foxp3” reste encore trés

controverseé.

3.1.3. Le TGFS

Tout comme pour I'lL10, la contribution du TGFB a la suppression par les cellules
Treg est controversée. Le rble du TGFp dans le contrble de la colite chez la souris a été
fermement établi. En effet, le contrdle de la colite par les cellules CD4*CD45RC" ou
CD4'CD25" est totalement abrogé lorsque les souris sont traitées avec un anticorps anti-
TGFB (Powrie et al. 1996; Liu et al. 2003). De plus, dans le modéle de protection du diabéete
chez la souris NOD par traitement avec un anti-CD3, I'administration d’'un anticorps anti-
TGFB abroge la protection (Belghith et al. 2003). Cependant, ces études ne permettent pas
de déterminer si la signalisation par le TGFB implique les cellules Treg ou les cellules
répondeuses.

Certaines études ont suggéré que les cellules Treg CD4'CD25" activées exprimaient
a leur surface une forme membranaire du TGFp, et qu’elles pourraient ainsi délivrer du TGFf
aux cellules répondeuses directement par contact cellulaire (Nakamura et al. 2001). A
linverse, Piccirillo et al. ont montré que le TGFB n’était pas requis pour la fonction
suppressive in vitro. En effet, ni la neutralisation du TGFB par un anticorps monoclonal ou
une forme soluble du récepteur au TGFB (TGF-BRII-Fc), ni [l'utilisation de cellules
répondeuses insensibles au TGFB (déficientes pour Smad3 ou exprimant un récepteur au
TGFB de type Il dominat négatif) ne bloque la fonction suppressive des cellules Treg
CD4'CD25" in vitro (Piccirillo et al. 2002).

Cependant, in vivo, la signalisation par le TGFB dans les cellules répondeuses
semble étre essentielle a leur contréle par les cellules Treg. Dans un modéle de diabéte de

type 1 médié par les cellules T CD8" chez la souris, I'expression d’un récepteur au TGFp
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fonctionnel sur les cellules T CD8" anti-flots est essentielle au contréle par les cellules Treg
CD4'CD25" (Green et al. 2003). De méme, I'équipe de Powrie a montré récemment dans un
modéle de colite, que les cellules effectrices CD45RC" insensibles au TGFB échappent au
contréle par les Treg CD4°CD25" in vivo (Fahlen et al. 2005). Dans cette étude, les cellules
Treg CD4°CD25" issues de souris déficientes pour le TGFB sont capables de controler la
colite, mais la suppression est inhibée par un anticorps anti-TGFf. Pris collectivement, ces
résultats suggérent que la production de TGFp par des cellules autres que les Treg (par

exemple les CPA ou les cellules T) semble étre impliquée dans la régulation.

En résumé, I'importance de I'lL10 et le TGFb a été démontré dans la suppression
exercée par les cellules Trl et Th3 respectivement (Roncarolo et al. 2001; Weiner 2001).
Les cellules Treg naturelles ont depuis longtemps été décrits comme exercant leur fonction
suppressive par contact cellulaire et non par l'intermédiaire de cytokines (Takahashi et al.
1998; Thornton and Shevach 1998). Cependant, un rlle de ces cytokines ne peut étre
totalement exclu (Vignali et al. 2008).

3.2. La suppression par contact cellulaire

Certaines études suggerent que la suppression pourrait étre exercée par une
interaction directe entre la cellule Treg et la cellule T effectrice (Figure 7c), notamment par
intermédiaire de CTLA-4.

La molécule CTLA-4 est connue pour étre un important régulateur négatif de la
fonction T, mais il a également été impliqué dans les mécanismes d’action des cellules
régulatrices. Contrairement aux cellules T naives, les cellules Treg CD4°'CD25" expriment
constitutivement la molécule CTLA-4. Le blocage de CTLA-4 par I'administration d’un
anticorps anti-CTLA-4 bloquant induit chez la souris naives des maladies auto-immunes
similaires a celles produites lors de la déplétion des cellules T CD4"CD25" et ce sans réduire
leur nombre (Takahashi et al. 2000). Les ligands de CTLA-4 sont les molécules B7, connues
pour étre exprimées par les cellules présentatrices d’antigéne, mais également par les
cellules T activées. Ces molécules sont essentielles pour la suppression exercée par les
Treg, car leur absence sur les cellules T effectrices réduit leur susceptibilité a étre controlées
par les cellules T CD4°CD25" (Paust et al. 2004).

3.3. La cytotoxicité des Treg

Des données récentes suggeéerent que I'un des mécanismes d’actions des cellules
Treg CD4°CD25" pourrait étre la lyse des cellules cibles par cytotoxicité (Figure 7b). En

effet, une activité cytotoxique importante a été constatée dans des modéles d’induction de
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tolérance, ce qui démontre qu’elle n’est pas toujours associée au rejet (Armstrong et al.
1987; Bugeon et al. 1993; Heslan et al. 2006). De plus, des animaux déficients pour les
perforines ou pour Fas sont capables de rejeter une allogreffe (Selvaggi et al. 1996), ce qui
montre que l'activité cytotoxique n’est pas forcément associée et nécessaire au rejet de
greffe.

Plusieurs mécanismes de cytotoxicité ont été impliqués : la voie Fas/FasL (Watanabe
et al. 2002) ou la voie granzyme/perforine. Certaines études montrent un réle pour
granzyme-A et la perforine (Grossman et al. 2004a; Grossman et al. 2004b) et d’autres sont
en faveur d’'un mécanisme dépendant de granzyme-B, et indépendant de la perforine
(Gondek et al. 2005). La voie Fas/FasL est aussi utilisée par les cellules T régulatrices
double négative (Ford et al. 2002). En revanche, ni les cellules Treg CD8"CD45RC", ni les
cellules CD8'CD28 ne semblent utiliser la cytotoxicité pour exercer leur activité régulatrice
(Liu et al. 1998; Xystrakis et al. 2004).

3.4. La modulation des cellules dendritiques

En plus de l'effet direct des cellules Treg sur la fonction des cellules T effectrices, ces
cellules peuvent aussi interagir et moduler la maturation des cellules dendritiques (Figure
7d) (Tadokoro et al. 2006). Une telle modulation de la cellule dendritique peut impliquer
divers mécanismes, tels que la diminution de I'expression des molécules du CMH et de
costimulation (Cederbom et al. 2000) ou encore l'induction de molécules inhibitrices telles
gue B7-H4 (Kryczek et al. 2006). Nous avons vu précédemment que l'interaction CTLA-4/B7
a été impliguée dans un mécanisme de suppression par contact direct avec les cellules T
effectrices. CTLA-4 peut également se lier aux molécules B7 sur les cellules dendritiques. Il
a été montré que cette interaction induisait I'expression, dans les cellules dendritiques, de
lindoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), une molécule régulatrice intervenant dans le
métabolisme du tryptophane (Fallarino et al. 2003; Mellor and Munn 2004). L’interaction de
LAG-3 (exprimé par les Treg) avec les molécules du CMH de classe Il (présents sur les DCs)
a réecemment été montrée comme induisant le blocage de la maturation des DCs (Liang et al.
2008).

IV. Les cellules dendritiques tolérogenes

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse
immunitaire, capables a la fois d’'induire ou d’'inhiber les réponses T selon les circonstances.

L’état de maturation des cellules dendritiques n’est pas le seul critere déterminant la réponse
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immunitaire. En effet, la décision d’induire 'immunité ou la tolérance résulte de I'intégration

complexe de différents signaux par les cellules dendritiques.

1. Laterminologie des cellules dendritiques tolérogenes

Il a été montré a de nombreuses reprises que les cellules dendritiques immatures
auraient des propriétés tolérogenes. Elles pourraient aussi permettre le contrdle, en
périphérie, des lymphocytes T autoréactifs qui ont échappés a la sélection négative lors de
leur développement dans le thymus (Steinman and Nussenzweig 2002; Steinman et al.
2003). Un nouveau concept est alors apparu, la fonction des cellules dendritiques serait
dépendante de leur état de maturation. En effet, le groupe de Nussenzweig et Steinman a
démontré que des protéines de fusion ciblées vers les cellules dendritiques immatures
menaient a I'induction de tolérance spécifique d’antigéne (Bonifaz et al. 2002). Cependant, la
maturation des cellules dendritiques ainsi que la forte expression des molécules de
costimulation ont été montré comme nécessaire pour linduction de la tolérance dans
certains modeéles (Albert et al. 2001; Menges et al. 2002). Il a donc été proposé un état de
maturation intermédiaire "semi-mature" pouvant étre induit par différents stimuli comme le
TNFa (Lutz and Schuler 2002; Menges et al. 2002). Cependant, les cellules dendritiques
matures peuvent également induire la tolérance périphérique en induisant I'expansion
clonale des cellules Treg naturelles (Yamazaki et al. 2003). A 'heure actuelle, les marqueurs
de la maturation ne permettent donc pas de différencier la fonction des cellules dendritiques

et leurs fonctions restent dons le seul moyen de les différencier (Reis e Sousa 2006).

2. Les mécanismes d’actions des cellules dendritiques tolérogénes

De nombreuses études suggérent qu’en l'absence de maturation, les cellules
dendritiques capturent des antigénes et migrent des tissus vers les ganglions sous la forme
de cellules dendritiques immatures ou semi-mature. Elles vont alors induire la tolérance
envers ces antigénes en entrainant I'anergie ou la délétion clonale des lymphocytes T
réactifs (Steinman et al. 2003). De plus, une étude a montré que I'apport ciblé d’antigénes
(gréce a une protéine, couplée a un anticorps anti-CD205, un récepteur d’endocytose) aux
cellules dendritiques, en absence de danger, induit la prolifération des cellules T qui sont
ensuite délétées. Les souris traitées avec cette protéine couplée a l'anticorps sont
incapables de répondre a une restimulation. Par ailleurs, ils ont montré que la maturation des
cellules dendritiques par le CD40 dans les mémes conditions induisaient une forte
prolifération des cellules T ainsi que la production d’'IL2 et d’'IFNy (Bonifaz et al. 2002).

Les cellules dendritiques peuvent aussi induire la tolérance en entrainant la

conversion de cellules T naives ou le maintien et/ou la prolifération de cellules Treg. Les
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cellules dendritiques immatures ont été décrites comme pouvant induire des cellules T
régulatrices spécifiques de peptides exogenes (Dhodapkar et al. 2001; Dhodapkar and
Steinman 2002) ou des cellules Treg CD4" spécifiques d’alloantigénes (Jonuleit et al. 2000;
Levings et al. 2005). Un sous-type spécifique de cellules dendritiques chez la souris a été
identifiee comme ayant la capacité d’induire des cellules Tr1 (Wakkach et al. 2003). Dans
cette étude, Wakkach et al. ont montré qu’il était possible de générer a partir de la moelle
osseuse des cellules dendritiques CD11c°CD45RB*, en présence d'IL10 et de TNFa
induisant la différenciation de cellules T naives en lymphocytes Trl. Les mémes capacités
d’induction de cellules Treg productrices d’IL10 ont été décrites pour les cellules dendritiques
matures (Verhasselt et al. 2004; Lundqyvist et al. 2005). De plus, Yamazaki et al., ainsi que
d’autres groupes, ont montré que les cellules dendritiques matures avaient la capacité
d’expandre les cellules Treg CD4'CD25Foxp3” (Yamazaki et al. 2003; Kretschmer et al.
2005; Banerjee et al. 2006). Plus récemment, les cellules dendritiques plasmacytoides
(pDCs) ont été décrites comme possédant la capacité d’induire des cellules Tregs
CD4"CD25Foxp3* (Ochando et al. 2006). Dans cette étude, Ochando et al. ont montré,
dans un modéle de tolérance a lallogreffe cardiaque chez la souris, que les cellules
dendritiques plasmacytoides du receveur capturent et apprétent les alloantigénes dans le
greffon et migrent ensuite dans les ganglions lymphatiques périphériques. Dans les
ganglions lymphatiques, ces pDC présentent les alloantigenes aux cellules T et induisent la
génération de cellules Treg CD4'CD25'Foxp3* spécifiques des alloantigénes. De plus, une
équipe de notre laboratoire a montré, chez le rat, que les pDC matures sont les seules
cellules dendritiques matures a pouvoir expandre in vitro les cellules Treg CD4'CD25". lIs
ont montré que cette expansion nécessite un contact cellulaire entre les pDC et les Treg et
est indépendante de I'lL2 (Ouabed et al. 2008). En 2008, Goubier et al. ont montré que les
pDC induisent une tolérance orale en inhibant I'activation orale des cellules T. En effet, ils
ont montré que les pDC semblent induire I'anergie ou la délétion des cellules T spécifiques
d’antigenes dans le foie (Goubier et al. 2008).

Les cellules dendritiques ont aussi été montré comme induisant la tolérance via
I'expression de I'enzyme IDO (Munn et al. 2002; Mellor and Munn 2004). IDO est une
enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane et a été décrite comme ayant la
capacité d’inhiber la réponse des cellules T (Munn et al. 1998). Plus récemment, un nouveau
mécanisme d’induction de tolérance périphérique par les cellules dendritiques a été décrit et
implique l'induction de I'expression de CD5 par les lymphocytes T (Hawiger et al. 2004). Le
CD5 conduit & une absence de prolifération des cellules T en réponse a une restimulation

antigénique

3. L’induction d’une fonction tolérogéne
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De nombreux mécanismes peuvent conférer des propriétés tolérogéniques aux
cellules dendritiques (Figure 8). L’interaction des cellules dendritiques avec les lymphocytes
Treg conduit a I'engagement du CTLA-4 porté par les cellules Treg avec les molécules B7
sur les cellules dendritiques. Cette liaison induit I'expression d’'IDO qui confére aux cellules
dendritiques des propriétés tolérogénes (Fallarino et al. 2003; Mellor et al. 2003). De plus,
les cellules Treg CD8"CD28" inhibent I'expression de molécules de costimulation (B7.1, B7.2
et CD40) et augmentent I'expression de récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 (Immunoglobulin
Like Transcript) sur les cellules dendritiques (Chang et al. 2002). Ainsi, les cellules
dendritiques ILT3" et ILT4" devenues tolérogénes induisent 'anergie des ccellules T hehper
et stimulent la génération de nouvelles cellules Treg spécifiques des alloantigenes
(Manavalan et al. 2003; Manavalan et al. 2004). Enfin, les cellules dendritiques peuvent
acquérir des propriétés tolérogénes aprés culture in vitro en présence de facteurs

tolérogénes tels que I'lL10, TGFp, vitamines D3 ou des corticostéroides (O'Neill et al. 2004).
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Figure 8 : Les différents mécanismes pouvant conférer des propriétés tolérogénes aux
cellules dendritiques.

D’aprés O’Neill et al (O'Neill et al. 2004).
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C. Futurs protocoles cliniques d’induction de tolérance en
transplantation ?

A I'heure actuelle, les traitements immunosuppresseurs permettent d’améliorer le
taux de réussite des greffes sans toutefois prévenir du développement du rejet chronique.
Les recherches en transplantation ont donc pour but de développer de nouveaux protocoles
permettant d’induire une tolérance a l'allogreffe. Parmi ces protocoles, la mise en place de
traitement par thérapie cellulaire "tolérogéne" est de plus en plus envisagé, basée sur deux
populations leucocytaires, les cellules dendritiques et les cellules T régulatrices. En effet,
nous avons vu que ces deux populations cellulaires pouvaient acquérir des propriétés
tolérogénes.

Il a été montré chez la souris que le transfert de cellules régulatrices T CD4°CD25",
expandues in vitro, permettent d’induire une prolongation de survie d’'allogreffe (Xia et al.
2008) et de prévenir de la GVHD (Trenado et al. 2006). Cependant, nous avons vu que
selon I'environnement cytokinique, ces cellules Treg pouvaient se convertir en cellules
effectrices Th1l7 (Xu et al. 2007). L'injection de ces cellules en association avec un
immunosuppresseur permettraient de contréler I'environnement cytokinique inflammatoire et
ainsi empécher leur conversion en Thl7. Il a été montré que la rapamycine et l'anti-
thymocyte globulin (ATG) permettent la suppression des cellules T effectrices sans interférer
avec la fonction des cellules Treg. De plus, ces drogues permettent méme in vitro d’'induire
et d’expandre les cellules Treg chez 'homme et |la souris (Battaglia et al. 2006; Coenen et al.
2007; Ruzek et al. 2008). Par contre, des études, in vivo et in vitro, ont montré que la
cyclosporine A, un inhibiteur de la calcineurine, qui est depuis longtemps utilisée en clinique,
a des effets néfastes sur la génération et fonction des cellules Treg (Baan et al. 2005; Zeiser
et al. 2006; Coenen et al. 2007). Ces résultats suggérent que la cyclosporine A n’est peut
étre pas I'immunosuppresseur le plus adapter pour I'établissement d’'une tolérance par ce

type de thérapie cellulaire.

Les cellules dendritiques sont des cellules clés de la régulation de la réponse
immunitaire innée et adaptative et ont été montré comme possédant des propriétés
tolérogénes, c’est pourquoi ces cellules ont intéressées de nombreuses équipes pour la mise
en place de protocoles de thérapie cellulaire. En effet, il a été montré chez le rongeur que
l'injection, plusieurs jours avant la transplantation, de cellules dendritiques immatures
tolérogénes permettait de prolonger significativement la survie d’'allogreffe (Fu et al. 1997; Lu

et al. 1997; Garrovillo et al. 2001). De plus, une étude chez 'homme a montré que I'injection
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de cellules dendritiques immatures a des volontaires sains permettait d’inhiber la réponse
immunitaire prouvant le pouvoir thérapeutique de ces cellules (Dhodapkar et al. 2001).
Cependant, les cellules dendritiques, une fois injectées, risquent de maturer en réponse aux
signaux de danger ou a d’autres facteurs proinflammatoires. L’association des cellules
dendritiques avec un traitement immunosuppresseur, par exemple la rapamycine, pourrait
permettre de contrdler 'environnement inflammatoire mais aussi la maturation des cellules.
En effet, la rapamycine a été décrite comme inhibant la maturation des cellules dendritiques
chez la souris (Hackstein et al. 2003).

L’injection de ces deux types de cellules seules en association avec un traitement
immunosuppresseur pourrait avoir des effets bénéfiques. Cependant, I'administration
combinée des cellules Treg et des cellules dendritiques pourrait étre encore plus avantageux
en permettant la diminution du temps de traitement immunosuppresseur. En effet, les
cellules dendritiques pourraient étre maintenues dans un état tolérogéne par
limmunosuppresseur, permettant ainsi I'induction de cellules Treg qui en retour pourraient
étre impliguées dans le maintien des propriétés tolérogénes des cellules dendritiques. Une
telle boucle de régulation entre les cellules dendritiques tolérogénes et les cellules treg a été
décrite dans un modéle d’allogreffe cardiaque chez la souris (Min et al. 2003a). Les auteurs
ont montré d'une part que les cellules T naives, cultivées in vitro avec des cellules
dendritiques tolérogénes issues des souris tolérantes, posseédent un pourcentage augmenté
de cellules T CD4'CD25" et sont capables d’inhiber une MLR naive. D’autre part, ils ont
aussi montré que les cellules dendritiques naives générées in vitro en présence de cellules T
CDA4+ issues de souris tolérantes, possédent un phénotype immature ainsi qu'une faible

capacité stimulatrice.

Ce travail de thése a donc contribué a I'étude des mécanismes régulateurs ainsi qu’a
la caractérisation de nouveaux médiateurs de la tolérance a I'allogreffe cardiaque chez le rat.
Dans un futur prochain, ces nouvelles molécules pourraient étre utilisées comme outils
diagnostics mais aussi dans des protocoles de thérapie cellulaire en clinique dans le
domaine de la transplantation, mais aussi dans les domaines de l'autoimmunité et de la

cancérologie.
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A. Modele de tolérance a Vlallogreffe cardiaque par
traitement avec le LF15-0195

I. Induction de tolérance par traitement avec le LF15-0195

L’induction d’une tolérance demeure un objectif primordial en transplantation. Les
traitements immunosuppresseurs utilisés sont généralement administrés a vie. Ces
traitements ont pour effet de déprimer a long terme le systéme immunitaire du receveur et
entrainent des complications chez les patients (infections chroniques, tumeurs...). Il est donc
nécessaire d’identifier de nouveaux médiateurs de la tolérance qui pourraient servir d’outils

thérapeutiques pour induire la tolérance.

1. Le modeéele de qgreffe

Le modéle animal d’allogreffe cardiaque étudié dans ce travail utilise des souches de
rats congéniques de fond génétique Lewis. Le donneur d’organe est d’haplotype RT1u
(souche LEW.1W) et le receveur d’haplotype RT1a (souche LEW.1A). RT1 est le systéme du
CMH chez le rat (Gill et al. 1987). Du fait que le donneur et le receveur partagent le méme
fond génétique Lewis, les mécanismes immunologiques mis en jeu dans cette combinaison

sont donc entierement dépendants de I'histocompatibilité du CMH de classe | et Il.

Ce systéme constitue un modéle de rejet d’'allogreffe lorsque les animaux receveurs
ne sont pas traités. Dans cette combinaison LEW.1W sur LEW.1A, l'allogreffe cardiaque est
rejetée en 6 = 0,6 jours (Figure 9) (Soulillou et al. 1984). Les donneurs et les receveurs sont
toujours des males agés de 8 a 12 semaines. La greffe de coeur est réalisée selon la
technique décrite par Ono et Lindsey (Ono and Lyndsey 1968). Le greffon est placé chez le
receveur en position hétérotopique intra-abdominale et transversale en dessous des
pédicules rénaux. La durée de la greffe est d’environ 30 a 40 minutes. La position du greffon
permet de surveiller son fonctionnement par palpation a travers la paroi abdominale. Une
échelle arbitraire de battements est utilisée (0 a +++) et le rejet est défini par la cessation de

battements.

L’équipe a montré, pour la premiére fois, qu’un court traitement quotidien pendant 20
jours a partir du jour de la greffe avec le LF15-0195, un analogue de la déoxyspergualine,
injecté par voie intrapéritonéale a une dose de 3mg/kg, permet d’induire une tolérance a long
terme dans un modéle d’allotransplantation cardiaque chez le rat (Chiffoleau et al. 2002a)
(Figure 9).
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Cceur LEW.1W

(RT1v)
"J’

—

L [ ......... »6.3 jours
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Receveur LEW.1A JO J20 >100 jours
(RT12) LF15-0195
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Figure 9. Modéle de tolérance a I’allogreffe cardiaque par traitement avec le LF15-
0195.

Les receveurs LEW.1A recoivent un cceur allogénique LEW.1W qui est sans traitement rejeté en 6,3
Jjours en moyenne. L’injection, par voie intrapéritonéale, d’un analogue de la déoxyspergualine, le
LF15-0195, pendant 10 jours a partir du jour de la greffe a une dose de 3 mg/kg permet une survie a
long terme du greffon sans signe de rejet chronique.

2. Le LF15-0195

Le LF15-0195 est un immunosuppresseur analogue a la déoxyspergualine (DSG),

développé par les laboratoires Fournier (Daix, France), qui est plus stable que la DSG.

2.1. Les propriétés immunosuppressives

Avant l'utilisation du LF15-0195, la DSG a été utilisée dans de nombreux protocoles
expérimentaux chez le rongeur. En effet, la DSG permait d’induire une prolongation de
survie d’allogreffe d'llots du pancréas (Dickneite et al. 1986), de rein (Dickneite et al. 1986;
Takeuchi et al. 1998), de cceur (Dickneite et al. 1986), mais aussi de peau (Nemoto et al.
1987). Elle a aussi prouvé son efficacité chez des animaux atteints de leucémies (lto et al.
1986).

Les propriétés immunosuppressives du LF15-0195 ont quant a elles été tout d’abord
caractérisées dans la prévention de la GVHD chez la souris (Lebreton et al. 1999). Apres
quoi, le LF15-0195 a prouvé son efficacité dans de nombreux modéles expérimentaux chez
le rongeur : I'allotransplantation (Chiffoleau et al. 2002a; Min et al. 2003b; Zhou et al. 2003),
la xénotransplantation (Wang et al. 2003), I'encéphalomyélite auto-immmune expérimentale
(Duplan et al. 2006) et le syndrome néphrotique idiopathique (Le Berre et al. 2009). Aprées
ces résultats encourageants chez le rongeur, le LF15-0195 a été testé dans un modele
préclinique chez le primate. Dans ce modéle, il a permis d’'induire une prolongation de survie

d’allogreffe rénale (Yang et al. 2003a).
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2.2. Les mécanismes moléculaires

2.2.1. Interaction avec les protéines de choc thermique

Tout comme la DSG (Nadler et al. 1992), le LF15-0195 interagit avec Hsc70, le
membre constitutif de la famille des protéines de choc thermique de 70kD (Komesli et al.
1999). Cette interaction avec Hsc70 pourrait représenter la premiere étape du mécanisme
d’action du LF15-0195. Les protéines de choc thermique possédent de nombreuses
fonctions en plus de leur capacité a se lier a une grande variété de protéines et de peptides.
Elles peuvent modifier la conformation de diverses protéines et peptides et faciliter leur
translocation aux travers des organelles cellulaires (Rothman 1989; Gething and Sambrook
1992). Plusieurs études suggeérent que les protéines de choc thermique pourraient jouer un
réle dans la présentation antigénique par les molécules du CMH (Vanbuskirk et al. 1989;
Srivastava et al. 1994).

2.2.2. Induction de la voie des caspases

Il a été montré que le LF15-0195 pouvait jouer un réle dans la mort cellulaire des
cellules T, en les sensibilisant a la mort cellulaire induite par I'activation (AICD) (Ducoroy et
al. 2003). Les cellules T périphériques matures peuvent subir une apoptose "passive" si elles
ne sont pas suffisamment stimulées par des facteurs de croissance. Elles peuvent
également subir une forme unique de mort cellulaire appelée AICD, qui survient aprés des

stimulations antigéniques répétées (Krammer 2000).

Le LF15-0195 ne semble pas avoir d’effet sur 'apoptose passive, mais il est capable
de sensibiliser des cellules T a 'AICD par un mécanisme dépendant de Fas, et ce non
seulement sur des lignées T humaines (Jurkat), mais également sur des cellules T
périphérigues humaines (Ducoroy et al. 2003).

Ces résultats ont été confirmés in vivo dans le modéle de GVHD. En effet, aprés greffe de
moelle osseuse, il a été montré que le LF15-0195 induit I'apoptose des cellules T du
donneur, par un mécanisme dépendant de Fas (Ducoroy et al. 2003). Ainsi, le LF15-0195
pourrait protéger contre la GVHD en inhibant I'expansion des cellules T allogéniques anti-

receveur.

2.2.3. Inhibition de la voie NF-xB
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Tout comme pour la DSG (Tepper et al. 1995), le LF15-0195 inhibe la signalisation
du facteur de transcription NF-xB (Yang et al. 2003b). En effet, l'activit¢ de NF-xB est
fortement régulée par des protéines inhibitrices spécifiques, les IxB. Dans une cellule au
repos, ces protéines se lient & NF-xB et masquent la séquence de translocation nucléaire,
entrainant ainsi la séquestration de NF-xB dans le cytoplasme. L’activation de la cellule
meéne a la phosphorylation des protéines kinases des 1B, les IKK, qui phosphorylent IxB.
Une fois phosphorylée, IxB est rapidement ubiquitinylée et dégradée dans le protéasome,
permettant aisi la libération de NF-«B, qui peut alors étre transloqué dans le noyau. Une fois
dans le noyau, NF-«B interagit avec les sites KB situés dans les régions régulatrices de
nombreux génes et peut ainsi contréler leur expression (Denk et al. 2000). L’action du LF15-
0195 sur la voie de signalisation de NF-xB se situe au niveau des protéines kinases IkB : il
inhibe leur phosphorylation par les IxB kinases, bloquant ainsi I'activation et la translocation
nucléaire de NF-xB (Yang et al. 2003b). Il a été décrit chez la souris, que le LF15-0195
permettait I'induction de cellules dendritiques tolérogénes in vitro et in vivo en bloquant

spécifiguement la voie de signalisation de NF-kB (Min et al. 2003b).

3. Résultats préalablement acquis et objectifs de I’étude

L’équipe a montré que la tolérance a l'allogreffe cardiaque induite par le LF15-0195
est durable et spécifique. En effet, la greffe tolérée ne développe aucun signe de rejet
chronique, méme plus de 100 jours aprés la transplantation (Chiffoleau et al. 2002a). Lors
d’'une seconde greffe cardiaque, les receveurs tolérants acceptent une greffe cardiaque de
méme haplotype que la premiére greffe, mais rejettent une greffe de tierce partie. Ceci
démontre que la tolérance induite par le LF15-0195 est spécifique du donneur (Chiffoleau et
al. 2002a).

L’équipe a aussi observé que les animaux sous traitement sont fortement
immunodéprimés. En effet, sous traitement, la réponse anticorps anti-donneur est totalement
inhibée (Chiffoleau et al. 2002a) tandis qu’elle est partiellement restaurée 100 jours apres la
transplantation, avec une production préférentielle des IgG1 (Th2) au dépend des IgG2b
(Thl) (Chiffoleau et al. 2002b). De plus, les animaux sous traitement présentent peu de
cellules infiltrant la greffe (Chiffoleau et al. 2002a) alors que 100 jours aprés la greffe, un
infiltrat important composé de macrophages et de lymphocytes a été observé (Heslan et al.
2006).

lIs ont aussi montré que les cellules T allospécifiques proliferent fortement contre les

antigenes du donneur 5 jours apres la greffe. Cependant, ces cellules T produisent moins
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d’IFNy tandis que la production d’IL10 et TGFp n’est pas modifiée (Chiffoleau et al. 2002a),
ce qui démontre que la phase d’induction de la tolérance est caractérisée par une inhibition
de la différenciation Thl. Au contraire, chez les animaux tolérants a long terme, les cellules T
CD4" de la rate proliferent peu contre les alloantigénes (Chiffoleau et al. 2002b), suggérant
la délétion des cellules alloréactives par AICD et/ou I'induction de cellules Treg.

La présence de cellules T régulatrices a été mise en evidence par des expériences de
transfert de tolérance a des receveurs irradiés. Ces cellules sont retrouvées parmi les
cellules T CD4" de la rate (Chiffoleau et al. 2002b) et les cellules infiltrant la greffe tolérée
(Heslan et al. 2005). Une augmentation du pourcentage de cellules T CD4°CD25" dans la
rate des animaux tolérants a été observée par comparaison a des receveurs non traités
(Chiffoleau et al. 2002b). Ces cellules ont aussi été retrouvées en proportion importante dans
les greffes tolérées (Heslan et al. 2005). lls ont ensuite montré que ces cellules T
CD47CD25" exprimaient fortement TARNm du facteur de transcription Foxp3, a des niveaux
comparables a ceux retrouvés dans les cellules Treg naturelles CD4'CD25" de rats naifs
(Heslan et al. 2005). Les cellules Treg induite par le LF15-0195 proliférent peu contre les
antigénes du donneur et produisent peu de cytokines, comme I'lFNy et I'lL10 et pas du tout
d’IL2. De plus, ils ont montré que ces cellules Treg étaient spécifiques d’antigéne. En effet, le
transfert de 200x10° splénocytes de receveurs tolérants a des receveurs préalablement
irradiés prévient le rejet d’une greffe de méme haplotype que le rejet, mais n’empéche pas le
rejet d’une greffe de tierce partie (Chiffoleau et al. 2002b). Les cellules T CD4'CD25" de la
rate spécifiques d’antigénes sont plus puissantes que les cellules Treg naturelles, car le
transfert de quantités équivalentes de cellules T CD4*CD25" d’un rat naif (5x10°) ne permet
pas de prévenir le rejet de greffe (Chiffoleau et al. 2002b). De plus, nous avons pu transférer
la tolérance avec 5x10° cellules T CD4"'CD25" de la rate des receveurs tolérants, et avec
seulement 0.75x10° cellules infiltrant la greffe (Heslan et al. 2005), ce qui montre que ces
derniéres sont plus efficaces. Ce résultat peut étre interprété de deux facons : soit les
cellules Treg présentes dans la greffe possédent une activité suppressive plus puissante,

soit elles contiennent plus de cellules Treg allospécifiques que les cellules spléniques.

Afin de mieux caractériser les mécanismes impliqués dans la tolérance, I'équipe a
appliqué la technique des puces a ADN (Applied Biosystems) sur des greffons 100 jours
aprés la transplantation. Ces puces contiennent plus de 27000 génes. L’équipe a comparé
des allogreffes tolérées, induites par le LF15-0195 avec des allogreffes non rejetées mais
présentant des signes de rejet chronique induites soit par des transfusions de sang du
donneur (Soulillou et al. 1984; Heslan et al. 2006), soit par I'injection d’'un adénovirus codant
pour le CD40Ilg (Guillonneau et al. 2007) et avec des greffons syngéniques. De fagon

intéressante, elle a observé peu de molécules surexprimées dans les allogreffes tolérées par
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rapport aux allogreffes ayant du rejet chroniques et aux greffes syngéniques. Parmi ces
genes, I'équipe a identifié des molécules liées a la cytoprotection des cellules endothéliales
(INOS, HO-1, IDO), des molécules liées aux cellules T régulatrices (LAG-3, CCR4) et a
linfiltrat (IFNy et des membres de la famille des chemokines). Ces résultats sont en accord
avec linfiltrat important mais aussi avec I'accumulation de cellules T régulatrices observés
dans les greffons tolérés, 100 jours apres la transplantation (Chiffoleau et al. 2002b; Heslan
et al. 2006). De maniére surprenante, la surexpression de molécules cytotoxiques
(Granzyme A, B, perforine) a aussi été constatée dans les allogreffes tolérées. Cependant,
ces molécules cytotoxiques pourraient, dans notre modeéle, étre exprimées par les cellules
effectrices mais aussi par les nombreuses cellules T régulatrices accumulées dans les
allogreffes tolérées. En effet, il a été décrit que les cellules T régulatrices CD4'CD25"
pouvaient exercer leur activité suppressive par cytotoxicité (Grossman et al. 2004a;
Grossman et al. 2004b). La surexpression de toutes ces molécules dans les allogreffes
tolérées suggére la présence d'une tolérance active dans notre modéle, ou les cellules T
régulatrices réguleraient localement les cellules effectrices mais aussi une protection des
cellules endothéliales contre le systtme immunitaire. C’est pourquoi, nous avons donc voulu
étudier la coopération possible entre les cellules endothéliales exprimant des molécules
cytoprotectrices et les cellules T régulatrices CD4'CD25" accumulées dans les allogreffes
tolérées.

Nous nous sommes donc tout d’abord intéressé au role de certaines de ces
molécules dont IDO et nous avons montré I'importance de cette molécule dans notre modéle
de tolérance. Ce travail a abouti a une publication en 2007 dans I"American Journal of
Transplantation" (article 1). Nous avons aussi étudié une autre molécule, CLEC-1 (un
récepteur lectine de type C) identifiée par les puces a ADN comme étant surexprimée dans
les allogreffes tolérées dont la fonction est inconnue. Ce travail a permis une publication en

2009 dans "The Journal of Immunology" (article 2).
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ll. Etude du réle d’IDO dans la tolérance et de son lien avec les
cellules Treq CD4'CD25"

1. Article 1

“Role of IFNy in allograft tolerance mediated by CD4'CD25"

regulatory T cells by induction of IDO in endothelial cells”

Paméla Thebault, Thomas Condamine, Michéle Heslan, Marcelo hill, Isabelle

Bernard, Abdelhadi Saoudi, Régis Josien, Ignacio Anegon, Maria Cristina

Cuturi et Elise Chiffoleau.

Publié dans "The American Journal of Transplantation" (2007 Nov;7(11):2472-
82)
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Résumé de l’article 1

Dans un modéle d’allogreffe cardiaque chez le rat, I'équipe avait préalablement
montré qu’un traitement court de vingt jours avec le LF15-0195, un analogue de la
déoxyspergualine, induit la survie a long terme de l'allogreffe sans signe de rejet chronique
(Chiffoleau et al. 2002a). De plus, I'équipe avait aussi démontré 'accumulation de cellules T
régulatrices CD4"CD25"Foxp3* dans la rate et le greffon des animaux tolérants qui étaient
capables de transférer la tolérance a un second receveur irradié (Chiffoleau et al. 2002b;
Heslan et al. 2005).

Dans cette étude, nous avons confirmé par cytométrie de flux, I'accumulation de
cellules régulatrices T CD4"CD25'Foxp3”* dans la rate et le greffon des animaux tolérants,
mais nous avons aussi constaté la présence de nombreuses cellules T CD4"CD25 Foxp3'.
Ces cellules pourraient étre des cellules T effectrices ou d’autres types de cellules T
régulatrices. Nous avons aussi montré que les molécules liées a la cytoprotection
surexprimées dans les allogreffes tolérées (IDO, INOS et HO-1) étaient spécifiqguement
exprimées par les cellules endothéliales des vaisseaux du greffon. Suite au transfert de
cellules T CD4" issues de la rate d’animaux tolérants, nous avons observé une accumulation
de nouvelles cellules T CD4"'CD25"Foxp3* et CD4"'CD25"foxp3™ dans le greffon ainsi qu’'une
forte expression d’IDO dans les cellules endothéliales du greffon. Par ailleurs, nous avons
démontré in vitro et in vivo que les cellules T CD4'CD25" d’animaux tolérants et non celles
d’animaux naifs induisaient une expression forte d'IDO dans les cellules endothéliales
allogéniques par un mécanisme dépendant de I'lFNy. De plus, nous avons observé in vivo
que le transfert de tolérance pouvait étre abolit en bloquant I'lFNy et IDO ce qui démontre un
réle important de ces deux molécules dans la tolérance. Nous avons aussi observé que
linhibition de I'IFNy in vitro réduisait la survie et/ou I'expansion des cellules T régulatrices
CD4'Foxp3".

L’ensemble de ces résultats ont ainsi démontré une coopération entre les cellules
endothéliales du greffon et les cellules T régulatrices CD4'CD25" dans la mise en place d’'un

privilege immun local et un role clé de I'lFNy et IDO dans les mécanismes de tolérance.
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Regulatory T cells have been described to specifically
accumulate at the site of regulation together with ef-
fector T cells and antigen-presenting cells, establish-
ing a state of local immune privilege. However the
mechanisms of this interplay remain to be defined. We
previously demonstrated, in a fully MHC mismatched
rat cardiac allograft combination, that a short-term
treatment with a deoxyspergualine analogue, LF15-
0195, induces long-term allograft tolerance with a
specific expansion of regulatory CD4'CD25'T cells
that accumulate within the graft. In this study, we
show that following transfer of regulatory CD4'T
cells to a secondary irradiated recipient, regulatory
CD25"' Foxp3' and CD25' Foxp3  CD4'T cells accumu-
late at the graft site and induce graft endothelial cell ex-
pression of Indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO) by an
IFNy -dependent mechanism. Moreover, in vivo trans-
fer of tolerance can be abrogated by blocking IFNy
or IDO, and anti-IFNy reduces the survival/expansion
of alloantigen-induced regulatory Foxp3 CD4'T cells.
Together, our results demonstrate interrelated mecha-
nisms between regulatory CD4°CD25'T cells and the
graft endothelial cells in this local immune privilege,
and a key role for IFNy and IDO in this process.

Key words: Endothelial cells, Foxp3, IFNy, rat, regula-
tory T cells, tolerance
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Introduction

Functionally specialized subsets of regulatory CD47 T cells
have been shown to piay an important rele in the regulation
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of both T-cell-madiated and innate immune responses (1).
In particular, the CD4+CD257 subpopulation of T cells has
been shown 1o be crucial in self-tolerance and aiso to pre-
vent allograft rejection {2-4}. It was recently reported that
most human and mouse regulatory CD4+CD25* T calls ex-
press forkhead box protein 3 (Foxp3), a specific transcrip-
tion factor that controls both their development and func-
tion (5-7). As CD25 s not uniquely expressed by regulatory
T cells, but can glso be expressaed by activated effector
celis, the identfication of Foxp3 has provided an opportu-
nity to specifically identify regulatory T cells and to track
them in vivo so as to better define the mechanisms in-
volved in their regulation of immune responses (8,9),

In models of allograit tolerance in rodents, alloantigen-
specific and highly suppressive regulatory CD4*CD25"T
cells have been shown to preferentially accumulate within
the graft, where they hold effector celis in check by exer-
tion of regulatory mechanisms (10,11). These findings sug-
gest an interplay between regulatory T cells, effector celis
and antigen-presenting celis (APC] within the graft itself,
leading to local immune privilege and long-term tolerance.
The comprehenston of the active suppressive mechanisms
Involved in this phenomenon of local Immune privilege may
help to generate new therapias in the clinical setting.

We previously demonstrated in a fully MHC mismatched
rat cardiac allograft combination, that @ short-term treat-
ment with a deoxyspergualine analogue, LF15-0195, in-
duces allograft tolerance with no signs of chronic rejection
at long-term and is charactenzed by a specific expansion
of CDA*CD25*T cells that accumulate in the spleen and
graft (12-14), Moreover, we cbserved an accumulation of
transcripts coding for numerous cytoprotactive molecules
in long-term tolerated allografts, such as Indoleamine 2, 3-
dioxygenase {IDO), Nitric Oxide synthase (NOS) and Heme-
Oxygenase-1(HO-1) (15). These data suggestad that in our
model, long-term telerance 1s maintained locally by interre-
lated mechanisms invaiving requlatory T cells and the graft
itself, to requlate local effector cells and to prevent graft
damage.

Wa pravicusly showed that CD4*T cells from the splean
or from the graft are able to transfer tolerance to a subse-
quent sublethally irradiated host, demonstrating the pres-
ence of powerful regulatory T cells (13,14}, However, the
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involvernent of Foxp3* regulatory T cells and the meach-
anisms of action of tolerance transfer remained to be
defined. Here, we demonstrate that following transfer of
regulatary CD4*T cells to a secondary recipient, regulatory
CD25*Foxp3* and CD25* Foxp3~ CD4+*T cells accumulate
in the graft and induce the expression of IDO by graft en-
dothelial cells (EC). This induction is strictly dependent on
IFNy, a molecule that plays a crucial role in allograft toler
ance in our model. This study thus reveals a key role for
IFNy in the induction of local immune privilege by regula-
tory CD4+CD257T cells.

Materials and Methods

Animals and transplantation

Rats ware purchased from the '‘Centre d' Elavage Janvier {Ganest-Saint-
Isle-Francel and maintained n an animal faclity under standard conditions
sccotdmg 16 our institutional guidelines. LEW 1W IRT1u) or LEW 1A (RT1a)
rats sarved as haart donors and LEW, 1A as recipients. Hatarotopic cardac
sllografts voere parformed as previously descrbed (16), LF15-0195 (Fourer
Laboratories! was administered to recpients by |.p. injsction at 3 mg'kalday
for 20 days (12). The model of chronic rerction was induced by 1wo donor
blood transfusions {DST) prior to transplantation (15,17). The graft functon
veas assessod daily by scoring heart pulsations through the atdorminal wall

Antibodies

Some ant-rat moncclonal antibodies (Absl (European cofaction of Call
Cufture [Salisbury, UK]l were labeled with FITC, Allophycocyanine-Cyann?
(APC-Cy7), PE, AlaxaFluce-647 or-4BB (Bioatlantic, Nantes, Francel. Com-
mercil Abs - antirat CO3, Foxp (Clrisciences, Monticuge, France), CD31
(Secorac, Oxford, UK, Rabbit polyclonal anterat INCS (Sigma-Aldrich, Saint
Quontin, France), IDQ INeosystemns. Strasbourg, France) and HO-1 |Stress-
gen Biotechnokgias, Canada). Biotinantkmouse 196, AlexaFlior-568 anti-
mouse, FITC anterabbit, HRP-streptavidin and PE-streptavidn purchased
from Vector Laboratones {Burkngame, CAl. HRP<conjugated poat antivabbn
or antinouse g6 thom Pierce, Rockford, ILL The hybndamas producng
antizat CD2ZB antibody was kindly provided by T. Hiining (University of
Wiiezburg, Germany) and anti<at IFNy IDB-1) by BH. Van der Meide (R
Jawik, The Netharlands)

Western blot

Total lysate from naive hearts o from syngeneis, chronacslly rejected of tok
erant allografts {day 100 or from transfarred recipients iday 35D were pre-
pared, Nitrocebulase membrane blocked with TBS (Tween-20-Tres buffesed
saling)-5% milk, were micubated with rabbit antidDO, anti-HC-1 or mousa
ant-tubulin (] pa/mbl) diluted in TBS-5% mudk {overnight) and then with HRP-
goat antirabbit 11:6000) or antrmouse 1gG (1:3000). Bands wore rovastad
by enh d chemiilur e {Amarsham, Linle Chalont, UK, exposed
to Kodak film and quantified vth Kodak Digital Science Image Analysis 10
Software.

Immunohistology

Cardiac tissue was snap-frozen in iquid nitrogen after embeddng in OCT
campound (Tissue Tek, Miles Laboratones, Elkhan, IN), Cryostat sections
7 mi fixed in acatore ware moubated overnight with ants|DO, NOS or
HO-1 Abs {1.5 pg/mLl, folkowed by a FITC-antirabbit, by antiret CD31 or
class | MHC Sug/ml) and by AlexaFluor6688 antikmouse Abs, and DAP|
and mounted i Vectashield mountng medium Vector Lebaratories Inc.,
Burbngama, CA}, and observad by Huomacence micrascopy (Axioskep2
plus, Carl Zewss Inc., Gottingen, Germany). Imapes were visualzed | x£00)
and processed using the AovonVision Viewer program (Carl Zewss Inc |
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Cell purification

Graft-infiltrating cells (GIC): GIC from tolerant recipients (day 1001 o from
recipionts that had received cell transters (day 5 oc day 35| ware recaverod,
pressad through a stainless steel mash and isolated by density gradient
centrifugation ea Fieod-Pague (Amersham, Biostiences, Sweden| and then
stainad with mAbs and analyzed wath a FACS LSB- flow cytomeater (Bacton
Dickinaan, Mountain View, CA.

T-cell purification: Spleen-derved CD4* COST, CO4TCD26- and
CDA*CD25* T calls from naive rats or from tolerant recipients were purified
by positve selection using s FACSAna flaw cytometst (Becten Dicknson),
Splenocytas weare stained with R7-3-FITC, 0x35-Cy7, Ox8-PE or Ox39-APC
Alexs-647 tor CDA*, CD&E~, CDE*CD2Z5- or CDA+CD25* T-cell purification,
Purity was >99%.

Endothelial cell-Tcell coculture

EC of LEW.1W or LEW | A origin ware isolated as praviousty described 118)
and plated inte 6 well plates INUNC™ Merck, Eurclad, France) {1 x 107
call=/vaalll m complote madium IRPMI 1840 supplamented wath 2 mM L
glutamine, § x 10-% M-2-mercaptoethanol 1 mM sedium pyruvate, 1%
nonessantial amine acids, 100 Uml panicdlin, 0.1 ma'mlL streptormyon
and 10% heat-inactivated FCS |GIBCO]I. After overnsght culture (37°C, 5%
COy), highly punfied CD4*CD25- or COA*CD25 T calls from naive mts o
from tolerant recipients wera added {5 x 107 calls/welll 1o the EC cultures
(with irrelevant mAb [3GE] or antkiFNy at B pg/ml). Twenty-four h later, the
lymphocytes were discarded and the adherent EC were washed saveral
timea and lysed with Tozol (nvitregen) for RT/PCR analyses of hypaxanthine
phosphonbosyltransferase (HPRT) and IDO expression.

RNA extraction and real-time quantitative RT/PCR

RNA extaction and reak-time quantitatve RT/PCR was parformsd as
previously descrbed in an Appbed Bosystems-GenAmp 7700 Sequence
Detnction System using SYBR Green PCR Coce Reagents (19), The oliganu-
cheotides used were! (HPRT (Up-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC, Lo-TTC-
GCTIGATGACACAAACATGA), DO  (UpATCCAGACACCTTTTTICCACG,
Lo-CAGCAGATCCTTCACCAACG! end rIFNy (Up-TGGATGCTATGGAAGG-
AAAGA Lo-GATTCTGGTGACAGCTGGTG), HPAT was usad as an endage-
nous control gene 1o normalize for varying starting ameunts of ANA, data
ware axprassed In artbarany units AU,

Stimulation assays

Anti-CD3/CD28: CDAT cells from natve rats ar leam reecting of talerant
recipients 5 x 107 cellswedl weare stimulated in 96 well flat-tottom plates
(NUNC™) coated with ant-CD3 0,76 pglmb and vath addition of soluble
anti-CD28 (0.6 pg/mb) in 3 final volume of 200 ul of complata medum,

Mixed Leukocyte Reaction (MLR): APC-ennched cell populations from
donortype isclated by & Nicodenz gradient served as stimulator cells. Re-
sponder (CO4*T cells) (2 x 1071 were labelad with CFSE {(Carboxyfluores-
cein Dacetate, Succmrmidyl Ester) (Molecular Probes, Eugene, ORI a5 pre-
viously desaribed 1201 and plated with stimudator cells (5 x 10%) in 96 well
round-bottomed plates in 200 ul of complete medium, Far intracelldar cy-
tokinge staining, CDAT cells were cultured in the presence of besteldin A
(5 ugdmL, lest & h). Calls were stained with anti-TCReft and CD4 mabs,
fixad in 2% paraformaldehyde, mcobated with PBSN. 2% FCS/0.5% sapomn
(15 min} and then vath sntl-lFNy or anti-Foxp3-APC 15 pafmLl for 1 h,
washed and analyzed using a FACS LSR |l atter gating on the CD4* T-call
poputaton.

In vivo transfer experiments and IFNy and IDO neutralization

A total of 20 x 107 CD4*T cells from tolerant recgsants of from naive rats
(n some cases stained vath CFSE) were ingacted v, in 500 pl of PBS)
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an the day of cardac transplantation into seccadacy syngeneic sradated
racipiants {4 Gray, whole body imadiation (IFR 26, Nantes, Francel | day
belore transplantation). A neutralizing antirat 1PNy mab was injpcted |p
125 ma'kg) avery day. 1-Methyi-DL-Tryptophan (Sigmal neutraleng IDC
enzymatc activity lcompetitive inhiitor) was peapared by dilution in NKaOH,
adpusted to pH 9 vath HCI, diluted in water, and administered orally at 0.2
makg vace daily as previously describad 121)

Statistical analysis

The Kaplan-Meier mathod was usad to establish survival curvas. Survival
was analyzed with a logrank test, and differences were considered sig-
nificant when pvalues weare <0.05. Stanstical evehiation was pedormed
using the Student’s ttest for unpaired data and results were considered
significant if pvalues ware <0.05. Data were expressad as maan £ SEM.

Results

Foxp3*CD4" CD25" regulatory T cells accumulate

in the spleen and graft of tolerant recipients

We previously demonstrated an accumulation of
CD4*'CD25*T cells expressing high levels of Foxp3
mANA transcripts in the spleen and graft of long-term
tolerant recipients and that Foxp3 ceould be considered
as a marker of regulatory CD4*CD25'T cells in rats
(13,14}, Here we studied the expression of Foxp3 at
the protein level in CD4*T cells from tolerant recipients,
We found a significant increase in the percentage of
Foxp3*CDATCD25*T celis in the spleen of tolerant re-
cipients (8.6%) compared to nalve rats {3.9%), long-term
syngeneic recipients (4.4%) and recipients that had
rejected their allografts (3.6%lin = 4, *p < 0.05, *p <
0.01, Figure 1Ajal; representative dot plot Figure 1B). We
also observed numeraus CDATCD257T cells that did not
express Foxp3 in the spleen of tolerant recipients (16.9%)
compared 10 naive rats (4.6%), long-term syngeneic recip-
ients (8%} and recipients that had rejected their allografts
[7%) (n = 4, **p < 0.01, Figure 1Alal; representative dot
plot Figure 1B}, The same results were observed In abso-
lute number n = 4, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
Figure 1A[bll. Moracover, up to 40% of the CD4*T cells
expressed CD25 within the graft-infiltrating cells of toler-
ant recipients, with about half of them expressing Foxp3
(n = 4, Figure 1A[a], representative dot plot Figure 1B).

These data demonstrate a specific accumulation of
Foxp3+*CDATCD25*T cells in the spleen and graft of tol-
erant recipients, and also the presence of numerous
Foxp3-CD4*CD25*T calls.

Endothelial cells from long-term-tolerated allografts
express IDO, iINOS and HO-1

We previously demonstrated a high exprassion of tran-
scnpts coding for |IDO, INOS and HO-1 in long-term-
tolerated allografts compared to allografts that had devel-
oped chronic rejection and syngeneic grafts (151 In or-
der to determine which cells express thase molecules,
we performed iImmunofluorescence on allografts. Interest-
ingly, anly EC (CD21%) from tolerated allografts expressed

2474

HO-1, INOS or IDC (Figures 2Alb], [c] and {d], respectively).
Staining was attributed mostly to medium-sized vessels
for INOS and HO-1, and to small vessels for IDO. In long-
term allografts that had developed chrenic rejection or in
syngeneic grafts, no staining for HO-1 or INOS was de-
tectable by immunofluorescence and staining for IDO was
observed in only a few EC. The higher expression of IDO
in tolerated allografts compared to syngeneic grafts and of
HO-1 compared to allografts displaying signs of chronic re-
jection was confirmed at the pretein level by Western blot
{Figure 2B, n = 3, *p < 0.05). These results demanstrate
a high and spacific expression of HO-1, INOS and 1DO by
EC In long-term-tolerated sllografts,

Following transfer, CD4" T cells from tolerant
recipients induce accumulation of regulatory
Foxp3'CD25" and IFNyy * CD4* T cells and the
production of IDO by donor graft EC

The accumulation of regulatory T cells within the toler
ated allografts and the high expression of cytoprotective
molecules by graft EC suggested an interplay between
these cells. To test this hypothesis, we transferred CFSE-
labeled spleen-denved CDA-T cells from tolerant recipi-
ents or from nalve rats to secondary, sub lethally irradiated
heart allograft recipients and analyzed their proliferation,
homing and phenotype. Five days after transfer of CFSE-
tabeled CD4*T celis from nalve rats or tolerant recipients,
some CFSE*CD4+T cells were detected in the new allo-
graft and were proliferating (3%, n = 4}, but none of them
were Foxp3™ (Figure 3A[z] and [b)). However, interestingly,
a higher percentage of CFSE-CD4*Foxp3* was observed
in the allografts following transfer of CD4*T cells from tol-
erant recipients compared with transfer of CD4*T cells
from naive rats (16% vs. 10%, n = 4, Figure 3A[a] and
[bll. These data demonstrate a specific accumulation of
Foxp3*CD4*T cells in the allografts following transter with
CD4*T cells from tolerant recipients that seem to be newly
induced regulatory T cells from host ongin. Morecver, sim-
ilar to the observations In long-term-tolerant recipients,
35 days after transfer of CD4&*T cells from tol
arant recipients, numerous Foxp3*CD4+*CD25% and
Foxp3-CD4*CD25* T cells accumulated in the spleen (9%
and 13%, respectively) and within the graft (14% and 27%,
raspactively) compared to the spleen of recipients that
have been transterred with naive CD4'T cells and that re-
celved a syngeneic graft (6% and 3%, respectivelylin =
3 or 4, Figure 3Bfa] and [b], **p < 0.01, ***p < 0.001). In-
terastingly, in the allografts, the Foxp3-CD4*+CD25*T celis
contained numercus IFNy *~-producing cells {11%; n = 3,
Figure 3B1b}). These data demonstrate that following trans-
fer with regulatory CD4*T cells from tolerant recipients,
newly induced Foxp3* and IFNy * CD4*CD25° T cells ac-
cumulated in the sllografts.

Moreover, allografts from recipients that had received
CD4'T cells from tolerant recipients exprassed higher lev-
els of protein for IDO than syngeneic grafts frony recipients

Ametican Journal of Transplantation 2007, 7: 2472-2482
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Figure 1: High percentage and absolute number of Foxp3 CD4'CD25" and Foxp3 CD4°CD25'T cells in the spleen and allo-
graft of long-term tolerant recipients. (4) (a] Percaentage, (b) Absolute number and (B) represantative dot plots of Foxpd ™ CD25% and
Foxp3~CD25* in spleen-derived CD4*T cells fram naive rats, from long-term recipients with syngeneic grafts, from long-term recipients
that had rejected their allogratts {untreated), from long-term tolarant allogratt recipients (day 100 posttransplantation), and graft infiltrating
CDA*T cells from long-term tolerant recipients {day 100 posttransalantation|, Cells were stained with ant-TCR, anti-CD4 and anti-CD25,
fixed, permeabilized and mtracellular stained with ant-Foxp3 mAb as described in the Materials and Mathods. Cells were analyzed by
FACS with gating on CDA*T cells and results are expressed as percantage and sbsolute number of CDA*T cells (n = 4), * p < 005,

“p <001, p< 0001

that had received CD4*T cells from naive rats {day 35,
n=3, **p < 0.01, Figure 4A[al}. By immunohistology, IDO
was found to be expressed exclusively by EC of small-size
vessels (CD317) and not by any MHC Class |I* leukocytes
(Figure 4A[b]l. However, HO-1 was not expressed by EC
but by ather leukocytes, and no expression of INOS pro-
tein was detected in the allografts (data not shown). These
data suggested that CD4*T cells from recipients that had
received cell transfers ware able to induce graft EC to pro-
duce IDO. To test this hypothesis in vitro, we coincubated
highly purified CD4*CD25% or CD257T cells from tolerant
recipients or from naive rats with allogeneic (donor origin)
or syngeneic adherent EC and assessed expression of DO,
As shown in Figure 4B, only the CD25* subpopulation of

American Journal of Transplantation 2007, 7. 2472~2482

CD4*T cells from tolerant racipients was able to induce
significant expression of |IDO transcripts in allogeneic EC
(N=23,*"p < 0.071}). This induction was moderate compared
to that obitained with a high dose of IFNy , Moreover, the in-
duction was donor-specific and strictly dependent on IFNy .
These data demonstiate that CD4*CD257T cells from tol-
erant recipients directly induce donor-type EC to rapidly
exprass 1DO through an IFNy -dependent meachanism.

In vivo transfer of tolerance is dependent on IFNy
and IDO

In order 10 determing whether IDO or IFNy, which is a
patent inducer of 1IDO expression (22), play a role in the
mechanisms of transfer of tolerance, we used neutralizing
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Figure 3: Following transfer to a secondary recipient, CD4* T cells from tolerant recipients induce the accumulation of Foxp3™
and IFNy * CD4"' T cells. (A) (a) Percentage and |b) reprasentative dot plots of CFSE* versus Foxp3* cells in CD4* T calls in the allografts
of transferred recipients. 20 x 10° CFSE-labeled spleen CD4A* T cells from long-term-tolerated allogralts or from naive rats were transferred
to a secondary irradiatad host as described in the Materials and Methods. Five days after transfer, graft infiltrating cells were purified,
stained with ant+TCR and ant-CD4, fixed, permeabilized and intracellular stained with anti-Foxp3 mAb as described in the Matanals and
Methods. Celis were analyzed by FACS with gating on CD47T cells (n = 3 or n = 4), *p < 0.05 (B} [a) Percentage of Foxp3*TCD25 and
Foxp3-CD25% in spleen-derved CO4T cells of transterred racipients that have received naive CDA*T cells (20 x 10%) and syngeneic
agratts (Transf. syng., n = 5| and from recipients that have received CD4* T calls from tolerant recipients (20 x 109) and allogeneic grafts
(Transf tol, n = 31. (b) Percontage of Foxp3*CD25%, Foxp3~CD25* and IFNy +CD25+ in CDA*T cells in the allografts of recipients that
have recerved CDA* T cells from tolerant recipients (20 x 10%) and aliogeneic grafts (GIC Transf. tol,, n= 3). Thirty-five days aiter transfer,
spleen-denved or graft infiltrating celis were purified stained with ant-TCR, anti-CD4 and anti-CD25, fixed, permesbilized and itracellular
stained with anti-Foxp3 or anti-lFNy mAb as dascnbed in the Materials and Methods. Cell were analyzed by FACS with gating an CDA* T
celis and results are expressed as percentage of CD4AYT cells.

anti-rat IFNy mAb and 1-Methyl-DL-Tryptophan. Transfer n=2) contained numerous CD4*CD25* T cells in their al-
of tolerance with CD4* T cells from tolerant recipients was lografts {40%) and few CD4+*CD25*" Foxp3* T cells (7%)
abrogated in 3 out of 4 recipients by in vivo treatment with n =2, Figure 58} comparad to the controls at day 35 (14%,
anti-IFNy mAb In = 4, *p < 0.05, Figure 5A) and in all re- Figure 3B, and representative dot plot Figure 5B}. These

cipients treated with 1-Methyl-OL-Tryptophan in =4, **p = data suggest that anti-IFNy treatment induces cellular re-
0.01, Figure 5A). However, 1-Methyl-DL-Tryptophan treat- jection with numerous effector CD4*T cells and few regu-
ment do not break the tolerant siate of tolerated allografts latory Foxp3*CD4*T cells infiltrating the allografts. More-
induced by LF15-0195 treatment suggesting other mech- over, rejected allogratts from transferred recipients treated

anisms of regulation at long-term (n = 4, Figure 5A) No with anti-rat IFNy had considerably less IDO transcripts
effect of control irrelevant mAb 3G8 or vehicle was ob- than untreated recipients (Figure 5C, n = 3, *p < 0,05).
served (data not shown). Graft recipients that had received Thase results demonstrate that IFNy plays a crucial role in
cell transtaers and that had promptly rejected their allografts the mechanisms of tolerance transfer in cur model that is
following anti-IFNy treatment {day 10 after transplantation, mediated by the induction of IDO exprassion by graft EC.
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Figure 5: Anti-IFNy treatment abrogates transfer of tolerance by blocking induction of IDO expression. (A) Long-term LF15-D185-
treatod recipionts o secondary recipients that have been transferred with no cells {untreated) or 20 x 10% spleen CD4*T cells from
long-term-tolerated allogratts were treated as described in the Matenals and Methods. A neutralizing mouse anti-rat IFNy mAb {clona
DB1, 1gG1) was injected |.p, at day 0 (2.5 mglkg) every day until rejection. 1-Methyl-DL-Tryptophan neutralizing IDO enzymatic activty
(competitive inhibitor) was administered orally at 0.2 ma/kg twice daily. Graft survival was monitored daily by abdominal palpaticon, and
rejection was defined as cessation of heartbeat (n = 4 in @ach group, **p < 0.01, *p < 0.05). (B) Representative Dot plots of Foxp3 versus
CD25 in CD4*T calis from allografts of transferred recipiants that had received no treatment and that tolerated their allografts (Transf. tof)
(day 35 posttransplantatian| or that had rejected the allograft by ant+-IFNy treatment (Transf, tol. 4 anti-IFNy | (day 10), Graft-infiltrating cells
were purified stained with ant-TCR, anti-CD4 and anti-CD25, fixed, permeabilized and intracelluiar stained with anti-Foxp3 as described
in the Materials and Methods. Cell were analyzed by FACS with gating on CD47T cells and results are expressed as percentage. (C}IDO
transcripts wete assessed by quantitative RT/PCR as descnbed m the Materials and Methods in syngeneic grafts from recipients that
had received CDA™T cells from naive rats (Transf. syng,, n = 5) (day 35 posttransplantation), in allografta from recipients that had received
CD44T cells from tolerant recipients (Transi, tol, n = 3) and in allografis from recipients that had received CD4*T cells from tolerant
recipsents that have rejected their allografts following anti-IFNy treatment (Transf. tol. + anti-lFNy, n=3); *p < 0.05,** p < 0.01. Results
are expressed in AU of IDO/HPRT 4 SEM.

from telerant recipients strongly reduced the percentage of
recovared Foxp3*CD4*T cells (Figure 74, 1.6% vs. 4.1%,
n=3,"'p < 0.01), We also abserved a reduction, albeit
to a lesser degree, in recovered Foxp3+CD4*T cells with
CD4*T cells from naive rats in the presence of anti-IFNy
(Figure 7A, 1.3% vs. 2.9%, n = 3, **p < 0.01}. However,
anti-IFNy treatment did not reverse the hypoproliferative
state of CD4*T celis from tolerant recipients despite the
reduction in Foxp3*CD4*T cells (27% of proliferation vs,
25% with control antibody 3G8 and 41% with CD4+T cells
from naive rats) (Figure 7B). These results demonstrate

American Journal of Transplantation 2007, 7. 2472-2482

that IFNvy is detected by intracellular FACS staining only in
the Foxp3~CD4' Tcell subpopulation but seems to play a
role in the survivalfexpansion of regulatory Foxp3+CD4+T
ceils.

Discussion
We previously demonstrated, in a fully MHC mismatched
rat cardiac allograft combination, that a short-term treat-

ment with a deoxyspergualin analog, induces long-term
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100) or from recipients that had rejected their allografta |untreated) (A) were cultured with allogeneic {LEW.TW| APC or (Bl undanvent
polyclonal stimulation [plate bound anti-CD3 plus soluble ant-CD28) for 3 days as described in the Matenals and Methods. Cells were
recovered and stained with ant-TCR and ant-CD4, fixed, permeabilized and intracellular stained with anti-Foxp3 and anti-IFNy mAb as
described in the Matenals and Methods, Cell were analyzed by FACS with gating on the CDA*T cells and results are expressed as
percentage of CD4*T cells (n = 3), "'p < 0.01, """p < 0.001. {C) IFNy transcripts were assessed by quantitatve RT/PCH as described
in the Materials and Methods in lighly purified CD4*CD25%, CD4*CD25- and CD8*T cells from naive rats or from long-term tolerant

recipients; n = 3 in each group. Rasults are axpressad n AU of IFNy/MPRT £ SEM

tolerance with a speacific expansion of CD4+CD25*T cells
that accumulate in the spieen and graft and are able
to transfer tolerance to a secondary recipient (12-14),
In this study, we demonstrated that both Foxp3* and
Foxp3 - subpopulations of CD4*CD25"T cells accumulated
in the spleen and the graft of tolerant recipients. The
Foxp2-CD4*CD25*T celis contained IFNy-secreting cells
that could represent other kinds of regulatory T cells or
allogeneic-activated T cells. In fact, it has been shown in a
maodel of skin allegraft transplantation in mice that regula-
tory T cells represent only about one-half of the T cells that
are prasent In toleratad allografts and that these nonregu-
latory T cells are able to reject the grafts when the regula-
tary CD4*T subpopulation is depleted (11,23} It has also
been shown, in 8 mode! of colitis, that regulatory T cells
accumulate in the colanic lamina propria and are in direct
contact with dendritic cells, as well as effector T cells (24),
Therefore, tolerated grafts could contain effector T cells,
being held in check diractly or indirectly by CD4* regulatory
T cells.

Here, we show that following transter, CD4*T cells from
long-term-tolerated recipients induce the accumulation of

2480

Foxp3* and IFNy = CD4°T cells in the graft of a secondary
recipient and induce EC to express high levels of IDO.
These data demonstrate a state of local immune privilege
within the graft with an interplay between requlatory T cells
and graft EC toregulate T-cell responses and maintain long-
term tolerance. Moreaver, we show in vitro and in vivo
that the induction of IDO exprassion in EC by CD4+T cells
is IFN7-dependent and that we were able to abrogate the
transfer of tolerance by blocking IFNy or IDO i vive. There-
fore, IFNy plays a key role in the mechanisms of tolerance
In this madel. IFNy has been shown to be a patent in-
ducer of IDO in APC (22). IDO has been described as being
expressed primarly by monocytes/macrophages and den-
dritic cells, but also by EC (25-27). A role for IDO in T-cell
anergy and apoptosis has been demonstrated in sevearal
studies by depleting tryptophan and tryptophan metabo-
lites (25,28-30), and over-exprassion of IDO in human EC
has been shown to prevent T-cell activation (31).

We found that anti-IFNy led to a reduction of regulatory
Foxp3*CD4*T cells and to the abrogation of tolerance

transfer, These data suggest an important role for IFNy
in the survivaliexpansion of alloantigen-induced regulatory

Amernican Journal of Transpiantation 2007; 7; 2472-2482
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Foxp3+*CD4 T cells and in the induction of IDO by graft EC.
IFNy is usually considered as a pro-inflammatory cytokine,
driving Thi-type cel-mediated immune responses (32,33),
However, recent data have demonstrated a paradoxical
function for IFNy, depending on the concentration and the
microenvironment In which it is expressed. Along thesa
lines, IFNy treatment has been shown to downregulate
experimeantal autoimmune encephalomyelitis by enhanc-
ing NO in local microglia and astrocytes in the target tissue
(34}, Moreover, a pepulation of autoantigen-specific regula-
tory CD4*T cells, secreting low levels of IFNy, was shown
to directly stimulate APC to produce NO and to inhibit the
proliteration of pathogenic T cells and the development of
diabetes (35), In the transplantation setting, the generation
and function of allcantigen-reactive regulatory T cells in a
model of anti-CD4 therapy was impaired dramatically in
IFNy-deficient mice {36). The authors demonstiated that
alloantigen-induced requlatery CD4+CD25*T cells rapidly
and transiently express low levels of IFNy and that in-
duction of tolarance following adoptive transfer Is IFNy-
dependent [36). Moreover, inrat, donor alloantigen-specific
regulatory CD8* T cells have previously been shown to pro-
mote local graft immune privilege through IFNy-dependent
IDO expression {37).

We were unable to detact intracellular production of IFNy
protein by spleen-derived or gratt-infiltrating Foxp3*CD4*
CD25*T cells from long-term tolerant recipients. It is pos-
sibie that IFNy expression is transient and/or too low to
enable detection by intracellular staining. Another explana-
tion could be that the source of IFNy is not the Foxp3+ sub-
population but the Foxp3~ subpopulation of CD4*CD254T

American Joumal of Transplantation 2007; 7: 2472-2482

cells. Indeed, in our model, we demonstrated numerous
Foxp3-CD4+*CD25* T cells that accumulate within the graft
and spleen and that express quantitatively low levels of
IFNy . These cells could be regulatory T cells not express-
ing Foxp3, Alternatively, a part of these cells could be ef-
factor cells expressing low levels of IFNy that are hald in
check by regulatory Foxp3*CD4~CD25*T cells. The IFNYy
produced by these cells may be necessary for the sur-
vival, expansion and functional properties of the regulatory
Foxp3+*CD4*CD25*T cells. Along these lines, It has been
shown, in both the human and mouse setting, that jn vitro
IFNy treatment of CD4*CD25-T cells leads to their con-
varsion into regulatory CD4'T cells, as characterized by
increased expression of Foxp3 and enhanced regulatory
function (38}

In conclusion, we show here a key role for IFNy and IDO
in the induction of local immune privilege in allograft toler-
ance with an interplay betwaen ragulatory T cells and graft
EC. Further studies will help to define the paradoxical role
of IFNy in the immune response and its regulation, with
prospects for developing immunotherapies in a clinical set-
ting.
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2. Conclusions et Discussion

L’équipe avait précédemment montré, dans un modéle dallogreffe cardiaque
incompatible pour les molécules du CMH de classe | et Il chez le rat, qu’un court traitement
de 20 jours avec un analogue de la déoxyspergualine (le LF15-0195) induit une tolérance a
long terme spécifigue du donneur et sans signe de rejet chronique. La tolérance se
caractérise par une expansion spécifique de cellules T CD4°CD25" dans la rate et le greffon.
Ces cellules sont capables de transférer la tolérance a un second receveur préalablement
irradié (Chiffoleau et al. 2002b; Chiffoleau et al. 2002a; Heslan et al. 2005). Afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans notre modele, I'équipe a appliqué la technique
des puces a ADN. Elle avait aussi observé, dans les allogreffes tolérées, une accumulation
de transcrits codant pour de nombreuses molécules cytoprotectrices telles que I'indoléamine
2,3-dioxygénase (IDO), 'heéme-oxygenase-1 (HO-1), la Nitric oxide synthase (NOS) (Heslan
et al. 2006) ce qui suggérait une possible coopération entre les cellules endothéliales du

greffon et les cellules T régulatrices pour la mise en place d’un privilége immun local.

Dans cette étude, nous avons tout d’abord analysé chez les animaux tolérants,
'expression de la protéine Foxp3, marqueur spécifique des cellules régulatrices T
CD4"CD25" chez le rat (Heslan et al. 2005). Pour cela, nous avons utilisé un anticorps anti-
Foxp3 et nous avons observé par cytométrie de flux, une accumulation spécifique de cellules
T CD4"CD25"Foxp3* (50% des cellules T CD4°CD25") dans la rate et la greffe des animaux
tolérants par rapport a des animaux en rejet ou syngéniques. Nous avons aussi constaté la
présence de nombreuses cellules T CD4'CD25'Foxp3™ qui pourraient étre une autre

population de cellules T régulatrices ou des cellules T allogénigues activées.

L’équipe avait précédemment démontré, grace aux puces a ADN, une augmentation
de trancrits codant pour IDO, HO-1, iINOS dans les allogreffes tolérées a long terme par
rapport a des allogreffes présentant des signes de rejet chronique et des greffes
syngéniques (Heslan et al. 2006). Nous montrons ici par immunofluorescence que
'expression de ces molécules cytoprotectrices est confinée spécifiquement aux cellules
endothéliales des vaisseaux de la greffe, de moyen calibre pour iINOS et HO-1 et de petit
calibre pour IDO. Afin de déterminer si I'expression de ces molécules cytoprotectrices par les
cellules endothéliales était due a une coopération avec les cellules T régulatrices ou due au
traitement avec le LF15-0195, nous avons transféré les cellules T CD4" d’animaux tolérants
a des receveurs irradiés. De maniére intéressante, nous avons observeé, dans les greffons
des receveurs irradiés 35 jours aprés la greffe, une accumulation de cellules T
CD4'CD25'Foxp3" mais aussi de cellules T CD4'CD25"Foxp3” dont certaines sécrétent de
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IFNy. Cette accumulation de cellules s’accompagne d'une forte expression d’IDO
spécifiguement dans les cellules endothéliales des vaisseaux du greffon. Ceci démontre une
coopération entre les cellules Treg et les cellules endothéliales du greffon pour induire
localement un privilege immun. Cet état de privilege permet de réguler la réponse des
cellules T et ainsi maintenir la tolérance a long terme. Cependant, chez ces animaux
transférés, nous n’avons pas retrouvé d’expression d’iINOS et d’'HO-1 démontrant que
'induction de ces deux molécules n’est pas due a la coopération des cellules endothéliales
avec les cellules T régulatrices mais plutot aux mécanismes de protection des cellules
endothéliales suite au traitement avec le LF15-0195. De plus, nous avons montré in vivo et
in vitro que linduction d'IDO dans les cellules endothéliales par les cellules T CD4°CD25"
issues d’animaux tolérants est dépendante de I'lFNy. Dans la rate des animaux tolérants ou
naifs, I'expression de '’ARNm de I'lFNy dans les cellules T CD4'CD25" est trés faible en
comparaison a celle observée dans des cellules T CD4'CD25 et CD8". De plus, I'activation
de lymphocytes T via une stimulation spécifique des alloantigénes montre que I'lFNy est
produit par des cellules T CD4'CD25'Foxp3, comme observé dans les greffons des
animaux, 35 jours aprés le transfert de cellules T CD4" issues d’animaux tolérants.

Suite a ces résultats, nous avons voulu tester le réle d’'IDO et de I'IFNy dans le
transfert de tolérance et nous avons montré que leur inhibition in vivo abolit la tolérance. Par
conséquent, ces résultats démontrent que 'IFNy et IDO jouent un rdle important dans les
mécanismes de tolérance dans notre modéle. L’'IFNy a longtemps été considérée comme
une cytokine proinflammatoire entrainant une réponse T de type Thl (Boehm et al. 1997;
Szabo et al. 2003). Cependant, de récentes études montrent une fonction régulatrice de
I'IFNy selon la concentration et le microenvironnement dans lequel il est produit (Willenborg
et al. 1999; Sawitzki et al. 2005). En effet, une expression transitoire et précoce de I'lFNy par
les cellules Treg induites pourrait prévenir d’'une réponse immunitaire aggressive, telle que le
rejet de greffe, en inhibant l'activation et la prolifération des cellules T naives ou en
controlant les mécanismes des cellules T effecteurs. Les principales propriétés anti-
inflammatoires de I'lFNy sont I'inhibition de la prolifération des cellules T et I'induction de
'apoptose (Shtrichman and Samuel 2001; Kishimoto et al. 2002; Refaeli et al. 2002). Ces
propriétés anti-inflammatoires peuvent se faire directement sur les cellules T. Seules les
cellules T naives et les cellules Th2 sont sensibles a I'lFNy car elles expriment les 2 chaines
du récepteur a I'lFNy (Tau et al. 2000; Bernabei et al. 2001). De plus, I'lFNy peut aussi agir
directement sur les CPA en induisant I'expression d'iNOS (Atochina et al. 2001). Les CPA
vont alors sécréter du NO qui entrainet I'apoptose des cellules T voisines. Un autre
mécanisme immunosuppresseur est la production d’IDO par les CPA entrainant la
dégradation du tryptophane et la production d’HO-1 (Mellor and Munn 1999; Oh et al. 2004).
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Ces deux molécules vont ensuite inhiber la prolifération des cellules T et moduler leur
activité (Hawiger et al. 2004; Moreau et al. 2009). Dans le contexte de la transplantation et
plus spécifiqguement dans un modéle de thérapie anti-CD4, la génération et la fonction de
cellules Treg induites spécifiques d’alloantigéne sont fortement diminuées chez des souris
déficientes pour I'lFNy. lls ont aussi montré que ces cellules Treg exprimaient rapidement et
de fagon transitoire de faibles quantités d'IFNy et que I'induction de tolérance par transfert
adoptif était dépendante de I'lFNy (Sawitzki et al. 2005). En 2007, une équipe de notre
laboratoire a aussi montré dans un modéle de transplantation cardiaque chez le rat, que des
cellules Treg CD8" spécifiques des antigénes du donneur étaient capables d’induire un
privilege immun dans la greffe par I'expression d’IDO, dépendante de I'lFNy (Guillonneau et
al. 2007).

Nous avons donc voulu savoir dans notre modele si nos cellules Treg
CD4"CD25"Foxp3" sécrétaient de I'lFNy. Malheureusement, nous n’avons pas pu détecter,
par cytométrie de flux, de sécrétion d’IFNy par ces cellules dans la rate et le greffon des
animaux tolérants. Cela peut s’expliquer par une trop faible production d’IFNy ou par un
probléme de cinétique. Cependant, comme je l'ai précisé plus tot dans la discussion, 35
jours aprés le transfert, nous avons retrouvé dans le greffon et la rate, quelques cellules
Foxp3 qui exprimaient I'lFNy. Ces cellules sont peut étre des cellules T régulatrices qui
n’expriment pas Foxp3 ou des cellules T effectrices qui sécrétent de faibles quantités d’IFNy.
De plus, rlinhibiton de [I'IFNy, in vitro dans une stimulation allogénique, réduit
significativement le pourcentage de cellules Treg CD4"'CD25"Foxp3*. Nous avons montré
aussi que I'IFNy était important pour la survie et I'expansion des cellules Treg induites
CD4'CD25'Foxp3*. Ces résultats montrent que I'IFNy est produit par des cellules T
CD4'CD25'Foxp3™ mais qu’il semble jouer un réle dans la survie et expansion des cellules
régulatrice T CD4"'CD25'Foxp3*. De la méme fagon, des études chez 'homme et la souris
ont décrit que in vitro I'lFNy permettait la conversion de cellules T CD4°CD25 en cellules
Treg CD4" caractérisées par une augmentation de I'expression de Foxp3 et de la fonction

régulatrice (Wang et al. 2006).

Grace a ce travail, nous avons donc démontré un rdéle important de I'lFNy et d'IDO
dans l'induction d’'un privilege immun dans les allogreffes tolérées par la coopération des
nombreuses cellules T régulatrices présentes dans le greffon et les cellules endothéliales de
l'allogreffe. En effet, les cellules régulatrices T CD4'CD25" accumulées au niveau de la
greffe induisent les cellules endothéliales a produire IDO selon un mécanisme dépendant de

I'lFNy, ce qui permet l'installation de la tolérance.
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Ce travail nous a aussi permis de valider la technique de puces a ADN. En effet, nous
avons confirmé limplication dans les mécanismes de tolérance, de molécules identifiées

comme étant surexprimées dans les allogreffes tolérées par les puces.
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lll. Caractérisation du réle de CLEC-1 dans la tolérance

Suite aux résultats obtenus dans l'article 1, nous avons voulu étudier une autre
molécule identifiée comme étant surexprimée dans les allogreffes tolérées par puces a ADN.
Nous avons choisi une molécule qui est un récepteur lectine de type C nommée CLEC-1.
Notre choix s’est porté sur cette molécule car elle présentait le méme profil d’expression
gqu’'HO-1 et INOS, molécules liées a la cytoprotection des cellules endothéliales, une
augmentation de I'expression dans les allogreffes tolérées et une diminution dans les
allogreffes présentant du rejet chronique par rapport aux greffes syngéniques (Figure 10).
De plus, cette molécule a été précédemment décrite chez ’'homme comme étant exprimées

par les cellules dendritiques et endothéliales (Sobanov et al. 2001).

Puces a ADN RT-PCR
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Figure 10 : Expression de ’ARNm de CLEC-1 dans les allogreffes par puces a ADN et
RT-PCR quantitative.

1. La molécule CLEC-1

Les transcrits orthologues de CLEC-1 (aussi appelé CLEC1A) chez le rat, 'lhomme et
la souris ont été identifiés. Le géne codant pour CLEC-1 chez le rat est localisé sur le
chromosome 4. Ce géene est composé de 6 exons et 5 introns et le transcrit correspondant
est formé de 3299 paires de bases (pb) dont seulement 783 pb dans la partie codante
(Figure 11). La protéine correspondante est donc composée de 261 acides aminés et son
poids moléculaire est estimé a 32 kDa (estimation du poids moléculaire a I'aide du logiciel

ProtParam : http://www.expasy.ch/tools/protparam.html).
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chromosome: 4; Location: 4q42
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Figure 11 : Localisation chromosomique et structure du transcrit codant pour CLEC-1

CLEC-1 est un récepteur appartenant a la superfamille des "C-type lectin like
receptor" localisée dans le complexe de génes des cellules NK (Colonna et al. 2000). Cette
superfamille se compose de 2 sous-familles : la famille de DCIR et celle de Dectin-1 dont
CLEC-1 fait partie (Figure 12). Cette superfamille code pour de nombreux récepteurs
possédant d’importantes fonctions immunes ou de reconnaissance de cellules modifiées par
les cellules monocytaires, dendritiques ou endothéliales (DCIR, Dectin-1, Lox-1, MICL)
(Sobanov et al. 2001; Kanazawa 2007). Il s’agit d’'une protéine transmembranaire de type Il
qui se caractérise par un domaine extracellulaire a [I'extrémité C-terminale. Une
caractéristique importante des récepteurs de cette famille est le besoin de calcium pour la
liaison & leurs ligands d’ou le nom récepteur "C-type (Ca®" dependent) lectin”. La protéine
CLEC-1 ne posséde pas l'acide aminé important pour la liaison du ligand carbohydrate
dépendante du calcium (Sobanov et al. 2001), c’est pourquoi elle appartient a la sous famille
des "C-type lectin like receptor". Dans son domaine cytoplasmique, CLEC-1 posséde un
résidu tyrosine qui n'est pas un motif ITIM ou ITAM donc la cascade de signalisation par
cette tyrosine est inconnue pour l'instant (Figure 13). Le ligand de CLEC-1 et sa fonction
étaient inconnus. Plusieurs membres de cette famille ont été décrits comme pouvant avoir un
ligand endogéne et un ligand exogéne (composé pathogéne). Par exemple, Dectin-1 a

comme ligand le zymosan mais aussi un ligand présent sur les cellules T (Brown 2006).
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Figure 12 : Composition du complexe de géenes des cellules NK

D’aprés Kanazawa et al. (Kanazawa 2007)
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Figure 13 : Structure et signalisation des récepteurs de la superfamille des "C-type
lectin receptor”

D’aprés Kanazawa et al. (Kanazawa 2007)

CLEC-1 a été précédemment décrite, chez I'homme, comme étant
préférenciellement exprimée dans les cellules endothéliales et dendritiques (Sobanov et al.
2001). De plus, il a été suggéré que CLEC-1 aurait besoin d’une autre chaine pour étre
exprimée a la membrane cellulaire (Sobanov et al. 2001). Une situation similaire a été
décrite pour NKG2A et NKG2C qui ont besoin de former des hétérodiméres avec le CD94

pour pouvoir étre exprimés a la membrane cellulaire (Lazetic et al. 1996).
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2. Article 2

“The C-type lectin-like Receptor CLEC-1, expressed by myeloid
cells and endothelial cells, is upregulated by immuno-regulatory

mediators and moderates T cell activation”

Paméla Thébault, Natacha Lhermite, Gaélle Tilly, Laétitia Le Texier, Thibaut Quillard,

Michéle Heslan, Ignacio Anegon, Jean-Paul Soulillou, Sophie Brouard, Beatrice

Charreau, Maria Cristina Cuturi et Elise Chiffoleau.

Accepté dans The Journal of Immunology, en 2009.
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The C-Type Lectin-Like Receptor CLEC-1, Expressed by
Myeloid Cells and Endothelial Cells, Is Up-Regulated by
Immunoregulatory Mediators and Moderates T Cell
Activation'

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

C-type lectin receptors have recently been described as playing crucial roles in immunity and homeostasis since these proteins are
ahle to recognize pathogens as well as self-Ags. We identified the C-type lectin-like receptor-1, CLEC-1, as being overexpressed
in a model of rat allograft tolerance. We previously described in this model the expression of numerous cytoprotective molecules
by graft endothelial cells and their interplay with regulatory CD4*CD25™ T cells. In this study, we demonstrate that CLEC-1 is
expressed by myeloid cells and specifically by endothelial cells in tolerated allografts and that CLEC-1 expression can be induced
in endothelial cells hy alloantigen-specific regulatory CD4*CD25% T cells. Analysis of CLEC-1 expression in naive rats demon-
strates that CLEC-1 is highly expressed hy myeloid cells and at a lower level by endothelial cells, and that its expression is
down-regulated by inflammatory stimuli but increased by the immunoregulators 1L-10 or TGFg. Interestingly, we demonstrate
in vitro that inhibition of CLEC-1 expression in rat dendritic cells increases the subsequent differentiation of allogeneic Th17 T
cells and decreases the regulatory Foxp3™ T cell pool. Additionally, in chronically rejected allograft, the decreased expression of
CLEC-1 is associated with a higher production of IL-17. Taken together, our data suggest that CLEC-1, expressed by myeloid cells
and endothelial cells, is enhanced by regulatory mediators and moderates Th17 differentiation. Therefore, CLEC-1 may represent
a new therapeutic agent to modulate the immune response in transplantation, auteimmunity, or cancer settings. The Journal of

Immunology, 2009, 183: 3099 -3108,

r I 1 he C-rype lectins are a superfamily of proleins containing
At least one C-type lectin domain that hiave been classified
into different groups depending on the arrangement of

their C-type lectin domains (1), C-type lectin proteins have been

shown to act as pattern recogaition receptors for pathogens. pliy-
ing important roles in innate immunity and in the subsequent in-
struction of the adaptive immune response by stimulating cytokine
secretion or T cell priming (1, 2). Moreover, C-tvpe lectins have
also been described 1o bind self-Ags or altered self-Ags and (o play
a direct role in the orchestration of the immune response. Amaong
the vast C-type lectin superfumily, the C-type lectin-like proteins
are 3t subgroup of receptors that possess the C-type lectin domain
but lack caicium- or carbohydrate-binding elements (3). Recently,
several studies demonstrated that C-type lectin-like receptors ane
not restricied (o NK cells, but are expressed by many other cell
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Résumé de I’article 2

types. including myeloid cells and endothelial cells (ECs)" (1),
These receptors have diverse ligands and, by acting as activatory
ar inhibitory receptors, govern cellular activation (1). Ameng the
C-type lectin-like receptors, a subgroup of receptors. the “Dectin-1
cluster,” including the DECTIN-1, LOX-|, CLEC-I, CLEC-2,
MICL, CLECI2B, and CLEC9A genes, has recently been de-
seribed to play impartant roles in immunity and homeostasis (3),
Lox-1, expressed by monocytes and ECs, has been shown 10 rec-
ognize a variety of ligands, including bacteria, moditied lipopro-
teins, activated platelets, hsp70, and apoptotic cells: it has also
been shown o pliay @ role in cell activation and in specific diseases
such as artherosclerosis or diabetes (4-6), Moreaver, Dectin-1,
which binds zymosan or an endogenous ligand expressed on T
cells, enhances the activation of dendritic cells (DCs) and cytokine
secretion or T cell priming (2, 7)

We identified C-type lecun-like receptor-1 (CLEC-1), one of the
genes from the Dectin-] ¢luster, as being overexpressed in toler-
ated grafis in an experimental model of heart allograft transplan-
tation, We previously demonstrated in this model the specific ex-
pression of the cytoprotective molecules heme oxygenase-1, NO
synthase. and 1DO by graft ECS and their interplay with regulatory
CD4CD25" T cells to regulate local effiector cells and to maintain

' Abbreviations used m this paper: EC, endathelial cell, AU, sdvitrary unit; BMDC,
bune marrow-derived dendritic cell; CLEC. 1. Cutype lectindike receptor-1; DAPL
4" a-diamidino-2-phenylindole; DC, dendrine cell; DST, donor-specitiv bnstusion
HAEC, homan aonmic endothelsad cell. HPRT, hypoxanthine phosphostosyltrans-
feruse; RNAL RNA imterference

Copynght © 2009 by The Amencion Assocation of limemmobogiss. nc, (022-1 7670082 (00
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Les récepteurs lectine de type C ont été récemment décrit comme jouant des roles
importants dans I'immunité et 'lhoméostasie car ces protéines sont capables de reconnaitre
des pathogénes aussi bien que des antigénes du soi. Nous avons identifié, grace aux puces
a ADN, CLEC-1, un récepteur lectine-like de type C comme étant surexprimé dans un
modéle de tolérance a l'allogreffe chez le rat. Nous avions précédemment décrit, dans ce
modéle, l'expression de nombreuses molécules cytoprotectrices par les cellules
endothéliales du greffon ainsi que la relation entre ces cellules endothéliales et les cellules T
régulatrices CD4'CD25".

Dans cette étude, nous avons démontré que CLEC-1 est exprimée par les cellules
myéloides et spécifiquement par les cellules endothéliales dans les greffons tolérés. De plus,
nous avons montré que l'expression de CLEC-1 peut étre induite dans les cellules
endothéliales par les cellules T régulatrices CD4'CD25" spécifiques d’alloantigénes.
L’analyse de I'expression de CLEC-1 chez le rat naif a permis de montrer que CLEC-1 est
fortement exprimée par les cellules myéloides et a un niveau plus faible par les cellules
endothéliales. Cette expression de CLEC-1 est diminuée par des stimuli inflammatoires tels
que le LPS, I'IFNy ou le poly I:C mais augmentée par des molécules tolérogenes telles que
lIL10 ou le TGFpB. De fagon intéressante, nous avons montré in vitro que CLEC-1 exprimée
par les cellules présentatrices d’antigéne module la réponse T CD4" allogénique en
diminuant la différenciation Thl7 et favorisant le pool de cellules T regulatrices
CD4'CD25'Foxp3”. Cet effet n'est pas du a un effet direct sur la différenciation des cellules
T naives en cellules T effectrices Th1l7 mais semble plutdét du a un effet indirect de la
suppression exercée par les cellules T régulatrices CD4'CD25'Foxp3™ sur les cellules
effectrices. Par ailleurs, la forte expression de CLEC-1 dans les allogreffes tolérées est
associée a une faible expression d’IL17 et a la présence de nombreuses cellules T

regulatrices CD4"CD25"Foxp3" qui s’accumulent dans la greffe.

En conclusion, ces résultats suggérent que CLEC-1, exprimé par les cellules
myéloides et endothéliales, est induit par des médiateurs immunorégulateurs et module la
réponse allogénique effectrice Th17. Ainsi, CLEC-1 pourrait représenter une cible de choix
pour moduler la réponse immunitaire dans le domaine de la transplantation et de

"autoimmunité.
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The C-Type Lectin-Like Receptor CLEC-1, Expressed by
Myeloid Cells and Endothelial Cells, Is Up-Regulated by
Immunoregulatory Mediators and Moderates T Cell
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C-type lectin receptors have recently been described as playing crucial roles in immunity and homeostasis since these proteins are
able to recognize pathogens as well as self-Ags. We identified the C-type lectin-like receptor-1. CLEC-1, as being overexpressed
in a model of rat allograft tolerance. We previously described in this model the expression of numerous cytoprotective molecules
by graft endothelial cells and their interplay with regulatory CD4*CD25™ T cells. In this study, we demonstrate that CLEC-1 is
expressed by myeloid cells and specifically by endothelial cells in tolerated allografts and that CLEC-1 expression can be induced
in endothelial cells by alloantigen-specific regulatory CD4*CD25" T cells. Analysis of CLEC-1 expression in naive rats demon-
strates that CLEC-1 is highly expressed by myeloid cells and at a lower level by endothelial cells, and that its expression is
down-regulated by inflammatory stimuli but increased by the immunoregulators 1L-10 or TGFf. Interestingly, we demonstrate
in vitro that inhibition of CLEC-1 expression in rat dendritic cells increases the subsequent differentiation of allogeneic Th17 T
cells and decreases the regulatory Foxp3™ T cell pool. Additionally, in chronically rejected allograft, the decreased expression of
CLEC-1 is associated with a higher production of IL-17. Taken together, our data suggest that CLEC-1, expressed by myeloid cells
and endothelial cells, is enhanced by regulatory mediators and moderates Th17 differentiation. Therefore, CLEC-1 may represent
a new therapeutic agent to modulate the immune response in transplantation, auteimmunity, or cancer settings. The Journal of

Immunology, 2009, 183: 3099 -3108,

F. I X he C-type lectins are a superfamily of proteins containing
at least one C-type lectin domain that have been classified
into different groups depending on the arrangement of

their C-type lectin domains (1), C-type lectin proteins have been

shown 1o act s pattern recogaition receptors for pathogens. pliy-
ing important roles in innate immunity and in the subseguent in-
struction of the adaptive immune response by stimulating cytokine
secretion or T cell priming (1, 2). Moreover, C-type lectins have
also been described 10 bind self-Ags or altered self-Ags and o play
a direct role in the orchestration of the immune response. Among
the vast C-type lectin superfamily. the C-type lectn-like proteins
are it subgroup of receptors that possess the C-type lectin domain
but fack caicium- or carbohydrate-binding elements (3). Recently,
several studies demonstrated that C-type lectin-like receptors are
not restricied to NK cells, but are expressed by many other cell
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types. including myeloid cells and endothelial cells (ECs)' (1),
These receptors have diverse ligands and, by acting as activatory
ar inhibitory receptors, govern cellular activation (1). Amoeng the
C-type lectin-like receptors, a subgroup of receptors. the “Dectin-1
cluster,” including the DECTIN-I, LOX-l, CLEC-I, CLEC-2,
MICL, CLECI2B, and CLEC9A genes, has recently been de-
seribed to play important roles in immunity and homeostasis (3),
Lox-1, expressed by monocytes and ECs, has been shown 10 rec-
ognize a variety of ligands, including bacteria, moditied lipopro-
teins, activated platelets, hsp7(, and apoptotic cells; it has also
been shown o play a role in cell activation and in specific diseases
such as artherosclerosis or diabetes (4-6), Moreaver, Dectin-1,
which binds zymosan or an endogenous ligand expressed on T
cells, enhances the activation of dendritic cells (DCs) and cytokine
secretion or T cell priming (2, 7)

We identified C-type lectun-like receptor-1 (CLEC-1), one of the
genes from the Dectin-] ¢luster, as being overexpressed in toler-
ated grafts in an experimental model of heart allograft transplan-
tation, We previously demonstrated in this model the specific ex-
pression of the cytoprotective molecules heme oxygenase-1, NO
synthase. and 1DO by graft ECS and their interplay with regulatory
CD4CD25" T cells to regulate local effiector cells and o maintain

" Abbreviations used i this paper: EC, endathelial cell, AU, srwtrury unit; BMDC,
bune marrow-derived dendritic cell; CLEC. L. Cutype lectindike receptor1; DAPL
4 A-ciamidine-2-phenylindole; DC, dendrine cell; DST, donos-specitic tanstusion
HAEC, homan aonie endothelsnd cedl. HPRT, hapoxanthine phosphosbosy ltrans-
feruse; RNAL RNA interference

Copyaght © 20009 by The Armencin Assocation of lnemmodogists. foc, (022-1 7670082 00
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tolerance (8—10). CLEC-1 is an orphan receptor that has previ-
ously been described ta be expressed by DCs and ECs in humans
(3. 11, However, its function has not been described so far, and its
ortholog in modents has not been characterized. CLEC-1. in con-
1rast (o most of the members of this family. does not contain ITAM
or inhibitory motifs. but rather contains one tyrosine residue in its
cvtoplasmic  portion.  Additionally, CLEC-1, like NKG2A or
NKG2C. seems 1o require an additional chain 1o form i complex
at the membrane surface of cells (3, 11).

In this study, we analyze the expression of CLEC-1 in rodents
and evaluate for the first time the function of CLEC-I in the reg-
wlaton of an immune response.

Materials and Methods

Animaly and rransplantation

Ruts were purchased from the Centre d'Elevige Janvier and muuntained in
an ammal facility under standard conditions according 0 our mstitutionad
cuidelines, The studies were reviewed and approved by the appropriate
institutional review committee. LEW. IW (RTHu) or LEW.ITA (RT la) rats
served as heart donors, and LEW. LA rats served as recipients. For allograft
tolerance models, LFISO195 (20 days) (Fournier Luboratosies) or anti-
donor class 11 Abs were administered 10 recipients as previousty described
(12, 13). Chronic allograft rejections were induced by two donm hluod

CLEC-1 MODERATES T CELL ACTIVATION

ECL (Amersham), exposed o Koduk film, and quantified with Kodak
Digital Science Image Analysis 1D} software

Innohiistology

Cardiae tissue was snap-frozen i hyuid nitrogen after embedding in OCT
compound (Tissue Tek; Miles Laboratories), Cryostut sections (7 um) or
cytospins of cells were fixed in acetone and incubated overnight with
FITC-anti-CLEC-1 Abs (4 pg/ml), followed by anti-rt PECAM-1 o
CD172a (5 pg/ml) and by Alexa Fluor 568 anti-mouse Abs and 4.6
diamidino-2-phenylindole (DAPD, mounted in Vectashield mounting me-
dium (Vector Laboratoriesy, and observed by fluorescence microscopy
(Axioskop 2 Plus; Zeiss), Images were visuahized (X600) and processesd
using the AxioVision Viewer progmm {Zeiss), For the quantificabon of
CLEC-] staining on transduced cells with RNA interferenoe (RNAQ), images
of cell spot were acquined with Zeiss Apotome and AxioVision software using
n 63x/1 4 cbjective kens. Positive cells were determined by counting 36 fields
on each spot. The percentoge of CLEC-1 pasitive cells was caleulated by
counting the number of cells positive for the CLEC-1 staining divided by the
total number of cells (DAPD, for four different counters.

Cell purificarion, culiire, and activarion

Rat peritoneal macrophages were nolated by lavage of the pentoneal cav-
ity with 5 ml of PBS. The collected cells were centrifuged and suspended
in complete DMEM medium,

Rat bone mamow-derived DCs (BMDCs) were obtained as previously
dewnbed (13). Brielly, bone marrow cells were cultured in RPMI 1640

translusions (donor-specifle transfusion (DSTY) before transplantation or
by CDAOdg administration s previously described (8, 14), Gran fumuun
was ssessed by scoring pulsations through the abdominal wall for heart or
by proteipuria for Kidney tunsplants. For in vivo ransfer experniments, a
total of 20 % 10" CDE* T cells from LEW, | Actolerant LF15-0195-1reated
recipients o from LEW.IA move rats were injected Ly, into LEW. 1A
secondary syngeneic irraduted recipients (4 Gy, whole-bady iradiation
(Instit F&lértit de Recherche Thérapeutique 26, Nuntes, France) | day
before transplantation) on the day of LEW.IW or LEW.IA (syngeneic)
cardiue transplantation.

Antibodies

The following hybridomas for rat mAbs were obtained from the European
Collection of Cell Culture (Salisbury, LK. and were used in cell deple-
tion, evtofluorometry, cell seeting, or immunohistology after coupling, if
necessary, W FITC, biotin, o PE (BioAtlantic): OX6 (class 11 MHC), R7/3
(TCRaB), OX39 (CD2S), W25 (CD4), OX62 (CD103), and OX41
(CD172a), BT 1-PE (CD8O), BT 2-FITC (CD386), und OX6-allophycocys-
nin-Cy7 (MHC cluss 1) were obtained from BD Biosciences, PECAM-1
(CD31) was obtained from Serotec, and Foxp3-allophycocyanin was ob-
wined from CliniSciences. Biotin-anti-mouse 1gG. Alexa Fluor 568 anti-
mouse., FITC anti-rabbit. HRP-streptavidin, and PE-streptavidin wers por-
chused from Vector Laboratories, and HRP-conjugated goat anti-rabbit or
anti-mouse 1gG was obtained from Pierce. Neutralizing Ab anti-rat [L-10
(R&ED Systems) and anti-human TGFB (2G7, hybraidomu) and irrelevant
Ab (3GE, hybridomal were used in in vitro expenments at 10 gg/ml

Generation of a polvclonal anti-rar CLEC-1 Ab

Theee symhetic pepiides. one (MQAKYSSTRDMLDDC.NH,) corre-
spoading 10 aa [-14 of the intracellular domain of CLEC | and two
(DSITEKDERLGNMSR. CERVAGRVVPEELQ) corresponding to sa
83-97 und 256269, respectively, of the extracellular domuin of CLEC-1.
were wed 1o immunize rabbits (NeoMPS L After three rounds of standand
immunization, serum was collected and subjected to affinity pusificanon on
peptides with HiTrap NHS.activated  high-pedfoemance columns (GE
Healtheare). Specificity of the polyclonul wnn-CLEC-1 Abs was tested by
preincubating anti-CLEC-1 Abs with the three synthetic CLEC-| peptides
(20 gg/ml: 30 min. 4°C) before performing Immunchistology staining on
heart allogrft sections.

N-giveasidase treatment and Western biot

Fragments of heart, spleen, lung, and thymus from naive rats were lysed on
ice in RIPA solution supplemented with protease inhibitors cockiail
(Sigma-Aldnch) and treated overnight with PNGase F (Sigma-Aldrich)
according to the manufacturer’s instructions. Nitrocellulose membranes
blocked with THS (Tween 20-TBS) with 5% milk were incubuted with
rabbit anti-CLEC-1 (0.8 pg/ml) or mouse anti-B-octin (0.2 pgiml) di-
luted in TBS-1% milk (overnight) and then with HRP-goat anti-rabbit
1 pg/mby or anti-mouse 1gG (0.3 pe/ml). Bands were revealed by

lium: 10% endotoxin-free FCS (Perbio Science) uad 2 mM
L glulamlne | mM sodium pyruvate, 1 mM HEPES, and § X 1077 M
2.ME {all from Sigra-Aldnch ), supplemented with rat 1L-4 (4 ng/ml) and
murine GM-CSFE (1.3 ng/mi At day K, sdherent immatire BMDCs were
collected. plated (1 milbondml), and stmulated with LPS {1 pefml) (Sig-
ma-Aldrch), recombinant rat 1L 10 (20 ag/ml) (R&D Systems), recombi-
nant human TGEGI (20 ngfml) (R&ED Systems), poly(1:C1425 pgiml) (In-
vivodien), or rat tIFN-<y (30 Ulml) (Serolec).

Rat splenie DCs (OX627, MHC elass 117), T cells {R73%), €Da°
CDIS ™ T cells, or regulatory CD4 " CD25™ T cells (R737WHSTOX397)
were purified by positive selection using a FACSAria flow eviometer (BD
Brosciences) as previously describedd (16). Parity was >99%.

Rat EC lines of LEW.IW and LEW.LA ongin were isolated a8 previ
ously descnibed (17) and plated overnight into 12-well plates (Nung:
Merck/Eurolut France) (1 moflion cellséwell) in complete RPMI medsum
culture and highly purified CD4TCD257 or CD4CD2S T cells from na-
ive iy or from tokerant recipients were added (5 107 celly/well) 1o the
EC cultures. Alternatively, for transwell assays, 2.5 % 10° LEW. IW ECy
well were adided in the lower compartment of a 24-well plate, and in the
upper compartment {sepurated by u 045pum pore size membrane (BD
Biosciences)) we added 2.5 X 107 LEW.IW ECsiwell with LEW.1A
CD47CD25" T cells from tolerant recipients, Twenty-four or 48 h later
(for 13O or CLEC-1 quantitication, respectively), the wdherent ECs were
wished several times and analyzed by quantitative RT-PCR for hypoxan-
thine phosphorbosylrmnsferase (HPRT), CLEC-1, and 1DO expression.

Human aortic ECs (HAECs) were isolatex! us previously deseribed (18],
HAECs were cultured in cell growth medium supplemented with 0%
FCS, endothelial cell growth supplement (135 ), hydrocortisone (1 pg/
mly, human basic fthroblast growth factor (1 ng/ml), human epidermal
growth tactor (0.1 ag/ml), amphotericin B (50 ng/ml), and gentamicin (50
pe/mb) (PromoCelly at 37°C and 5% CO,, For experiments, HAECs used
were between the thind and sixth passages, Activation experiments were
performed in 6-well plates using confluent HAEC monolayers. Cells were
deprived for 18 ki in endothefial cell growth medium supplemented with
only 2% FCS before incubation with 100 U/ml recombinant human 1FN-y
(Imukin; Boehringer Ingelheim) for 12-48 h

Human DCs were generated s previously deseribed (19). Briefly,
monocytes were enriched by elutrigtion (==85% CDI47 ) and cultured for
6 days in medivm supplemented with -4 (40 ng/ml) (ABCys) and GM-
CSF (500 1U/mD (ABCys). Then, DCs were harvested and cultured (1
million celisfmb) in plates coated with poly(2-hydroxyethyl methacrylate )
(Sigma-Aldrich) to prevent cells from adbering, and with LPS (1 pgfml)
(Sigma-Aldrich), rhIL-10 (20 ng/ml) (R&D Systems) or thTGFB1 (20 ng/
mh) (R&D Systems)

Transfecrion of BMDCs with Stealth RNAL duplexes, activation,
and MLR

Two nopoverlapping Stealth RNAI (Stealth Select RNAI; Invitrogen) du-
plexes were synthesized commercially by Invitrogen with the help of tooks
available online (www.invitrogen.com): Stealth RNAi 1 (S-CACCAUA
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Table 1. Oligonwcleotides wsed in this stidy

Oligomucbeaiide 50 37 Seguence
Rut HPRT
Forwand COTTGATCAAGCAGTACAGCC
Reverse TTOGCTGATGACACAACATGA
Rat CLEC-|
Forward TTTGCTGTTGCTCGTTGGEE
Reverse ARCTTCACGACACAQTTTTACGG
Rat FoxP3
Forward CCCAGGAMAAGACAGCAACOTT
Reverse CTGCTTGGCAGTCCTTGAGAA
Rar IL-17
Forward TGCTCTTGCTEGOTACTGAACC
Reverse AACTTCCCCTCAGCGTTGAC
Raor RORyt
Forward GCAGGAGCAATGGAMAGTCS
Reverse COCTGAGGAAGTCGEANAN
Rat 1DO
Forward GCTGCCTCCCATTICTGTCTT
Reverse TGCGATTTCCACCATTAGAGAG
Rat TGFBI
Forward CTCAACACCTGCACAGCTCC
Reverse ACGATCATCGTTGGACAACTECT
Human HPRT
Forward CGAGATGTGATCAAGGAGATEG
Reverse CCTGTTGACTOETCATTACAATAGT
Humun CLEC-|
Forward ARACAAGAAGACCTGGAATTTGC
Reverse TCTTGAGCTGGTCACATCTATTA

AGCCUGUAUUCUGGAACA-Y) and Stealth RNAI 2 (5-GAAGUGGC
AUGGGAACAAAUGUUAU-3") were designed to turget different coding
regions of the rut CLEC-1 mRNA sequence (GenBank accession no.
NM_001109253 &t www.nebinlmnih gov/Genbank/), A BLAST (Nu-
tional Center for Biotechnology Informution databuse) search was con-
ducted to confirm that the only targets of the two Stealth RNAQ duplexes
were CLEC-1. At day 8 of culture, 2 million adherent LEW.1A BMDCs
were transfected with Lipofectumine RNAIMAX (Invirogen ) and with 200
pmol of control RNAI (medivm GC content Stealth RNAI pegative uni-
versal control; Invitrogen) or with RNAG specific fos CLEC-1, Cells were
stimulistext with LPS (1 pg/ml) (Sigmu-Aldrich) for 48 h,

Twao days following transfection, LEW. 1A BMDXCs were harvested and
stained vsing anti-OX6. B7.1, or B7.2 mAbs for flow cytometry analysis o
were plated (1.5 % 10 celis/ml) with LEWAW lymph node-derived T
cells in complete RPMI medium. Alternatively, LEW, IW lymph node-
denved T cells or highly parified CD47CD25™ or CD47CD25" T cells
were labeled with CFSE {Molecular Probes), Three days later, cells were
pulsed for 8 h with 0.5 uCi'well [methyl-"H|thymidine (Amersham), and
thymidine incorporation was measured using a scintillation counter (Top-
Count NXT; PerkinElmer), CFSE-labeled cells were stained with anti-
TCR, anti-CDM, und intracellularly with anti-Foxp3 Abs as previously de-
scribed snd were analyzed by How cyvtometry at day 5 of culture (10), T
cells or culture supernatants were harvested ot duy 3 or 5 of culture for
quantitative RT-PCR anudysis or cytokine measurement.

RNA exteaction and real-time quanthiarive RT-PCR

Total RNA from tissues or cells was prepared vsing TRIzol (Invitrogen)
sccording o the munufactures’s instroctiony. Real-time quantitative PCR
wiis performed as previously described (20) using o GenAmp 7700 se-
quence detection system and SYBR Green PCR Master mix (Applicd Bio-
systems ). The oligonucleotides vsed in this study are described in Table L
HPRT was used as an endogenous control gene to normadize for variations
in the starting amount of RNA. Relutive expression was caleulated using
the 273" methed (20, 21) and is expressed in arbitrury units { AU},

Flow cvtmuenry analvsis

Fluorescent labeling was measured wsing o FACS LSR [1(BD Biosclences)
and analyzed with FlowJo software (Tree Star).

Ovtokine assavs

Supernataits from cultures were harvested st 48 W for LPS-stumulated
BMDCs trunsfected with control RNAL or specific CLEC-| RNAL or they
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FIGURE 1. mRNA expeession of CLEC-1 in rt tolerated allografts,
mRNA expression of CLEC-1 wus analyzed by guantitative RT-PCR. 4,
Curdine syngeneic grafls {Syng.), chromcally rejected allografts by DST
treatment {C.R. 1) or CD40 Ig treatment (C.R.2), or tolerated allografts by
LFI5-0195 treatment (Tol.) harvested at day 100 after transplantation (n =
4). 8, Kidney syngenese grafts {Syng.) or tolerated allografts by anti-doaor
class 11 Ab treatment (Tol.) harvested at day 100 after transplantation (n =
5). Results are expressed in AU of CLEC-I/HPRT transeript ratio = SEM
and expressed as relative expression compared with the reference synge-
neic grafts (valoe = 1), +, p < 0.05 and #+, p < Q01

were harvested ar 72 h for MLRs. Cyrokines were measured using & LIN-
COplex Kit (RCYTO-80K: Millipore). Multipiex was performed according
10 the manufacturer’s mstructions on Luminex FIDIS.

Statistical analvsis

Statistseal ovaluation was performed using Student’s 1 test for unpaired
data, and resules were considered sigmficant if p values were <0.05. Data
are expressed as means = SEM.

Results
CLEC-I iy overexpressed in tolerated allografis

As previously described, to ideatify new molecules that could play
arole in allograft wlerance, we applied exhaustive mat DNA chips
and compared long-term tolerated cardiac allografts (shon-term
treatment with LEI5-0195) with allograns displaying signs of
chronic rejection (DST treated) (8). We previously showed in this
model the overexpression of numesous cytoprotective molecules
by graft ECs and an accumulation of regulptory CD4CD25™ T
cells at the graft site (up to 50% of CD4" T cells), with half of
them expressing Foxp3 (8-10). We identified the CLEC-1 gene as
overexpressed In tolerated allografts. By gquantitative RT-PCR, we
confirmed the up-regulation of CLEC-1 mRNA expression in tol-
erated allografts (Tol.) as compared with syngeneic grafts (Syng.)
ar 10 allografts with chronic rejection induced by two ditferent
treatments (C.R.1, DST treated: C.R.2, CD40 1g treated) (n = 459,
p < 005 and =+, p < (.01: Fig. 1A). Additionally, we also ob-
served a strong up-regulation of CLEC-1 mRNA expression in
Kidney tolerated ullografts (Tol.) compared with syngeneic grafts
(Syng.) in a model of anti-donor ¢lass 11 Ab administration in
which was previously shown a high intragraft expression of 1DO
and Foxp3 (n = 5, = p < (L0S: Fig. 18) (13, 22),

These data demonstrate that CLEC- | expression is up-regulated
in severul models of allograft 1olerance, suggesting a role for
CLEC-1 in regulatory mechanisms.

CLEC-I is overexpressed by mveloid cells and ECx in 1olevated
allografts
To determine the cells expressing CLEC-1 in long-term tolerated
allografis, we have generated a polyclonal anti-rat CLEC-1 Ab.
We observed by immunofluorescence on heart allograft sections
that in tlerated allografts. CLEC-1 is expressed by numerous
groups of myeloid cells (CD172a™) and by ECs in the graft vessels
(PECAM-1") (Fig. 24, « and b, respectively). This staining by
myeloid cells and ECs disappears when the Ab was preincubated
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FIGURE
qu’wu ative images of immunofluorescence merged staining for Pl
CAM-1 (red) or CD172a (rest) with CLEC-|
Long-term tolerated cardiae allogratts for CLEC-1 und DAPI staining with
(a) CDI724, () PECAM-1, and (¢) PECAM-1 plus CLEC
Long-term cardiac () chromeally repected allografts and (&) syngeneic
grafts for CLEC-1, DAPL and PECAM-1 staiming. €, Long-term Kidney
ografts and (b1 syngeneic grafts for CLEC-1. DAPI, and

< 6K, Duata are representative

Subtypes of cells expressing CLEC-| in tolerated allografts.

preen) and DAPE (blue). A

I peptides. B.

(o} toleruted al
PECAM-| stun

mdependent expenments

Onginal magnification,

of three

with the synthetic peptides used for its generation, demonstrating
the specincity of the staining (Fig, 2Ac) Interestingly, the high
expression of CLEC-1 observed in graft ECS s specific to tolerated
allogeafts, as no staining for CLEC-1 in ECs has been observed in
cardine allografts with Chronic repection o in
(Fig. 2B, a and b, respectively)

We also observed CLEC
(PECAM

staining by ECs was observed in Kidney long-term syngeneic

syngeneic grafts

-1 expression by myeloid celis and ECs
in Kidaey long-term tolerated allografts, whereas no
grafts (Fig. 2C, @ and b, respectively)

Ihese results demonstrate that CLEC-1 is overexpressed by the
APCs, myeloid cells, and ECS in long-term tolerated allografis

In naive rats, CLEC-1 iy |“|4|“'H'\'|"(f v mvelold cells and ECs

T'o characterize CLEC-| expression in rats. CLEC-1 mRNAS wern
assessed by gquantitative RT-PCR in various tissues or cells from na-
ive rats. We observed that CLEC-1 mRNA expression is high in the
lung. in sec ns {iymph nodes and spleen). and in

the aora (Fig. 3A). A lower CLEC- | mRNA expression was observed

v lvmphoid org

in the heart, and a poor expression was observed in the thymas.

These results were confirmed at the protein level by Westem

blot on deglycosylated organs with the polyclonal anti-rat CLEC-1
Ab that we have generated and that reveals an expected 32-kDa
band (Fig. 38, rep lL‘*L‘II‘JII'-L‘ blot and gquantincaton)

Moreover. in different rat cell populations, we observed 4 high
MRNA expression of CLEC-1 in BMDCs and in penitoneal mac-
rophages and a lower expression i an endothelial cell
splenic DCs (Fig. 3C). No expression of CLEC

I' cells (Fig. 3C)

Iine and n
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FIGURE 3.

Expression of CLEC-1 in ditferent organ il subtvpes

from naotve rats. A, CLEC-1 mRNA expression was & by quantits-
tive RT-PCR in different orguns from naive ruts: » 3 in each group
Results are expeessed in AU of CLEC-I/HPRT = SEM compared with the
reference thymus (value 1. B, CLEC-1 prolem espression was deter
mined by Western blot in different organs froim naive rats after deglyco-

sylation (representative image) and quantiied aftee normalization o g-a

in each ap) compared with the
value L €, CLEC-] mRNA expression wias assesse
RT-PCR n different cell subtypes from nuive rss
ALl of CLEC-I/HPRT = SEM. Data are repr
dent expenments. D, Repre
ng of rd () BMDC's

and DAPE stiuning (blue)

P reference thymus
I by quaniitsive

Results are expressed in

sentative of three indepen-

atative inages of imununotluorescence stun

by macrophage, amd (0) EC Hine for CLEC-| (green)
driginal magmification, X600, Data are repre

sentative of three independent experiments

At the protein level, we observed by immunohistology that
CLEC-1 is indeed more expressed in the myeloid cell BMDCS and
macrophages than in the endothetial cell line and that its expres
s 18 at the cell surface (representative images in Fig. 30),

Mhese results demonstrate Tor the first time that in rodents,
CLEC-1 is highly expressed by myeloid cells and. to a lower ex-
tent. by ECs and that its expression |s at the \cll surface

¢

CLEC-1 expression is down-regulated by inflammatony stimudi

J

and increased by immund wlitory mediatory

T'o investigate the regulation of CLEC-| expression. rat BMDCs were
cultivated with different stimuli in vitro. As shown in Fig. 4A, expres-
sion of CLEC-1 is significantly decreased following LPS, TFN-y, or

poly(LC) stmalation at 48 h of culture (# 3o, p < 0.05 and

p o< 0.01), In contrast, following stimulation with the immunomodu-
latees IL-10 or TGFBL. expression of CLEC-1 is significantly in
ased at 48 hoof culture (2 = A% p << 005 and +=*=, p < (L01)

Simidar results were observed in human cells HAECs o
moneeyle-derived DCs (HuMoDC): CLEC-1 mRNA
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FIGURE 4, Regulunon of CLEC-1 expression, A, Rt BMDCs were
cultured for 6, 24, or 48 h with different stimuli. including LPS (1 pg/ml).
IFN-y (30 Ulmly, poly(1:C) (25 pe/mi). orlL-10 20 ng/ml), or chTGFgI
120 ng/mi). CLEC-1 mRNA expression wis assessed by quantitative RT

PCR. and resulis are expressed in AU of CLEC-I/HPRT (n = X, », p <
005 and ==, p < O01), B, HAECs were stimulated with 1EN-y (100 U/ml)
for 12, 24, or 48 h. CLEC-1 mRNA expression was assessed by goantita-
tive RT-PCR and results are expressed in AU of CLEC-I/HPRT (0 = A
v, < (01), €, Human monceyledenved DCs (HuMoDC) were stim

ulated with LPS (1 pg/ml), chIL-10 120 ng/ml), or th TGEB1 (20 ng/ml ) for
24 h. CLEC-1 mRNA expression was assessed by quantitative RT-PCR
und results are expressed in AU of CLEC-I/HPRT (n = 3; »=, p < 0,0])

expression is significantly down-regulated by inflammatory stimuli
(IFN-v in HAECs, LPS in monocyte-derived DCs) (n = 3.4, p <
(L01), whereas 1L-10 or TGEBI increases the expression of
CLEC-1 and renders the cells resistant to the down-regulation of
CLEC-1 expression induced by LPS (monocyte-derived DCs)
(Fig. 4. B and C, respectively)

These results demonstrate that CLEC-1 expression is down-reg-
ulated by inflammatory stimuli and increased by immunoregula-
tory mediators, suggesting an tmportant role for CLEC-1 in im-
mune response regulation,

Regulatory CD4TCD25" T cells fram tolerant recipients
enhance CLEC-1 expression in donor-tvpe ECs

We previously showed in vitro amd in ovivo that regulatory
CD4"CD257 T cells from tolerant recipicnts were able to stimu-
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e donor-type ECs 1o express 120, a molecule required for the
establishment of wlerance, demonstrating an interplay between
gruft ECs and regulatory CD4 " CD257 T cells for the maintenance
of tolerance (10), Here, we also observed that regulatory CD4'
CD25" T cells from tolerant recipients but not regulatory
CD47CD257 T cells from naive rats were able In vitro to increase
significantly CLEC-1 mRNA expression in grall  donor-type
(LEW.IW) ECs (n = 6: #5, p < 0,01: Fig. 34¢). We observed i
low induction in recipient-type (LEW.1A) ECs with regulatory
CDATCD2S™ T cells from olerant recipients, but this expression
is not significantly different with the one observed with regulatory
CD4"CD25" T cells from naive rats or with CEM "CD25 T cells
from tolerant recipients (n = 6) (Fig, 53AP). No induction of
CLEC-1 expression was observed with CD4'CD25 " T cells from
either naive rafs or wlerant recipients (7 = 6) (Fig, 5Aa)

Maoreover, we observed that nestralization of 1L-10, TGFES. or
hoth with specific Abs did not funher decrease CLEC-1 mRNA
expression compared with the irrelevant control Ab (n = 4) (Fig
SAc) Indeed, the irrelevant control already decreased by itself
CLEC-1 mRNA expression in ECs by a nonspecific mechanism.

Additionally, ranswell experiments demonstrated that as for the
one of 1DO, induction of CLEC-1 expression requires cell contact
(Fig. SA, ¢ and o). These data demonstrate that regulatory CD4'
CD25" T cells from wlerant recipients wre able in vitro 1o increase
CLEC-| expression in donor-type ECs by a cell contact-dependent
mechanism,

Fusthermore, we previously demonstrated in vivo that regula-
tory CD4°CD25" T cells from tolerant recipients, but not regu-
latory CD47CD257 T cells from naive rats, were abie to tmnsfer
1olerance (o a subsequent irradiated hose (23). We demonsirated
that following transfer. regulatory CD47CD25" T cells iccumu-
luted in the new gralt and Induced the expression of 1DO in graft
ECS (1)). Here, we also observed a specific expression of CLEC-1
in ECs in the new allogeneic graft following transtes of regu-
latory CD47CD25 " T cells from tolerant recipients (Fig. SBa).
No staining of CLEC-1 by ECs in syngeneic grafis was ob-
served following transfer of T cells from tolerant recipients or
from naive rats demonstrating donor-specific allorecognition
(Fig. 38, b and c. respectively).

Taken together, these data demonstrate that allountigen-primed
regulatory CDATCD25 ™ T cells that accumulated in the allografts
are able to increase locally the expression of CLEC-1 in donor-
specific APCs,

CLEC-I alters T cell acrivation

To assess the function of CLEC-1, we used specific CLEC-|
reformed-type small interfering RNA, or Stealth RNALL which
allows for efficient and long-term inhibition and which can re-
duce the cytotoxic IEN response unlike conventional small in-
terfering RNA (24), Two nonoverlapping Stealth RNAI specific
for CLEC-1 (medium GC content) were tested together with a
universal Stealth control RNAI (medium GC content), To eval-
uate in DCs the effect of CLEC-1 inhibition on subsequent al-
logeneic T cell activation, we vsed LPS-stimulated BMDCS,
which are able in these mature conditions to stimulate effi-
ciently sllogeneic T cells. Indeed. we have not been able with
immature BMDCs or an EC line 10 induce an efficient alloge-
neic T cell stimulation

We observed a strong inhibition of CLEC-1 mRNA expression
(=80% ) in DCs with the two CLEC- I-specific RNAJ as compared
with the control RNAI at 48 h following trunsfection (o = 5; #%,
p < 001: Fig, 6Aa). This steong inhibition of CLEC-| expression
wis also confirmed at the protein level with the polyclonal Ab by
immunohistology (n = 3 s*=, p < 0L.001; Fig, 64b).
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dooor (LEW. W) ECs and (LEW. 1A CD4 ' CD25
recipients were added 10 the upper compartment (o 4. Twenty-lour or
48 h lwmer, respectively, for IDO () or CLEC-1 (), ECs were washed and
lysed for RNA extraction, CLEC-1 and IDO mRNA expression was us-
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LEW.IA recipients trunsferred with LEW. LA regulatory CDECD25" T

cells from tolerunt recipients, and (¢) syngencic LEW . 1A grafts trunsferred
with T cells from LEW, 1A nuive rats. Oviginal magnification, x 600, Duta

are representative of three independent expernments
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FIGURE 6. Effect of CLEC-1 inhibition on rat DC culture. Rat BMDCs
were transtected with comirod Stealth RN A1 oc two CLEC. L.specific Stealth
RNAj for 48 b amd
lated. A, @, CLEC-1 mRNA expression wits asse:
PCR and expressed in AU of spevific gene/HPRT compared with the ref
erence Stealth control RNAI (value I In 5,00, p 0.01), b

flebd was determined by apolome

were stimulnted with LPS (1 pg/mi) or keft unstimu

i by quantitative RT-

Percentage of CLEC- |-positive cells per
counting (v 5, s=x p < 0.001) ¢, LPS-induced 1L-12p70, IL-6, and

i Matevialy and Methods (n

Juction were ssext in the supernatant of coltures s deseribed

3). B, Representative histograms of flow
cytometry analysis of BMDCs transfected with Stealth control RNAG (dot
ted line) or CLEC- 1 specitic RN AT (plan line) for class [T MHC, CDS0, o
CD86. The same results were obtained with the two different CLEC-1-

specific Stealth RNAG in five indepemdent experiments

We observed that CLEC-1 inhibition in DC culture does nol
modulate LPS-induced TL-12p70, TL-6, or IL-10 production or
class 11 MHC, CDS6, or CD3{) expression (1 = 5, Fig. 6. Ac and
8). Thercfore. the differcnces that will be observed following

CLEC-1 wriggering with these mature DCs will be not due 10 2
defect in DC generstion or matunation
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Interestingly. when these mature DCs were cocultured with al-
logeneic T cells in a MLR, we observed that CLEC-1 inhibition in
DCs enhances significantly allogeneic T cell production of 1L-17
(at both the protein and mRNA levels) and mRNA expression of
the transcription factor RORYt (n = 52 =, p < (,05)L without mod-
ulating T cell proliferation or [L-2 secretion (Fig. 7). Additionally,
CLEC-I inhibinon in DCs decreased significantly allogeneic T cell
production of IL-13 and IFEN-y and decreased significantly mRNA
expression of the transenption factor Foxpd (n = 5. =, p < (105,
Fig. 7). The Increase in Th17 differentiation and the decrease in
Foxp3 expression could have been due to a modulation of 1L-6 o1
TGEB expression; however, we observed no differeace in the pro
duction of the both cytokines in the MLRs (2 = 5) (Fig. 7).
CLEC-I modhidates regulatory COI7CD25" and CD47CD2S
T cell activation

To investigate whether the decrease in Foxpd mRNA expression
observed at the end of the MLR with CLEC-I down-regulated DCs
was due 10 a decrease in the number of regulatory Foxp3™ T cells.
we analyzed the allogeneic CD4 7" and CDS™ T cell proliferation
by CFSE and Foxp3 staining in long-term T cell co-cultures (at
day 5 of MLR), We observed that inhibition of CLEC-1 in DCs
decreases significantly the percentage ol Foxp3 "CD4" T cells re-
tricved at the end of the MLR culture (3% instead of 6% ) and

|
?‘z

35

increases the percentage of proliferating effector non-Foxp3
CD4" T cells (36% instead of 23%) (n 0.05: Fig.
3, Aa. representative dot plots, und Ab). No difference in effec-
tor or regulatory Foxpd™ T cells was observed in the CD8" 1
cells (Fig, 8, Ac. representative dot plots, and Ad). These data
suggest that CLEC-1 regulates the balance between effector and
regulatory T cells

To determine whether this increase in effector CD4" Th17 dif-
ferentiation was due to a direct effect of CLEC-1 inhibition on
eflector T cell differentiation or an effect on regulatory T cell plas-
tcity or function, we performed MLRs with highly purified
CD257 and CD25° CD4 " T cells. We observed that inhibition of
CLEC-1 in DCs did not modulate the allogeneic proliferation of
purified regulatory CD4"CD2S " or their expression of Foxp3
(maintained at high level only in cells that have proliferated ) {Fig
88a, representtive dot plotsy. The allogeneic proliferation ol pu-
rified CD47CD25 T cells was also not modified when CLEC-|
expression was down-regulated in DCS (Fig. 886, representative
dot plots)

Moreover, we did not observe differences in IFN-y or 1L
secretion in stimulated purified regulatory CD257 or CD25
CD4 7 T cells when CLEC-1 expression was down-regulated n
DCs (n = 3) (Fig. 88, ¢ and o, respectively). The expression of
IL-6 was also not modified in MLRS with punified regulatory

S:*, P

-7
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BMDCs were transfected with control Stealth RN A or two CLEC- Laspecitie Stealth RNAT constructs Tor 48 h and then cocultured with LEW.IW allogeneic
T cells for 5 days. A, CFSE-lubeled T cells were stained at the end of the MLR (5 days; with anti-TCR, anti-CI4, and anti-Foxp2 Abs and were analyzed

by flow cytometry. Representative dot plots and hist
(e and &) CDL" o (cand ) CDS™ Teells n = 5,0, p

rams represent the percentage of proliferating Foxp3 ™ T cells or peoliferating Foxp3 ™ effector T cells
0.05), Non-stimulated (NS) dot plots represent CFSE-labeled LEW.IW aillogenec T cells

in (@) CD4" or (h) CDS" T cells that have pot been stimulated with BMDCs as CFSE staning control, B, CFSE-labeled CD47CD25" or CD47CD25

T cells were stained at the end of the MLR with anti-TCR and/or with Foxp3 Abs and were analyzed by flow cytometry. Representative dot plots represent

the percentage of (o) proliferating Foxp3® T cells in purified CD4 ' CD25

Data are representutive of three independent experiments, 1IFN-y, IL-17

in Materials and Methods (n = 3; =_p <

CD2S7 or CD25 CD47 T cells when CLEC-1 expression was
down-regulaied in DCs (n = 3) (Fig. 8B, ¢ and d. respectively)
Iherefore, with isolated subpopulations of CD25" or CD25
CD4" T cells, we did not retsieve the increase of IL-17 secretion
observed with bulk T cells. These data demonstrate that the up-
regulation of IL-17 observed with bulk T cells was not due to a
direct effect on Th17 differentiation of naive T cells or to the plas-
ticity of regulatory CD47CD257 T cells. Interestingly, we re
trieved the down-regulation of IL-13 expression in stimulated
CD47CD25" T cells, suggesting that CLEC-1 acts directly on
CD47CD25 ™ T cells for the expression of IL-13 (n = 3 %, p -
0.08; Fig. 88d)

Faken together, these data demonstrate that CLEC-1 signaling
on DCS modulates subsequent T cell activation by decreasing el-
fector Thi7 differentiation and favoring the regulatory Foxp3”

0.05) in (¢) stimuluted CD4 "CD2S

T cells or (0) T(TCR ") proliferating cells m punhed CDI"CD25 T cells

IL-13, and TL-6 secretion were sssessed in supermatants of co-cultisres as described

or in () stimulated CD4 "CD25 purified T cells

CD47CD257 T cell pool, but that is effect is not due to a direct
effect on differentiation of T cells but rather may be due 1o an effect
on the suppression mediated by regulatory CD4"CD25 " T cells.

In tolerared allograft, the increased expression of CLEC-1 1y
associated with a low expression of IL-17 and a high expression

of /ul,'lﬂ

To evaluate whether there was a correlation between the increased
expression of CLEC-1 and the expression of IL-17 and Foxp3 in
long-term tolerated allografts, we compared Foxp3 and IL-17
mRNA expression in tolerated allografts and in chronically re-
ected allografts. Interestingly, we observed in tolerated allografis
where the expression of CLEC-1 was increased (0 = 40 8%, p <
.01 Fig. 1), that the mRNA expression of IL-17 was significantly
lower and the one of Foxp3 higher than in chronically rejected
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FIGURE 9. mRNA expeession of 1L-17 and Foxp? in ra candiane toler-
ated allografis, mERNA expression of 1L-17 und Foxp3 were analyzed by
quantitative RT-PCR in cardiac syngeneic grafts (Syng.), chronically re-
Jected allografts by DST treatment (C.R.), or toleruted allografts by LFI15-
0195 rreatment (Tol.) harvested at day 100 after transptantation (1 = 4).
Results are expressed in AU of 1L-17 or Foxp3/HPRT trunscript ratlo =
SEM und expressed as refative expression compared with the reference
syngenewc grafls (valoe = 1L, p < 0.05 and «¢, p < 0,01,

allogralts (n = 4 =, p < 005 Fig. 9). Indeed, we previously
demomstrated an accumulation of regulatory Foxp3 “CD4 " CD25 "
T cells in tolerated allografts (with up 1o 15% of CD4" T cells
expressing Foxp3) (10).

These data demonstrate that the up-regulation of CLEC-1 in
tolerated allografts is correluted with a low expression of 1L-17
and a high expression of Foxp3, suggesting a role for CLEC-| in
the regulation of the balance between Th17 effector and regulatory
CD4™ T cells

Discussion

We identified CLEC-1 as being overexpressed in rat tolerated al-
lografts. CLEC-I Is an orphan type 11 transmembrane receptor of
the C-type lectin superfamily with an unknown function: it has
previously been described to be expressed by DCs and ECs in
humans (3, 111 CLEC-1 belongs to the subfamily of lectin-hke
genes Jocated in the NK gene complex that encodes numerous
receptors with important immune and/or scavenger functons in
monoeytic DCs or ECs (DCIR, Dectin-1, Lox-1, MICL) (3, 25).
However, its signaling is unknown and CLEC-1 seems to bind o
an additional chain at the membrane surface of the cells (3, 11),

We demonstrate for the first time i rodents that CLEC-1 is
highly expressed in rat immature myeloid cells and to o lower
extent in ECs, und that CLEC- | expression is down-regulated fol-
lowing inflammatory stimuli but increased by immunoregulators
such as IL-10 or TGFB.

In wlerated cardiae allografis. we observed CLEC-1 protein ex-
pression by a group of myeloid cells and by numerous ECs of graft
vessels. Interestingly, this expression by ECs is specific W 1oler-
ated allografts and was not observed in syngeneic grafts or in
chronically rejected allografis. The basal expression of CLEC-1
protein in ECs of syngeneic grafts may be too low to he detected.
We previously demonstrated also the specific expression of heme
oxygenase-1, iducible NO synthase, and 1DO by ECs of graft
vessels in tolerated allografts and an interplay between graft ECs
und regulatory CD4CD257 T cells for the expression of these
cvtoprotective molecules and the establishment of long-term tol-
erance (X, 1), We showed herein in vitro that alloantigen-induced
regulatory CD47CD25" T cells enhanced the expression af
CLEC-1 in donor-type ECS and that this induction. us for 1DO.
required cell contact. Furthermore, we showed in vivo that follow-
ing transfer, alloantigen-induced regulatory CD4"CD25" T cells
were able to increase CLEC-1 expression in the ECs of the new
donor-type gratt. These data demonstrate that alloznugen-induced
regulatory CD47CD25" T cells that accumulate at the graft site
enhance locally the expression of CLEC-1 in APCs and that this
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induction requires cell contact and is Ag-specific, As for IDO, the
induction of high levels of CLEC-1 expression in graft ECs may
play a role in allograft wlerance (10},

We demonstrated in vitro that CLEC-1 on DCS alters the effec-
tor CD4" T cell response by decreasing Th17 differentiation and
favoring the regulatory Foxp3 " CD4" T cell pool, However, we
did not retricve this effect with purified CD47CD25 T cells. and
no effect was observed oa proliferation of regulatory CD4°CD25 "
T cells. Therefore, these data suggest that this effect was not due
10 a direct effect of CLEC-1 on Thi7 differentiation of naive
CDA"CD25™ T cells, but rather may be due to the suppression
mediated by regulatory CD47CD25" T cells. Aliernatively,
CLEC-1 triggering on DCs by regulatory CDATCD25™ T ¢ells
may modulate DC function to in tum decrease Th17 differentia-
tion, It has been shown that 1L-6 renders CD47CD25™ T cells
resistant to the suppression mediated by regulatory CD4 "CD25"
T cells and that IL-6 blocks the differentintion of regulatory
CD4"CD25™ T cells (26, 27). However, we did not observe a
moditication of IL-6 or TGES ¢xpression in the MLR in the ab-
sence of CLEC-1 triggering, suggesting that the shifting in the
balance between effector and regulatory T cell numbers is due o
other factors.

Additonally, we found that CLEC-1 expression in tolerated al-
lografts was associated with a low expression of 1L-17 und the
presence of numerous regulatory Foxp3 ' CD4 "CD25" T cells that
accumulate at the graft site (8. 10).

Taken together, these data suggest that in tolerated atlografis,
CLEC-1 expressed by myeloid cells and ECs is enhanced by reg-
ulatory T cells to, in turn, moderate allogeneic Th17 response. In
this regard. the paired immunoreceptors PIR-B (ortholog of 1LT3
and TLT4 in human) have clearly been shown to be induced by
regulatory CDR"CD28 ™ T cells in DCs and ECS and 10, in turn.
generate the expansion of regulatory CD47CD25™ T cells (28),
PIR-B has also been shown to be highly expressed by ECs from
tolerated allografts in a rat model of allograft wierance that in-
volved regulatory T cells (29).

The regulation of allogencic Thi7 response mediated in part by
overexpression of CLEC-1 by myeloid cells and ECs may con-
tribute to long-term tolerance and prevention of chronic rejection.
Indeed, 1t has recently be shown that human ECs can directly ac-
tivate allogeneic memory T cells woward production of TL-17, and
that IL-17-producing CD4" ThI7 T cells contribute o allograft
rejection and vasculopathy in a established experimental model of
chronic rejection (30, 31). Interestingly. we also observed that
CLEC-1 acts directly on CD4'CD25 T cells for the expression
of IL-13, suggesting also a role for CLEC-1 in Th2 ditferentiation,

We showed herein for the (st tme that as for many C-type
lectin receptors expressed on myeloid cells, CLEC-1 is involved in
the medulation of T cell wetivation. For example. DCAL-2 1rig-
gering has heen shown to alter eytokine prdluction by DCs and
thereby to regulate the quality of downstream T cell activation (32,
33). DCAL-1 has been deseribed to act as a T cell costimulatory
molecule, which skews CD47 T cells toward a Th2 response by
enhancing their seeretion of 1L-4 (34), Dectin-1, an activating re-
ceptor, is shown to promote the activation of DCs o instruct the
differentiation of 1L-17-producing effector CD4™ T cells und
CD8" CTLs and to convert regulatory CD47CD23" T cells into
IL-17 producer cells (2. 7, 35). Morcover. AICL receptor ex-
pressed on myeloid cells and NKp3( expressed on NK and mem-
ory CDS" T cells are both activating C-type lectin-like receptors
interacting with each other, and their motual engagement promotes
reciprocal activation and cytokine refease at sites of inflammation
(36). CLEC-1 wriggering may modulate directly activation of the
DCs and ECs and/or give a regulatory signal 10 T cells,
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In conclusion, we demonstrate for the first time that CLEC-1,

identified in a model of tolerance and expressed by myeloid cells
and ECs, s increased by immunoregulatory mediators and acts as
a regulatory receptor able to alter T cell response. Therefore,
CLEC-1 may be a useful target 1o modulate immune responses
towird protective immunity or tolérance induction.
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3. Discussion

Grace aux puces a ADN, I'équipe a identifié CLEC-1 comme étant surexprimée dans
les allogreffes tolérées. Nous avons confirmé, par RT-PCR quantitative, la surexpression de
CLEC-1 dans les allogreffes tolérées a long terme par comparaison a des allogreffes
présentant des signes de rejet chronique ou des greffes syngéniques.

Nous avons aussi regardé l'expression de CLEC-1 dans un autre modele de
tolérance développé dans le laboratoire. Il s’agit d’'un modéle de transplantation rénale dans
lequel la tolérance est induite par un anticorps anti-Classe Il du donneur (Degauque et al.
2006). De maniére intéressante, nous avons aussi observé une surexpression de CLEC-1
dans ce modele de tolérance par rapport a des greffes rénales syngéniques. La
surexpression de CLEC-1 dans plusieurs modéles de tolérance a l'allogreffe montre que
CLEC-1 n’est pas une molécule spécifigue de notre modeéle de tolérance induite par le LF15-
0195 et suggere un réle de CLEC-1 dans les mécanismes régulateurs.

CLEC-1 a été précédemment décrite chez 'lhomme comme étant exprimée dans les
poumons et par les cellules endothéliales et dendritiques (Colonna et al. 2000; Sobanov et
al. 2001). Pour la premiére fois chez le rat, nous avons démontré une forte expression de
CLEC-1 par les cellules myéloides immatures et & un niveau moindre par les cellules
endothéliales. Aucune expression de CLEC-1 n’a été observée dans les cellules T. Le profil
d’expression de CLEC-1 chez le rat est donc en accord avec celui précédemment décrit
chez 'homme. Grace a un anticorps polyclonal que nous avons généré, nous avons montré
gue CLEC-1 était exprimée a la membrane des cellules myéloides et endothéliales.

Dans les allogreffes tolérées, nous n’avons observé aucun comarquage de CLEC-1
avec un marqueur de cellules T, confirmant les résultats obtenus par RT-PCR quantitative.
Cependant, nous avons constaté une expression de CLEC-1 par des groupes de cellules
myéloides et par les cellules endothéliales des vaisseaux. Par ailleurs, I'expression de
CLEC-1 dans les cellules endothéliales n’a pas été observée sur des coupes de greffons en
rejet chronique ou syngéniques démontrant que I'expression de CLEC-1 par ces cellules est
spécifique au modeéle de tolérance a l'allogreffe cardiaque et rénale.

De facon intéressante, nous avons démontré que I'expression de CLEC-1 est
diminuée par des stimuli inflammatoires tels que le LPS, I'IFNy et le Poly I:C alors que des
molécules tolérogénes comme I'lL10 et le TGFB augmentent I'expression de CLEC-1 et
rendent les cellules résistantes a la diminution de CLEC-1 induite par le LPS. Ces résultats
suggerent un réle important de CLEC-1 dans la régulation de la réponse immunitaire.

Nous avons précédemment montré une expression spécifique d’IDO, HO-1 et iINOS

dans les cellules endothéliales des vaisseaux des allogreffes tolérées ainsi qu'une
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coopération des cellules régulatrices T CD4°'CD25" avec les cellules endothéliales pour
induire I'expression de ces molécules et permettre I'installation d’une tolérance a long terme
(Heslan et al. 2006; Thebault et al. 2007). Dans cette étude, nous avons montré que les
cellules régulatrices T CD4'CD25" d’animaux tolérants mais pas celles d’animaux naifs
augmentaient in vitro I'expression de CLEC-1 dans les cellules endothéliales du méme
haplotype que le donneur. L’effet des cellules Treg sur les cellules endothéliales nécessite
un contact entre ces deux populations cellulaires, comme pour IDO. De plus, nous avons
montré in vivo que le transfert de cellules T CD4" d’animaux tolérants permet I'induction de
'expression de CLEC-1 spécifiguement dans les cellules endothéliales de la greffe. Nous
n‘avons observé aucune expression de CLEC-1 dans les cellules endothéliales suite aux
transferts de cellules T CD4" d’animaux tolérants ou de naifs a des receveurs de greffes
syngéniques, démontrant I'allospécificité de cette induction. La forte expression de CLEC-1
dans les cellules endothéliales du greffon pourrait, comme pour IDO, jouer un rble dans la
tolérance.

Afin d’étudier la fonction de CLEC-1, nous avons utilisé des stealth siRNA non
chevauchants. Ces siRNA ont été décrit comme étant moins immunogénes et induisant une
inhibition plus stable dans le temps (Klatt et al. 2007). Nous avons d’abord vérifié la bonne
inhibition de I'expression de CLEC-1 avec ces siRNA. Pour cela, nous avons transfecté des
BMDC pendant 48h et nous avons obtenu une inhibition de I'expression de CLEC-1
supérieure a 80% avec deux des trois siRNA par rapport au siRNA contréle. L’étude de
I'effet de I'inhibition de CLEC-1 dans les BMDC avec les siRNA, nous a permis de montrer
gue CLEC-1 ne modifiait pas le phénotype de ces cellules (Classll, CD80 et CD86), ni leur
sécrétion de cytokines induite par le LPS (IL6, IL12p70 et IL10). Ce résultat pourrait étre du a
'absence de liaison de CLEC-1 avec son ligand (non exprimé par les BMDC) et donc a
'absence de signalisation intracellulaire. Afin d’étudier l'effet de CLEC-1 sur la réponse
lymphocytaire, nous avons réalisé des réactions lymphocytaires mixtes avec des BMDC
matures (stimulées par le LPS) transfectées avec les siRNA spécifiques de CLEC-1 ou
contrble et des cellules T spléniques. De maniére intéressante, nous avons observé in vitro
que CLEC-1 dans les BMDC altére la réponse des cellules T CD4" allogénique en diminuant
la différenciation des cellules Th1l7 et en augmentant le nombre de cellules régulatrices T
CD4"CD25"Foxp3*. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises afin d’expliquer ce résultat.
En effet, linhibition de I'expression de CLEC-1 pourrait soit directement augmenter la
différenciation des cellules T naives en cellules Th17, soit diminuer le nombre de cellules
régulatrices T CD4"CD25 Foxp3”, soit permettre la conversion des cellules T régulatrices en
cellules effectrices Th17. Pour tester ces hypothéses, nous avons purifié des cellules T
CD4'CD25" et CD4'CD25 que nous avons mis en culture avec les BMDC matures

transfectées. Malheureusement, nous n’avons observé ni de modification de Ila
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différenciation des Th17 avec des cellules T CD4°CD25, ni de différence de prolifération des
cellules T CD4'CD25" purifiées. Nous pouvons donc penser que l'effet observé avec les
cellules T totales n’est pas du a une conversion des cellules Treg en cellules Th17, ni & un
effet direct sur la différenciation des Th1l7 mais plutot a une diminution de la capacité
suppressive des cellules T régulatrices ce qui permet I'expansion des cellules Th17. Une
autre hypotheése serait que la liaison de CLEC-1 avec son ligand sur les cellules T
régulatrices modifierait la fonction des cellules dendritiques qui en retour diminuerait la
différenciation des Th17.

Une cytokine clé dans la différenciation des cellules Th17 et Treg Foxp3® est I'lL6. En
effet, des équipes ont montré que I'lL6 apportait aux cellules T effectrices CD4"CD25  une
résistance a la suppression des cellules Treg (Pasare and Medzhitov 2003) et que I'lL6
empéchait la différenciation en cellules Treg (Bettelli et al. 2006). Cependant, nous n’avons
retrouvé aucune modification d’expression de cette cytokine dans les cultures in vitro,
suggérant I'action de d’autres facteurs dans la régulation de la balance Teff/Treg. D’autres
récepteurs de la famille de CLEC-1 ont été décrits comme étant impliqués dans la
modulation de la réponse T. En effet, Dectin-1 qui est un récepteur activateur, induit
I'activation des cellules dendritiques favorisant la différenciation des cellules T CD4" en Th17
(Levings et al. 2005) et des cellules T CD8" en cellules cytotoxiques (Leibundgut-Landmann
et al. 2008). Dectin-1 a aussi été montré comme induisant la conversion des cellules T
régulatrices en Th1l7 (Osorio et al. 2008). Par conséquent, la régulation de la réponse
allogénique des cellules Thl7 par la surexpression de CLEC-1 dans les cellules
endothéliales et dendritiques pourrait contribuer a l'installation d’une tolérance a long terme
et ainsi prévenir du rejet chronique. En effet, il a été montré que les cellules endothéliales
humaines pouvaient par l'intermédiaire de I'lL1a activer la production d’IL17 et que les
cellules Thl7 participaient au rejet de la greffe dans un modeéle expérimental de rejet
chronique (Rao et al. 2008).

De maniéere intéressante, lors des MLR réalisées avec les cellules T totales et les
cellules T CD4'CD25 purifiées, nous avons observé une diminution de I'expression de
'lL13, cytokine spécifique des cellules T de type Th2, lorsque CLEC-1 était inhibé dans les
BMDC par rapport au siRNA contréle. Ces résultats démontrent un effet direct de CLEC-1

sur la différenciation des cellules T effectrices en Th2.

Ce travail nous a permis de mieux caractériser la molécule CLEC-1. En effet, nous
montrons, pour la premiére fois chez le rat, que CLEC-1 est surexprimée dans les allogreffes
tolérées par rapport aux allogreffes présentant des signes de rejet chronique et aux greffes
syngéniques. Nous avons aussi démontrons que CLEC-1 est exprimée par de nombreuses

cellules myéloides et les cellules endothéliales des vaisseaux dans les greffons tolérés. De
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plus, son expression est augmentée par des médiateurs tolérogénes (IL10 et TGFB) mais
aussi par les cellules Treg CD4°'CD25". L’étude de la fonction de CLEC-1 nous a permis de
montrer que CLEC-1 agit comme un récepteur inhibiteur capable de réguler la réponse
effectrice Th17 par un effet sur les cellules Treg. L’ensemble de ces résultats suggére que
CLEC-1 pourrait étre utilisée comme outil thérapeutique dans le contexte de la

transplantation ou de I'autoimmunité.

4. Perspectives

4.1. Chezle rat

Peu de chose étant connue sur la molécule CLEC-1 et peu d’outils étant disponibles,
nous avons commencé a générer une protéine de fusion comprenant le domaine
extracellulaire de CLEC-1 de rat couplé a un fragment Fc 1gG2 murin (48kDa) muté sur 3
acides aminés afin d’éviter la fixation de la protéine de fusion sur les récepteurs Fc présents

sur les CPA et la fixation au complément (Figure 14).

CLEC-1Fc protein

Extracellular

domain {
. ‘ 3
TM domain { e
Intracellular | murin Fe fragment
domain ‘l 2 mutated

Figure 14 : Schéma de la construction de la protéine de fusion.

Nous avons intégré cette construction dans un vecteur pFUSE contenant le peptide
signal de sécrétion de I'lL2 puis nous avons transfecté des cellules COS (clones transitoires)
ou des CHO (clones stables). La vérification de la bonne production de notre protéine de
fusion a été faite par Western blot en condition non réduite a I'aide d’'un anticorps anti-Fc.
Nous observons une bande d’environ 100 kDa correspondante a la protéine de fusion sous
forme dimérique (Figure 15). En effet, une IgG fonctionnelle est sécrétée sous forme

d’homodimére reliée par des ponts disulfures.
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Figure 15 : Etude de I’expression de la protéine de fusion dans les clones stables et
transitoires par Westen blot

L’espression de la protéine de fusion CLEC-1-Fc a été quantifiée par la technique de Western Blot en
condition dénaturée dans les surnageants de cellules COS (clones transitoires) transfectées (+) ou
non (-) et des CHO (clones stables) transfectées.

La prochaine étape pour I'obtention de la protéine de fusion est la purification des
IgG2 sur colone de sépharose. Une fois produite en grande quantité, cette protéine de fusion
pourra nous permettre de déterminer les cellules qui porte le ligand de CLEC-1 par
cytométrie de flux. L'identification du ligand se fera par immunoprécipitation de la protéine de
fusion avec un lysat de cellules spléniques, suivi d’'un gel 2D et du séquencage par
spectrométrie de masse. Cette protéine nous permettra aussi de bloquer in vitro et in vivo
l'interaction de CLEC-1 avec son ligand afin de confirmer les résultats obtenus avec les
siRNA (forme soluble antagoniste) et d’étudier I'effet dans des systémes d’'immunisation ou
sur l'induction de tolérance en transplantation.

L’équipe a aussi pour but de générer un anticorps monoclonal anti-CLEC-1 de rat qui
permettra d’analyser l'expression de CLEC-1 par cytométrie de flux. Par ailleurs, cet
anticorps pourra aussi permettre de déterminer la fonction de CLEC-1 sur les cellules

dendritiques et endothéliales en servant d'agoniste.

4.2. Chez la souris

L'étude de CLEC-1 dans le modeéle souris est nécessaire afin d’approfondir la
fonction et les mécanismes d’action de CLEC-1. En effet, plus d’outils sont a notre
disposition chez la souris.

Pour commencer, nous avons confirmé I'efficacité de nos siRNA sur des BMDC de
souris, car deux siRNA sur les trois cross-matchent parfaitement avec le CLEC-1 de souris.

Nous avons obtenu une trés forte inhibition de CLEC-1 avec ces siRNA (Figure 16).
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Figure 16 : Expression de ’ARNm de CLEC-1 dans des BMDC de souris transfectées
avec les siRNA CLEC-1 et le siRNA contréle.

Les BMDC ont été obtenues par culture de la moelle osseuse de souris en présence de GMCSF
durant 8 jours. Au 8™ jour de culture, 2x10° BMDC adhérentes ont été transfectées avec de la
lipofectamine et le siRNA contrble ou les siRNA spécifiques de CLEC-1 pendant 48h. Les ARN totaux
ont ensuite été isolés et analysés par RT-PCR quantitative pour I'expression de CLEC-1. L’expression
a été normalisée en fonction de 'HPRT et est exprimée en unité arbitraire (AU).

L’équipe utilisera ensuite ces BMDC transfectées dans des réactions lymphocytaires
mixtes (MLR) pour étudier I'effet de CLEC-1 sur la différenciation Thl, Th2, Th17 et Treg par
FACS intracellulaire. Pour cela, ils utiliseront les souris transgéniques possédant des cellules
T transgéniques spécifiques du peptide de I'ovalbumine (OT-I pour les T CD8" et OT-Il pour
les T CD4"). lls pourront ainsi analyser de fagon plus précise I'expression de I'lL17, I'lL10,

I'IFNy et le Foxp3 par FACS intracellulaire.

4.3. Chez ’homme

Afin de savoir si CLEC-1 pourrait étre un bon outil prédictif ou diagnostic de la
tolérance ou du rejet chronique, nous avons regardé I'expression de CLEC-1 dans le sang

d’animaux naifs, en rejet chronique ou tolérants (Figure 17).

7

CLEC-1 mRNA expression

0~

naif 1A DSTJ100 LF J100

Figure 17 : Expression de CLEC-1 dans le sang de rats greffés.

Le sang d’animaux naifs, d’animaux ayant des allogreffes avec des signes de rejet chronique (DST) et
d’animaux tolérants (LF) 100 jours apres la transplantation, a été prélévé par ponction cardiaque.
L’ARN des cellules du sang a ensuite été isolé et analyser par RT-PCR quantitative pour I'expression
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de CLEC-1. L’expression a été normalisée en fonction de 'HPRT et est exprimée en unité arbitraire
(AU).

Malheureusement, I'expression de CLEC-1 n’est pas diminuée dans le sang de rats
greffés en rejet chronigue mais au contraire, augmentée par rapport aux rats naifs et
tolérants. Il ne semble donc pas que CLEC-1 soit un marqueur sanguin prédictif de la
tolérance. Il serait cependant intéressant de regarder I'expression de CLEC-1 dans le sang
et les biopsies de patients tolérants et en rejet chronique. Pour analyser I'expression de
CLEC-1 dans les biospsies et plus particulierement dans les cellules endothéliales, I'équipe

pourra utiliser un anticorps monoclonal anti-CLEC-1 commercialisé par R&D system.

L’équipe souhaite aussi générer une protéine de fusion chez 'homme afin de
confirmer les résultats que nous obtiendrons chez le rat (identification du ligand, test in

vitro...).

Pour finir, 'équipe déterminera s’il existe une forme soluble de CLEC-1, comme pour
Lox-1 (Biocca et al. 2008) obtenue par épissage alternatif ou par clivage des protéases.
Cette forme soluble pourrait étre dosée dans le sang des patients et pourrait servir de
biomarqueur de la tolérance ou du rejet chronique. Nous avons d’abord analysé par PCR les
différents transcrits alternatifs possibles présents chez le rat, cependant nous n’avons pas
observé de transcrits solubles (absence du domaine transmembranaire) chez le rat.

Toute ces études chez 'homme permettront peut étre un jour l'utilisation de CLEC-1

comme outils thérapeutique ou diagnostic en transplantation.

IV.Schéma récapitulatif des mécanismes réqulateurs dans le
modéle de tolérance induite par le LF15-0195

La figure 18 propose un essai de synthése des différentes données acquises par
I'étude des nouveaux médiateurs er des mécanismes impliqués dans le modéle de tolérance
induite par le traitement LF15-0195.
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Figure 18 : Schéma des mécanismes impliqués dans la tolérance induite par le
traitement LF15-0195.
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B.Modéle de tolérance a [l’allogreffe cardiaque par
’administration de cellules dendritiques immatures
syngéniques et un traitement immunoSuppresseur sous-
optimal avec le LF15-0195

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse
immunitaire, capables d’induire I'activation du systéme immunitaire mais aussi la tolérance
envers les antigénes qu'elles présentent. Les propriétés tolérogenes des cellules
dendritiques ont conduits différents groupes a étudier leur capacité a moduler les réponses
envers les allogreffes.

L’injection, plusieurs jours avant la transplantation, de cellules dendritiques du méme
haplotype que le donneur dérivées de la moelle osseuse (BMDC) immatures (Fu et al. 1997;
Lu et al. 1997) ou de sous-populations de cellules dendritiques spléniques spécialisées
immatures ou matures (O'Connell et al. 2002) a permis de moduler la réactivité anti-donneur
et de prolonger la survie de greffe chez la souris. D’autres approches sont basées sur la
présentation des antigénes du donneur dans le contexte du CMH du receveur.
L’administration de cellules dendritiques du receveur préalablement chargées avec les
antigénes du donneur a aussi montré des effets bénéfiques sur la survie de la greffe
(Garrovillo et al. 1999; Ali et al. 2000; Garrovillo et al. 2001; Turnquist et al. 2007).

De plus, une étude chez des volontaires sains a montré que linjection de cellules
dendritiques immatures chargées avec un peptide allogénique permet in vivo une inhibition
spécifique de la fonction des cellules effectrices spécifiques du peptide (Dhodapkar et al.
2001).

Depuis quelques années, notre équipe s’est intéressée a étudier chez le rat I'effet de
'administration de BMDC immatures syngéniques sur la survie d’allogreffe cardiaque (Beriou
et al. 2005; Peche et al. 2005).

. Les avantages des stratégies basées sur l’administration de
cellules dendritigues autologues

Les stratégies thérapeutiques basées sur I'administration de cellules dendritiques
autologues présentent de nombreux avantages. Tout d’abord, contrairement aux cellules
dendritiques du donneur, les cellules dendritiques autologues ne sont pas reconnues et donc
pas détruites par des réponses allospécifiques. D’'un point de vue thérapeutique, ces cellules

peuvent étre utilisées en clinique dans des protocoles de transplantation & partir de cadavre.

98



Résultats — Modele BMDC et LF15-0195

En effet, sauf dans le cas de greffe entre donneur vivant, le donneur n’est pas connu avant la
transplantation. Les stratégies basées sur l'injection de cellules dendritiques allogéniques,
plusieurs jours avant la transplantation, sont donc tres difficilement réalisables. En revanche,
'administration de cellules dendritiques syngéniques serait tout a fait envisageable. Ainsi, les
cellules dendritiques pourraient étre préparées a partir d’'un échantillon de la moelle osseuse

ou du sang des patients, puis congelées et administrées au moment de la greffe.

Il. Résultats préalablement acquis et objectifs de I’étude

1. Génération des BMDC

La génération des BMDC immatures se fait selon une méthode de culture de la
moelle osseuse avec de faibles doses de GMCSF et d’IL4, mise au point par notre équipe
(Peche et al. 2005). Aprés 8 jours de culture, deux sous populations sont obtenues, I'une
adhérente et l'autre surnageante. L'analyse phénotypique de ces deux populations a permis
d’identifier la population surnageante comme étant des cellules dendritiques matures
exprimant fortement les molécules du CMH de classe Il et la grande majorité expriment B7.2.
La population adhérente a été décrite comme immature exprimant faiblement les molécules
du CMH de classe Il et n’exprimant pas B7.2 (Peche et al. 2005). Ces cellules ont ensuite
été caractérisées du point de vue de leur capacité stimulatrice. Ainsi, les BMDC
surnageantes sont capables de stimuler les cellules T a faible concentration de BMDC, alors
gue les cellules adhérentes sont de faibles cellules stimulatrices (Peche et al. 2005)

2. Monothérapie avec les BMDC immatures syngénigues

L’équipe a montré que l'injection de 7 millions de BMDC immatures de I'haplotype du
receveur en intra-veineuse, la veille de la greffe, induit une prolongation de survie de 22,5
jours par comparaison a 6 jours sans traitement (Peche et al. 2005). Dans notre modeéle, les
BMDC syngéniques ne sont pas chargées in vitro avec des antigénes du donneur avant le
transfert.

Cette prolongation de survie est accompagnée d’une forte inhibition de la production
d’anticorps anti-donneur. De plus, cing jours aprés la greffe, les splénocytes des receveurs
traités avec les BMDC proliferent peu en présence de CPA du donneur. Cependant, cette
inhibition de prolifération est aussi observée apres stimulation avec la Concanavaline A,
suggérant un effet non spécifique du traitement avec les BMDC immatures (Peche et al.
2005).
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3. Bithérapie avec les BMDC en combinaison avec le LF15-0195

L’administration des BMDC immatures syngéniques ne permettant pas d’induire une
survie définitive du greffon, I'équipe a tenté d’améliorer ce protocole afin d’induire une
tolérance a lallogreffe. lls ont ainsi montré que linjection de 7x10° de BMDC immatures
syngéniques en combinaison avec le LF15-0195 a une dose sous optimale (1,5mg/kg, 10
jours, intrapéritonéale) a des effets synergiques importants et induit une acceptation
définitive du greffon chez 92% des receveurs (Figure 19).

Coeur LEW.1W

(RT1.u)
’ ~ v
, = J --------- » Rejet (6.3 jours)
i ; ; » Survie
Receveur LEW.1A J-1 JO J9o >100 jours
(RT1.a) T LF15-0195
BMDC (1,5 mg/kg)
immatures

syngéniques
LEW.1A (7x105)

Figure 19 : Acceptation définitive du greffon avec I'injection de BMDC immatures
syngéniques, la veille de la greffe, en association avec le LF15-0195 en dose sous-
optimale.

La veille de la transplantation d’un cceur allogénique LEW.1W, le receveur LEW.1A regoit une
injection en intraveineuse contenant 7 millions de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse
(BMDC) immatures syngéniques (LEW.1A). Contrairement aux receveurs contrdles injectés avec du
PBS, qui rejettent la greffe en 6,3 jours, les receveurs traités avec les BMDC en combinaison avec un
court traitement sous optimal de 10 jours avec 'immunosuppresseur LF15-0195 présentent une
prolongation de la survie définitive du greffon.

Chez ces receveurs tolérants, les greffes de peau de méme haplotype que le
donneur sont acceptées mais les greffes de peau de tierce partie sont rejetées prouvant que

la tolérance est spécifique du donneur (Beriou et al. 2005).
Le transfert de cellules spléniques d’animaux tolérants a des receveurs irradiés induit

une prolongation indéfinie de la survie du greffon démontrant la présence de cellules

régulatrices dans la rate (Tableau I).
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Cellules injectées Irradiation n Survie greffe
(150x1068, i.v., JO) (3 Grays, J-2) (Médiane)
Pas de cellules - n=8 6 jours
Pas de cellules + n=5 7 jours
Splénocytes + n=6 > 100 jours
“iBMDC-LF"

Tableau | : Effets du transfert des splénocytes des receveurs tolérants "BMDC-LF" sur
la survie d’allogreffe.

lls ont aussi démontré qu'’in vivo, le LF15-0195 n’agit pas en augmentant la survie ou
la prolifération des BMDC injectées mais en diminuant I'expression des molécules du CMH
de classe Il, de B7.2 et de CD40, suggérant que le LF15-0195 diminue la maturation des
BMDC. L’inhibition de la maturation des cellules dendritiques par le LF15-0195 a été
précédemment montrée chez la souris (Min et al. 2003b) et caractérisée au niveau
moléculaire comme impliquant un blocage de la voie NF-kB (Yang et al. 2003b). De plus, il a
été montré chez la souris que le LF15-0195, en combinaison avec un anti-CD45RB, pouvait
favoriser la génération de cellules dendritiques immatures tolérogénes (Min et al. 2003b).

Dans cette étude, nous avons voulu mieux comprendre les mécanismes d’induction
de la tolérance dans ce modéle de bithérapie. Nous avons donc essayé de déterminer les

mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans l'induction de tolérance.

lll. Résultats obtenus

1. Détermination de la localisation des BMDC injectées

Afin de déterminer le principal organe vers lesquel les BMDC migrent aprés leur
injection, nous les avons préalablement marquées avec de la PKH-26 selon le protocole
décrit par Péche et al. (Peche et al. 2005) permettant ainsi leur suivi in vivo aprés injection.
Le greffon et les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions) de plusieurs receveurs
traités avec les BMDC et le LF15-0195 tolérants (je nommerai ces animaux tolérants par la
suite) ont été récupérés cing jours apres la transplantation. Des coupes de ces organes ont
ensuite été réalisées et 'analyse a été effectuée par microscopie confocale (Figure 20).
Nous n’avons pas retrouvé de BMDC marquées a la PKH-26 (rouge) dans la greffe et les

ganglions lymphatiques (Figure 20A et 20B). Cependant, 5 jours aprés la transplantation, la
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pulpe rouge de la rate des animaux tolérants est I'endroit ou les BMDC migrent apres leur
injection (Figure 20C et 20D). La rate des animaux tolérants semble donc étre un organe
privilégié pour étudier les mécanismes régulateurs responsable de la tolérance dans notre

modele.

Figure 20 : Localisation, cing jours apreés la greffe, des BMDC injectées marquées a la
PKH26.

Les marquages ICH sont réalisés sur des coupes de cceur greffé (A), ganglions mésentériques (B) et
de la rate (C et D). Le marquage rouge représente les BMDC marquées avec la PKH-26 in vitro avant
l'injection par voie intraveineuse, la veille de la greffe. Le marquage vert correspond aux cellules T.
Images A, B et C . grossissement x430. L’image D est un grossissement de l'image C. Les fleches
indiquent les BMDC et les tétes de fleches indiquent la zone de cellules T. Les images sont
représentatives de 3 expériences indépendantes.

2. Etude des médiateurs tolérogénes exprimés dans la rate des animaux
tolérants

2.1. Analyse au niveau de ’ARNm

Afin de déterminer si des molécules tolérogenes étaient exprimées dans notre
modele de tolérance, nous avons analysé dans la rate d’animaux tolérants et d’animaux
contrbles (naifs, en rejet, traités avec les BMDC seules ou le LF seul en dose sous-
optimale), I'expression de différentes cytokines (IFNy, EBI3, IL12p40, 1L12p35, IL27p28,
IL10), 'enzyme immunosuppressive IDO et du facteur de transcription Foxp3 (Figure 21).
De facon intéresante, I'expression d'une seule cytokine, I'lFNy, est significativement
augmentée dans la rate des animaux tolérants par rapport a tous les groupes contrdles
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). La molécule EBI3 est quant a elle significativement
augmentée chez les animaux tolérants par rapport seulement aux traitements LF seul et
BMDC seules (*p<0.05). L’'augmention d’expression de 'ARNm de ces deux molécules n’a
cependant pas été retrouvée dans les greffons des animaux tolérants (données non
montrées), confirmant que la rate est, dans notre modéle I'organe privilégié pour étudier les

mécanismes régulateurs.
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Figure 21 : Profil d’expression de ’ARNm de différentes cytokines dans la rate, cing
jours apres la transplantation.

L’expression de 'ARNm de I'lFNy a été analysée par RT-PCR quantitative dans la rate d’animaux
ayant recus une greffe cardiaque syngénique (E3), greffe allogénique non traités en rejet (), traités
avec les BMDC (E3), traités avec le LF15-0195 () et traités avec les BMDC et le LF (tol.) (E&)
prélevées 5 jours aprés la transplantation. L’expression a été normalisée en fonction de 'HPRT et est
exprimée en unité arbitraire (AU). Ces résultats représentent la moyenne de l'expression de ces
molécules sur plusieurs échantillons distincts

2.2. Analyse au niveau de la protéine

Afin de confirmer au niveau protéique 'augmentation de I'expression de 'ARNm de
I'IFNy observée dans la rate des animaux tolérants cing jours aprés la transplantation, nous
avons quantifié cette expression protéique par immunofluorescence a l'aide d’'un anticorps
anti-IFNy sur des coupes de rate. Nous avons observé une augmentation significative du
nombre de cellules exprimant I'lFNy dans la rate d’animaux tolérants par comparaison a la
rate d’'animaux en rejet (*p<0.05) (Figure 22A). De plus, dans la rate des animaux non
traités et tolérants, les cellules IFNy" (marquage vert) sont localisées dans la pulpe rouge et
la zone marginale (Figure 22B). Ces cellules se situent, de maniére intéressante, dans la

méme zone de la rate des animaux tolérants que les BMDC injectées.
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Figure 22 : Profil d’expression protéique de I'lFNy dans la rate d’animaux en rejet et
tolérants, cinqg jours aprés la transplantation.

(A) Quantification des cellules IFNy+ dans la rate d’animaux en rejet ou tolérants, 5 jours aprés la
transplantation grace au system Apotome (confocal-like). 1mm2 par section de tissu a été analysé. 3
sections de tissu par rat et 3 rats différents par condition ont été analysées. (*p< 0.05). (B) Images
confocales representatives du comarquage de I'lFNy (vert) et anti-TCRaf3 (rouge) sur des coupes de
rates d’animaux en rejet ou tolérants, 5 jours aprés la transplantation. Les zones T de la rate sont
indiquées par les tétes de fleche.

3. Etude in vivo du role de I'lIFNy dans I'induction de tolérance

Nous avons précédemment montré que I'expression de I'lFNy était augmentée dans
la rate des animaux tolérants au niveau du transcrit et de la protéine. Nous nous sommes
donc demandé si cette molécule jouait un role dans les mécanismes d’induction de tolérance
dans notre modéle de bithérapie. L'IFNy a longtemps été considérée comme une cytokine
proinflammatoire entrainant une réponse T de type Thl (Boehm et al. 1997; Szabo et al.
2003). Cependant, des études récentes ont montré un role de I'lFNy dans les mécanismes
de tolérance (Sawitzki et al. 2005; Guillonneau et al. 2007; Thebault et al. 2007). Afin de
tester le role de I'lFNy dans notre modele, nous avons bloqué in vivo, chez les animaux
traités avec les BMDC et le LF15-0195, I'expression de I'lFNy a l'aide d’'un anticorps anti-
IFNy neutralisant. De maniére intéressante, la neutralisation de I'IFNy entraine de maniére
significative un rejet de I'allogreffe chez tous les receveurs traités (***p<0.001) (Figure 23).

Tous ces résultats démontrent que I'lFNy joue un rble important dans les mécanismes

d’induction de tolérance chez les animaux tolérants.
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Figure 23 : Effet de I'inhibition de 'IFNy sur I'induction de la tolérance.

Un anticorps monoclonal anti-rat IFNy (clone DB1, IgG1) a été injecté par voir intra-péritonéale du jour
0 (2,5 mg/kg) tous les jours jusqu’au rejet. La survie de la greffe a été surveillée par palpation de la
paroi abdominale et le rejet est défini par la cessation de battements (receveurs non traités n=6,
tolérants n=12 et tolérants + anti-IFNy n=3, ***p< 0.001).
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4. ldentification des cellules exprimant ’IFNy

Afin de déterminer les cellules qui jouent un réle important dans l'induction de
tolérance en sécrétant de I'lFNy, nous avons réalisé des comarquages de I'lFNy avec des
marqueurs de différentes populations cellulaires impliquées dans la réponse immunitaire.
Ces marquages ont ensuite été analysés par microscopie confocale (Figure 24).

Nous avons observé que la quasi-totalité des cellules IFNy" dans la rate des animaux
tolérants étaient TCRaf”. De maniére intéressante, il a été décrit que dans des modéles de
tolérance a I'allogreffe, des cellules régulatrices T CD4" (Sawitzki et al. 2005; Thebault et al.
2007) ou des T CD8" (Guillonneau et al. 2007) expriment I'lFNy qui est important pour la
tolérance. Nous avons donc approfondi la caractérisation du phénotype des cellules
TCRoB IFNy". Cependant, aucun comarquarge n'a été observé entre I'IFNy et le CD4 ou le
CD8. Ce résultat suggére que I'lFNy peut étre sécrété par des cellules T régulatrices double
négative (Zhang et al. 2000) ou des cellules NKT (Bendelac et al. 1997). Cependant, nous
n‘avons constaté aucune expression d’IFNy par des cellules marquées avec le NKRP1,
marqueur des cellules NK. Par contre, dans la rate des animaux en rejet, nous avons
observé une expression de I'lFNy par des cellules TCRaf*CD4".

L’ensemble de ces résultats démontrent que I'lFNy est sécrété dans la rate des
animaux tolérants par des cellules TCRaf*CD4 CD8NKRP1 (DN). Ces cellules ont été
décrites comme sécrétant de I'lFNy (Zhang et al. 2000). Cependant, actuellement aucun réle
fonctionnel n’a été attribué a cette cytokine dans les cellules T DN. En transplantation, ces
cellules T DN ont été décrites comme prolongeant la survie d’allogreffe de peau (Zhang et al.

2000) et de ceeur (Chen et al. 2003b) ainsi que la survie de xénogreffe (Chen et al. 2003a).
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Figure 24 : Identification des cellules IFNy*'dans la rate des animaux en rejet et
tolérants.

Images représentatives de I'analyse immunofluorescente de coupes de rates d’animaux greffés en
rejet (n=3) et d’animaux tolérants (n=6) prélevées 5 jours apres la transplantation, pour I'lFNy (vert) en
comarquage avec le TCR¢f, CD4, CD8 ou NKRP1 (rouge). Les images situées en haut de chaque
groupe correspondent a un grossissement de x630 tandis que celles du bas sont un zoom des images
du haut.

5. Caractérisation des cellules T Double Négative

Afin d’approfondir les mécanismes régulateurs, nous avons étudié plus

particulierement ces cellules T régulatrices DN.

5.1. Etude du nombre de cellules T régulatrices DN dans la rate

Nous avons tout d’abord analysé, par cytométrie de flux, le nombre absolu de cellules
T DN présentes dans la rate d’animaux naifs ou d’animaux greffés en rejet et tolérants, cinq
jours apres la transplantation. Pour cela, nous avons quantifié les cellules qui étaient
TCRop"'CD4' CD8'NKRP1". De maniére intéressante, nous avons montré une augmentation
significative du nombre de cellule T DN dans la rate des animaux tolérants par comparaison

a des rats naifs ou en rejet (*p<0.05, **p<0.01) (Figure 25).

106



Résultats — Modele BMDC et LF15-0195

Absolute numbers of DNT
in spleen (x10%)
-
e

0~

Figure 25 : Nombre absolu de cellules T DN dans la rate, cing jours apres la
transplantation.

Quantification des cellules T Double Négatives (TCRaB 'CD4 CD8'NKRP1) par cytométrie de flux
dans la rate d’animaux naifs (n=5) et d’animaux greffés en rejet (n=7) et tolérants (n=6), 5 jours aprés
la transplantation (*p< 0.05, **p<0.01).

5.2. Etude de la production d’IFNy par les cellules T DN

Afin d’analyser si les cellules T DN issues d’animaux tolérants étaient capables de
produire plus d’IFNy que celles issues d’animaux en rejet, nous avons regardé par cytométrie
de flux la production d’IFNy directement dans la population T DN dans des rates fraichement
préparées. Malheureusement dans ces conditions, nous n’avons pas pu détecter
d’expression de 'lFNy dans les cellules T DN issues directement des animaux. Ceci pourrait
s’expliquer par une faible production d’IFNy et au relargage de la cytokine. Pour pallier a ce
probléme, nous avons restimulé in vitro les splénocytes totaux issus d’animaux tolérants ou
en rejet avec des cellules présentatrices d’antigenes allogéniques pendant trois jours. Pour
amplifier la quantité d’'IFNy présente dans les cellules, nous avons ajouté de la Bréfeldine A
pendant les 4 derniéres heures de la culture pour empécher 'exocytose des cytokines. De
fagon intéressante, nous avons observé une expression d’'IFNy plus importante par les
cellules T DN restimulées d’animaux tolérants par rapport a celles d’animaux naifs ou en
rejet restimulées (Figure 26).

Nos résultats montrent que les cellules T DN sont amplifiées dans la rate de nos
animaux tolérants et qu’elles produisent plus d’'IFNy, que nous avons montré comme étant
nécessaire pour l'induction de tolérance dans ce modéle. Ces résultats suggérent donc un
réle important des cellules T DN dans I'induction de tolérance par I'administration de cellules

dendritiques immatures autologues et une immunosuppression courte.
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Figure 26 : Expression de I'lFNy dans les cellules T DN lors d’une MLR.

Les splénocytes 1A d’animaux naifs, en rejet ou tolérants ont été mis en culture in vitro avec des CPA
1W allogéniques pendant 5 jours. L’expression de I'lFNy a été déterminée par cytométrie de flux dans
la population T DN. Les histogrammes sont représentatifs de 4 expériences indépendantes.

5.3. Caractérisation des mécanismes entrainant la production d’IFNy par les
cellules T DN

5.3.1. Identification des cellules induisant cette production d’IFNy

L’expression de I'lFNy et les BMDC injectées étant localisés dans la méme zone de la
rate et cette cytokine étant produite par les cellules T DN, nous avons supposé que les
BMDC pourraient étre impliquées dans I'expression de I'lFNy par les cellules T DN. Pour
tester cette hypothése, nous avons réalisé in vitro des réactions lymphocytaires mixtes
(MLR) avec des BMDC ou des cellules dendritiques de la rate (SDC) comme cellules
stimulatrices et des splénocytes, en condition syngénique pendant cing jours de culture avec
ajout de la bréfeldine A. La condition syngénigue mime parfaitement la situation présente in
vivo chez nos animaux tolérants, ou les BMDC sont du méme haplotype que le receveur. De
fagon intéressante, les BMDC syngéniques induisent une plus forte production d’'IFNy par les
cellules T DN que les SDC (11,2% versus 1,56%, **p<0.001) (Figure 27A et 27B). Les
BMDC sont donc capables in vitro d’induire la production de I'lFNy par les cellules T DN de
maniéere plus efficace que les SDC, suggérant que les BMDC immatures sont de meilleures
stimulatrices des cellules T DN pour la production d’'IFNy. Cependant, I'effet des BMDC sur

les cellules T DN in vitro est indépendant des alloantigenes.
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Figure 27 : Etude de I’expression de 'IFNy dans les DNT lors d’une réaction
lymphocytaire mixte en condition syngénique.
MLR en condition syngénique réalisées avec des splénocytes issus d’animaux naif 1A mis en culture
pendant 5 jours avec des BMDC 1A ou des cellules dendritiques de la rate (SDC) 1A. L’'expression de
I”IFNy a été évaluée par cytométrie de flux dans la population T double négative (DN). (A) Résultats
représentent la moyenne de I'expression de 'lFNy de 5 expériences indépendantes (***p<0.001). (B)

Histogrammes représentatifs d’une expérience (histogramme violet: culture avec les BMDC,
histogramme vert : culture avec les SDC).

En accord avec ce résultat obtenu in vitro, nous avons observé, par microscopie
confocale, qu’in vivo les BMDC injectées étaient retrouvées de maniere fréquente en contact
étroit avec les cellules T DN dans la rate des animaux tolérants (Figure 28).

BMDC TCRap CD4/CD8/NKRP1 Merge

Figure 28 : Localisation des BMDC-PKH26" injectées et des cellules T DN dans la rate
d’animaux tolérants.

Images représentatives des contacts établis entre les BMDC-PKH26" injectées (rouge) et les cellules
T DN in vivo dans la rate d’animaux tolérants, 5 jours apres la transplantation. Les cellules T sont
marquées par un anticorps anti-TCR amplifi€ par un anitcorps anti-mouse biotinylé et une
streptavidine-Alexa647 (Bleu). Parmi les cellules T, les cellules T DN sont identifiées comme étant
CD4 CD8NKRP1™ (vert) et indiquées par les fleches blanches. 50 cellules BMDC-PKH26" ont été
étudiées chez 3 animaux tolérants différents.

5.3.2. Identification des médiateurs impliqués dans I’'induction d’IFNy

Nous avons ensuite voulu identifier un ou des médiateurs responsables de cette
capacité des BMDC immatures a induire I'expression de I'lFNy par les cellules T DN. Comme

I'lL12 est un fort inducteur d’IFNy dans les cellules T, nous avons étudié in vitro par RT-PCR
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quantitative, I'expression de différents membres de la famille de I'lL12 tels que I'lL27p28,
EBI3, IL12P35 et I'lL12p40 dans les BMDC stimulées ou non par des ligands de TLR
(Figure 29). Parmi les cytokines analysées, seule I'expression d’EBI3 est augmentée de

maniére significative suite a la stimulation des BMDC par le LPS et le Poly I.C (*p<0.05).

L27p28
== [ Medium (n=4)
E3 LPS (n=4)
L12p35 IL12p40
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Figure 29 : Expression de ’ARNm de cytokines membres de la famille de I'lL12 dans
les BMDC stimulées in vitro par des ligands de TLR

Les BMDC ont été obtenues par culture des cellules de la moelle osseuse en présence de GMCSF et
d’IL4 pendant 8 jours. Ces cellules ont ensuite été remises en culture en présence ou non de ligands
de TLR (LPS ou Poly | :C) durant 24h. Les ARN totaux ont ensuite été isolés et analysés par RT-PCR
quantitative pour I'expression de cytokines membres de la famille de I'lL12 (EBI3, IL27p28, IL12p35 et
IL12p40). L’expression a été normalisée en fonction de 'HPRT et est exprimée en unité arbitraire
(AU). Ces résultats représentent la moyenne de I'expression de ces molécules dans 4 échantillons
distincts.

De plus, nous avons précédemment montré que seules les cytokines IFNy et EBI3
étaient augmentées de maniére significative dans la rate des animaux tolérants cing jours
apres la transplantation. Ces résultats suggerent donc qu’'EBI3, comme I'lFNy, pourrait étre
impliqué dans les mécanismes de régulation dans notre modéle. C’est pourquoi, nous avons
ensuite étudié, dans la rate des animaux tolérants a J5, I'expression de cette molécule dans
les BMDC immatures syngéniques injectées. Par microscopie confocale, nous avons montré
qu’environ 30% des BMDC-PKH26" étaient marquées par I'anticorps polyclonal anti-EBI3
(Figure 30). De plus, il a été montré qu’EBI3 formait des homodimeéres (Nieuwenhuis et al.
2002), mais aussi des hétérodiméres avec I'lL27p28 pour former la molécule IL27 (Pflanz et
al. 2002) et avec I'lL12p35 pour constituer la molécule IL35 (Devergne et al. 1997). Nous
avons donc analysé in vivo I'expression de ces deux molécules dans les BMDC-PKH26"
injectées. Aucune expression de I'lL27p28 n’a été détectée, alors qu’une faible expression
d’'IL12p35 a été observée dans la rate des animaux tolérants, mais dans d’autres cellules

que les BMDC injectées (aucun comarquage de la PKH26 avec I'anticorps anti-IL12p35).
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Ces résultats suggérent que dans notre modéle et plus particulierement dans les BMDC
immatures syngéniques injectées, I'EBI3 pourrait agir sous forme d’homodiméres ou

d’héterodimeres pas encore décrits avec d’autres chaines pas encore décrites.

BMDC EBI3 Merge Zoom

BMDC IL12p35 Merge Zoom

Figure 30 : Expression d’EBI3 et d’IL12p35 dans la rate d’animaux tolérants.

La rate d’animaux tolérants traités avec les BMDC marquées a la PKH26 a été prélevée, 5 jours apres
la transplantation. Des coupes de ces rates d’'une épaisseur de 20um ont été réalisées au cryostat.
Images confocales représentatives de I'analyse immunofluorescente des BMDC-PKH26" (rouge) en
comarquage avec un anticorps anti-EBI3 (images du haut) ou un anticorps anti-IL12p35 (images du
bas) (vert). L’analyse a été analysée sur 60 BMDC-PKH26" sur 3 animaux tolérants différents.

L’ensemble de ces données suggére qu’EBI3 produit par les BMDC injectées pourrait
étre un médiateur de la production de I'lFNy par les cellules T DN. Afin de tester cette
hypothése, nous avons réalisé in vitro la méme expérience que précédemment, c'est-a-dire
une MLR en condition syngénique ou nous avons bloqué I'expression d’EBI3 dans la culture
a l'aide d’un anticorps polyclonal anti-EBI3 utilisé & une concentration de 5ug/ml (Figure 31).
De maniére intéressante, nous avons observé une diminution de I'expression d’'IFNy dans les
cellules T DN stimulées par les BMDC et aucune modification avec les SDC comme
stimulatrices (n=5, ***p<0.001).
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Figure 31 : Effet de I'inhibition d’EBI3 (anticorps polyclonal) sur la production d’IFNy
par les cellules T DN.

Une MLR syngéniques de 5 jours a été réalisée comme dans la Figure 27 et I'expression de I'lFNy a
été évaluée dans la population T DN. Un anticorps polyclonal anti-EBI3 ou des IgG de lapin purifiées
ont été rajoutés a la culture avec une concentration finale de 5ug/ml. (A) Résultats représentants la
moyenne d’expression de IlFNy de 3 expériences indépendantes (***p<0.001). (B) Histogrammes
représentatifs d’une expérience.

Dans le but de déterminer si 'EBI3 nécessaire pour I'expression de I'lFNy par les
cellules T DN est bien produit par les BMDC, nous avons transfecté des BMDC avec des
siRNA spécifiques d’'EBI3. Les stealth siRNA utilisés ont la caractéristique d’étre moins
immunogénes et plus stables dans le temps permettant une inhibition prolongée pour
I'utilisation in vivo (Klatt et al. 2007).

Tout d’abord, nous avons testé I'efficacité d’inhibition des siRNA en transfectant des
BMDC immatures pendant cing heures et nous avons observé une forte inhibition de
I'expression d’EBI3 avec les deux siRNA non chevauchants par rapport a un siRNA contréle

universel (Figure 32).
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Figure 32 : Expression d’EBI3 dans les BMDC apres transfection avec les siRNA
spécifiques d’EBI3 ou le siRNA contréle

Les BMDC ont été obtenues par culture de la moelle osseuse de souris en présence de GMCSF et
d’IL4 durant 8 jours. Au 8™ jour de culture, 2x10° BMDC adhérentes ont été transfectées avec de la
lipofectamine et le siRNA contréle ou les siRNA spécifiques d’EBI3 pendant 5h. Les ARN totaux ont
ensuite été isolés et analysés par RT-PCR quantitative pour I'expression d’EBI3. L’expression a été
normalisée en fonction de 'HPRT et est exprimée en unité arbitraire (AU).

Aprés avoir validé l'efficacité de nos siRNA, nous avons réalisé la MLR en condition
syngénique. De facon intéressante, nous avons confirmé la diminution de I'expression d’IFNy
dans les cellules T DN obtenue avec l'anticorps polyclonal anti-EBI3 (n=4, **p<0.01,
***n<0.001) (Figure 33).
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Figure 33 : Effet de I'inhibiton d’EBI3 (siRNA) sur la production d’IFNy par les cellules
T DN.

Une MLR syngéniques de 5 jours a été réalisée comme dans la Figure 27 et I'expression de I'IFNy a
été évaluée dans la population T DN. Les BMDC utilisées comme cellules stimulatrices ont été
transfectées avec le siRNA contrble ou des siRNA spécifique d’EBI3 pendant 5 jours. (A) Résultats
représentants la moyenne d’expression de I'IFNy de 3 expériences indépendantes (**p<0.01,
***n<0.001). (B) Histogrammes représentatifs d’une expérience.
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6. Etude du rble des leucocytes du donneur issus du greffon

Lors de I'analyse de la rate des animaux tolérants, cing jours apres la transplantation,
nous avons constaté la présence de nombreuses cellules présentatrices d’antigéne du
donneur, suggérant un role possible des leucocytes du donneur dans la tolérance. Plusieurs
études ont en effet montré que les leucocytes issus du greffon étaient nécessaires pour
linstallation de la tolérance dans différents modéles (Josien et al. 1998; Ko et al. 1999;
Chiffoleau et al. 2002b). Pour tester cette hypothése dans notre modele, nous avons traité
les donneurs avec une injection unique intra-péritonéale de cyclophosphamide (300 mg/kg),
cing jours avant la greffe afin de dépléter les leucocytes présents dans le greffon. De
maniere intéressante, la déplétion des leucocytes du donneur empéche de maniere
significative linduction de la tolérance par [I'administration des BMDC immatures
syngéniques en combinaison avec le LF15-0195. De plus, l'injection de cellules dendritiques
spléniques du méme haplotype que le donneur, le jour de la transplantation a permis
d’induire une prolongation significative de la survie de l'allogreffe (médiane : 53] vs 20j)
(Figure 34). Ces résultats démontrent un role des cellules du donneur dans l'induction de
tolérance par la voie de présentation allogénique directe, indirecte ou semi-directe en

échangeant des parties de leur membrane avec les BMDC présentes dans la rate.

E71 1 ¥ P
| 4 ; .
o= :
2 754 : koo
= o= :
E 5 i ~a— Tolérants (n=12)
z 50 :L -~ Donneur traité avec cyp /
= H ke receveur BMDCLF (n=6)
© - -
Pl 51 | .
[T L beesocosscocaicocncy A e mmm traité avec
R | cyp/ Receveur(1A)
0 - ~ . . BVDCLF + DC (1W) (r=5)
0 > 50 75 100
Days after transplantation

Figure 34 : Effet des leucocytes du greffon sur la survie de I'allogreffe cardiaque dans
le modéle de tolérance induite par les BMDC et le LF15-0195.

Les donneurs Lew.1W ont été prétraités avec une injection unique de cyclophosphamide (cyp) par
voie intrapéritonéale a une dose de 300mg/kg, 5 jours avant la transplantation. Les receveurs Lew.1A
ont recus une injection de 7x10° de BMDC la veille de la greffe en combinaison avec 10 jours
d’injection de LF15-0195 (1,5mg/kg). Certains receveurs ont recu, en plus, une injection par voie
intraveineuse de 5x10° de cellules de la rate du méme haplotype du donneur, le jour de la greffe.
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7. Etude de nouveaux immunosuppresseurs en combinaison avec les BMDC

En paralléle, I'équipe a testé d’autres immunosuppresseurs en combinaison avec les
BMDC immatures syngéniques, dont la rapamycine. En effet, comme pour le LF15-0195, il a
été montré que la rapamycine inhibe la maturation des cellules dendritiques in vitro et in vivo
(Hackstein et al. 2003). De maniére étonnante, 'administration de la rapamycine par gavage
a partir du jour de la greffe pendant dix jours en association avec les BMDC entraine un rejet
d’allogreffe précoce, sous traitement alors que les traitements avec les BMDC seules ou la
rapamycine seule induisent une prolongation de survie plus importante (médiane : 10j vs 30j

et 24.5j, respectivement) (Figure 35).
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Figure 35 : Survie d’allogreffe cardiaque avec la rapamycine et les BMDC immatures
syngéniques.

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un cceur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6),
traités avec 7x10° BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine
administrée par gavage pendant 10 jours a partir du jour de la greffe, a une dose de 0,4 mg/kg (n=6)
ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine (n=6).

Afin de comprendre les mécanismes entrainant le rejet précoce de l'allogreffe dans la
combinaison BMDC et rapamycine, nous avons tout d’abord étudié I'expression de I'IFNy
dans la rate des animaux a J5, par RT-PCR quantitative. De maniéere intéressante,
I'expression de 'ARNm de I'lFNy dans la rate de ces animaux est fortement diminuée par

rapport aux animaux tolérants (Figure 36).
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Figure 36 : Expression de ’ARNm de I'IFNy dans la rate d’animaux greffés.

L’expression de 'ARNm de I'lFNy a été analysée par RT-PCR quantitative dans la rate d’animaux
ayant recus une greffe cardiaque syngénique (H), greffe allogénique et traités avec les BMDC et le
LF (tol.) (EH) ou traités avec les, BMDC et la rapamycine (E3), prélevées 5 jours aprés la
transplantation. L’expression a été normalisée en fonction de I'HPRT et est exprimée en unité
arbitraire (AU). Ces résultats représentent la moyenne de l'expression de I'IFNy sur plusieurs
échantillons distincts

Dans la bithérapie BMDC et LF15-0195, nous avons aussi montré le rble important
des leucocytes du greffon dans l'induction de tolérance ainsi que la présence de cellules
présentatrices d’antigénes (Classe Il) d’haplotype du donneur dans la rate. Nous avons donc
voulu savoir si les leucocytes du donneur étaient aussi importants et présents chez les
animaux ayant été traités avec les BMDC et la rapamycine. Par microscopie confocale, nous
avons retrouvé des leucocytes du donneur dans le greffon mais pas dans la rate des
receveurs, comme observé chez les animaux tolérants (Figure 37A et 37B). Il a été montré
gue chez les animaux non traités, les CPA du donneur migrent dans la rate des receveurs
dans les premiers jours apres la transplantation (Josien et al. 1998). Ces résultats suggerent
gue dasn notre modele, la rapamycine pourrait inhiber la migration des leucocytes vers la

rate et ainsi empécher l'installation des mécanismes régulateurs
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Figure 37 : Localisation et quantification des leucocytes du donneur chez les
receveurs traités avec les BMDC et la rapamycine.

Des coupes de 20um de cceurs et de rates issus d’animaux traités avec les BMDC-PKH26" (rouge) et
la rapamycine administrée de JO a J10 ont été réalisées au cryostat. Un marquage des leucocytes du
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donneur a été effectué a l'aide du clone Ox3 (vert). (A) Images représentatives du coeur et de la rate.
(B) Résultats représentants la moyenne du nombre de cellules OX3+ dans la rate d’animaux tolérants
et d’animaux traités avec les BMDC et la rapamycine. Analyse effectuée sur 20 coupes issues de 3
animaux différents pour chaque groupe.

Dans le but de déterminer si I'abrogation de l'induction de tolérance dans ce modéle
était due a l'absence de leucocytes du donneur dans la rate, nous avons injectées des
cellules dendritiques spléniques d’haplotype du donneur le jour de la greffe & des receveurs
traités avec les BMDC et la rapamycine. De fagon intéressante, nous avons observé une
prolongation de survie significative par rapport aux receveurs traités avec les BMDC et la
rapamycine (médiane : 22j vs 10j, **p<0.01) (Figure 38). Cependant, nous n’avons pas pu,
par l'injection de ces cellules, obtenir une survie a long terme des greffons. Ceci pourrait
s’expliquer par une différence phénotypique et fonctionnelle des cellules spléniques injectées
et les cellules normalement présentent dans le greffon. Une autre possibilité serait un effet
inhibiteur de la rapamycine sur les capacités d’endocytose et de macropinocytose des
BMDC injectées. En effet, il a été montré in vitro que la rapamycine pouvait inhiber la capture
des antigénes par endocytose et macropinocytose des BMDC de souris (Hackstein et al.
2002).
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Figure 38 : Effet de I'injection de cellules spléniques d’haplotype du donneur sur la
survie d’allogreffes cardiaques de receveurs traités avec les BMDC, la rapamycine.

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un coeur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6),
traités avec 7x10° BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine
administrée par gavage pendant 10 jours a partir du jour de la greffe, a une dose de 0,4 mg/kg (n=6)
ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine (n=6). Certains receveurs traités avec
les BMDC et la rapamycine ont également recu une injection par voie intraveineuse de 5X10° cellules
de la rate du méme haplotype que le donneur, le jour de la transplantation (n=3).

De maniére étonnante, nous avons observé une prolongation de survie
significativement augmentée lorsque la rapamycine était administrée trois jours apres la
transplantation et toujours pendant dix jours par rapport a une administration de JO a J10

(médiane : 32,5j vs 10j, respectivement) (Figure 39). Cette prolongation suggére que les
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leucocytes du donneur présents dans le greffon ont le temps de migrer dans la rate des
animaux receveurs avant 'administration de la rapamycine confirmant ainsi I'inhibiton de la
migration de ces cellules par cet immunosuppresseur. A I'heure actuelle, aucune étude in
vivo, n’a montré d’effet de la rapamycine sur la migration des cellules dendritiques.

Ce modéle de bithérapie avec les BMDC immatures syngéniques et la rapamycine
constitue donc un bon modéle d’étude des mécanismes nécessaires a linduction de

tolérance.
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Figure 39 : Effet de I’'administration de la rapamycine de J3 a J13 avec les BMDC,
injectées la veille de la greffe, sur la survie d’allogreffe cardiaque.

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un coeur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6),
traités avec 7x10° BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine
administrée par gavage pendant 10 jours avec le début de traitement 3 jours aprés la greffe, a une
dose de 0,4 mg/kg (n=4) ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine de J3 a J13
(n=3) ou de JO a J10 (n=6).

IV. Perspectives

Cette étude des mécanismes régulateurs impliqués dans notre modelede tolérance
induite par I'administration de BMDC immatures syngéniques, la veille de la greffe, en
association avec un traitement LF15-0195 sous-optimal, nous a permis de mettre en
évidence un réle important des cellules T DN, de I'lFNy et d’EBI3.

En effet, nous avons montré une migration des BMDC dans la rate des receveurs
ainsi qu’une accumulation de cellules T double négative. Les BMDC ont été montré comme
produisant une cytokine membre de la famille de I'lL12, EBI3, qui induit les cellules T DN a
produire de I'lFNy, permettant ainsi 'installation de mécanismes tolérogénes.

Nous montrons dans cette étude pour la premiére fois in vitro un effet d’'EBI3 sur
'expression d’IFNy. En effet, il a été décrit chez ’homme que I'lFNy in vitro était un inducteur

de I'expression d’EBI3 dans des cellules du muscle lisse de l'aorte (Kempe et al. 2009).
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Dans notre modeéle, une boucle de régulation entre les cellules T DN et les BMDC pourrait
étre envisagée. En effet, les BMDC injectées pourraient sécréter 'EBI3 qui induirait ensuite
les cellules T DN a produire I'lFNy. L’'IFNy ainsi sécrété pourrait en retour stimuler de fagon
plus importante les BMDC a produire EBI3. Afin de tester cette hypothése, nous
envisageons d’analyser in vitro I'expression d’EBI3 dans des BMDC immatures stimuler avec
de I'lFNy au niveau de 'ARNm et de la protéine. L’équipe tentera aussi d’identifier une

chaine qui pourrait se lier a EBI3 et ainsi former un nouvel hétérodimeére.

Nous avons montré que les cellules T DN sécrétent de I'lFNy qui peut participer aux
mécanismes régulateurs. Cependant, ces cellules ont été décrites comme induisant
I'apoptose des cellules T CD8" et CD4" par l'intéraction Fas/FasL (Ford et al. 2002). Nous
allons dons essayer de quantifier 'apoptose présente dans notre modele de tolérance. Pour
cela, nous utiliserons la technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick
End Labelling) sur des coupes de rates d’animaux tolérants en comparaison avec des

animaux traités avec les BMDC et la rapamycine, qui rejettent leur allogreffe sous traitement.

Nous tenterons aussi de mieux caractériser le role des cellules présentatrices
d’antigéne du donneur dans l'induction de tolérance. Pour cela, nous générerons des BMDC
immatures a partir de la moelle osseuse d’animaux (F1) issus du croisement d’'un male
Lew.1W avec une femelle Lew.1A. Ces cellules présenteront donc a la fois les antigénes du
donneur et ceux du receveur. Nous vérifierons que le phénotype et l'effet sur la survie
d’allogreffe de ces cellules hybrides sont équivalents a ceux obtenus avec les BMDC Lew.1A
classiguement utilisées. Nous les injecterons ensuite en combinaison avec le LF15-0195
dans la méme conbinaison de greffe que précédemment (Lew.1W sur Lew.1A) pour vérifier
la survie a long terme des allogreffes. Une fois ces cellules validées dans notre modéle de
greffe, nous traiterons les receveurs avec ces BMDC et le LF15-0195 ainsi que le donneur
d’allogreffe avec la cyclophosphamide. Nous avons montré précédemment que la déplétion
des cellules du donneur entrainait un rejet d’allogreffe a 20 jours en moyenne. Si l'injection
de ces cellules permet de restaurer l'induction de tolérance en absence des cellules du
donneur, nous pourrons en déduire que la présentation des antigenes du donneur par les
BMDC est suffisante pour induire la tolérance. Si ces cellules n'empéchent pas le rejet
d’allogreffe, nous en concluerons que la présentation directe des antigénes du donneur par
les CPA du donneur est nécessaire a la tolérance. Grace a ce modele, nous pourrons ainsi

mieux définir le role des CPA du donneur dans l'induction de tolérance.

A partir de nos résultats encourageants avec les BMDC immatures syngéniques et le

LF15-0195, obtenus chez le rat, nous envisageons d’établir un modéle pré-clinique de
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tolérance a une allogreffe rénale chez le primate par 'administration de cellules dendritiques
immatures autologues avec un traitement immunosuppresseur. Cependant, lors d’essais de
toxicité réalisés chez le primate, 'administration du LF15-0195 en forte dose et de fagon
prolongée a entrainé certains effets secondaires, ce qui rend son utilisation future en clinique
impossible. Nous essaierons donc d’autres immunosuppresseurs utilisés en clinique (le
mycophénolate mofetil, la rapamycine...) en combinaison avec les BMDC chez le rat afin
d’optimiser le protocole. Le modéle le plus performant sera choisi pour étre testé chez le
primate.

L’équipe a mis au point les conditions de culture nécessaires a I'obtention de cellules
dendritiques immatures a partir de la moelle osseuse des primates (Moreau et al. 2008;
Moreau et al. 2009). L’effet de ces cellules couplé a un traitement immunosuppresseur va
donc étre testé dans un modéle d’allogreffe de rein chez le primate. Cette étape préclinique
est nécessaire pour une future utilisation de ces cellules en clinique. En effet, une stratégie
thérapeutique basée sur I'administration de cellules dendritiques autologues présente de
nombreux avantages. Ces cellules ne seront pas détruites pas des réponses allospécifiques
mais surtout l'utilisation de ces cellules ne nécessite pas de connaitre le donneur plusieurs

jours avant la transplantation.
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La transplantation d’organe ou de cellules, dans le but de remplacer des organes
vitaux défaillants, est actuellement le traitement de choix dans de nombreuses pathologies
touchant les reins, le foie, le coeur, les poumons ou la moelle osseuse. A 'heure actuelle,
linhibition non spécifique de I'ensemble du systéme immunitaire par lintermédiaire de
drogues immunosuppressives reste la seule fagon de diminuer I'incidence du rejet de greffe.
Toutefois, ces traitements immunosuppresseurs sont trés puissants et en déprimant
'ensemble du systéme immunitaire, ils entrainent des effets secondaires indésirables tels
que le développement de cancers viro-induits ou des infections opportunistes. Par ailleurs,
ces traitements ne permettent pas de prévenir le développement du rejet chronique. Ce rejet
constitue actuellement la principale cause de rejet de greffe a long terme en transplantation
humaine. Les recherches actuelles en transplantation visent donc a mieux comprendre les
mécanismes de tolérance a l'allogreffe et a identifier de nouveaux médiateurs de cette
tolérance. L'intérét de la recherche de nouvelles molécules impliquées dans des modéles de
tolérance est de trouver des agents capables d’intervenir dans le blocage spécifique de la
réponse immune dirigée contre les antigénes du greffon, tout en perturbant le moins possible
la réponse dirigée contre d’autres antigenes pathogénes. L’idéal étant de trouver une
molécule ou des traitements permettant d’induire une tolérance spécifique et définitive.
Cependant, il parait difficlement concevable qu’'une seule molécule puisse induire une
tolérance spécifique du greffon. C’est pourquoi, la compréhension des mécanismes
impliqués dans I'établissement e le maintien de la tolérance immune pourrait permettre

d’établir de nouveaux protocoles thérapeutiques.

Afin d’identifier les molécules associées a la tolérance a long-terme (100 jours aprés
la greffe), nous avons comparé, par puces a ADN, des allogreffes tolérées induites par un
traitement bref avec le LF15-0195 avec des allogreffes non rejetées mais présentant des
signes de rejet chronique induites par deux transfusion de sang du donneur avant la
transplantation (DST). Nous avons ainsi pu mettre en évidence I'expression de nhombreuses
molécules protectrices dans les greffons tolérés démontrant des mécanismes actifs de
tolérance dans ce modéle. Nous avons montré que la présence in situ dans la greffe de
nombreuse cellules régulatrices T CD4'CD25'Foxp3* associée a la présence d’IFNy
induisaient les cellules endothéliales du greffon a produire IDO, une enzyme tolérogéne,
démontrant une coopération entre les cellules T régulatrices et les cellules endothéliales
pour la mise en place d’un privilege immun local permettant I'établissement de la tolérance a
l'allogreffe (Article1).

Cette technique de puces a ADN, nous a aussi permis d’identifier une autre molécule,
le récepteur CLEC-1 comme étant surexprimé dans les allogreffes tolérées. L'étude de

CLEC-1 suggere que dans les allogreffes tolérées, I'expression de CLEC-1 est augmentée
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dans les cellules endothéliales et myéloides par les cellules régulatrices T CD4'CD25",
accumulées dans le greffon, lui permettant ainsi en retour de moduler la réponse allogénique
effectrice Th17. L'étude de cette molécule chez 'lhomme semble donc trés intéressante,
puisqu’elle pourrait permettre d’utiliser CLEC-1 comme outil thérapeutique ou diagnostic en
transplantation.

Dans un autre modéle de tolérance a [lallogreffe, nous avons montré une
prolongation de survie a long terme du greffon grace a 'administration, la veille de la greffe,
de cellules dendritiques dérivées de la moelle immatures et syngénigues en association avec
un traitement immunosuppresseur sous-optimal avec le LF15-0195. L’étude des
mécanismes régulateurs impliqués dans ce modele, a montré un réle de I'lFNy produit pas
des cellules régulatrices T double négative et d'une molécule, EBI3, sécrétée par les BMDC
injectées. Une meilleure caractérisation des mécanismes régulateurs des BMDC immatures
syngéniques permettra leur application future dans de nouveaux protocoles cliniques de

thérape cellulaire.
En conclusion, les résultats apportés par I'étude de nouveaux médiateurs impliqués

dans les mécanismes de tolérance a l'allogreffe permettront peut étre un jour I'utilisation de

ces différentes molécules dans de nouveaux protocoles cliniques.
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New Evidence for a Role of Allograft Accommodation
in Long-Term Tolerance

Jean Marie Heslan," Karine Renaudin,” Pamela Thebault,’ Regis Josien,'
Maria-Cristina Cuturi,” and Elise Chiffoleau’"

Background. Progressively better therapies have largely prevented or at least effectively treated acute allograft rejection,
Consequently, the long-term survival of solid organ transplants has increasingly become limited primarily by the
development of chronic allograft rejection. The mechanisms of chronic rejection remain largely unknown and the
induction of specific tolerance would be the ultimate achievement in transplant immunology,

We previously demonstrated, in a fully major histocompatibility complex (MHC)-mismatched rat cardiac allo-
graft combination, that a 20-day treatment with a deoxyspergualin (DSG) analogue, LFI5-0195, induces allograft
tolerance with the development of potent CD4*CD25% regulatory T cells. In order to better characterize the mecha-
nisms mvolved in allogralt tolerance, we compared long-term tolerated allografts with allografts exhibiting signs of
chronic rejection induced by donor-specific blood transtusion.

Methods. We analyzed bath types of allografts for infiltration, alloantibody production and gene expression by histol-
ogy, exhaustive micrearray and quantitative reverse-transcriptase polvmerase chain reaction.

Results, Interestingly, we observed in tolerated allografts an infiltrate as dense as the one observed in chronically
rejected allografts and alloantibody deposits on graft endothelial cells. Prominent gene expression of many putative
proimflammatory cytokines and genes related to cell activation or cytotoxicity were observed in tolerated allografts,
However, we observed a specific upregulation of cytoprotective genes such as nitric oxide synthase, B<IXL, and -
doleamine 2,3 dioxygenase, and a poor in situ expression of immunoglobulin chain gene.

Conclusions. This study demonstrates a state of accommodation of tolerated allografts and suggests the importance of
carly control of humoral immunity for the prevention of chronic rejection and the maintenance of long-term

tolerance.

Keywords: Tolerance, Accommaodation, Regulatory T celis, Endothelial cells, Protection.

( Transplantation 2006:82; 1185-1193)

Organ and cell allotransplantation are currently used as
treatments for human pathologies such as end-stage or-
gan failure and leukemia, The clinical use of potent immuno-
suppressive drugs has helped to control allograft rejection
and prolong the survival of transplants. However, current
immunosuppressive drugs need to be taken for life, inducing
a nonspecific immunosuppression, and do not prevent the
development ol chronic rejection (). Chronic rejection is the
leading cause of late graft failure and is characterized by a
progressive functional deterioration of the graft due to vascu-
lar lesions and progressive occlusion of vessels. The immuno-
logical mechanisms that underlie chronic rejection are not
well understood but seem to be associated with persistent
alloreactivity of T cells and production of antidonor antibod-
ies (2). Induction of donor-specific tolerance, defined as the
acceptance of a graft after discontinuation of treatment with-
outsigns of chronic rejection, would be the solution of choice
for long-term function and improved quality of life. Several
studies demonstrate that tolerance involves a dynamic im-
mune response in which an equilibrium between allospecific
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regulatory T cells and effector cells has been reached (3),
Comprehension of the mechanisms involved in the mainte-
nance of tolerance may help to control graft outcome and to
generate therapies.

We previously demonstrated that a short-term treat-
ment with a deoxyspergualin analogue; LF15-0195, induces
donor-specific heart allograft tolerance in a rat fully major
histocompatibility complex (MHC}-mismatched combina-
tion (4, 5). We showed that under treatment, LFI5-0195 in-
hibits alloantibody production, T cell alloreactivity, and graft
cell infiltration. This suppression allows the installment of
regulatory mechanisms with the specific expansion of potent
regulatory CD4 "CD25" T cells that accumulate in the spleen
and at the graftsite (6). Long-term surviving allografts exhibit
no signs of chronic rejection despite the recovery of alloanti-
body production after the treatment (4, 5). There is some
controversy regarding the role of alloantibodies in graft rejec-
tion. Several studies have demonstrated that posttransplant
appearance of donor-specific alloantibadies and especially
the presence of plasma cells in the graft and alloantibody de-
posits, are strongly correlated with the development of
chronic rejection (7=10). However, it has been shown that
under some conditions, notably when humoral immunity is
partly suppressed, the graft may develop a condition known
as accommadation (17). Accommodation is the absence of
humoral-mediated injury, and continued function of a graft,
despite the presence of antidonor antibodies in the circula-
tion (12). The phenomenon of accommodation has been
mostly described in xenograft transplants. Few reports describe
the accommodation effect in allotransplantation settings and lit-
tle is known about the mechanisms invalved (13-17).
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In this paper, we demonstrate that long-term tolerated
allografts induced by LFI5-0195 treatment are in a state of
accommodation that is characterized by the upregulation of
cytoprotective molecules and the control of in situ antibody
synthesis, This study reveals the importance of the alteration
of humoral immunity for the prevention of chronic rejection
and the maintenance of long-term tolerance.

MATERIALS AND METHODS

Animal, Transplantation, and Treatments

Rats were purchased by the Centre d'Elevage Janvier
(Le Genest-Saint-Isle, France) and maintained in an animal
facility under standard conditions according to institutional
guidelines.

Inbred eight-week-old male LEW.IW rats (RTlu)
served as heart donors and LEW.IA (RT1a) as allograft recip-
ients, Heterotopic cardiac allografts were performed as pre-
viously described (18). For the induction of tolerance by
LF15-0195 treatment, LFI5-0195 (Fournier Laboratories,
Daix, France) was administered to allograft recipients by in-
traperitoneal injection at 3 mg/kg/day for 20 days starting on
the day of transplantation (4). For induction of tolerance by
donor-specific blood transfusion (DST), blood was collected
by cardiac puncture into a heparinized syringe and allograft
recipients were transfused with 1 mL of donor blood 14 and
seven days prior to the transplant (19}, The graft function was
assessed daily by scoring heart pulsations through the ab-
dominal wall. In the LEW. W to LEW. I A strain combination
without pretransplant blood transfusion, the graft was re-
jected 6.4%1.7 days posttransplantation. DST-treated or
LF15-0195-treated recipients had a graft survival prolonga-
tion above 100 days.

Antibodies

The following hybridomas (mouse immunoglobulin
{1gG]) were obtained from the Enropean Collection of Animal
Cell Culture (Salisbury, U.K.) and were used to phenotype rat
leukocytes: OX1-OX30 (anti-CIM5 present on leukocytes ), ED1
(recognizing CIOS on monocytes, macrophages), R7-3 (anti-
TCR alpha/beta), W3/25 (anti-CD4), OX8 (anti-CDSalpha),
Ox33 (anti-CD45RA present on B cells) and Marmd (IgM
present on immature and mature B cells). Secondary anti-
bodies (Abs) included biotin-conjugated antimouse lgG, horse-
radish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin, Phyco-
erythrin-conjugated streptavidin and VIP substrate, purchased
from Vector Laboratories (Burlingame, CA). Fluorescein iso-
thiocyanate (FITC)-mouse anti-rat Fc IgG F(ab"), fragments,
mouse anti-rat IgGl and IgG2b, Fo gamma-fragment specific
and FITC-goat anti-mouse 1gG were purchased from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).

Histology and Immunohistology

Heart allogratts were removed and cross-sectioned.
Immediately a part of the cardiac tissue was fixed in 4% di-
luted formalin. Tissue blocks were routinely processed and
embedded in paralfin. Serial sections of 6 pm were obtained
for hematoxylin-eosin-saffron staining. The other part of car-
diac tissue was snap-frozen in liquid nitrogen after embed-
ding in O.C.T, compound (Tissue Tek; Miles Laboratories,
Elkhart, IN) and then stored at =70°C until use. Cryostat sec-
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tions of 5 pm were cut, air-dried, and fixed in acetone for 10
min. Sections were then labeled using a three-step indirect
immuno-peroxidase technique using either OX1-0X30,
EDI1, R7-3, OX8, W3/25, or Marm4. The number of posi-
tively stained cells was counted on each slide using a grid
mounted in the ocular eyepiece { =standard deviation [SDD]).

Determination of Antidonor Alloantibodies

Circulating Alloantibody

LEW.1W splenocvtes from untreated or LF15-0195-
treated recipients were incubated with decomplemented sera
and diluted (1/4) in phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 0.5% bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich)
and 0.02% sodium azide. Cells were reacted with FITC-
mouse anti-rat IgG or with mouse anti-rat lpGland [gG2b
and then with FITC-goat anti-mouse 1gG, At the same time,
splenocytes were stained with biotin-conjugated Ox33
monocional antibodies (mAb) and revealed by phyco-
erythrin-conjugated streptavidin. Cells were collected on a
FACScan and analyzed using the CellQuest software (BD Bio-
sciences ). The analysis was performed by double staining on
Ox33" cells (MHC class Tand class IT positive B cells} and on
Ox337 cells (MHC class 1 positive T cells),

Alloantibody Deposit

For measurement of antidonor IgG deposit on heart graft
tissues, sections were incubated (60 min | with serial dilutions of
biotinylated mouse anti-rat 1gG mAb {vector Biosystems) fol-
fowed by HRP-streptavidin and developed with peroxidase sub-
strate (vector VIP), Serial sections were assessed using dilutions
of mouse Abs, from 1/20,000 to 1/80,000, Results are expressed
as the highest dilution of mouse anti-rat [gG Ab showing positive
labeling {end-titer dilution).

Microarray Analysis

The Applied Biosystems {Applied Biosystems, Foster
City, CA} rat Genome Survey Microarray (P/N 4337467)
contains 26,857 60-mer oligonucleotide probes representing
27,088 individual rat genes. Total RNA from syngeneic grafts
(n=2), chronically rejected (DST-treated) or tolerated
(LF15-0195 treated) allografts (n=3) (day 100 after trans-
plantation) were prepared by TRIzol extraction (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France), Ten micrograms RNA were cleaned
up using Rneasy columns (Qiagen). Optical densities were
measured by a Nanodrop. Digoxigenin-uridine triphosphate
(UTP) labeled <RNA was generated and amplified from 0.5
pg of total RNA from each sample using a Applied Biosvstems
Chemiluminescent nanoAmp RT-IVT Labeling Kit (P/
N4365715). Array hybridization was performed for 16 hr at
55°C. Chemiluminescence detection, image acquisition, and
analysis were performed using the Applied Biosystems
Chemiluminescence Detection Kit (P/N 436875D), Analyzer
(P/N 43338036) and analyzer software v-1.1 (P/N 4336391)
following the manufacturer's protocol. Three biological rep-
licates were performed on each group and the DNA chip data
were considered significant when P values were <(,05,

Real-time Quantitative Reverse-Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Total RNA from syngeneic grafts (n=2), chronically
rejected (DST-treated), or tolerated (LF15-0195 treated) al-
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FIGURE 1. (A) Hematoxylin-eosin-
saffron staining (X20) of (a and b)
chronically rejected allografts (DST-
treated) or (c and d) tolerated allo-
grafts (LF15-0195 treated) (day 100
after transplantation), (B) Representa-
tive inununohistology staining for CDES,
TCR, CD4, CD8, of syngeneic grafts, tol-
erated allografts (LF15-0195 treated) or
chronically rejected allografts (DST-
treated) (day 100 after transplantation).

lografts (n=23) (day 100 after transplantation) was prepared
by TRIzol extraction {Invitrogen). Genomic DNA was re-
moaved by DNase treatment (Roche, Indianapolis, IN) and
mRNA was reverse transcribed into first strand cDNA using
polydT oligonucleotide and Moloney murine leukemia virus
reverse transcriptase (Invitrogen). Real-time quantitative

Chronic rejec.
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PCR was performed in an Applied Biosystems GenAmp 7700
Sequence Detection System using SYBR-Green PCR Core Re-
agents as previously described (20). Oligonucleotides used
in this study: rHPRT (Up-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC,
Lo-TTCGCTGATGACACAAACATGA), rGranzyme A
(Up-TTTTCACAATAAGTCACCTCCCTC, Lo-CGTAGCATG-
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AGTCCTTCCCAC), rGranzyme B (Up-TGTGCTATGTGGCT-
GGTTGG, Lo-TTTGATCTTTGGGTCOCCCTG), rTissue Factor
Pathway mhibitor-2  (Up-GCAGGACTACGAATGTGTTCOC,
[o-GTGTAGGTGAAGGTCTCGCAGG), rlg gamma heavy
chain C region (Up-CATTCCCTGCCCCCATC, Lo-CCG-
TTCATCTTCCACTCCGT) rendothelial-NO  Synthase
(Up-GCTCCCAACTGGACCATCTC, Lo-ACATCACCG-
CAGACAAACATG), rKiller Cell lectin like-rec KLRGI
[L1p-A(xTR1‘.T(‘.’1'T(.’r()\CrC( TGCT, Lo-COCTTOCACCTC-
GCTATCCG), rinducible-NOsynthase (Up-GACCAAACT-
GIGTGCCTGGA, Lo-TACTCTGAGGGCTGACACAAGG),
rinterferon-y (Up-TGGATGCTATGGAAGGAAAGA, Lo-GAT-
TCTGOTGACAGCTGGTG), rindoleamine 2,3 dioxygenase
(Up-GCTGCCTCCCATTCTGTCTT, Lo-TGCGATTTCCAC-
CATTAGAGAG),

HPRT was used as an endogenous control gene to nor-
malize for varying starting amounts of RNA. Relative expression
between a %ivcn sample and a reference sample was calculated
with the 2723 method where the reference represents one-fold
expression {syngeneic grafts).

Statistical Analysis

Statistical evaluation was performed using the Stu-
dent’s r test and results were considered significant if P values
were < (105, Data are expressed as means =S,

RESULTS

Models of Tolerance and Chronic Rejection

We previously demonstrated that a short-term treatment
with a deoxyspergualin analogue, LEI53-0195, induces donor-
specific allograft tolerance in a rat fully MHC-mismatched com-
bination. We showed that long-term surviving allografts exhibit
no signs of chronic rejection and demonstrated the involvement
of regulatory mechanisms (4, 5. In contrast, in the same rat
allograft combination, pregraft DST, which isable to prevent the
development of acute rejection, is notable to protect from that of
chronic rejection { 19). Indeed, hematoxylin-eosin-saffron stain-
ing demonstrated that long-term surviving heart allografts in
DST-treated recipients exhibited histological features typical of
chronic rejection, including patches of mononuclear infiltrates
within the myocardium, myocardial fibrosis and varying degrees
of vascular damage (Fig, 1A, a and b). Vascular lesions were not
observed in long-term allografts from LE15-0195 treated re-
cipients (Fig. 1A, ¢ and d). In allografts from DST-treated
recipients, inflimmatory intimal proliferation lesions were
observed in large and medium-sized arteries that exhibited
fibrous intimal thickening, leading to luminal obstruction in
most of the large and medium-sized arteries (Fig. 1A, a and
bl. Immunohistology staining showed the presence of nu-
merous leukocytes in the intimal thickening lesions of DST-
treated recipients that are absent in vessels of syngeneic or
LELI5-0195 treated recipients, The leukocytes in the lesions
were predominantly macrophages (CD68) and CD4™ and
CDS™ T cells (Fig. 1B).

Henceforth, we will refer to allografts from LF15-0195
treated recipients as tolerated allografts, and to allografts
from DST-treated recipients as chronically rejected allografts.

Transplantation » Volume 82, Number 9, November 15, 2006
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FIGURE 2. Representative histegram of immunohistol-
ogy staining (< 40) for CD48, CDE8, TCR, CD4, CD8 of syn-
geneic grafts, telerated allografts (LF16-0195 treated, n=4)
or chrenically rejected allografts (DST-treated, n=4,; day
100 after transplantation). Data are presented as number of
cells counted per field. *P</0.05 (Student's ! test).

Dense Allograft Infiltration and Presence of
Alloantibodies in Tolerant Recipients

We assessed both quantitatively and qualitatively the
leukocyte infiltration in chronically rejected or tolerated allo-
grafts (day 100 after transplantation, n=4). Surprisingly, we
abserved that tolerated allografts display a leukocyte infiltrate
in the myocardium, as dense as the one observed in chroni-
cally rejected allografts (CD45) (Fig. 2). Moreover, the com-
position of this infiltrate is quite similar, with & majority of
monocytes/macrophages (CD68), and the presence of CID4°
and CD8" T cells (TCR, CD4, and CD$; Fig. 2).

We previously demonstrated that during the 20-day
LE13-0195 treatment, the production of alloantibody is to-
tally inhibited and is then restored following treatment cessa-
tion (4, 5). In contrast, in DST-treated recipients, a strong
production of anti-class I alloantibodies has been abserved
very early after the transplantation (21),

The role of the level and the nature of alloantibodies in
the development of chronic rejection is controversial (7, 8,
22, 23). When present at a high level, antidonor MHC class |
antibodies have been shown to be deleterious for graft out-
come as a result of their activation of endothelial cells (24). In
contrast, a predominance of antidonor MHC class 1T antibod-
ies has been shown to play a role in the induction of allogeaft
tolerance (21) (25). In order to determine whether there is a
correlation between the level and nature of alloantibodies and
the graft outcome in our models, we compared the level of
[gGl (Th2), IgG2b (Th1), anti-class [ and anti-class [T alloan-
tibodies in the sera of naive rats or recipients that had acutely
rejected, chronically rejected (DST-treated), or tolerated
(LF15-0195 treated) their allografts at day 100 after trans-
plantation, (n=4). We observed the same level of antidonor
[gG2b (Thl), IgGE (Th2), anti-class [ and anti-class 1T anti-
hodies in the sera of recipients who had chronically rejected
or tolerated their allografts at day 100 after transplantation
(Fig. 3A). Nevertheless, this level was lower than that from a
recipient who had acutely rejected the allograft at day six after
transplantation (P=0.05), We observed organized nodular in-
filtrates of immature and mature B cells and [gM deposits on
graft endothelial cells in both chronically rejected and tolerated
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FIGURE 3. (A) Assessment of the
IgG1 (Th2), IgG2b (Thl), anti-MHC
class [ or class Il alloantibodies in the
sera of naive rats or recipients that
acutely rejected, chronically rejected
(DST-treated) or tolerated (LF15-0185
treated) their allografts (day 100 after
transplantation, n=4). LEW.1W donor
splenocytes were incubated with
diluted sera (1/4) and then with FITC-
mouse anti-rat IgG or with mouse anti-
rat IgG1 and IgG2b and then with FITC
goat anti-mouse IgG. At the same time,
splenocytes were stained with biotin-
conjugated Ox33 mAb and revealed
by Phycoerythrin-conjugated strepta-
vidin. Cells were collected on a FACS-
can and analyzed using the CellQuest
software (BD Biosciences). The analy-
gis was performed by double staining
on Ox33" cells (MHC class [ and class
1l positive B cells) and on Ox33  cells B
(MHC class [ positive T cells). Data are

ressed in mean fluorescence chan-
nel. *P<0.05 (Student’s ¢ test). (B) rep-
resentative immunochistology staining
for IgM of syngeneic grafts, tolerated al-
lografts (LF15-0195 treated) or chroni-
cally rejected allografts (DST-treated)
(day 100 after transplantation).

allografts (Igh; Fig. 3B). However, quantitative measurement of
total [gG deposits on grafts revealed that tolerated allografts had
fewer IgG deposits than chronically rejected allografts { Table 1),
The level of alloantibody assessed in the serum may not reflect
what happens locally at the graft site.

Heslan et al, 1189
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TABLE 1. Measurement of antidonor immunoglobulin
G deposits on chronically rejected (DST-treated, n=3) or
tolerated (LF15-0195 treated, n=3) graft tissues

Day 100 after

Immunoglobulin G deposit N transplantation
Chronically rejected allografts 3 &0,00020
Tolerared allografts 3 260666+ 11,547"

Results are expressed as the highest dilution of mouse anti-rat imumine-
wlobulin G antibodies showing positive labeling (end-titer dilution ).
P00
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These results demonstrate that despite the presence of
arculating anti-class 1 and anti-class 11 alloantibodies and Ig
deposits on the graft in the long-term, tolerated allografts are
resistant to the development of chronic rejection,

Strong Expression of Genes Coding for
Proinflammatory Mediators and Genes Related
to Cytotoxic cells in Tolerated Allografts

By microarray analysis, we observed that compared to
syngeneic grafts, both chronically rejected and tolerated allo-
grafts expressed high levels of mRNA coding for class Land class
I MHC, T cells, monocytesimacrophages, and B cells (data not
shown), These results confirmed the abundant infiltration of
leukocytes observed in tolerated allografts (Fig, 2), Surprisingly,
tolerated allografts expressed high levels of genes coding for
proinflammatory mediators compared to syngeneic gralls, in-
cluding numerous cytokines, chemokines, Kinases, adhesion
molecules and signaling molecules {More than 100 genes were
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upregulated fourfold in tolerated allografts compared to synge-
neic grafts; data not shown ). Some of these genes were even more
expressed in tolerated allografts compared to chronically re-
jected allografts as CCR4 (2.9-fold), cyclin (2.5-fold), interfer-
on-y (IENy; 2.3-fold), Ox40L receptor (2.1-fold), CXCLII
(2.1-fold), CXCLI0 (2.1-fold), and CD40L receptor (twofold)
(Table 2). We observed upexpression of numerous genes related
to cytotoxic cell in tolerated allogratts compared to chronically
rejected allografts as Granzyme A (5.8-fold) and B (2.7-fold),
Killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG1; 3.9-fold ), Cathepsin

TABLE 2. Some of the requlated genes that differentiate
tolerated from chronically rejected allografts
Fold change Gene name Category
+5.8 Granzyme A Cytotoxic T
cell-related
+46 Killer cell originated protein Cytotoxic T
kinase cell-related
+4 Indoleamine 2,3-dioxygenase,  Cytoprotection
1ho
+ Adrenomedullin receptor Cytoprotection
+39 Killer cell lectin-like rec, Cytotoxic T
KLRGI cell-related
+3.7 NO synthase Cytoprotection
+36 Apelin Cytoprotection
+34 1127 p28 subunit Cytokines
+32 Cathepsin G Cytotoxic T
cell-related
+29 Tissue Factor Pathway Cytoprotection
inhibitor 2
2 C-C chemokine receptor type 4 Chemokines
27 Granzyme B Cytotoxic |
cell-related
+23 Perforin Cytotoxic T
cell-related
2 Cyclin A Proliferation
2 Interferon gamma Cytokines
22 BelX-L Cytoprotection
+2.1 OX 40 L receptor Costimulation
+2.1 CXCL 11 Chemokines
+2.1 CXCL 10 Chemokines
+2 Endothelial protein C receptor  Cytoprotection
+2 CDA0 L receptor Costimulation
+2 Granzyme M Cytotoxic T
cell-related
+1.8 Mast cell protease-Chymase | Cytotoxic T
cell-related
—62.3 lg kappa chain V-region Immunoglobulin
—189 lg gamma heavy chain Immunoglobulin
C-region
-10.5 Ig light chain V-region Immunoglobulin
—49 Ig fight chain-related Immunoglobulin
-4l Ig lambda chain V-region Immunoglobulin
-39 Ig M kappa chain V-region Immunoglobulin
=33 Tg J chain Immunaoglobulin

Data are expressed us fold change: tolerated allogratts/ chronically

rejected allograns,
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G (3.2-fold), Perforin (2.3-fold ), and Chymase | {1.8-fold; Table
2). To further validate the microarray data in terms of changes in
gene expression, certain genes were analyzed by quantitative RT-
PCR in syngencic grafts, chronically rejected or tolerated allo-
grafts at day 100 after transplantation (n=3), We observed a
strong upregulation of mRNASs coding for IFNYy, Granzyme A,
Granzyme B, and KLRGI in tolerated allografts compared to
chronically rejected allografts or syngeneic grafts {P<<0.05; Fig.
4A). The expression patterns of the genes analyzed by RT-PCR
were found to match perfectly with the microarray data. These
results indicate that expression of these genes coding for proin-
flammatory cytokines, chemokines, and related to cytotoxic T
cell do not break the tolerance state and are closely associated
with tolerance in our model.

Specific Expression of Protective Genes and
Inhibition of In Situ Immunoglobulin Chain
Gene Expression in Tolerated Allografts

[nterestingly, we observed by microarray analysis an up-
regulation of genes related to cytoprotective molecules in toler-
ated allografts compared to chronically rejected allografts ( Table
2). These genes were nitric oxide synthase (NOs; 4-fold), in-
doleamine 2,3 dioxygenase (IDO; 4-fold), the adrenomedullin
receptor (4-fold), apelin (3.6-fold), interleukin (I1.)-27 p28 sub-
unit (3.4-fold), Tissue factor pathway inhibitor-2 {Tfpi-2; 2.9-
fold), B¢IXL (2.2-fold), and endothelial cell protein C receptor
{2-fold) (Table 2). We confirmed by quantitative RT-PCR
changes in gene expression for endothelial NOs (NOs), induc-
ible NOs (iNOs), Tfpi 2, and IDO (P<0.05; Fig, 4B). Genes cod-
ing for eNOs, iINOs and Tipi 2 were specifically upregulated in
tolerated allografts compared to chronically rejected allografts or
syngeneic grafts (Fig. 4B).

Moreover, despite the presence of B cells in tolerated
allografts, microarray analysis revealed less in situ expression
of genes of immunoglobulin chains compared to chronically
rejected allografts (3- to 60-fold; Table 2). Quantitative RT-
PCR analysis (n=3) confirmed the poor expression of Ig
gamma heavy chain C region gene in tolerated allografts com-
pared to syngeneic grafts (4-fold). This contrasted with the
strong expression observed in chronically rejected allografts
compared to syngeneic grafts (126-fold; Fig, 4B; P<<0.05).

These results demonstrate upregulation of cytoprotec-
tive gene expression and poor in situ immunoglobulin syn-
thesis in tolerated allografts that could explain the protection
of the graft from immune system attack and from develop-
ment of chronic rejection lesions.

DISCUSSION

We previously demonstrated that long-term surviving
allografts induced by a short-term treatment with LE15-0195
exhibit no signs of chronic rejection and the specific expan-
sion of CIM "CD25" regulatory T cells that accumulate in the
spleen and in the graft (4-6). We show here that in this same
rat allogratt combination, DST that prevents the develop-
ment of acute rejection does not prevent the development of
chronic rejection, Long-term surviving heart allografts in
DST-treated recipients exhibit histological features typical of
chranic rejection, including myocardial fibrosis and varying
degrees of vascufar damage. We have previously demon-
strated in this model the role of regulatory T cells in the pre-
vention of graft loss to acute rejection (26). These regulatory
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FIGURE 4.

Syngeneic grafts, chronically rejected allografts (DST-treated) or tolerated allografts (LF15-0195-treated)

were harvested at day 100 after transplantation and mRNA expression for (A) INFy, Granzyme A, Granzyme B, KLRG] and
(B) eNOs, iNOs, Tipi2, IDO, and [g heavy-chain C region was analyzed by quantitative RT-PCR as described in the Materials
and Methods. Results are expressed as means * SD of the gene/ HPRT transcript ratic for three animals in each group and
expressad as relative expression compared to the reference syngeneic grafts (value=1). P=0.05 (Student's ¢ test).

T cells may be inefficient to control effector cells involved in
the development of chronic rejection as suggested in another
rat allograft model (27). Therefore, the mechanisms of regu-
lation involved in long-term allograft survival in these two
madels seem to be different: one is sufficient to lead to long-
term tolerance while the other is insufficient and leads to the
development of chronic rejection.

The comparison of tolerated allografts with allografts
developing chronic rejection, revealed a state of accommoda-

tion of the grafts in tolerant recipients. Accommodation is
known as the absence of humoral-mediated injury and the
continued functioning of a graft, despite the presence of an-
tidonor antibodies, and is characterized by the upregulation
of cytoprotective molecules (12). We showed that tolerated
allografts exhibit strong infiltration and a marked expression
of a number of genes for molecules usually considered as
pro-inflammatory factors {including chemokines, cytokines,
and cytotoxicity- or activation-related genes). High expres-
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sion of these “proinflammatory” genes may therefore not be
necessarily considered as predictive or as diagnosis of graft fail-
ure (28). Expression of these genes in tolerated allografts could
reflect the presence of both effector cells and regulatory T cells.
Indeed, several studies demonstrated that tolerance involves a
dynamic immune response in which an equilibrium between
allospecific regulatory T cells and effector cells is reached (3).

We found a strong expression of cylotoxicity-related
genes in tolerated allografts. Local protection of the organ
could be the reason for accumulating cytotoxic T feukocytes
{CTLs) in the graft. For example, large numbers of specific
CD8™ T cells have been found in the livers of patients chron-
ically infected with the hepatitis C virus who are unable 1o
clear the virus (29, 30). As in our model, this accumulation of
CTLs may reflect the resistance of hepatocytes to the CTLs by
the production of protective molecules. We observed a specific
expression in tolerated allografts of an inhibitory receptor ex-
pressed by CD8*T cells, the KLRGI receptor that modulates
CD8* cell function. KLRG-1 is expressed by memory CD8*T
cells that exhibit an impaired proliferative and cytotoxic capacity
{31, 32). These infiltrating CTLs may be neutralized and there-
fore unable to destroy the graft. Alternatively, strong expression
of these cytotoxicity-related genes could reflect the presence of
specific regulatory T cells in tolerated allografts, Indeed, we pre-
viously demonstrated the accumulation of potent CD4* CD25*
regulatory T cells at the graft site (6) and it has been shown that
Foxp3"CD47CD25" regulitory T cells express high levels of
granzymes, KLRG1 and CCR4 (33, 34), genes that we found to
be upexpressed in tolerated allografis.

We identified numerous of cytoprotective molecules
upexpressed in tolerated allografts compared to chronically
rejected allografts or syngeneic grafts: Adrenomedullin and
NO synthase are anti-inflammatory factors that inhibit endo-
thelial cell apoptosis and reduce oxidative stress (35-38).
Apelin is thought to be expressed by endothelial cells and to
play a counterregulatory role against vasopressor stimulation
by inducing NO production (39). Endothelial cell protein €
receptor and Tfpi-2 are critical plavers in the control of
thrombosis and atherosclerosis (40, 41). Endothelial cell pro-
tein C receptor has been shown to be expressed at too low
levels on endothelial cells overlying atherosclerotic plagues in
coronary arteries thus favoring local thrombus formation
(42). Interaction of protein C with this receptor induces ex-
pression of inhibitor of apoptosis protein (43), We observed
upexpression of Bel-XL in tolerated allografls, another cyto-
protective and antiapoptotic molecule found to be up-
regulated in accommodated grafts (12, 44). We found IDO
and IFNy strongly upregulated in tolerated allografts. 1DO
can be produced by endothelial cells and IFNy strongly stim-
ulates its functional expression (45). IDO activity is thought
1o induce apoptosis or anergy of T cells and plays an impor-
tant role in tolerance to antigens (43). Finally, we found the

28 subunit of IL27 to be upregulated in tolerated allografts,
The 1L27p28 subunit that composes 1127, with the Epstein-
Barr-virus-induced molecule 3 molecule (EBI3), is secreted
by antigen-presenting cells and has a role in limiting the in-
tensity of immune responses (46). Therefore, our results
demonstrate that accommodation of the grafts is characterized
by the upregulation of numerous cytoprotective molecules.
These molecules may represent novel diagnostic markers for
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protected grafts and possibly provide novel targets for future
therapeutic interventions,

Interestingly, what differentiates tolerated allografis from
chronically rejected allografts is the poor in situ-antibody pro-
duction in tolerated allografts. This could be the reason for the
reduced total alloantibady deposits observed in tolerated allo-
grafts compared to those observed in chronically rejected allo-
grafts. Lymphoid neogenesis with the presence of plasmocytes
organized in clusters has been described in cardiac allografts
undergoing chronic rejection and the presence of B cells and
antibody deposits is strongly correlated with reduced graft
survival rate (9), We observed the presence of B cells in toler-
ated allografts; however, our results show that they poorly
express the immunoglobulin chain gene. Intragraft B cells
may be inhibited by regulatory CD4 "CD257 T cells that ac-
cumulate at the graft site (6, 47). This local limitation of graft
in situ alleantibody production could be important for the
accommedation state and the prevention of chronic rejec-
tion. Indeed, some studies suggest that exposure of endothe-
lial cells to high concentrations of alloantibody may have a
detrimental effect on graft survival by stimulating cell prolif-
eration and vascular lesions, whereas low concentrations of
alloantibody may be beneficial to graft survival by upregulat-
ing antiapoptotic proteins in the graft and promoting a state
of accommodation (24, 48),

We previously showed that LF15-0195 treatment in-
hibits alloantibody production, which is then restored after
treatment cessation (4, 5). Graft accommaodation may de-
velop upon reaccumulation of alloantibody as the graft ac-
quires resistance to alloantibody-mediated damage. Graft
acceptance has been observed in kidney transplantation across
the ABO barrier despite the reappearance of circulating al-
loantibodies after transplantation (16). The induction of ac-
commedation to the graft to a discordant blood type and the
comprehension of the mechanisms involved would be crucial
as ABO incompatibility and human leukocyte antigen sensi-
tization remain the two largest barriers to optimal utilization
of organs from live donors (16}, Moreover, systematic induc-
tion of accommoadation in Xenotransplantation setting would
help to overcome the lack of organs {13).

[t has been shown that alloantigen presentation by vas-
cular endothelium to CIM™ T cells activates and induces
CD4 25" Foxp3 " regulatory T cells, which can inhibit pro-
liferation of alloreactive T cells both in vitro and in vivo (49).

In our model, graft endothelial cells producing protec-
tive molecules, which may suppress helper and cytotoxic T
cells may be responsible for the expansion of CD47CD25"
regulatory T cells and may play an important role in the
maintenance of long-term tolerance,

In conclusion, we have demonstrated the induction of
vascular accommodation as an underlying mechanism for in-
hibition of chronic rejection and long-term graft survivalin a
fully allogeneic cardiac transplant model. These findings are
chinically relevant since rapid production of alloantibody af-
ter transplantation may have a detrimental effect on graft
survival by stimulating cell proliferation and increasing risk of
chronic rejection. Conversely, the transient inhibition of alloan-
tibody production after transplantation may be beneficial o
graft survival by upregulating antiapoptotic proteins in the graft.
This study suggests the importance of developing strategies to
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partly inhibit antibody production, while at the same time in-
ducing regulatory T cells for transplantation tolerance.

ACEKENOWLEDGMENTS
‘e thank Claire Usal, Helga Smit, Emmanuel Mericau,

and Bernard Martinet Jor technical assistance in grafting the
rats. We thank Patrick Dweartre and Fournier laboratories for
supplying LF15-0195,

o

>

o

~5

e
[ =1

24

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

REFERENCES

Dantal |, Souliflow [P, Immunosuppressive drugs and the risk of cancer
after organ transplantation, N Engl [ Med 20055 352{13): 1371,
Libby P, Pober I. Chronic rejection. Toeainy 2001 14; 387,
Wood KI, Sakaguchi S. Regulatory T cells in transplantatson tokerance.
Nat Rev fsmunid 2003; 3(3): 199,
Chitfolean E, Beriou G, Dutartre P, et al. induction of donor-specific
allograft tolerance by short-term treatment with LE15-01%5 after trans-
plantation. Evidence tor a direct effect on T-cell differentiation, Am J
Transplans 20020 2: 745,
Chiftoleaun E, Beriou G, Dutartre P, et al. Rode for thymic and splenic
regulatory CDA+ T cells mduced by donor dendritic cells in allogran
tolerunce by LF15-0195 treatment, [ linscioned 2002; 168; 5058,
Heskan M, Bepsou G, Le Luduec 18, et al. Accumulation of T cells with
potent regulatory properties and restricted Vheta7-TCR rearvange-
ments in toberated allogratts. Toresplantacion 2005 80010): 1476
Rose EA, Smith CR, Petrossian GA, et al. Humoral immune responses
after cardiac transplantation: corredation with fatal rejection and gratt
atherosclerosis. Surgery 198%; 106(2): 203,
Dunn MI, Crisp S), Rose ML, ¢t al. Anti-endothelial antibodics arsd
woronary artery disease after cardiac transplantation. Lancet 1992
F39(8809); 1566,
Rifle G, Mousson C, Martin L, et &, Donor-specific antibodies in allo-
graft repection: dinical and expersmental data. Troesplarenetson 2005; 79
(3 Sappl): S14,
Baddoura FK, Nusr IW, Wrobel B, et al. Lymphoxd neogenesis in mu-
rine cardiac allografts undergoing chronic refection. Am 1 Tnonsphont
2003; 51 3): 510,
Platt JL, Vercellot GM, Dalmasso AP, etal. Transplantation of discordant
xenogralts: a review of progress. Immiasal Today 1990; 11112): 430,
Koch CA, Khalpey ZI, Platt 1L Accommodation: preventing imury n
transplantation and disease, [ Tl 2004; 172(95: 5143,
Tabata T, de Perrot M, Keshaviee 8, et al. Accommodation after lung
xenogratting from hamster to rat. Tosplararinn 2003: 75(5); 607,
Mivatake T, Kovamada N, Hancock WW, et al. Survival of accommo-
dated cardiac xenografts upon retransplantation into cyclosporine-
treated recipients. Tramsplannarion 1998; 65112): 1563,
Tanabe K, Takahashi K, Sonda K, et al. Long-term results of ABO-
incompatible living kidney transplantation: a singhe-center experience.
Transplinmthon 1998; 65{2); 224,
\\/arrcn DS, Zachary AA, Sennenday €], et al. Successful renal trans-
1 across st ABO incompatible axl positive cross.
m.nd\ barriers. Am J Transplant 2004; 4(4): 561.
Sernitetova NV, Shen XD, Baibakov B, ¢1 al. Inhibition of chronic re
jection by antibody induced vascular accommaodation in fully alloge-
neic heart alfografts. Troisplansation 2005: 80111 ): 1535,
Ono K, Lyndsey ES, Improved technic of heart transplantation in rats.
| Thorae Candinwse Sierg 1968; 57: 225,
Soulillou J-P, Blarsdus F. Gunther E, Lemome V. Genetics of the blosd
transfusion eftect on heart allografts in rats. Toersplonsarion 1984: 38: 63,
Lowver C, Hestan IM, Merieau E, et al. Induction of Fractalkine and
CX3CR1 mediated by host (_Dlh T cells in allograft tolerance induced
by donor specitic blood transh T A 2004; 78(9): 1259,
Cuturi MC, Jossen R, Cantarovich D, et al. Decreased anti-donor o
Insuxnmmnh:lnv complex class 1 and increased class 11 alloantibody re-
P i albograft toderance inadult rats. L f Inomumol 1994; 24: 1627
Kerman RH, Susskind B, Kerman DH, et al. Anti-HLA antibodies de-
tected in posttransplant renal allograft recipient sera correlute with
chronic repection. Transplant Proc 29 (1=21:1515, 1997,
Park WD, Grapde [P, Ninova D, et al. Accommodation in ABO-
Incompatible kidney allografis, a novel mechanism of sedf-protection
against antibody-mediated injury. Am J Tronsplanr 20003 3(8); 952,
Jin YE, Jindea P Gong KW, etal. Ant-HLA class Tantibodes activate

35,

36,

7.

43,

=

-
&

4.

Heslan et al. 1193

endothelial cells snd promote chronic rejection. Transplantation 2005;
79¢3 Suppl): 19,

Degaugue N, Lair [, Dupont A, et al, Dominant toferance to kidney
allografts induced by anti-donor MHC class I antibodies: cooperation
between T and non-T CD103+ cells. [ lmmmnal 2006; 176(7): 3915,
Vignes C, Chitolean E, Douillard P, et al. Anti-TCR-specific DNA
vaccination demonsteates a role fora CDS+ T cell done in the induc-
tion ot allograft toferance by donor-specific bload transtasion, J Teee-
ool 20005 165(1); 96.

Koshiba T, Kitade H, Van Damme B, et al. Regulatory cell-mediated
tolerance does not protect against chronic reiection. Transplansasion
2003; 76{3): 588,

Matsui Y, Saiura A, Sugawara Y, et al. Identification of gene expression
profile in tolerizing murine cardiac allograft by costi v block-
ade. Physiof Genownres 2003, 15(3); 199,

Racapelli V, Rehermann B. Hepatitis C viros infection: when silence is
deception. Tremds Imnnmol 2003; 24{8): 456,

He XS, Rehermann B, Lopez-Labrador FX, et al. Quantitative analysls
of hepatitis C vims-specific CO8(+) T cells in peripheral blood and
liver using peptide-MHC tetramers. Proc Nadl Acnd S U S A 1999
S6010): 5692,

Ito M, Maruyama T, Saito N, e al. Killer cell lectin-like recepror G1
binds three members of the chassical cadherin family to inhibit NK cell
cytotoxicity, | Exp Med 20065 203(2): 285,

Colonna M. Cytolytic responses: cadhering put out the five. } Exp Mal
2006; 203(2): 261,

Grossmun W], Verbsky W, Barchet W, et al. Human T regulatory cells
can use the perforin pathway to cause autobogous target cedl death.
Tty 2004; 21{4): 589,

Fontenot [0, Rasmussen 1P, Williams LM, et al. Regubatory T cell lin-
eage specification by the forkhead transcription Eactor foxp3, Tnminiey
2005; 22{3): 329.

Gonzakez-Rey E, Fernandez-Martin A, Chorny AL Delgado M. Thera-
peutic eftect of urocortin and adrenomedullin in 3 murine model of
Crohin's disease. Gus 2006; 55(6): 824,

D Caterina R, Libby P, Peng HB, ot al. Nitric oxide docreases aytokine-
induced endothelzal activation. Nitric oxide scectively reduces endothelsd
expression of adhesson molecales and proinflammatory cvtokines. | Clin
Jrvest 1995; 9641 1: (4L

Xia CF, Yin H, Borlongan €V, et al. Postischemic infusson of ad-
renomedullin protects against ischemic stroke by inhibiting apoptosis
and promoting angiogenesis. Exp Neurol 2006: 197(2): 521

Kato |, Tsuruda T, Kita T, etal. Adrenomedullin: a protective factor for
blood vessels. Arterioster Theoml Vase Biol 2005; 25121 2480,

Lahiida ), Hashimoto T, Hashimoto Y, et al. Regulatory roles for APJ, 2
seven-transmembrane receptor related to angiotensin-type 1 receptor
in ood pressure m vivo. J Blol Chem 2004; 279(25): 26274,

Chand HS, Foster DC Kisiel W, Structure. function and biology of
tissue factor pathway inhibitor-2. Thromb Haemose 2005; 94(61: 1122,
Herman MP, Sukbova GK, Kisiel W, et al. Tissue factor pathway
inhibitor-2 is a novel inhibitor of matrix metalloproteinases with im-
phications for atheroscherosss, [ Clon frvess 20015 107¢9): 1117,

Laszik 2, Zhow X], Ferrell GL et al. Down-regulation of endothetial
expression of endothelial cdll protein C receptor and thrombomedulin
in coronary atheroscletosis. Am | Perhol 2000; 15913): 797,

Jovee DE, L.clhcn L, Ciaccia A, et al. (;cnc rxpmmn pmﬁc of anti-
thrombotic protein ¢ defines new mecl ing |

tion and apoptosis. | Biod Clese 2008 2760141 11199,

Badrichani AZ, Stroka DM, Bilbao G, et al. Bod-2 and Bd-XE serve an
anti-inflammatory function in endothelial cells through inhibitan of
NFE-kappaB. | Clin lnvest 1999; 103(4); 543,

Metlor AL, Munn DH. 1IDO expression by dendnne cells tolerance and
trypeophan catabolism, Nar Rev [t 2004; 4(101: 762,

Hunter CA, New TL-12-family members: [L-23 and IL-27, evtokines
with divergent functiom. Nor Rev Jovmnnd 2005: 5(7h: 521

Lim HW, Hillsamer P, Banham AH, Kim CH. Cutting edge: dm-n
suppression of B cells by CDA4 CD25 4 rey v T eells, 11

2005; 175(7): 4180,

Oluwole SF, Tezuka K, Wasfie T, of al. Humorl immunity in allograft
repection. The role of cytotoxic ulloantibody in hyperacute rejection and
enhancement of rat cardiag allografts, Transplentation 1989 48(5): 751,
Krupnick AS, Gelman AE, Barchet W, et al. Murine vascular endothe-
Tum activates and induces the generation of allogeneic CD4+25+
Foxpd+ regulatory T cells. J & d 20051 175(10): 6265,

133



Annexes

The FASEB Journal article j.08-128173. Published online May 6, 2009.
The FASEB Journal = Research Communication

Tolerogenic dendritic cells actively inhibit T cells
through heme oxygenase-1 in rodents and in

nonhuman primates

A. Moreau,” M. Hill,"""% P. Thébault,"" %
C. Chauveau,” ¥ P. Moullier,* 1. Anegon,

M. C. Cuturi, 52

J. Y. Deschamps,' E. Chiffoleau,'%
P55 B, Alliot-Licht,"* %! and

“INSERM U649, CHU Horel-Dieu, Nantes, France; 'INSERM U643, Nantes, France; 'CHU Nantes,
Institue de Transplantation et de Recherche en Transplantation, Nantes, France: Université de
Nantes, Faculté de Médecine, Nantes, France: and 'Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes. Service

d'Urgence, Nantes, France

ABSTRACT Clinical translation of dendritic cell
(DC)-based cell therapy requires preclinical studies in
nonhuman primates (NHPs). The aim of this work was
to establish the in vitro conditions for generation of
NHP tolerogenic DCs (Tol-DCs), as well as to analyze
the molecular mechanisms by which these cells could
control an immune response. Two populations of NHP
bone marrow-derived DCs (BMDCs) were obtained:
adherent and nonadherent. Although both populations
displayed a quite similar phenotype, they were very
different functionally, We characterized the adherent
BMDCs as Tol-DCs that were poor stimulators of T
cells and actively inhibited T-cell proliferation, whereas
the nonadherent population displayed immunogenic
properties in vitro. Interestingly, the anti-inflammatory
and immunosuppressive enzyme heme oxygenase-1
(HO-1) was up-regulated in Tol-DCs, compared to the
immunogenic BMDCs. We demonstrated that HO-1
mediates the immunosuppressive properties of Tol-
DCs in wvitro (in NHPs and rats) and that HO-1 is
involved in the in vive tolerogenic effect of Tol-DCs in
a rat model of allotransplantation. In conclusion, here
we characterized the in vitro generation of NHP Tol-
DCs. Furthermore, we showed for the first time that
HO-1 plays a role in the active inhibition of T-cell
responses by rat and NHP Tol-DCs.—Moreau, A., Hill,
M., Thébault, P., Deschamps, J. Y., Chiffoleau, E.,
Chauveau, C., Moullier, P., Anegon, 1., Alliot-Licht, B.,
Cuturi M. C. Tolerogenic dendritic cells actively inhibit
T cells through heme oxygenase-1 in rodents and in
nonhuman primates. FASEB [. 23, 000-000 (2009).
www.fasebj.org

Key Words: immwne tolevance « cell thevapy + macaque

DenpriTic cELLs (DCs) coMmMprisE a heterogeneous
system of lenkoovtes that orchestrate effector and
tolerogenic immune responses (1 23 It is now recog-
nized that wlerance induction by DCs is not alwavs
related 1o the absence of stmulatory properties (3).

0392-6638/090023-0001 © FASEB

Jean Monnet,

Instead, DCs can use active mechanisms o induce
tolerance, such as expression of membrane-bound in-
hibitonn molecules (B7-H1, PD-L1/2, and ILT3/4),
immunosuppressive oviokines (11-10 and TGF-B), o
the wryprophan-catabolizing enzvme indoleamine 2,5-
dioxvgenase (IDO) {1, 2). We hypothesized that, in
additon 1o those molecules, heme oxygenase-1 (HO-1)
(4) might mediate active immune suppression by
tolerogenic DCs (TolDCs). In fact. HO-T is a heme-
catabolizing enzvme that has been described as an
antidanflammatory (4 and immunosuppressive mole-
cule (5, 6). We have recently shown that overexpression
of HO-1 in DCs inhabits their capacity to trigger eHector
immune responses (5). However, it remains to be
determined whether HO-1" DCs could also actively
imhibit effector immune responses in vitm and i vivo, It
has been shown that on swstemic HO-1 induction,
impaired skin (7)) and nearoinflammation  (8) are
associated with increased HO-1 levels in antigen-pre-
senting cells (APCs). However, a direct demonstration
that HO-1™" DCs actively inhibit T-cell responses is still
lacking.

Understanding the molecular pathwavs used by DCs
o regulate immune responses and knowledge of the
hiology of the in varegenerated Tol-DCs will help
rationalize the use of Tol-DCs as therapeutic tools. In
fact, there is an increasing interest in an vaw applica-
tions of Tol-DCs in cell-based therapy lor prevention of
immune-mediated damage (1). Furthermore, 1o per-
form preclinical studies, the characterization of Tol-
DCs in nonhuman primates (NHPs) is needed,

Here, we establish an i vitro protocol for generation
of NHP bone marrow-derived Tol-DCs. We show that
HO-1 mediates the active immunosuppressive proper-
ties in NHP and rat Tol-DCs i wityo, Tn view, we
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demonstrate that HO-1 activity 18 needed to prolong rat
allograft survival on injection of HO-17 Tol-DCs. This
work characterizes NHP Tol-DCs and shows that HO-I
is a critical molecular pathway used by DCs to actively
moadulate inunune responses.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were purchased
from BioPrim (Baziege. France), and rats were from the
Centre d Elevage Janvier (Genest-Saint-Isle, France), All ani-
mals were used for experimentation m accordance with our
institutional and national ethical guidelines.

Generation of bone marrow DCs (BMDCs)

Rat and muacaque DCs were generated from bone marrow
precursors. Brietly, atter ved blood eell lysis, macaque cells
(1x10%ells/ml) were cultured in complete medinm  (4)
supplemented with 1% macaque serum (collected in our
animiads) and 100 U/ml recombinant human granulocye-
macrophage  colonvstimulating factor (GM-CSF: Novartis,
Basel, Switzerland). On d 3. the supernatant was replaced by
fresh medium contining GM-CSF. On d 7. the nonadherent
and adherent cells were harvested, Rat BMDCs were gener-
ated as described previously (10),

Phenotyping by FACS

The phenotypic protiles of the two populations of macague
BMDCs (adberent and nonadhberent) were analyzed using
monse antibodies (ABS) against homan antigens crosssreacts
ing with the aynomolgus macaque, Matching isotvpe control
mouse Abs were included, BMDCs were stamed using anti-
HLA-DR PE/APC (clone L243), anti-CDS6 APC (clone 2331 ),
anti-CDT FITC (cClone MSE2), and ann-CDTIL PE (clone
ICRF44) (BD Pharmingen: Le Pont de Claix, France); anti-
CDUHe FITC {clane 5.9 Chinisaences, Montronge, France),
anti-CDEO PE (cloneM24: Innogenetics, Gent, Belgium); anti-
CDBS FITC (clone F7135; Dako Trappes, France ), and ant-
DCsign (clome 120507; R&D Systems; Lille, Francel. For CDG8
staining, cells were fist permeabilized before imcabation with
CDESFITC Ab, Cells were analyzed wsing o FACSCalibur with
Cellquest S0 software (BD Pharmingen),

HO-1 staining

BMDCs (20,000 cells) were eytacentrifuged onto microscopic
glass shides and dried overmght at room temperamre. Cells
were also tixed in acetone, permenbilized, and stined with an
anti-HO-1 primary mAb (HO-1-1; Stressgen, San Dicego, CA,
USA). followed by o secondary FITC-AD (donkey-anti-mouse-
IgC: Jackson ImmunoRescarch Laboratories. West Grove, PA,
USA). Matching isotype control mouse Abs were included,
Representative photographs of HO-1 staining were taken with
a Nikon 950 digital camera (X630 Nikon, Tokyo, Japan).

Cell extracts and Western blot analysis

Western blor analysis was performed as described previously
(11). Bretly, cell protein extracts were boiled, elecuopho-
resed on a sodium dodecyl sultate-polyacrvlunide gel, and
blotted. Membranes were blocked and incubared with o
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mouse antehoman HO-1 Ab (Stressgen) or a mouse ant-f3-
wibulin mAb {Calbiochem, San Diego, CA, USA). Membranes
were then incuhated with horseradish peroxidase-labeled
secondary Abs (Juckson ImmunoRescarch), and detection
was performed by enhanced chemoluminescence (Amer-
sham, Ditbendort, Switzerland). Quantification of HO-1 was
pertarmed by densitometry analysis of HO- signals after
normalization with B-tubuling

Mixed lymphocyte reaction (MLR) assay

Troadiated adherent and nonadherent BMDCs were cocul-
tired with llogeneic peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) (1X107 cells) ar different ratios in a 5« MLR.
PBMCs were solated  from peripheral blood by Ficoll-
Hypaque density gradient centrifugation. Cocultures of 1
107 allogeneic PBMOCs with graded doses of irradiated BMIXCs
(BMDC:PBMC ratios of L4, 18, BTG 1232, and 1:64) were
performed in triplicate in 96-awell U-bottom plaes. After 5 d,
PEMC praliferation was measured by ["H]thymidine uptake
during the Lst 9 hoand was expressed as counts per minute
(cpm) measured in a liquid scndllaton counter (Betaplate;
Wallac, Oy, Finland).

Lymphocyte inhibition assay

Allogeneic MERs were performed between PEMCs (13 107)
from two different macaques (one of which was inadiated) or
between 1 % 107 T cells from LEW.IW ras and 5 < 10!
iradiated splenic DCs trom LEW.IA s, Graded doses of
adherent BMDCs provided from thivd-party macaques or
LEW.TA rats were added o these MERs and culred for 3 o
Macaque or rat adherent BMDCs were either lefo untreated or
preincubated with 50 pM of tin-protoporphyrin (SnPP; Fron-
tier Scientific, Carnforth, UK), an inhibitor of HO-1 activiey,
for 2 h, and then washed. Next, adherent BMDCs were
iradiated, Responder Tcell proliferation was measured by
["H)thymidine uptake and was expressed as cpm.

Rat heart transplantation

LEW.IW rats served as hean donors and LEW.IA s as
recipients (RTIu and RTla, respectively, complete major
histocompatibility complex mismatch). Heterotopic cardiac
allografts were performed as described previoushy (10). Re-
cipients were untreated or injected with 7 % 10" syngeneic
TolDCs on the day before mansplantation. A group of
allograft recipients receiving syngencic Tol-DCs were treated
by intraperitoneal injections of SnPP (60 pg'kg) once every
4.d (6), As a control, heart allogratt recipients received only
mtraperitoneal injections of SnPP (60 pg/kg).

Statistical analysis
A Zaailed unpaived ! test with 95% confidence intervals was
performed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad, San

Dicgo, CA, USA). Mean values were considered statistically
different ar values of < 0,05,

RESULTS

Adherent and nonadherent NHP BMDCs share the
same phenotype but differ in the expression of HO-1

We first generated and characterized macaque BMDCs.
We have recentdy reported that generation of Tol-DCs
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from BM in rats is able to prolong allograft survival
v (10). We differentiated NHP BM cells into Tol-DCs
according to the protocol used in rodents (12). At the
end of the macaque BM culture, as in the rat system,
two populations were identified: one consisted of large
irregularly shaped adherent clusters (adherent popula-
tion ), and another consisted of individual nonadherent
cells (data not shown). In rats, only the adherem
BMDC population was shown to induce low T-cell
proliferation in vifro and was able 1o prolong organ
graft survival m v (10)

The analysis of the DC phenotype of both macaque
populations revealed that they displaved a quite similar
phenotype. The majority of the cells expressed CD45
(—80% . HLA-DR, and CDI1Ib. Less than 5% of the
cells v\pn'\wd CDEY, CD20, CDL6, and CD34 (data not
shown). In the adherent population, expression of
HLA-DR was higher (85=3.2) than in the nonadherent
one (67.526.3; P<0.05). It is worth noting that neither
adherent nor nonadherent BMDCs produced detect-
able levels of 1L-12p70 (data not shown), To more
precisely characterize the DC populations, we analyzed
the expression of different markers (CDS0, CDS6,
CDlle, €CDIIh, CDI4, CDGS. and DGCsign) on the
HLA-DR gated cells. These results are shown in Fig. 1A.

The phenotypes of the HLA-DR™ cells in the two cell
populations were similar, with ~40 10 60% of CDS0,
=80% of CDS6 and CD1 e, ~95% of CD11h, ~65% of
CDI4, and <10% of DCsign. The major difference is
the expression of CDGB, which represents —60% of
HLA-DR™ cells in the ADH population and <30% in
the non-ADH populaton. Thus, in contrast to rats, the
membrane phenotype using conventional DC markers
in the adherent population did not differ significantly
from the nonadherent one.

We therefore analyzed HO-1 expression in both BMDC
populations o further characterize their phenotype. We
observed that the adherent BMDCs showed a higher level
of intacellular HO-I staining compared to the nonadher-
ent cells (Fig. 1B). The quantitative differences were
conhirmed by Western blot analysis (Fig, 1€, Quantifica
ton of HO-I prowin by this technique showed 3-fold
higher HO-1 in adherent BMDCs than in nonadherent
BMDCs when the means * sp of 3 independent experi-
ments were analyzed (graph in Fig. 10). HO-17 cells were
found among both CDE8" and CD6S - cells (dat not
shown), Indeed, HO-1 expression appears as a major
phenonypic difference between adherent and nonadher-
ent NHP BMDCs. We then aimed o study the function of
these nwo populations of cells.

A ' | : ~on ) ¥
Adberent | ‘ 5: ', Non-Adherent | 55 ’
o x it N { - k"
CD 80 CD 86 CD1le CD11b D14 DCsign
. r‘\‘. os% | . 88% ,r' 80% oM\ f98%  +f ) o% 60% o f\ 9%
Adherent | - I.,‘ il A 'y /ﬁ" X o\ A s (\r'/ ujH
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Figure 1. Phenotyvpe of macaque BMDCs generated in the presence of GM-CSF, A) Adherent and nonadherent NHP BMDCs
were wited on live cells (morphological parameters) and HLA-DR™ cells (top dot plots). Black lines in histograms show
expression of different markers in adherent and nonadherent BMDCs gated on Jive HEA-DR™ cells. Markers used were CDSO,
CDSG, CDHe, CDLIL, CDIL CDBS, or DCsign, Gray lines represent isotype controls. Numbers within quadrants indicate
percentage of positive cells, Data are representative of 2 experiments using difterent macaques. i) Representative photographs
of HO-1 staining in adherent and nonadherent BMDCs ( X 630). Matching isotype control mouse Abs were included. €) Analysis
of the presence and quantities of HO-1 by Western blot analysis. Expression of HO-1 was normalized o wabulin expression in

two populations of BMDCs. Graph shows means £
experiments using different macaques, 0P < 0,01,

HO-T MEDHATES IMMUNOMODULATION INDUCED BY

TOL-1DC

so of densitometry study of HO-1/wibulin ratio trom 3 independent
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Figure 2. T-cell stimulation capacity of NHP BMDCs. Trradi-
ared adherent and nonadherent BMDCs were coculured
with allogeneic PEMOs at different vatios ina 5= MER. PBMC
proliferation was measured by (“H|thyvmidine uptake (cpm).
Data are representative of =3 independent experiments
using different macagues.

HO-1" adherent NHP BMDCs are poor stimulators
of allogencic T cells

BMDCs were analyzed for their ability to induce prolif-
eration of allogencic PBMCs (Fig. 2). Although the
expression of HEA-DR was higher in the adherent cells,
and the expression of costimulatory molecules was
similar in adherent and nonadherent BMDCs, their
capacity to induce T-cell proliferation was clearly dif-
ferent. As shown in Fig. 2, a very low degree of PEMC
proliferation was induced by adherent BMDCs. whereas
the nonadherent cells were effective inducers of allo-
geneic Tecell proliferation. Indeed, the functional char-
acterization established that HO-1" adherent BMDCs

A

O MLR
~— MLR * NHP Ted-DC

g
A

thymidine uptake (cpm)
=

° v v T T " v
01 12 14 15 e 132
ratio OC : MLR

1:68 1128 1:2%

are poor stimulators of allogencic T cells. These obser-
vations are in agreement with our previous results in
rats and humans, showing that HO-17 DCs are poor
inducers of T-cell proliferaton (5).

Immunomodulatory effect of adherent NHP BMDCs

So far, we have characterized NHP BMDC populations,
showing that HO-1" adherent BMDCs are poor stimu-
lators of T cells. We next asked whether these cells were
able to whibic a T-cell response and whether HO-1
could be implicated in this function. We used an zn vilro
inhibition assav in which adherent BMDCs were tested
for their capacity to inhibit an allogencic MLR per-
formed beowveen two different macagque PEMCs (Fig, 3A).
The addition of adherent BMDCs decreased MLR
proliferation (Fig. 3A), indicating that, in addition o
being poor stimulators, adherent BMDCGs can also
actively impair T-cell responses and could therefore be
described as Tol-DCs. We next analyzed the role for
HO-1 in this effect. We performed the same MLR-
suppression assay with Tol-DCs that had previously
been weated with SnPP, a selective inhibitor of HO-1
enzymatic activity (13). The Tol-DCs were prewreated
with SnPP, then washed and added 1o the MLRs. This
SnPP pulse treatment has been previoushy described by
Taille ¢t ad. (14). We used this pulse inhibition in order
1o inhibit HO-1 onlv in Tol-DCs and not in the stimu-
latory APCs present in the MLRs, and similar results
were obtained using the inhibitor divectly in the MLR
culture (data not shown). As shown in Fig. 38, the
T-cell proliferation inhibition induced by Tol-DCs was
abolished by HO-1 inhibition in macaques (Fig. 54).
The same result was observed ar different DC:MLR
ratios (Supplemental Fig. 1), These observations show
that HO-1 is involved in the immunomodulatony effect
of Tol-DCs.

£ WLR alone
&= MLR + NHP TokDC
s MLR + NHP Tol-DC saPP

thymidine uptake (cpm)

Figure 3. Immunomaodulatory etfect of adherent BMDCs (TolDCsy éo metin i macaques, Role of HO-L A) Graded doses of
iradiated TokDCS (gray line) provided trom third-pasty macaques were added o an allogeneie MLR and cultured for 3 d, MLRs
were performed between PBMCs from 2 macaques (one of which was irradiated). Tcell proliferation was measured by [*'H]
thymidine uptake (cpm). Dotted line indicates MLR baseline, Data are representative of 12 expenments using 12 DO
preparations from different macaques. B Macague Tol-DCs were preincubated with 50 pM SaPP Gan mhbibitor of HO-1 activity)
(black histogram) for 2 h or not (gray hastogram), Next, TokDCs were irradiated and added o an allogenerc MER at a
BMDCPBMC ratio of 164 and cultured tor 3 d, Responder cell proliferation was measured by ['H] thymidine uptake (cpm).
Open istogram represents MLR baseline, Data ave representative of =3 experiments using cells from ditfevent anunals, =/ =

105, =% < .01,
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Role of HO-1 in zive in the immunomodulatory
effect of syngeneic Tol-DCs in a transplantation
model in rats

To test the role of HO-l-expressing DCs in an m wivo
relevant model of organ tansplntation, we performed
experiments in rats. We first verified that the vt
effect of HO-1 in rat Tol-DCs was similar to that
obtained in macaques. The rat BMDCs used here were
generated using a protocol previously reported by us
(1. Moreover, rat BMDCs used here displayed the
same immature phenotype as the one previously re-
ported (10). As observed in macaques, the addition ol
rat adherent BMDCs (Tol-DCs) in an allogeneic MIR
led to inhibition of T-cell proliferation (Fig. 4A4). Fur-
thermore, weatment of rat Tol-DCs with SnPP pre-
vented the inhibiton of Twcell proliferation mediated
by Tol-DCs (Fig. 4B8). After confirming that HO-1 was
implicated in olerogenic effects of ToRDCs i vitre, in
order to assess the role of HO-1 in the suppressive
activity of Tol-DCs in vavo, we used a previously de-
scribed model of prolongation of heart allografi sur-
vival by the administration of syngeneic Tol-DCs in rats
(10). Allograft survival of recipients wreated with an
intravenous injection of Tol-DCs | d before mansplan-
tation was compared to that observed following treat-
ment with SnPP 1o block HO-1 production. As shown in

>

Fig. A€, the prolongaton of allograht survival due 1o
Tol-DC treatment (2= 12) was torally abrogated by the
administration of SnPP (n=4) (7<0.05). Note that the
mjection of SnPP without Tol-DC (Fig. 4 did not
modify the Kinetics of graft vejection as compared o
untreated rats. These data demonstrate that HO-1 is
implicated in the prolongation of allograft survival
mediated by Tol-DCs i vivo.

DISCUSSION

DC-based therapy is a promising approach for reestab-
lishment or induction of antigen-specific tolerance in
order o prevent graft rejection and graft-vs-host dis-
ease, or 1o weat autoimmune disorders (1), For this
purpose, DUs differentiated s vifm can be manipulated
with different immune modulators, such as 11-10,
TGF-B, prostaglandin E2, the antioxidant molecule
Nacetvl-1-cysteine, or the vitamin D3 metabolite Lo, 25-
dihvdroxyvitamin D3 (1), The wolerogenic potential of
DCs can also be enhanced through gene oansfer
strategies or even by treating them ex vroo with immae
nosuppressive drags (1 However, the origing of DC
precursors, as well as the molecular strategy used o
differentiare them into DCs, constitute the first vari-
ables susceprible of manipulation when “building” a
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Figure 4. Immunomodudatory eftect of Tol-DCs e oeten and on vove
rats. Role of HO-1, A) Graded doses of inadiated TolDCs (gray line)
provided trom LEW.IA rats were added to an allogeneie MER and
cultured for 5 d, MLRs were performed between T cells from LEW. W
rats and weadiated splenie DOs from TEWC A saes, Tecell prolitesation
was mesured by PH]thymidine uptake (cpm). Dotred line indicates
MLR baseline, Data wre sepresentative of 5 experiments. 8 Rat
TolDCs were preincubared with 50 gM SaPP (an inhibitor of HO-1

actvity) for 2 h or not (gray histogeam ). Nexe, BMDCs were wradiated
and added 1o an allogeneic MLR at a BMDCT-cell ratio of 1:32 and calivred for 5 d. Responder cell proliferation was

measured by ["H]thymidine uptake (cpm), Open histogram represents MLR baseline, Data are representative of

A

experiments using cells from different animals. €) Heterotopic cardie allografts were performed as described previously,
Recipients were untreated (no cells; n=8) or injected with syngeneic Tol-DCs the day hefore ransplantation {rat TolDCs;
#=121 A group of allograft recipients veceiving Tol-DCs were treated by intraperitoneal injections of SnPP once every
4 d Ot TolDCAHSHPP; w=4). As a control, heart allograft recipients received only intraperitoneal injections of SnPpP

(SnPP: n=4). =P < 0.05.
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Tol-DC. In murine models, Tol-DCs are usually differ-
entiated from bone marrow progenitors. In contrast,
most articles dealing with human or NHP DCs use
blood monacytes as DC precursors, Interestingly, autol-
ogous hematopoietic stem cell or bone marrow trans-
plantation for the reatment of antoimmune diseases is
heing stdied in clinical rials for several vears with
positive results (15), Herein, we characterized NHP
DCs with HO-1<dependent tolerogenic capacities issued
from bone marrow progenitors. Our previous work has
shown that NHP monocyte<derived DCs (generated
with GM-CSF as in the present work) display a mature
phenotype and are potent activators of allogeneic T
cells (9). Moreover, the present work has also estab-
lished that GM-CSF-based DC differentiation is supe-
rior o GM-CSF + 11+ in generating Tol-DCs (not
shown). It is worth noting thar mouse BMDCs gener-
ated e vitro with: GM-CSF have been reported to
prolong allograft survival (12). In agreement with our
results, monooyvte-derived human DCs generated in
witre with GM-CSF were recently reported (o actively
inhibit T cells, whereas GM-CSF + IL-d-generated DCs
were immunogenic (161, Given these results and the
findings presented here, one could speculate that one
of the optimal conditions for in vitre generation of
human Tol-DCs should include bone marrow precur-
sors and GM.CSF-induced differentiation,

We have previously shown thar rat adherent BMDCs
display tolerogenic properties and are able to prolong
allograft survival (10, 17). Rat and NHP twlerogenic
BMDCs were selected by their expression of class 11
molecules and on functional criteria, independently of
the expression of costimulatory molecules. In the con-
ditions selected for each species, both rat and NHP-
adherent BMDC are poor stimulators of allogeneic T
cells and actively inhibit T-cell responses. However,
NHP adherent BMDCs display a more mature pheno-
tvpe (increased CDRO and CDS6G) as compared o rat
adherent BMDC. Nevertheless, neither rat nor NHP
adherent BMDCs produce detectable levels of 1L-12p70
in the culture supernatant. In agreement with our
observations, Lutz and Schuler (18) have proposed that
despite the level of costimulation molecule expression
(immature or semimature BMDOs), olerogenic or
regulatory DCs fail in producing 1L-12p70.

In addition o the characterization of the conditions
for o vitre generation of Tol-DCs, establishing the
molecular mechanisms by which these cells actively
inhibit immune responses is also a critical issue. It is
worth noting that neither inhibition of iNOS or TGF-
nor the [L-10 blockade could impair the immune-
regulatory properties of adherent BMDCs (Supplemen-
tal Figs. 2 and 3), suggesting that those molecules do
not play a significant role in the olerogenic effect of
adherent BMDCGs.

Here, we showed that HO-1 is involved i the tolero-
genic properties of NHP adherent BMDCs (i vuiro)
and rat adherent BMDCs (i wtro and in wivo), HO-L
has been classically considered as a ovtoprotective and
anti-inflammatory  enzyme, Nevertheless, a role for
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HO-1 in modulation of adaptive inumune responses was
already suggested by the Fact that overexpression of
HO-1, or administration of its enzymartic products,
prolongs allograft survival in rats (19-21). Moreover, a
predomimance of Thi-tvpe cytokine secretion has been
reported in splenocytes from HO-17 — mice after poly-
clonal stumulation of T cells, implying that HO-1 acrivity
is important in modulation of lymphocvte activation
(22). Conflicting data have been reported concerning a
role for HO-1 in the suppressive properties of regula-
tory T cells (23, 24). Nevertheless, it has been shown
that CD4"Foxpd™ Treg cells from HO-17"~ mice do
not show impaired regulatory properties as compared
to HO-1""" mice (23). In this framework, expression of
HO-1 by the orchestrators of adaptive immune re-
sponses, DCs, has opened a whole new perspective in
the study of the immunoregulatory properties of HO-1.
Indeed, our group has shown that HO-1 impairs the
immune stimulatory capacities of DCs (5), and the
activity of CD47CD257 Treg in mice is dependent on
the expression of HO-1 by DCs (25). HO-1 expression
by APCs has been associated 1o diminished skin (7),
graft ischemia-reperfusion (26}, and neoroinflamma-
ton (8) on systemic HO-1 induction. It has recently
been shown that pharmacologic HO-1 inducers can
modudate DC biology independently of HO-1 acrivity
(27). However, we and others have observed that HO-1
gene wanster inhibits DC mamraton, demonstrating
that HO-1 indeed modulates DC maturation (unpul-
lished results and ref. 7). Nevertheless, these works have
not directly shown that HO-1" DCs are able o actively
modulate adaptive immune responses.

In the present work, we supply evidence showing that
HO-17 DCs can actively regulate adaptive immune
responses i vlroand i vwo, We have previously shown
that HO-1 overexpression can impair the allostimula-
tory capacities of DCs by inhibiting LPS-induced DC
maturation (3). In this sense, note that HO-l1express-
ing adherent BMDCs and HO-1-negative nonadherent
BMDCs display the same pattern of CDS0 and CD86
costimulatory molecule expression. This observation
suggests that endogenous HO-1 expression is not mod-
ulating the expression of cosimulatory molecunles. We
analyzed the adherent HO-1-expressing BMDC pheno-
twpe on HO-T inhibition. Supplemental Fig. 4 shows
that HO-1 inhibition does not modify phenotypic mark-
ers in resting or in LPS-treated BMDCs. These observa-
tioms are in agreement with our previously published
results (5), showing that although HO-1 overexpression
renders DCs refractory o LPS-induced maturation,
endogenous HO-1 inhibition through SnPP did nor
maodifv DC phenotype. Therefore, the HO-I-dependent
tolerogenic properties of adherent BMDCs described
here are notdue o lack of costmulation, in agreement
with the proposed active inhibition of T cells by HO-1-
expressing Tol-DCs, One of these active mechanisms
could be Treg expansion. We studied this point by
culturing purified allogeneic CD47CD257 Treg with
adherent BMDCs (Supplemental Fig. 5). Our resulis
show that adherent BMDCs poorly induced prolifera-
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tion of purified Treg, suggesting that HO-1 does not
play a role in the stimulation and expansion of Treg.
Those resuits suggest that the inhibition of T cells
mediated by tolerogenic BMDCs is not due to the Treg
expansion. We therefore believe that HO-l-xpressing
BMDCs could actively inhibit T cells through the al-
ready described effects of the HO-1 enzymatic products
biliverdin/bilirubin (21, 28) and CO (29, 50) on T=cell
proliferation,

Therefore, HO-1" DCs appear as interesting candi-
dates for cell-based therapy protocols in order to reat
immune-mediated  damage. such as autoimmunity,
graft rejection, or even immunological clearance of
transgene products in the gene therapy field. NHP
preclimcal models are needed to ratonalize this Kind
of immune interventon. The present work has identi-
fied and characterized a nonadherent population of
immature HO-1" NHP BMDCs. Note that we did not
observe significant differences between the phenotypes
of the immunosuppressive adherent BMDCs and the
immunostimulatory nonadherent BMDCs, However,
HO-1 expression was clearly increased in adherent
BMDCs compared to nonadherent BMDCs. We have
shown, i witre, that these cells can actively regulate
lvmphocyte responses in an HO-l-dependent manner.,
Ongoing studies are oying to adjust a protocol in order
o use these cells i wwe in NHP in order 1o modulate
adaptive immune responses, The fact that the immu-
nosuppressive properties of NHP adherent BMDCs
depend on HO-1 constitutes important mechanistic
information that will condition the search of adjuvant
reamments, In fact, systemic induction of HO-1 has
been shown to have synergistic effects with other strat-
egies, such as donor bloodspecific vansfusion (DST)
(81) or even immunosuppressive drugs, such as cyclo-
sporine A (32). It is worth noting that in contrast o
swstemic HO-I induction, modulation of immune re-
sponses by HO-17 DCs is a controlled system in which
antigen specificity can be more easily manipulated, for
instance, by antigen loading of Tol-DCs. Therefore, the
ool “HO-1" DC” combines the powerful immune
regulatony properties of HO-1 with the strategic place
of DCs in orchestrating immune responses,

In summuny, the present work has established that
GM-CSF-generated NHP adherent BMDCs actively in-
hibit T cells. Tolerogenic properties of NHP adherent
BMDCs (in vityo) and rat adherent BMDCs (i astro and
in vive) depend on HO-T activity. 1)
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Identification et étude de nouveaux médiateurs de la tolérance a I’allogreffe

La connaissance approfondie des mécanismes immunologiques impliqués dans la
tolérance représente un enjeu capital pour améliorer le succés de la transplantation
d'organes. L'objet de cette thése a consisté en lidentification et I'étude de nouveaux
médiateurs de la tolérance a l'allogreffe chez le rat. Dans un modéle de tolérance induite par
un traitement avec le LF15-0195, un analogue de la déoxyspergualine, I'équipe a appliqué la
technique de puces a ADN pour identifier les mécanismes associés a la tolérance et a mis
en évidence I'expression d’'IDO et d’'IFNy. Nous avons montré que les cellules T régulatrices
CD4"CD25" accumulées dans le greffon expriment I'lFNy induisent I'expression d’'IDO, une
molécule tolérogéne, dans leset cellules endothéliales de la greffe et que ces deux
molécules sont nécessaires a la tolérance. De plus, nous avons identifié CLEC-1, un
récepteur lectine de type-C, surexprimé dans les cellules endothéliales et myéloides des
greffons tolérés. D’autre part, nous avons montré que I'expression de CLEC-1 est diminuée
par des stimuli inflammatoires et augmentée par des molécules tolérogénes. En outre, nous
avons montré que CLEC-1 diminue la différenciation Th17 en modulant la suppression
médiée par les cellules T régulatrices. Le role de I'IFNy a aussi été démontré dans un autre
modele de tolérance induite par l'administration de cellules dendritiques syngéniques
immatures en combinaison avec une dose sous-optimale de LF15-0195. Nous avons montré
que linhibition de I'lFNy abroge l'induction de tolérance et que les cellules T double
négatives étaient responsables de la production d’IFNy dans la rate des animaux tolérants.
D’une fagon intéressante, cette production est dépendante de la molécule EBI3 produite par
les cellules dendritiques immatures. L'ensemble de ces résultats ont contribué a
l'identification de nouveaux médiateurs de la tolérance qui pourront étre utilisés comme outils
thérapeutiques pour permettre une tolérance a l'allogreffe.

Mots-clé : Tolérance, cellules T régulatrices, CLEC-1, IFNy, cellules dendritiques, EBI3,
allotransplantation

Identification and study of news mediators of allograft tolerance

The understanding of immunological mechanisms leading to allograft tolerance
represents a major issue to improve the success of organ transplantation. During my Ph.D,
we have investigated news mediators of allograft tolerance in rat. In a model of tolerance
induced by treatment with an analog of deoxyspergualin (LF15-0195), the team used DNA
microarrays to identify mechanisms linked to tolerance and has observed a high expression
of IDO and IFNy. We have shown that CD4+CD25+ regulatory T cells accumulated in
allograft expressed IFNy and induced the expression of IDO in graft endothelial cells. So,
these two molecules are necessary to tolerance. Moreover, we have identified CLEC-1, a C-
type lectin receptor, as overexpressed in graft endothelial and myeloid cells of tolerated
allograft. Then, we have shown that CLEC-1 expression is decreased by inflammatory stimuli
and increased by tolerogenic molecules. At last, we have shown that CLEC-1 decreases
Th17 differentiation, modulating suppression mediated by regulatory T cells. The role of IFNy
has also been demonstrated in another model of tolerance induced by the injection of
autologous immature dendritic cells in combination with a suboptimal treatment with LF15-
0195. We have demonstrated that inhibition of IFNy abrogates induction of tolerance.
Moreover, we have shown that double negative T cells are responsible of IFNy production in
the spleen of tolerant recipients. Interestingly, this production is dependent of EBI3 secreting
by immature dendritic cells. All of these results contributed to identify new mediators of
tolerance which will be able to be used as therapeutic tools to induce allograft tolerance.
Keywords: Tolerance, regulatory T cells, CLEC-1, IFNy, dendritic cells, EBI3, allograft
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