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Liste des abréviations

Ac
AcMo
ADN
Ag
AlloAc
AlloAg
AP-1
APC
BcR
BFGF
CDs
CD;
CD,
CE
CMF
CMH
CPA
CsA
CSH
cTEC
DSA
ELISA
F-334
FITC
GAM
GVH
HLA
ICAM-1
IFN
IgA
IgE
IgG
IgM

IF

IL
Lew
LyB
LyT
mCDs
MMF
MO
mMTEC
NCA
NFAT
NF-kB
NK
NO
PBS
pCDs
PCR
PE

: Anticorps

. Anticorps monoclonal

: Acide Désoxyribonucléique
: Antigene

: Alloanticorps
: Alloantigéne
. Activator protein 1
: Allophycocyanine
: B cell receptor
: Basic Fibroblast Growth Factor
: Cellules Dendritiques

: Cellule Dendritique 1
: Cellule Dendritique 2

: Cellule Endothéliale

Cytométrie en Flux

: Complexe Majeur d’Histocompatibilité

: Cellules Présentatrices d’Antigenes

: Cyclosporine A

:Cellules souches hématopoiétiques

: Cellules épithéliales thymiques corticales

: Donor Specific Antibodies (Anticorps antisdweur)
: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

: Fischer F-344

. Isothiocyanate de Fluorescéine
: Goat anti-mouse
: GraftVersusHost

: Human Leucocyte Antigen

. Intracellular Adhesion Molecule-1
. Interféron

: Immunoglobuline A

: Immunoglobuline E

: Immunoglobuline G

: Immunoglobuline M

: Immunofluorescence

. Interleukine

: Lewis
: Lymphocyte B

: Lymphocyte T
: Cellules dendritiques myéloides.
: Mycophénolate mofétil

: Moelle osseuse

:Cellules épithéliales meédullaires

: Néphropathie Chronique de I'Allogreffe

Nuclear Factor of Activated T cell

: Nuclear Factor-Kappa B

: Natural Killer

: Monoxyde d’azote

: Phosphate Buffer Saline

: Cellules dendritiques plasmocytoides.
: Polymérase Chain Reaction

: Phycoérythrine
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PNE
RA
RC
RPM
RPMI 1640
SVF
slg
TcR
TGF-R
Th
TLR
Treg
TNF-o
XM

: PolyNucléaires Eosinophiles
: Rejet Aigu

: Rejet Chronique

: Rotation Par Minute

: Roswell Park Memorial Institute 1640
: Sérum de Veau Foetal

: Immunoglobuline de surface
: T Cell Receptor

: Tumor Growth Factor-3

: Lymphocyte T helper
: Toll-Like Receptor

: Lymphocyte T régulateur
: Tumor Necrosis Factar
: Cross-Match
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Le dysfonctionnement chronique est la cause lafphagiente de perte tardive des
transplants vascularisés. Sa pathogénie est nutittifalle, incluant des facteurs
immunologiques et non immunologiquesullius et Tillney, 1996 Parmi les
facteurs immunologiques, la production d'anticog#i-HLA spécifique du
donneur (DSA) est I'un des principaux mécanismgdigués dans la survenue
des lésions qui touchent la microcirculation etdess vaisseaux des transplants
allogéniquesJoosten et al, 2003, Yates et Nicholson 2008 présence de DSA,

associée a ces lésions, permet de définir le chjehique.

La manipulation du systeme immunitaire avant lagpgantation serait a méme
dinduire un état de tolérance vis a vis des allilganes et d'empécher
I'apparition de DSA. Au cours de la réponse imnairet les cellules effectrices
sont généralement inhibées par des cellules rémast Les lymphocytes T
régulateurs (Treg), qui comprennent les Treg nkure(nTreg)
CD4+CD25+FoxP3+ d'origine thymique et les Treg wuties (iTreg)
CD4+FoxP3+ qui se développent en périphérie, sest drincipales cellules
régulatrices étudiéesSkhevach 2006, Josefowicz et Rudenski R0U68s Treg
agissent a plusieurs niveaux. lls sont capablesitiér directement I'activation et
la prolifération des lymphocytes T effecteurs CDst+CD8+ et de moduler les
fonctions des cellules présentatrices d'antigélssa et Wood, 20)0lls peuvent
aussi interagir avec les cellules NK, les celluMisT, les mastocytes et les

lymphocytes B qui donnent naissance aux plasmogytetucteurs d'anticorps.

Chez le rat, la combinaison Lewis/Ficher, en préseme faibles doses
d'immunosuppresseurs, est le modeéle de rejet duerjui a été le plus étudié.
Bien que l'étude des sous-populations lymphocysaieg des mécanismes
immunologiques soient plus restreintes que cheolais, le rat, en raison de sa
taille, permet de greffer plus facilement des oggamascularisés comme le coeur.
Chez le rongeur, linjection d'antigénes du donnenr présence d'anticorps
bloquant le premier ou le second signal permettefobla tolérance de transplant
allogénique. Les études réalisées a ce jour ontowgurétudié la réponse
lymphocytaire T. Peu de travaux ont été consacrisraponse humorale et la

conséguence de ces protocoles sur la productibde
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Dans un travail antérieur effectué au Laboratdira,été montré que les cellules
dendritigues allogéniques OX62+ provenant de rathdéfi pouvaient étre
détectées, aprés marquage vivopar un traceur fluorescent (PKH26), chez le
receveur (rats Lewis). Cette injection de celluesdritiques se traduit par une
réponse humorale anti-donneur, mise en évidenceegi@ des tests de
compatibilité croisée ou cross matches, réaliséx dgs cellules du donneur.
L’injection de cellules dendritiques du donneurscauvert d’anticorps anti-CD4
inhibe la réponse humorale anti-donneur et génesdyiphocytes T régulateurs

CD4+CD25+ spécifiques du donneur.

Dans ce travail, nous avons évalué, dans une caisbim Ficher/Lewis I'impact
de ce protocole associant chez le receveur avamraplantation, I'injection de
cellules dendritiques spléniques OX62+ du donnéuwt'wn anticorps anti-CD4
non déplétant, sur le devenir de transplants cqués allogénique et la réponse

humorale anti-donneur.
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TRANSPLANTATION

[. HISTORIQUE

L'homme a inauguré par des légendes et des mythesiicaujourd'hui est une
réalité scientifique et humaine. Le Sphinx, le @en¢ et dautres étres
composites (Horus, Anubis..) ont magnifié et saséate réve singulier: la greffe.
L’essence divine fOt longtemps associée a cet @eteréation. La Genese nous
apprend que Dieu fit la femme avec une céte prélews I'homme, qui avait été
plongé dans un profond sommeil. Le geste de Jémporté par Jean, qui recolla
l'oreille tranchée d'un homme témoigne de l'idédadgreffe, mais ici il s'agit

peut-étre ici plus d'un «miracle» que de chirurgie.

Au fil des siecles, légendes, mythes et miraclest vioerpétuer cette idée
chimérigue de la transplantation. L'histoire de @ash Damien va alors la faire
basculer dans le possible. De multiples réticemmmsisteront sur les limites
concevables de cette intervention, mais les expegige vont se poursuivre et

participer a I'accumulation des connaissances\aufale la greffe.

L'histoire scientifique de la greffe humaine n’aggtvéritablement qu’au début
du XXeme siécle, méme si quelques tentatives sappartées entre la
Renaissance et le XIXéme siécle. On peut citerréanfere greffe de peau par
Reverdin en 1869, puis la premiére greffe de com@el914 par Elschwig a
Prague et le travail important d'Alexis Carrel dE804 au Canada et USA

notamment.

Dans le courant de la seconde guerre mondialerasaffort a été mené par les
chirurgiens britanniques pour traiter les pilotesla Royal Air Force accidentés,
et parfois défigurés pendant la bataille d’AngleterMedawar, alors jeune
chercheur, montre un intérét marqué pour le probldes homogreffes qui étaient
la plupart du temps rejetées rapidement. Ses preraiticles publiés entre 1944
et 1946, constituent le début de I'ere moderneadetherche en transplantation.
I démontre, chez le lapin, que le rejet de greffsisun mécanisme actif possédant
une mémoire, puisque une seconde greffe, ideniglaepremiére, déclenche un
rejet accéléré encore plus violent. Plus tard, @ésa Brent et Billingham, en
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s’'appuyant sur I'observation des jumeaux non-idgmts chimériques félins, il
démontre gu'il est possible de rendre un animaréoit en lui injectant, dans sa
période périnatale, des cellules allogéniquespdisent ainsi les fondements des

mécanismes de rejet et de tolérance immunitaire.

Aprés le début convaincant des greffes de cornélesfin des années 40, la
transplantation d’organe restera longtemps inadadessn raison de I'absence de
traitements efficaces contre le rejet. Elle deviéalité chez ’'homme d’abord en
janvier 1951 avec les essais de trois équipes olargiens francais (Dubost et

Oeconomos, Servelle et Rougeulle, Kiss et Teimugei mettent au point la

technique chirurgicale, puis en 1952 dans I'unééHdmburger a I'hopital Necker

avec une greffe entre une mere et son fils quitfonoera 21 jours. Finalement en
1954, la démonstration de l'obligatoire compatibikest faite : la greffe réalisée
par Murray aux Etats Unis entre deux vrais jumeastxune réussite. Le greffé
épouse son infirmieére... La transplantation entre @agueu dans le champ des
pratiques thérapeutiques. En 1956 a Boston puisrss,Psont effectuées des
greffes entre faux jumeaux avec irradiation eticortles. On percoit bien que I'on
ne peut pas rester a la greffe entre jumeaux ef'gostacle de l'incompatibilité

biologique doit étre franchi. Le Professeur JeanUSSET montrera que

I'expression génétiguement déteminée d’antigenels &urface des cellules,

régulent la réponse immunitaire. Il obtiendra peas travaux le prix Nobel de
Médecine en 1890.

Durant les deux premiéeres décennies, I'apparieraetie donneur et receveur et
une immunosuppression globale du receveur (splémeet irradiation partielle

ou totale et corticoides, azathioprine puis séramis-lymphocytaires dans les
années 60) étaient les seules armes a la dispodiéi® cliniciens pour juguler le

rejet de greffe.

En 1967, la premiéere greffe cardiague humaineisé&alau Cap en Afrique du sud
par le professeur Christian Barnard, va avoir uemessement mondial tant sur le
plan éthique que scientifique. Scepticisme, pratest et réalisme diviseront la
communauté scientifique; optimisme ou réprobatioartggeront I'opinion

publigue. La premiére transplantation cardiagueEemope date de 1968 (la

7°™au monde) & I'hdpital de la Pitié Salpetriére @sPhe patient vivra quelques

17



jours. D'autres transplantations (foie, coeur-powsngancréas) suivront. Mais il
faudra de nombreuses années pour sortir cetteqpeatile la thérapeutique
d'exception. Aujourd'hui c'est une chirurgie denpmiefficace, attendue par des

milliers de personnes chaque année.

L'arrivée de la ciclosporine A, dans les années @lis d’autres molécules
immunosuppressives (tacrolimus, mycophenolate rihofgta contribué a I'essor
des transplantations. Néanmoins, la toxicité de roe$cules ainsi que leurs
nombreux effets secondaires (maladies infectieagg®rtunistes, cancers, ...)
restent des problemes non résolus. En outre, spaeges importants ont été
réalisés dans le contréle des rejets aigus, & chjenique qui se développe a bas
bruit au fil des années, reste un obstacle majausukceés a long terme des
transplantations d’organes vascularisés. Seulé¢al@eance durable permettrait de

s’affranchir de ces barriéres.

Notre travail s’inscrit dans la perspective des hmux essais visant a induire un
état de tolérance aux alloantigenes. Parmi les neusks approches utilisées pour
I'induction de tolérance, nous avons choisi d’éudihez le rat, les effets sur la
réponse alloréactive, notamment humorale, de tiige au receveur de cellules
dendritigues (CDs) matures du donneur, associéea anticorps monoclonal
dirigé contre la molécule CD4. Le modele choisi este combinaison
rats Lewis/rats Fisher. Nous justifierons ce chaixes avoir fait le point sur les
principales connaissances actuelles concernant niésanismes des rejets
d’allogreffes et de tolérance et sur les pistesisié® pour tenter d’induire la

tolérance.
[I. LES LIMITES NON IMMUNOLOGIQUES

Chez 'lhomme, I'appréhension du don d’organe darsssociétés et les altérations
subies par les organes avant leur transplantatiohles principaux facteurs non

immunologiques qui limitent le recours et/ou lecgcdes transplantations. Chez
I'animal, en situation expérimentale, la pénurierdane et les altérations liees a
la mort cérébrale sont des limites qui n'existead.gNous ne développerons donc

dans ce paragraphe que les conséquences sur Borgairansplanter du

18



prélevement et de sa réimplantation chez le recevegroupées sous le terme de
lésions d’ischémie/reperfusioRérico et al., 200

Apres son prélevement l'organe est conservé gstégiieé dans des conditions
anaérobies qui provoquent I'accumulation de métsotoxiques et des Iésions
cellulaires. L'absence d’oxygene entraine une digm anaérobie et conduit a la
production de radicaux libres, d’acide urique etcttle lactique qui abaisse le pH
intracellulaire. La diminution des stocks d’ATP swaduit par un
dysfonctionnement de la pompe Na/K perturbant I'ostasie des électrolytes et
augmentant l'activité des protéases. Enfin, l'iitidn de la fixation des métaux
sur leur protéine de transport (transferrine, fiex) favorise la génération de
radicaux libres et de monoxyde d’azote (NO). Le jd@e probablement un réle
important car I'inhibitionin vivo de la NO synthase protege le rein des effets

néfastes de I'ischémi@&lfiri et al., 200).

Apres la réimplantation, le réchauffement et laoxggénation de I'organe
permettent le retour a un métabolisme aérobie ket @roduction d’ATP mais
induisent aussi la production de radicaux libres dgpasse les capacités de
régulation, provoquant la mort par apoptose de meuses cellules et favorisant

le développement d’'un environnement inflammatoire.

Ces altérations activent les cellules endothéligies/ont exprimer des molécules
d’adhérence comme ICAM-1 et VCAM permettant le uéement de leucocytes.
Elles favorisent également la sécrétion d’IL-8 fuiervient dans le recrutement
de polynucléaires neutrophiles et I'entretien dacpssus inflammatoire.

[ll. LES LIMITES IMMUNOLOGIQUES

1. Les allo-antigenes

Les cellules du greffon expriment a leur surfaces dmtigenes susceptibles
d’activer le systéme immunitaire du receveur : @et $es allo-antigenes dont les
principaux sont ceux du complexe majeur d’histocatilydité (CMH). Les

antigenes mineurs d’histocompatibilité et les antgs de groupe sanguin peuvent

également participer a la réaction de rejet.
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» Complexe majeur d’histocompatibilité

Les différences qui existent entre les antigenap @A CMH du receveur et du
donneur sont probablement les principaux facteurseqmpéchent la survie des

transplants allogéniques, en I'absence de traiteimemunosuppresseur.

Chez le rat le CMH ou complexe RT1 est localisé laupartie télomérique du
bras court du chromosome 2Dréssel et al., 2001 ; Eberhard et Lutz., 2p01
L'orientation du complexe RT1 par rapport au canée est le méme que celle
du systeme HLA chez 'Homme. On distingue plusiegnandes régions qui sont
les régions RT1-A (région centromérique de claysBT1-B/D (région de classe

), la région de la classe lll, et RT1-C/E/M (kgion télomérique de classe |).

Les molécules de classe | sont exprimées de maodrgtitutive par toutes les
cellules nucléées. Ce sont des glycoprotéinesrtrambranaires composées d’'une
chainea polymorphe a trois domaines associée de faconconwalente a Ig$2-
microglobuline. Elles permettent la présentatiomaasurface de la cellule de
peptides endogénes au cours d’infection virale ewahcer, pour qu’ils soient
reconnus par le systeme immunitaire. Les cellulrsddtiques ont également la
possibilité de présenter des peptides exogenessatiation avec les molécules
de classe | par un mécanisme de présentation eroig&oss priming(Ackerman

et al., 2004.

Les molécules de classe Il ont une distributionsphestreinte. Elles sont
exprimées a la surface des cellules présentatlieesigenes (CDs, macrophages,
lymphocytes B) et des cellules épithéliales thyraguSous linfluence de
cytokine comme I'IFNy, les cellules endothéliales et les lymphocytesvést
peuvent exprimer ces molécules. Elles sont cogstude deux chaines
polymorphesy et qui permettent la présentation de peptides exagaor LyT
CD4+.

» Complexe mineur d’histocompatibilité

Les antigenes mineurs d’histocompatibilité peuverdrrespondre a des
glycoprotéines membranaires n’appartenant pas aiH @Jd a des protéines
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intracellulaires comme des facteurs de transcnpta la myosine Rotzschke
et al., 1991; Walny et Rammensee, 1990

2. Les voies de présentation des antigenes

La reconnaissance des alloAg par les cellules inaives du receveur peut se
faire de trois manieres : la présentation direae ljintermédiaire des CDs du
donneur, la présentation indirecte par lintermidiadles CDs du receveur et
(Gould et al., 199Pla présentation semi-directédigng et al., 200% La figure 2

résume ces différentes voies de présentation.

* Présentation directe

La présentation directe ne s'observe qu'en situatiallo-incompatibilité, c’est
I'originalité de la réponse allo-immune. Elle faitervenir les CDs du donneur
qui présentent les alloAg HLA dans leur intégrabtit au LyT CD8+ (Ag de
classe 1) soit aux LyT CD4+ (Ag de classe Il). kképertoires des LyT générés
par ces deux principales voies de présentationAde(tlirecte et indirecte) sont
totalement différents et non redondants. L'inténdé la réaction immunitaire liée
a la voie de présentation directe est 100 fois rseipe a celle induite par la voie
indirecte et son déroulement beaucoup plus raidenger et al., 1998, Suchin et
al., 200). Plusieurs hypothéses complémentaires peuveat pgtoposées pour
expliquer la fréequence élevée (5 a 10%) des clatflestactifs : la capacité des
TCR a réagir avec les antigenes du CMH de I'esf#mme et al., 2004 ; Zerrahn
et al., 1997, la capacité du TCR a se lier avec une fortenidfia la molécule du
CMH allogénique et enfin, I'existence a la surfaes CD d’'un grand nombre de

complexe immunogéne peptide/CMM4tzinger et al., 2011

* Présentation indirecte

La présentation indirecte est un processus phygmie qui intervient lors de la
prise en charge de peptides solubles par les CBst €h mettant en évidence des
molécules HLA au sein de greffon humain que Charko al. Charlton et al.,
1970 ont suggéré que ces molécules peuvent étre uoneesale peptides
immunogenes présentés par les CPA du receveur.ébutddes années 1980,
Lechler et al. (Lechler et al., 1982 ont montré que la présentation indirecte
pouvait contribuer a la destruction du greffon. dist en effet observé que la
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transplantation de reins de rat, déplétés en «tstes passagers» (CPA du
donneur), ne provoquait pas de RA mais une dédodgtrogressive et
irréversible de la fonction du greffon. L'importande la présentation indirecte
dans la genese de ces lésions du RC a été confandzenichou et alBenichou
et al., 1992. Apres la transplantation, les alloAg de classa te classe I, libérés
par les cellules du greffon, sont pris en charge lea CDs du receveur puis
présentés au LyT CD4+ en association avec les meedLA de classe Il
(Sherman et al., 1993

* Présentation semi-directe

Les 2 voies de présentation décrites ci-dessusmagitent toutefois pas de tout
expliquer. Il a été montré que l'activation des L@D8+ liee aux CDs du donneur
(voie de présentation directe) pouvait étre angsifpar les LyT CD4+ activés par
les CDs du receveur (voie de présentation indijeCte facon parallele, les LyT

régulateurs CD4+ générés par des protocoles uiildes Acs non dépletants anti-
CD4 et anti-CD8 (voie de présentation indirectepvy@ient réguler des LyT

CD8+ activés par les CDs du donneur (voie de ptaten directe). Le groupe de
Robert Lechler a suggéré récemment qu’'une troisieaie de présentation, la
voie de présentation semi-directe (figure 1), paitrexpliquer ces discordances
apparentes et faire le lien entre les voies deeptétion directe et indirecte. Cette
troisieme voie de présentation serait liée au feahactif de molécules intactes du
CMH provenant de CDs ou de cellules endothéliales) (vers d’'autres CDs.

Dans le contexte d'une transplantation allogénigless CDs du receveur

pourraient ainsi acquérir et présenter des moléddleA de classe | intactes aux
LyT CD8+ tout en conservant la possibilité de pnéseles mémes peptides

allogéniques par la voie de présentation indir@degrera et al, 2004).
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Figure 1: Différentes voies de reconnaissance destigénes Dans la voie de présentation
directe (a), les LyT du receveur reconnaissentmetécules intactes du CMH du donneur a la
surface des CPA du donneur. Dans la voie de prts@mindirecte (b), les molécules du CMH du
donneur sont internalisées et présentées aux LyTedeveur. Dans la voie semi-directe, les
molécules du CMH intactes du donneur sont tranefdes CPA du donneur vers les CPA du
receveur puis présentées aux LyT du receveur. [B% @ receveur peuvent donc présenter des
peptides simultanément par la voie indirecte etigbracte (D’aprés Caballeret al.,2006).

23



3. Les cellules dendritiques

Les CDs sont les principales CPA professionnellapables d’activer les LyT
naifs (chim et al., 2008 Elles constituent un ensemble de cellules hg&ées.

On distingue aujourd’hui classiquement 2 principadeus populations de CDs:
les CDs dorigine myéloide (mCDs) et les CDs déivde précurseurs

plasmocytoides (pDC)

L’association des peptides immunogeénes aux molgeddleA de classe | ou de
classe Il exprimées a la surface des CDs est iedsgble a la présentation de
I’Ag aux LyT. On sait aujourd’hui que les cellul&salloréactives sont capables
de répondre a de multiples complexes CMH-peptigebx et al., 200Y. Les CDs
jouent un réle central dans l'initiation de la répe immunitaire, mais joue aussi
un réle dans l'induction de toléranc8téinmann et al., 2002Les CDs ont une
distribution ubiquitaire et leur fonction dépendldar état d’activation. Les CDs
immatures ont de forte capacité de capture des Ags mne faible capacité
d’'activation des LyT naifs. Ces cellules agissenmmme des sentinelles
permettant de détecter les signaux de danger @sxallergenes, virus, nécrose)
(Matzinger et al., 1999 Les CDs immatures capturent 'Ag par phagocytose
micropinocytose ou par endocytose grace aux régepke de type | ou Il ou aux
récepteurs de type lectine. L’Ag pris en charge [g CDs va subir un
apprétement qui lui permettra d’étre associé aubéonbes HLA de classe | ou de

classe II.

Le peptide est présenté correctement aux LyT si-cekest associé a un signal de
maturation. Ces signaux peuvent étre de différentdsres. Il peut s’agir de
molécules associées aux agents pathogenes (LPS,),Ad¥N cytokines pro-
inflammatoires (IL1, TNFa, IFN-y), de cellules apoptotiques ou de protéines de
choc thermique (HSP). Les signaux associés auxtagathogenes sont détectés
par les récepteurs de type Toll (TLR) exprimés audace des CDs (TLR4) ou
présents dans les vacuoles d’endocytose (TLR9)gLdigéré est associé aux
molécules de classe | ou de classe Il du CMH. LIBs @igrent vers les organes
lymphoides. Au cours de cette migration, elles powent leur maturation qui

s’accompagne de modifications morphologiques (atipm de dendrites) et
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phénotypiques (augmentation de I'expression menaimaide molécules HLA de

classe Il et de molécules co-stimulatrices comme8@CPBt CD86). Les CDs

matures peuvent alors activer les LyT naifs selffiérdntes modalités qui vont
étre décrites dans le chapitre suivant. Le réle @s n’est pas univoque. Des
études récentes ont montré que les pCDs et lem@@Dges pouvaient avoir dans
certaines conditions un role tolérogéhatg¢ et Schuler, 2002

Chez le rat, différentes sous populations de CR<tndécrites, tout d’abord par
le groupe de Mac Pherson, sur la base de I'exjpresid CD4 et SIR#P (CD172)
(Turnbull et al., 200p L’équipe de Josien et al. a recemment décrisdamate,
les ganglions lymphatiques et le thymus des CDs Z3XQui représentent
respectivement 80, 55 et 70% des CDs totales. Il2s @X62- qui expriment
CD4 correspondraient a des CDs plasmocytoidesidtee2 populations de CD
OX62+ : I'une est CD4- et l'autre CD4+. Ces CDs mxgnt eégalement CD5,
SIRRx et CD90 Trinite et al, 2000. Elles sont présentes en proportion a peu
pres égale (ratio 1:1). Les CDs CD4- produisentl’'lel2 qui induit une
différenciation de type Th1l tandis que les CDs Cpdaduisent peu ou pas d’IL-
12 et induisent la différenciation de lymphocytesn®n polarisés dite ThO
(Voisineet al, 2002.

4. Cellules effectrices
* Lymphocytes T CD4+

Les LyT CD4+ jouent un role essentiel dans la iéactle rejet Krieger et al.
1996. Ces cellules peuvent se différencier en 3 sygpesst principaux caractérisés
par les cytokines qu'elles produisent. Les lymphexyl helper (Th) CD4+ de
type 1 (Thl) produisent de linterféron (IFi)et de ['lL2. Ces cytokines
contribuent a [l'activation des LyT cytotoxiques CD&t de la réaction
d'hypersensibilité retardée (HSR) médiée par lesrophages. L'expression de
Fas-ligand (FasL) par les LyT CD4+ de type Thl leamfere en outre une action
cytotoxique directe. Les LyT CD4+ de type Th2 stamelL4, IL5, IL9, IL10 et
IL3. Ces cytokines activent les PNE qui peuventua seuls provoquer une
réaction de rejet. Contrairement aux cellules ge tYh1, les LyT CD4+ de type
Th2 n'expriment pas FasL et n‘ont donc pas de powxdotoxique direct.

Récemment, les LyT CD4+ de type Th17 qui exprinbefacteur de transcription
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ROR+«t et secrétent de I'IlL17, IL21, IL22 et IL23, ontéédécrits Accosta-
Rodriguez et al., 2007, Cosmi et al., 2P0A8IL-17 cytokine pro-inflammatoire
était connue pour recruter et activer les polyraiods neutrophiles et stimuler la
granulopoiesel@an et al., 1999, Forlow et al., 2001Les Ly Th1l7 pourraient
participer au rejet par l'intermédiaire notammemt ld sécrétion d’lL-21 qui
favorise la formation de follicules lymphoides i@ires et le développement d’'une

réponse humorale au sein du transplBet¢ix et al., 2010

La différenciation des LyT CD4+ selon un mode dgetyrhl Th2 ou Th17 est
influencée par le type de cytokines et le phénotigse CDs Koser et al., 2010
L’IL-12 et I'IFN-y induisent une différenciation de type Thl en amiss
directement sur les précurseurs CD4+ et en inhilsagrtoissance des clones Th2.
Chez I'hnomme, les CDs peuvent étre schématiquedieisées en 2 groupes : Les
CDs fortes productrices d'IL12 (CD1) et les CDsblies productrices d'IL12
(CD2). Ces 2 types de CDs ont des précurseurgelifie CD1 proviennent des
monocytes d'origine myéloide alors que CD2 sonigissles CDs plasmocytoides.
Par ailleurs, les CDs isolées de la rate provoqueatréaction de type Thl alors
que les CDs isolées de l'intestin, des poumons &id induisent une réaction de
type Th2. En outre, l'activation de LyT CD8+ parsdég HLA de classe |
prévient la formation de clone Th2. En l'absencelLgi@ CD8+ la réaction
immunitaire est mixte associant des cellules de /bl et Th2. La polarisation

Th17 est favorisée par la présence d’IL-23 et d’fL.-

* Lymphocytes T cytotoxiques CD8+

Apres leur activation, les LyT CD8+ acquierent gespriétés cytotoxiques qui
leur permettent de détruire leur cible. Les deulgipaux meécanismes de
cytotoxicité sont le systéme perforine/granzyméeeetystéeme Fas/FasBérke et

al., 1995; Graubert et al., 1996Ces 2 systemes provoquent la mort de la cellule
cible par apoptose. Le systeme perforine/granzyshatiisé par les LyT CD8+ et
les cellules Natural Killer (NK). La synthese descenzymes est liée a la
production de cytokines de type Thl notamment [L&s enzymes sont stockées
dans le cytoplasme des lymphocytes cytotoxiques Eotorme de granules. Lors
du contact avec la cellule cible les perforineeotéles pores dans la membrane

cytoplasmique. Grace a ces pores, les granzymes B pénétrent dans le
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cytoplasme de la cellule cible pour gagner direetethe noyau ou ils clivent les
pro-caspases en caspase qui permettent la fragioante I'ADN observée au

cours de l'apoptose.

Le systeme Fas/FasL est le principal mécanismetadéoxicité utilisé par les LyT
CD4+. Fas qui appartient a la famille des récepgtele mort cellulaire de type
TNF est exprimé par la plupart des cellules alars celle de FasL est inductible.
Apres leur activation, les LyT de type Thl expritespidement FasL qui est
clivé par une métalloprotéase en une molécule quse lier avec Fas. Cette
interaction active la cascade des caspases qutibhda mort par apoptose de la
cellule cible Kagi et al., 1996 ; Peter et al., 1998

¢ Cellules NK

Les lymphocytes NK sont des cellules de I'immunééurelle qui interviennent en
premiere ligne dans la lutte contre les micro-oig/aes et la surveillance des
tumeurs. Les cellules NK représentent 5 a 15 %cdksles mononuclées du sang
périphériqgue chez 'homme. Elles constituent ugaéé distincte de celles des
LyT et des LyB. Ces cellules sont essentiellemeésgntes dans le sang, la rate
(pulpe rouge) et la moelle osseuse. Ces cellulesi@s capacités cytotoxiques et
peuvent différencier les cellules allogéniques deBules du soi. Leur role
potentiel dans le rejet de greffe a été longtenpyroversé. La découverte des
récepteurs de type Toll (Toll like Receptor ou TLR)permis de lever cette
ambiguité. En effet, ces récepteurs sont le trainidn entre le systeme
immunitaire inné et adaptatiHpebe et al., 2004 Les cellules NK sont capables
de réguler la fonction des CDs, qui peuvent afeur activer les LyT\(Valzer et
al., 2005. La plupart des études récentes suggerent queeledes NK ont un
réle actif dans I'apparition du RA et méme du RChé€ka et al., 2005). Chez
’homme, I'étude du transcriptome de biopsie dengpants rénaux avec rejet
humoral a montré I'implication des cellules NK damestype de rejetHidalgo et
al, 2010)
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Figure 2. Représentation schématique de I'inhibitio de la lyse cellulaire mediée par KIR(a)

lorsqu’une cellule cible exprime des molécules Bsse | du CMH, KIR recrute la phosphatase
intra cellulaire SHP-1, qui inhibe KAR., (b) lotsgne cellule cible n'exprime pas de molécule de
classe | du CMH, le récepteur KIR n'est pas acti{#R reste actif et la cellule est lysée (D’apres

Campbell et al, 1998
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* Lymphocytes B, coopération T-B et anticorps

Avant de produire des Acs, les LyB naifs présemtssdes organes lymphoides
(ganglions lymphatiques et rate) doivent fixer |'Agble grace a leur
immunoglobuline de surface (slg) associée a degentds comme CD19, CD21
CD22 et CD79 Konroe et al., 2000 L'activation du BcR va conduire a
I'activation de kinases intra-cellulaires qui abssent a la translocation nucléaire
du facteur de transcription NEB. Dans le contexte d'une allo-transplantation, le
complexe Ag/HLA de classe | ou classe ll/slg estrimalisé. Les Ag HLA sont
clivés en peptides allo-réactifs qui sont ensuxgrienés a la surface du LyB en
association avec les molécules HLA de classe llir pooduire des Acs, les LyB
alloréactifs doivent ensuite établir un contactcales LyT CD4+ qui sont les
seules cellules capables de reconnaitre le complé@eptide/molécule HLA de
classe Il Pettitgrew et al., 1998 Les LyB vont interagir avec une Ssous
population de lymphocytesfelperrécemment décrite : les lymphocytes T helper
folliculaire (TFH) qui proviennent de précurseur43CD69+CXCR5+. Les
TFH expriment chez 'homme, PD1, ICOS, le facteer tdanscription Bcl-6,
CXCR5 et CXCL13 et secrétent de I'lL-4 et de I'll-2qui activent le
différenciation des LyB centro-folliculairesrdn Andrian et al., 2003 ; King,
2009.
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Figure 3. Représentation schématique de la coopération deselymphocytes T et les
lymphocytes B lors de la réponse immunologique o@aht a la production d’anticorps (D’apres
King, 2009)
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Ces différentes interactions vont activer difféesntles voies de signalisation
intra-cellulaire, qui entrainent la prolifératioeslLyB naifs et leur différenciation
en LyB mémoires ou en cellules sécrétant des Aes plasmocytes. Initialement,
les LyB sécrétent des IgM dont l'affinité pour I'Agst peu élevée. Le contact
avec les LyT CD4+ permet le réarrangement des géo@ant pour les chaines
lourdes des Ig et la constitution, dans les orgdyi@phoides secondaires, des
follicules lymphoides secondaires. Les précursedes plasmocytes ou
plasmoblastes produisent alors des Ac ayant umagraffinité pour I'Ag (IgA et
1gG).

5. Activation lymphocytaire

La présentation de l'alloAg au récepteur T (TcR)lpa CDs est insuffisante pour
activer les cellules alloréactives. Un second digsa nécessaire pour permettre
I'expansion des cellules activé@rdtscher et Cohn, 1970Ce second signal est
obtenu grace a l'interaction de molécules exprindessurface des CDs activées
avec des molécules membranaires lymphocytairesmaécules présentes a la
surface des CDs activées appartiennent a la fanblle (B7-1 et B7-2

correspondent respectivement a CD80 et CD86) atfanhille du TNF (CD40 et

0OX40 ligand). Les ligands, exprimeés a la surface lgmphocytes, appartiennent

quant a eux, a la famille CD28 et a la famille doepteur du TNF (figure 4).
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CDs Lymphocyte T

Signal Signal
famille B7-1 or B7-2* famille
-2 (CD80 or CD86)
CTLA-4 (CD152) -
B7-1 or B7-2*
Lk B7-1 or B7-2* > cD28 + ch28
B7h (ICOS-L) 1cos N
PD-L1 or PD-L2 PD-1 .
MHC/Peplidé TCR/CD3 complex +
+ CD40 CD40L (CD154)  +?
4-1BBL (CD137L) 4-1BB (CD134) +
TNF TNF-R

OX-40L (CD134L) € OX-40 (CD134) *

cD70 CD27 +

Figure 4. Molécules co-stimulatrices. Les molécules co-stimulatrices et leurs ligands
appartiennent aux familles CD28/B7 et TNF/TNFReElpeuvent avoir une action activatrice (+)
ou inhibitrice (-) sur les lymphocytes T. Leur eagsion est constitutive (CD28) ou inductible
(ICOS/CD134) et n'est pas restreinte aux lymphacyée aux cellules dendritiques (D’aprés
Rothstein et Sayeg modifié, 2003
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Cette interaction active, dans les CDs et les Lg@&s voies de signalisation
intracellulaires impliquant notamment NB- (figure 4). Ce facteur de
transcription permet d'activer de nombreux genepliqués dans la réponse
immunitaire notamment ceux codant pour des chimigeki des cytokines et les
molécules co-stimulatrices elles-mémes.

Immédiatement aprés la transplantation, la recesaace des alloAg va
impliquer les CDs du donneur (voie de présentatitiecte), activées par
l'ischémie/reperfusion. Les CDs présentes dangaesplant vont gagner les
ganglions lymphatiques locorégionaux et la rateestCau sein des zones T
dépendantes de ces organes lymphoides que va drprte contact avec les
LyT. Dans le cas de la présentation indirecte,dBs immatures circulantes du
receveur vont gagner le transplant grace aux Cléast et aux chimiokines
présentes dans le greffon. Dans le transplaniC2s vont capter et transformer
les allo-antigénes solubles avant de re-circuleur pgagner les organes
lymphoides (ganglions lymphatiques et rate) ou sellgitient la réaction

immunitaire Rodgers eLechler 200).

La prolifération des clones alloréactifs apres ketivation (TcR et second signal)
nécessite des facteurs de croissafioee(l growth factoy dont les principaux sont
I'interleukine 2 (IL2), linterleukine 4 (IL4) etidterleukine 15 (IL15). Ces
cytokines ont un mode d’action paracrine et autacrLes LyT, activés dans les
ganglions lymphatiques loco-régionaux et la rabesiaque les monocytes et les
polynucléaires éosinophiles circulants (PNE), spidés vers le transplant par les

chimiokines libérées par les cellules du transplanet al., 1999.

6. Types de rejet

Actuellement, trois types de rejet peuvent étraviddalisés : le rejet hyperaigu,
le rejet aigu (RA) a médiation lymphocytaire etfoumorale et le rejet chronique
(RC) a médiation cellulaire et/ou humorale.

* Rejet hyperaigu

Le rejet hyperaigu survenait classiquement chezpagéents immunisés lors de
transfusions, de transplantations, de grossessgmregurs au moment de la

transplantation d’anticorps (Acs) dirigés contreawnplusieurs Ag portés par le
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greffon. Ce type de rejet se manifestait précocénparfois des le déclampage
vasculaire, par un dysfonctionnement immédiat dadplant (absence de diurése
par exemple pour le transplant rénal). Ce typeeglt B quasiment disparu depuis
le développement de tests de compatibilité croigéecross-matches (XM)
performants qui permettent de détecter le jouradérdnsplantation d'éventuels
DSA dans le sérum du jour et des sérums histori¢@asdele et al., 2011 lls
constituent toutefois une barriere majeure au ad@peEment des xéno-

transplantations.

* Rejet aigu

Les épisodes de RA surviennent préférentiellemardrd les trois premiers mois
suivant la greffe avec un pic de fréquence entréel@t le 15e jour. lls peuvent
toutefois survenir a n'importe quel moment apregdasplantation. Les progrés
de I'immunosuppression ont permis de diminuer ilecidence qui ne dépasse pas
actuellement 15% des transplantés. Les épisodesreplt se traduisent
habituellement par un dysfonctionnement aigu dasp&nt (augmentation de la
créatininémie en transplantation rénale, cholestatéou cytolyse en
transplantation hépatique par exemple). Toutefes manifestations cliniques et
biologiques ne sont pas spécifiques et nécessiteniconfirmation histologique.
L'analyse des biopsies permet de classer les dssa@ rejet selon des
classifications internationales validées commeléassification de BANFF pour
les transplants rénaux et hépatiquesrfetris et al., 2010 ; Racusen et al., 2010,
20103 ; Solez et al., 20p7La détection des anticorps spécifiques du donneu
DSA, dans le sérum et/ou le transplant, associdesadépbts tissulaires de C4d
sont les principaux signes permettant de suspecteejet humoral. La fraction
C4d du complément est une fraction stable du camgaté qui reste liée de fagcon
covalente aux structures tissulaires. Sa déteqgieymet de localiser in situ les
sites d'activation du complémefelcht et al., 2005 Le RA humoral a d’ailleurs
été ajouté a l'avant-derniere actualisation de l&ssification de BANFF en
transplantation rénale en 2007Racusen et Regele, 20Q10Dans cette
classification, d'autres Iésions comme la glom&rula capillarite des capillaires
péri-tubulaires peuvent également évoquer un mscenhumoral. Le RA médié
par les LyT va se traduire par un infiltrat intérst au sein du transplant qui peut

étre associé a de I',edéme. La composition et krtiépn de cet infiltrat sont
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généralement variables au sein du transplant. Queekoit I'organe transplanté, il
est important de noter qu'un infiltrat inflammaéoisolé n'est pas suffisant pour
affirmer le diagnostic de rejet. Il conviendra dechercher une agression des
structures tissulaires comme les tubes rénauxgdediomyocytes ou les canaux
biliaires hépatiques par les cellules immunitaietéou inflammatoires. Les

mécanismes cellulaires et humoraux peuvent bieBtseiiassociés.

Les LyT CD4 jouent un role central dans le rejguadémontré chez I'animal en
éliminant chez le receveur ces cellules a l'aidantitorps spécifique ou en
utilisant des receveurs CMH'1l(Krieger et al., 1995 En 'absence de LyT CD4,
le rejet peut toutefois se développer et conduirka @estruction du greffon
(Haskova et al., 2000 Les LyT CD4+ sont activés par les CDs activeas d
donneur qui quittent le transplant pour gagner mganes lymphoides
locorégionaux. Ces cellules, fortes productricdk-@2 vont polariser la réponse
immunitaire sur son versant Thl, favorisant enslatelifférenciation des LyT
CDS8 en cellules cytotoxiques et les LyB en plasnesyroducteurs d’Acs. La
sécrétion d’IFNy et de TNFe par les lymphocytes participe a I'activation et au
recrutement de macrophages qui secréetent des waditaes, du TNFe et du
monoxyde d’azote puissant vaso-dilatateur. Ladiaidu TNFe a son récepteur
active la voie des caspases et induit I'apoptosefixation d’anticorps sur les
cellules cibles comme les cellules endothélialeat gaduire leur mort par
activation de la cascade du complément ou par ucanigme de cytotoxicité
dépendant du complément (ADCC) grace aux cellulésghi expriment a leur
surface les récepteurs =adOn dispose maintenant d’arguments expérimentaux
montrant que les cellules Th17 peuvent participereget aigu. Un rejet acceléré
avec lésions de vascularite et un infiltrat richre polynucléaires neutrophiles
producteurs d’ll-17 se développe chez les souriseff- (Yuan et al., 2008
(Loong et al., 200R L'implication des Ly TH17 dans le rejet aigu eghdhomme

reste toutefois a démontrer.

* Rejet chronique

Le rejet chronique, cause principale de la pergegteffons a long terme, va se
traduire par un dysfonctionnement chronique etvérgible du transplant qui

hY

répond habituellement peu ou mal a [lintensificaticdu traitement
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immunosuppresseur. La progression des Iésions eatiata une fibrose plus ou
moins mutilante avec atrophie des tissus noblete @ibrose est souvent associée
a des lésions d'artériopathie oblitérante. Cesnésil'artériopathie oblitérante sont
parfois les seules lésions du rejet chronique Msitau niveau du transplant
(cceur). La fibrose et l'atrophie ne sont pas sjpgEs et souvent difficiles a
différencier d'autres causes non immunologiquesdgsfonctionnements du
transplant (HTA, dyslipidémie, récidive de la madathitiale, ...). Toutefois, les
actualisations récentes des classifications dut @ permis, notamment en
transplantation rénale et hépatique, de proposetédons histopathologiques de
RC a médiation humorale et/ou lymphocytalefnetris et al., 2010 ; Solez et al.,
2007). Le RC humoral au niveau du transplant rénaraguit par des lésions de
glomérulite et de capillarite qui peuvent conduirées Iésions de glomérulopathie
de l'allogreffe et & une fibrose mutilante aveogttie tubulaire et raréfaction des
capillaires péri-tubulaires. Ces lésions sont bgm associées a des dépbts
tissulaires de C4d au niveau des capillaires péuHaires et a des DSA. Le
versant cellulaire du RC est moins bien défini.g@at toutefois raisonnablement
inclure dans ce cadre les lésions d’artériopatthitévante et de cholangite
persistante au niveau du transplant hépatique dulddite persistante au niveau
du transplant rénalfong et al., 2003

Le rejet chronique implique surtout les CDs du vece qui active les LyT par la
voie de présentation indirecte ou semi-directe. ineslifications de la réponse
immune précoce sous I'action des traitements imrsumesseurs et la plus faible
affinité des interactions CPA/LyT par la voie dégentation indirecte conduisent
vers une différenciation ThZi{ney et al., 198y

Le drainage lymphatique incomplet des organes ptantés favorise la
concentration dans le transplant de cellules déqdes et le développement de
follicules lymphoides tertiaires dont la constibmti est similaire a celle des
follicules des organes lymphoides secondairestria@aux récents de Thaureit
al., ont montré que la réponse lymphocytaire T quiG®ule dans ces structures
lymphoides intra-tissulaires est différente de ecelbservée dans les ganglions
lymphatiques ou la rateThaunat et gl 2010a). Elle est plus large et aléatoire,
permettant la génération d’'un répertoire T plus lanep la production locale d’'un

plus grand nombre d’anticorps spécifigue du donn€ette activation immune
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locale va, lorsqu’elle survient, enrichir la répergui se développe parallélement
dans les ganglions et la raéh@unat et 312010Db).
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TOLERANCE

La tolérance est processus actif défini par I'absae réponse immunitaire apres
un contact antigéniqgue adéquat. En situation déegrelle permet au systeme
immunitaire, en l'absence de traitement immunoseggeur, de ne pas
développer de réponse immunitaire vis a vis d'amé&s du receveur tout en
conservant la capacité de répondre efficacementrecodtautres antigenes.
Plusieurs mécanismes centraux et/ou périphériques snpliqués dans la
tolérance d’auto ou d’allo-antigéne: la délétioranérgie, l'ignorance et la
régulation (figure 5). Ces mécanismes permetteysiplogiquement d’éviter que
les récepteurs des LyT et des LyB générés par fgioamson génétique en
réponse a l'infini diversité des antigenes ne reaissent des antigénes du soi et

induisent une réponse immunitaire délétére.
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Figure 5. Mécanismes de tolérance centrale et périphérigignorance, I'anergie, la régulation
et la délétion sont les principaux mécanismes misegivre au niveau du thymus et des organes
lymphoides secondaires (D’apiR#le et Mousson, 2003
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|. TOLERANCE CENTRALE

Le développement thymique des LyT passe par difféeeétapes qui conduisent a
la maturation des thymocytes et a I'expression aétglle de molécules de
surface. Les thymocytes double négatifs (CD4-CD8)t d’abord, grace a aux
enzymes de recombinaison RAG1 et RAG2, procédés ré@axrangements
somatiques des segments V, D et J de la clfaoué va ensuite s’apparier a une
pré-chainea pour former le pré-TCR exprimé a la surface decddule {on
Boehmer et al.,, 2009 L’'engagement du pré-TCR va donner au thymocyte u
signal de survie et permettre la poursuite de sanaitzon. L'activation de voies
de signalisation intracellulaires réprime I'expieasdes enzymes RAG et évite la
production d'un second TCR: c’edtexclusion alléligue qui permet la
prolifération des thymocytes, I'expression de CDALB8 puis le réarrangement

des segments V, D, J de la chainet I'expression d’'un TCR fonctionnel.

1. Sélection positive

Une faible proportion (5 a 10 %) des TCR produtsttre capables d’identifier
les molécules du soi. Les thymocytes qui ne sostgagables de reconnaitre les
antigenes HLA de classe | ou de classe Il expripgsles cellules épithéliales
thymiques vont mourir car ils ne sont pas capablesproduire les signaux
dépendants de I'engagement du TCR, nécessairer auevie. L'utilisation de
souris transgeéniques exprimant des molécules du GbiHuniquement sur les
cellules épithéliales thymiques corticales (CTEQ} aniquement sur les cellules
épithéliales médullaires (MTEC) a permis de montpee la sélection positive
s’effectuait dans le cortex thymiqueaiufer et al., 2008

2. Sélection négative

Les thymocytes doubles positifs dont le TCR estabdp d’interagir avec un
complexe CMH/peptide vont survivre. Les LyT autagtifs reconnaissant des
peptides du soi vont étre éliminé par délétion alengrace aux mTEC qui
expriment AIRE &utoimmune regulatyr Ce gene permet I'expression a la
surface des mTEC de protéines spécifiques d’orgdress clones reconnaissant
avec une forte affinité ces peptides recoiventignad qui entraine leur mort par

apoptose.
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[I. TOLERANCE PERIPHERIQUE

Malgré I'activité d’AIRE, tous les antigenes tisaués ne sont pas exprimés dans
le thymus Klein et Sato, 2000ou alors sont exprimés a un trop faible niveau
pour permettre la sélection négative. Des LyT aasmtifs potentiellement
délétéres peuvent donc sortir du thymus et gagesroadrganes lymphoides
secondaires. Des mécanismes passifs (ignoranagi@ni&s aux caractéristiques
des LyT et de mécanismes actifs impliquant desulesll régulatrices vont

permettre d’inhiber en dehors du thymus ces clanés-réactifs.

1. Ignorance

L’ignorance de certains antigenes pourrait étré deur absence de transfert vers
les tissus lymphoides ou a des cellules T possénamCR de faible affinité pour
I'antigene entrainant une activation incomplete kyesphocytes. Chez I'adulte,
certains tissus ou organe comme les yeux, le cerved’endometre ont un statut
immunologique privilégié en raison d'un acces léni{barriere hémato-
encéphalique) ou d'une absence ou d'une faible esgon de molécules de
classe | du CMH (neurones, cellules oculairesagthoblastiques) qui les protege
contre les LyT cytotoxiques. L'ignorance ne peuitéfois pas étre considérés
comme un mécanisme d’induction de tolérance catyrephocytes ne sont pas

éliminés et demeurent au sein du répertoire T périgue.

2. Anergie

L’anergie est un phénomene actif qui implique ldspntation de I'antigéne par la
cellule présentatrice, lors de son contact iniieéc le lymphocyte T. Elle se
traduit par une absence de prolifération vitro et une absence durable de
sécrétion d’IL-2. Le défaut de second signal li@'absence ou a la faible
expression de molécules co-stimulatrices comme BV H7-2, ICAM-1, LFA-3,

ou CDA40, va aboutir a I'absence d’AP4dk{jvator proteinl) et a I'activation d’un
programme transcriptionnel alternatif lié au letéac de transcription NFAT
(nuclear factor of activated T cgllLe LyT est alors incapable de proliférer et de
produire de I'lL-2 nécessaire a sa différenciatibianergie peut étre également

engendrée par des cellules présentatrices d’aetsg@run stade immature, par le
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TGF ou I'lL-10 ou par des anticorps monoclonaux blaguas molécules co-

stimulatrices.

3. Délétion
La délétion, utilisée dans le thymus, est aussveaatans les organes lymphoides
secondairesKurts et al., 1998 La présentation croisée d’antigene tissulaine pa

les CDs active d’'abord les LyT suivi de leur éliation par apoptose par
I'intermédiaire du systeme Fas (CD95)/FasL.

4. Déviation phénotypique

Dans certains tissus, la réponse immune peut eémdue inefficace ou peu
agressive. Dans le modéle d’encéphalite auto-imnexperimentale, induite par
immunisation contre des protéines de la myélinemenamyelin basic protein,
les manifestations pathologiques sont inhibéea séponse immune est polarisée
sur son versant TH2. Cette polarisation peut éitermie grace a des antigénes
bactériens qui vont modifiés le milieu cytokinigdans lequel les clones auto-
réactifs apparaissenfdlcone et al., 1997 La déviation immune est souvent
utilisés par les agents pathogénes infectieux ®tctdlules néoplasiques pour
susciter a leur égard une réponse immune inadgpiekberg et al., 1992
Zitvogel et al., 2006

5. Suppression

Le contrble « cellulaire » de la réponse immunitaiorrespond au phénomene de
régulation ou de suppression. Les clones lymphoegactivés par un antigene
sont présents dans le répertoire périphérique iHeiBvité de ces cellules est
abolie ou diminuée par un autre type cellulaire. thése en évidence des
populations régulatrices a été démontrée gracesaespériences de transfert
(adoptive transfejteffectués dans des modeéles animaux. Les celiépdatrices
sont habituellement prélevées chez des animauxatdléune allogreffe puis
transférées a un animal syngénique. La mise e gam transplant allogénique
chez ces animaux permet alors d’étudier la capaeatées cellules a inhiber la
réaction de rejet. Ces cellules régulatrices jaeataun rdle important pour la
toléerance a long terme d’un transplant en inhib@stamment les clones allo-

réactifs issus du thymus apres la transplantaoitman et al.2001; Lutz et al.,
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2002. La plupart des lymphocytes T régulateurs sont8CD25+ Sakaguchi et

al., 2006).Ces cellules expriment également le facteur destrption Foxp3

(Fontenot et al., 20079t d’autre antigene comme GITR ou CTLAA4. Il s’agjiin

groupe hétérogéne dont les principales sous papulabnt présentées dans le

tableau 1 :
Treg Mécanismes Facteur de | Cellules o ,
_ ) o _ Principales fonctions
classiques régulateurs transcription | cibles
" Contact cellulairg Suppression de I'auto-immunitg
CD4'CD25 _ Foxp3 LyT,CPA | _
cytokines (IL10?) (*) Inhibition du rejet d’allogreffe
Trl IMedié par IL10 Foxp3 (¥) LyT Suppression de l'auomunité
Th3 Médié par le TGRB ? (*) LyT Suppression de I'auto-immunit
Treg Mécanismes Facteur de | Cellules o ,
) o _ Principales fonctions
émergents régulateurs  |transcription| cibles
LyT, LyB,
CD4'CD25 |[cytokines Foxp3 (*) C);’A y Suppression de I'auto-immunitd
Contact cellulairg Suppression de l'autmamunité
CD8" } Foxp3 (¥) LyT ,pp _ o
cytokines (?%*) Régulation des LyT périphériqy
CD8'CD28 [induction ILT3/ILT4  |Foxp3 (¥) CDs, CPA | Régulation Hauto-immunité
LyT, CPAJElimination de tumeurs
IL4, IL10, TGF$, . .
NKTreg L ? (%) cellules pathogénes;  Suppression
cytotoxicité
tumorales [’auto-immunité
3 Supprime la prolifération T
Indépendant du cont ) )
) ) Inhibe la réponse ih vitro
DnIKK2 cellulaire Exprime IL1(¢? LyT

TGF-, IL2 et iNOS

Prolonge la surviede greff

rénalein vivo

(*). ILT: immunoglobulin transcript; NKTreg: regutary cell of natural killer T cell phenotype

Tableau 1: Sous-types de lymphocytes T régulateurs naturetdattibles (D’aprégiello et al.,

2007)

Leur activation se fait par présentation indired¢el’antigéne et cela nécessite un

contact avec la cellule cible en présence des mywskcomme IL-10, TGE; IL-4

(Jiang et al., 200% Les Treg ne bloquent pas la prolifération desgdiiocytes
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effecteurs mais diminue leur sécrétion d’ILi2agato et al., 2007 lls agissent
également sur les propriétés des CDs en dimingamtdapacité a stimuler les
lymphocytes T. Le facteur de transcription FoxpBejain role essentiel dans les
fonctions de ces cellules. Toutefois, ce mode @ache serait pas exclusif
puisque I'expression de Foxp3 a récemment été ifteendu niveau des
lymphocytes effecteurdviorgan et al., 2005; Roncador et al., 2005

Les LyB peuvent également avoir des propriétés lafgees qui dépendent
d’abord de la nature de I'antiger@éhen et al., 2007: les antigenes endogenes ou
dérivés de la dégradation par pinocytose qui né¢ pas reconnu par le BCR,
peuvent, lorsqu’ils sont présentés par les lymptescid favoriser la tolérance T.
En outre, la présentation par les LyB naifs d'amig au lymphocyte T naifs, en
I'absence de CDs favorisent le développement dg [Reichardt et al., 2007
Chez I'homme, une sous population de LyB dit trémshels a été récemment
décrit chez les patients tolérants leur transpla@ette population
CD19+CD249"CD38"%" secrétent de I'lL-10 aprés stimulation impliqu&id40
(Blair et al.,, 2010. Elles pourraient correspondre ou donner naissaaex
lymphocytes B régulateurs et favoriser le dévelopgat de TregNewell et al.,
2010. Une population comparable a également été @échieéz le ratl(e Texier
et al., 2010.

[ll. CHIMERISME ET TOLERANCE

L’établissement et le maintien d’'une toléranceussprocessus actif, complexe et
hautement régulé. Les modeles animaux notammerihsnont permis de mieux
comprendre les mécanismes du rejet d'allogreffe dexplorer aussi les
mécanismes impliqués dans la tolérance. Ces éfpelsettent d’envisager a
terme, en transplantation humaine, I'utilisationpietocoles qui aboutissent a la
tolérance du transplant sans recours a des traitsmenmunosuppresseurs
permanents. Les stratégies utilisées pour pangetér tolérance d’allo-antigéne
ont évoluées grace a la meilleure compréhensiomaEzanismes du rejet et de
tolérance. Les CDs matures jouent un réle centakd'initiation de la réponse
immunitaire survenant aprés la transplantation dargane allogénique, en
présentant les allo-antigénes aux lymphocytes drréhctifs. Des travaux récents

ont toutefois montrés que les CDs matures pouvaigalement induire un état de
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tolérance dépendant des lymphocytes T CC8BHo(tman et al., 2001; Lutz et al.,
2002. Nous avons utilisés dans ce travail des CDs OX&dlés grace a un
anticorps monoclonal couplés a des billes magnésiqne étude antérieure
(Bocrie et al, 200Y, a montré que les CD allogéniques OX62+ avaitlaacité de
gagner les organes lymphoides primaire (thymusg¢ebndaires (rate et ganglions
lymphatiques) et de créer un chimérisme lymphoidalue.

On distingue trois types de chimérisme. Le maciméhisme traduit le
remplacement des cellules hématopoiétiques dueacear celles d’'un donneur
de moelle osseuse (MO) ou de cellules souches bgoiatiques (CSH). Cette
situation n’'est observée qu'aprés greffe de MO euQBH précédé par un
conditionnement myéloablatif. Le micro-chimérisnst @efini par la présence de
moins de 1% de cellules du donneur chez le rece\i®4r ou 105 cellules, voire
moins); il est induit par la libération chez le egeur de cellules du donneur par
I'organe greffé, ces cellules étant essentiellendest CDs Konaco et Medawarr,
2003. Entre les deux, se situe le chimérisme mixteindgfar la présence
permanente ou temporaire de 1 a 99% de celluleatopiétiques d’'un donneur

chez un receveur.

Le chimérisme vrai induit la tolérance. Il a ene¢#été montré, aussi bien dans des
modeles de greffe de peau chez la soMisKerle et Sykes, 2004jue chez des
patients traités pour hémopathie maligne par théragyéloablative et greffe de
CSH allogéniques, que l'état chimérique permet dirér une allogreffe
provenant du méme donneur sans aucune immunosgjpreSayegh et al.,
1991). A l'évidence, de tels protocoles ne peuvent éitdisés en pratique
clinigue que dans des circonstances exceptionnéliesgevanche, de véritables
états de tolérance ont été obtenus apres indudtiom chimérisme mixte dans
plusieurs modéles expérimentaux chez la souriséhenchez le singe. Depuis
1992, Starzl et collaborateurs ont suggéré qu'uwrauhimérisme persistant chez
le receveur d’'une allogreffe pourrait jouer un rfdeorable dans la survie a long

terme des organeStarzl et al., 1991
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IV. CELLULES DENDRITIQUES ET TOLERANCE

La plupart des approches visant a obtenir, cheintial, une tolérance grace a des
cellules du donneur utilisent du sang ou des @dlhiematopoiétiques. On peut se
demander s'il ne serait pas aussi efficace d’etilides sous groupes de cellules
hématopoiétiques ou de cellules d'origine meéddlacomme les cellules
présentatrices d’antigene (CPA), connues pour kapacité, dans certaines
circonstances, a orienter la réponse immune ver®lé&ance Norelli et al,
2001) L'injection de cellules CD34+ du donneur a étéisdte en transplantation
rénale chez 'hnommeDe Pauw et al., 2003; Millan et al., 2002.a survie des
transplants semble étre prolongée par rapport @upgrtémoin, mais il ne s’agit
pas d'un état de tolérance vraie, puisque le nmmintd’'un traitement
immunosuppresseur est nécessaire. Les CDs podurrpiésenter un double
avantage. En premier lieu, les CDs immatures pdwngnter la réponse immune
vers la toléranceMorelli et al., 200). En deuxieme lieu, elles représentent
I'essentiel des leucocytes passagers transmiscauaer par 'organe du donneur,
et responsables de la présentation directe deigéane, de I'activation et de la
prolifération des LyT naifsBishop et al., 1996; Jones et al., 1999; Gilot kbt a
2000. Si I'on admet que le micro-chimérisme joue uter@ans la survie des
organes, cet effet passe donc obligatoirementggCDs Brouha et al. 2007).
Ces CDs immatures migrent au moment de la trangpian vers les organes
lymphoides secondaires du recevaiofd, 2008 Pendant leur migration, elles
entament une série de modifications phénotypiquesforctionnelles leur
permettant de développer des capacités de présansaitigenique Banchereau
et Steinman, 1998En particulier on observe une augmentation dgpfession
des molécules de classe | et Il du CMH et des m@éade co-stimulation CD80
et CD86.

Plusieurs approches/manipulations pharmacologighiegogiques ou de génie
génétique permettent d’induire des CDs tolérogedesz les rongeurs. La
combinaison des CDs du donneur avec le blocage sigmal de co-stimulation
par 'AcMo anti-CD154 (CD40L) est une méthode edfie pour augmenter les
capacités tolérogénes de ces cellules et ceci gibutre lié a I'activation de

I'apoptose des cellules T alloréactiv€Xates et al., 2003 Par ailleurs, les CDs
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immatures (déficientes en molécules co-stimulaslicsont connues pour leur
capacité a orienter la réponse immune vers laaobée Morelli et al. 200). Une
varieté de drogues inhibe la maturation des CDdaebrise leur capacité
toléerogéne Coates et al., 2003, Lagaraine et al., 2DOParmi ces agents
pharmacologiques, I'aspirine et la vitamine D3.dpaine exerce son effet par la
suppression de la translocation nucléaire du fadiBuKB, les corticostéroides
agissent de la méme maniere, et induisent en plpsdduction de I'lL-15 et de
'IL-10 favorisant ainsi la déviation immune Th2eLMycophénolate mofétil
(MMF) inhibe aussi la maturation et la fonction deBs. Les anti-calcineurines
paraissent ne pas avoir deffet sur les CDs. Laamggine inhibe la
macropinocytose et I'endocytose du récepteur paiCBs, éliminant ainsi leur
capacité a capturer ’AgHackstein et al., 2002La modification des CDs par un
transgene codant pour des molécules induisant ptage, inhibiteurs de
I'interaction T-CDs, des cytokines immuno-régulegs ou orientant vers la
réponse Th2 sont des approches prometteuses pogeraration de CDs
tolérogénesl(u et al, 2002. Il est également possible que des sous-popuokatio
de CDs matures puissent induire une hypo-réactauté alloantigenes grace en
partie a I'induction des cellules T CD4+ régulasdn vivo (Rifle et Mousson,
2003). Nous avons démontre, in vitro que les CDénsgues matures associées
avec un AcMo anti-CD4 non déplétant induisent umeairtition de I'expression
de CD80 Simoneau-Robin et al., 2001L’injection de CDs matures in vivo
permet par ailleurs d’obtenir un chimérisme «lymiple® durable, indépendant de
la dose de CDs injectées. O'Connetlal. ont également montré que l'injection
7 jours avant transplantation de CDs matures €BD&lu donneur prolonge la
survie des greffes de cceur chez la sod¥<Connell et al., 200 De méme,
I'injection de CDs spléniques matures du donnego@ées a un AcMo anti-
CD154, 14 jours avant transplantation, entrainesumeie indéfinie des greffes de
coeur chez la sourid{imi et al, 2001). Toutefois, il faut garder a I'esprit que les
résultats obtenus dans les modeéles murins ne ssrfiapilement applicables aux

autres especeRifle et Mousson, 2003

Toutes ces manipulations visant a orienter les @Dslonneur vers une activité
tolérogéne passent pour une part par une orientdti@ de la réponse immune,
supposeée tolérogéné&dates et al.,, 2002; Morelli et al. 2001En effet, les
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cellules Th2 secrétent des cytokines supposéesdg@iges, comme IL10, IL4,
IL5, IL6 (Lutz et Schuler2002. Mais certaines de ces cytokines ont une autre
particularité: IL4, IL5 et IL6 favorisent la diffénciation et la maturation des
cellules B. Il ne serait donc pas impossible queapieffet tolérogene immédiat
par inhibition de la prolifération ThiCpates et al., 2002 la production d’Acs
soit favorisée a moyen et a long terme. En d’auteemes, aprés une phase
favorable diminuant les risques de rejet aiguecetientation Th2 ne pourrait-elle
augmenter le risque de rejet chronique induit @& Acs? Pirenne et al ont
récemment développé chez le rat un modeéle de tménatilisant des transfusions
du sang du donneur. Dans ce modéle, ces auteuabsetvé la survenue, a long
terme, de Iésions vasculaires de rejet chronique tatransplant cardiague. Ces
lésions sont associées a une expression masshve a'J30 au sein des greffons,
a la présence de cellules B et au dép6t sur I'dmdtiom d'lgGl, une
immunoglobuline Th2 dépendantifenne et al., 2005 Ce modéle induit donc
une déviation Th2, associée au recrutement de Egulateurs CD4+CD45RC+
au sein des greffons. Cette déviation Th2 semide lbapable d’entrainer une
prolifération B et des dépbts d’anticorps au sedn dgreffons. Aucune recherche
spécifique d’anticorps anti-donneur n’a malheurenesg été réalisée.

L’association d’AcMo anti-CD4 non dépletants et ddlules du donneur par
transfusion sanguine simple permet d’obtenir laéraice de transplants
allogéniqueskKingsley et., 2002; Bushell et al., 20p3et effet dépend, pour une
part, de lI'induction de lymphocytes T régulatels. outre, il a été démontré au
sein de notre équipe que des CDs matures (splé@)iqgsociées avec un AcMo
anti-CD4 non dépletant induit une hypo-réactivilégeniquein vivo chez le rat,
probablement par diminution de I'expression de ks co-stimulatrices CD80
(Simoneau-Robin et al., 2001Comme nous l'avons déja indiqué, nous savons
aussi gque linjection de CDs matures non plamodgei{/oisine et al., 2002 ;
Hubert et al., 2004induit la formation d’anticorps dirigés contre lymphocytes
du donneur. Cette production est inhibée par Kitgm simultanée d’AcMo anti-
CD4 non dépletant8Bpcrie et al, 200%
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LYMPHOCYTES T REGULATEURS CD4+CD25+

I. Mise en évidence des lymphocytes régulateurs

L'existence de cellules régulatrices ou suppressavété suspectée des la fin des
années 60 dans des modeéles de thymectomies né&snel@z la souris ou le rat.
Il a toutefois fallu attendre plusieurs dizaineandées avant de disposer de
marqueurs qui permettent de mieux caractériser amhiles sur le plan

phénotypique et fonctionneDéniel et al, 1998;Lombardi et al. 1990)

C'est d'abord Sakagucki al, en 1981, qui ont montré que les lymphocytes
CD4+CD5+" permettaient de prévenir le développement d'unaritev auto-
immune chez la souris, puis que la déplétion dee cEus-population permettait
d'induire chez la sourisude immuno-déficiente une pathologie auto-immune

systémique liée a des cellules effectrices CD4+C3akaguchi et al., 1985)

En 1990, Powrieet al ont montré que linjection de Ilymphocytes T
CD4+CD45RB¥' & des rats athymiques induisait une pathologiémiysnitaire
sévere qui pouvait étre prévenue par lassociattn lymphocytes T
CD4+CD45RB+". Chez la souris SCID, cette sous-population effextest a
l'origine d'une pathologie inflammatoire intestmall a fallu attendre 1995 pour
que Sakaguchi montre que les cellules régulatriegzrimaient de maniere

constitutive, le marqueur d'activation CD@owrie et Mason, 1990).

Chez la souris et chez I'nomme, les lymphocytesDAKCD25+ représentent
environ 5 a 10% des lymphocytes CD4+ totaux. llemdtent de prévenir le
développement de pathologies auto-immunes et lelogwement de rejets dans
des combinaisons allogéniques. En situation nékmatkes lymphocytes
CD4+CD25+ apparaissent, dans les organes lymphgidephériques 4 jours
apres la naissance. Ainsi, en comprend mieux poutguhymectomie néo-natale
effectuée avant cette date se traduit par l'abseeceellules régulatrices et
'apparition d’'une pathologie dysimmunitaire. Il utatoutefois noter que le
marqueur d'activation CD25, n'est pas totalememiciBgue de cette sous-

population lymphocytaire Sakaguchi et al., 1995
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D'autres marqueurs, comme CTLA4, GITR sont expripaisles lymphocytes T
régulateurs, mais également par les lymphocytestiVés Read et al., 2000 ;
McHugh et al., 200R Il a fallu attendre 2001 et la découverte qumidation du

gene codant pour le facteur de transcription Fo&Ra8 a I'origine du syndrome
IPEX (Immunodysregulation Polyendocrinopathy EnteropathX-linked

syndromg responsable d'une pathologie dysimmunitaire cergplaccompagnée
d'un taux élevé d'IgE circulantes et d'une augntentades polynucléaires

eosinophiles suggérant une polarisation de type (Fa®vell et al., 198p

Dans le modéle murin, les souris SCURFY développem pathologie auto-
immune et un syndrome lymphoprolifératif comparadlesyndrome IPEX chez
I'nomme Wilding et al., 2001; Lin et al., 2005Le lien entre I'anomalie du gene
FOXP3 et les anomalies du répertoire des lymphscita finalement été établie
en 2003 Khattri et al., 2003 ; Fontenot et al., 200Be syndrome IPEX chez
I'nomme et les souris SCURFY développerait uneqgbatfie non pas liée a des
anomalies des cellules effectrices, mais un défawgenération de lymphocytes T

régulateurs. Bien que le nombre de lymphocytes B-£DD25+"9"

ne soit pas
modifié chez les patients IPEX, les tests fonct@sm vitro ont montré que ces
cellules avaient perdu une grande partie de letanpiel suppresseur. L'utilisation
de souris exprimant une protéine de fusion GFP/BaPBermis de montrer qu'il
n'y a pas de corrélation entre I'expression de B@tRelle de CD25.B@aschetta

et al., 2006; Le Bras et al., 20p6

A ce jour, lI'expression du facteur de transcriptimxP3 reste un marqueur clé
pour identifier les lymphocytes T régulateurs chdmmme et la souris.

L'utilisation potentielle de cette sous-populati@n des fins thérapeutiques
nécessite toutefois d'obtenir une sous-populatoplis pure possible. La quéte

d'autres marqueurs a donc continué.

En 2006, deux groupes ont montré que les lymphecyle régulateurs
CD4+CD25+FoxP3+ exprimaient faiblement CD127 qurespond a la chaine
du récepteur de l'interleukine 7. Les lymphocyteaclives CD25+ expriment,
eux fortement CD127(Liu et al., 2006 ; Seddiki et al., 2006 "utilisation de
puces ADN a permis de montrer que le géne CD127restcible du facteur de
transcription FoxP3L{u et al., 2006).
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Plus récemment, le groupe de Sakaguchi a montré lepidymphocytes T
régulateurs CD4+ CD25+ CD127 low FoxP3+ exprimaidfiR4 (Folate
Receptor 4) de maniere constitutive. Ce nouveawnearr permet de différencier
encore plus finement les lymphocytes T régulat@ERA"®" des lymphocytes T
activés (FR4"Y) (Sakaguchi et al., 2006

II. Ontogénie des lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T CD4+CD25+ sont issus du thyr(lteh et al., 1999 lIs
subissent une sélection positive au niveau du xonigmique grace a l'interaction
de leur TCR avec les peptides exprimés en assutiaivec les molécules de
classe Il du CMH exprimé par les cellules épithésiacorticalegBensinger et al.,
200]1). Puis, ils subissent une sélection négative. dmiserait que le
développement thymique des lymphocytes T régulat€id4+CD25+ requiére
des interactions agonistes de haute affinité aesccbmplexes CMH/peptides
exprimés par les cellules épithéliales. L'ampliima des voies de signalisation en
aval du TCR par inhibition, par exemple, de la phedase SHP1 augmente le
compartiment régulateur, alors que l'inactivatienNF-KB limite la taille de ce
compartimentJordan et al ., 2001 ; Carter et al., 2005

L'équipe de Diane Mathis a toutefois proposé queddeeloppement intra-

thymique des Treg dépende du niveau d'expressidigald (Van Santen et al.,

2009. Lorsqu'il quitte le thymus, les Treg, gagne partermédiaire de la

circulation sanguine, les organes lymphoides sedm®lou ils représentent une
sous-population stable qui comporte au moins deus-$ypes : I'une quiescente
(CD62L"9" et la seconde active (CD62YCD69+ et/ou CD44+). La prolifération

des Treg n'est possible qu'en présence d'IL2 quseefixant sur son récepteur
donne un avantage prolifératif aux Treg par rappopt autres lymphocytes T
(Van Santen et al., 2004; Yamaguchi et al., 200Tit&oot et al., 2003

D'autres cytokines participent a I'expansion oa &nbdulation du compartiment
régulateur, notamment I'lFNqui permet, d'une part le développement d'une
réponse pro-inflammatoire de type TH1 et d'autne pax Treg de contrdler le
déroulement de la réponse immunitaiMéopd et al., 2007 La production d’'IFN

par les Treg crée un microenvironnement suppregsifnhibe I'activation et la
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prolifération des lymphocytes T effecteurs en isdnt au sein des cellules
présentatrices l'expression d'iNOS, d'HO1 ou d'([B@witzki et al., 2005 ; Wood
et Sawitski, 2006 Le TGF$ permet, quant a lui, la conversion en périphéee d
lymphocytes T effecteurs en Treg qui ont une aetivegulatrice. Toutefois,

I'activité de ces Treg inductibles est instal@erelik et Flavell 200D
[ll. Mécanismes de suppression

Les Treg naturels CD4+ CD25+ FoxP3+ sont capabléshilder les
lymphocytes T effecteurs mais également les lymytescB, les cellules NK et
les cellules NKT $akaguchi 2004 IIs ont, également, la possibilité de moduler la
maturation des cellules dendritiques. Leur actiesé accrue lorsqu'ils ont été en
contact avec l'antigene, en I'absence de fortessd_2 et de co-stimulation par
CD28 (Takahashi et al., 1998; Bilsborough et al., 2p03

En co-culture, les Treg diminuent la concentratth2 sans toutefois modifier la
transcription du gene. Le manque d'IL2, mais ad$k¥ induirait I'apoptose des
cellules effectrices par une voie dépendante dedagro-apoptotiqueThornton
et Shevach, 1998 ; von Boehmer, 20Q5utilisation detranswell a clairement
démontré que le contact entre les T reg et lesulesll effectrices était
indispensable a leur fonction régulatrice. Les mualgs CTLA4, exprimées par
les Treg, peuvent interagir avec les moléculestiooutatrices CD80 et CD86
exprimées a la surface des lymphocytes T effectendsisant un signal
suppresseur pour les lymphocytes T ou l'expressithO par les cellules
dendritiques. En outre, les Treg pourraient avoire action cytotoxique directe
sur les cellules effectrices par lintermédiaire ldeperforine ou du systeme
Fas/FasL Fallarino et al., 2003.

Chez lanimal, il a été montré que Ilactivité regute des Treg
CD4+CD25+CD45RE" dépendait de I'lL10 que ce soit pour l'inhibitida la
colite ou du rejet dans un modéle allogénigi@akaguchi 2004 von Boehmer,
2005; Piccirillo et al., 2003. L'IL-10 pourrait agir en induisant des lymphocytes
Trl ou des cellules dendritiqgues tolérogénes quplifieraient le mécanisme
suppresseulRoncarolo et al., 2006 ; Kryczek et al., 2D0OG&e TGFf joue
également un réle important dans l'action des Tnegivo. On sait que cette
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cytokine permet la maturation des cellules dergirés, la prolifération et la
différentiation des lymphocytes T CD4 et des lymplies B ou les fonctions des
lymphocytes T CD8+ et NKYfamaguchi et al., 1997 ; Kehrl et al., 1986 ; Sad e
Mosmann 199%

Le but de ce travail est d’étudier dans un modéja dalidé de rejet chronique
chez le rat (F344/Lewis), les effets et les mécaass d’'action d’'un protocole
associant des cellules dendritiques spléniques @XB2receveur et un anticorps

monoclonal anti-CD4 non dépletant.
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MATERIEL ET METHODES
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I. LE MODELE ANIMAL

Figure 6. Rat F-344 méale de 9 semaines Figure 7.Rat Lewis méle de 9 semaines

Nous avons utilisé le modéle de rejet chroniqueidBéquipe d’Adams en 1992
(Adams et al., 1992). Connu pour étre fort produicteAcs (Gordon et al., 2002),
le rat Lewis a été choisi comme receveur. Il s'dgih rat albinos consanguin tres
docile dont la maturité immunologique est atteimézs la 10eme semaine au
moment ou se développe son tissu graisseux. Ageetlés males pésent environ
300 g. Le systeme d'histocompatibilité du rat Leess RT1L : A=I, E=-, B=l,
D=I. Le rat méle Fischer est utilisé comme donnéud0 semaines, I'animal
pése, 400 g. Le systeme d'histocompatibilité estURTA=u, E=-, B=u, D=u.

Dans cette combinaison, les allo-antigenes de elas® peuvent étre reconnus
que par les lymphocytes T CD4+ apres leur intesaibn et leur association aux

molécules de classe Il de CMH.
1. Hébergement

Lors de leur arrivée a l'animalerie, les animaugrsadgés de 9 semaines, sont
répartis par groupes de trois par cages avec didzesa la nourriture et a la

boisson. L’enceinte utilisée est ventilée en swgon avec un air filtré et

réchauffé. La ventilation en surpression évite @éocbntamination des animaux
par des germes extérieurs tant que ceux-ci sonttemas dans cette enceinte.
L’hygrométrie doit étre constante et comprise dans fourchette de 50 a 60%
d’humidité. La température est strictement cong@é maintenue entre 21 °C et
23 °C en raison de la grande susceptibilité demamk aux changements des

conditions environnementales
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2. Anesthésie, euthanasie

Pour I'euthanasie, I'animal est placé dans uneitgckermeétiquement close riche
en CO2 (95%). Au bout de 5 a 10 min, il se produitarrét respiratoire brusque

avec cyanose des extrémités, suivi d'un arrét ague.
II. METHODES
1. Greffes de peau

On effectue l'anesthésie du rat donneur avec lisoéne. L’animal est allongé
sur le ventre et rasé dans la zone du préléven@®ite zone est passée a la
Bétadine pour assurer une asepsie. On préleve tmé de peau entre les
omoplates de I'animal. Le greffon est placé ennddat la greffe dans une boite
de pétri contenant un meélange sérum physiologigqugétadine. Le donneur est
recousu.

L’animal receveur, étendu sur le ventre, est adsgthavec l'isofluorane. Il est
ensuite rasé dans la zone du prélévement, ceteeegirpassée a la Bétadine pour
assurer une asepsie. On préléve ensuite un campéaleentre les omoplates de
I'animal dont la taille est équivalente a celle gheffon prélevé chez le donneur.
Le greffon est positionné dans la zone dénudéeadenfa ce que les poils
repoussent dans le sens opposé a la pousse regtpgd on suture le greffon
point sur point. Le rat est sacrifié lorsque degnass de rejet sont observes

(nécrose du greffon).
2. Greffes de cceur

Le rat donneur (F344) anesthésié est immobilisé usier planche, On réalise
ensuite une laparotomie médiane. Les anses digestont dégagées pour aborder
les gros vaisseaux intra abdominaux. On cathétixigeine cave inférieure sous
rénale a I'aide d’'un cathlon pédiatrique 23G, mnssectionne I'aorte et on infuse
immédiatement par la veine 30 ml d'un mélange dgidie de cardioplégie
(réfrigéré a 4°C) associé a de I'néparinate dewsond25000 Unités pour 1 | de
cardioplégie) pour remplacer le sang par ce méla@ye pratique ensuite une
thoracotomie latérale droite et gauche ouvrant angel volet thoracique. Un
cathéter introduit dans la veine cave inférieuremat de rincer le cceur avec
30 ml de mélange de cardioplégie héparinée. Onoseet et on ligature la veine

cave inférieure avec un fil Vicryl 4/0. On ouvre pe&ricarde et on enleve le
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thymus ce qui permet de dégager l'aorte qui esisseeee au ras du tronc artériel
brachio-céphalique. On sectionne ensuite l'artétdmpnaire en préservant
I'oreillette droite. Les veines pulmonaires et Ene cave supérieure sont ensuite
ligaturées en masse avec un fil Vicryl 4/0, puistisenées, ce qui permet
I'ablation du greffon. Un nouveau ringcage du coear mfusion de 20 ml de
mélange de cardioplégie héparinée permet de bdar l@s coronaires et d’éviter
ainsi les risques de thromboses.

Le rat Lewis receveur anesthésié est immobilis&usarplanche. On pratique une
laparotomie médiane. On dégage les anses digestimefcisant le méso-
sigmoide, on dégage l'aorte et la veine cave iefée sous rénales aprés
ouverture du péritoine postérieur. Les veines ldmbasont ensuite ligaturées
avec un fil Proléne 8/0, puis sectionnées. On de&gagsi une zone vasculaire
d’'implantation d’environ 10 mm sur les vaisseawda@hinaux (veine cave
inférieure et aorte abdominale) qui sont clampés rdueau supérieur
immédiatement sous l'artere rénale et au niveaarigir immédiatement au
dessus des vaisseaux iliaques a l'aide de filoweX0. Le greffon est positionné
dans le champ opératoire puis maintenu dans la gkares avoir pratiquée une
artériotomie sur l'aorte abdominale, on réalise sutire aorto-aortiqgue par deux
hémi-surjets avec un fil d’éthilon 9/0. L’artérelmonaire du greffon est ensuite
suturée sur la veine cave inférieure (VCI) du recepar deux hémi-surjets avec
un fil d’éthilon 9/0. Les zones d’anastomoses smtouvertes de Pangen®
compresse (Laboratoire URGO, Dijon-FRANCE). Lors déclampage, on
réchauffe le greffon puis on replace les ansesstiges aprées veérification de
I’'hnémostase. La fermeture musculo-aponévrotiqueéadisée avec un surjet de fil
Vicryl 3/0. La fermeture cutanée se fait avec urjesude fil Vicryl rapide 3/0.

L’animal est ensuite progressivement réchaufféyiésgon réveil complet.
3. Préléevement sanguin

Avant chaque protocole d’injection ou de prélévetrsamguin, les animaux sont
anesthésiés a lisoflurane. Cette anesthésie |legemmet de réaliser de facon
optimale les prélevements de sang par ponctionadeeine caudale et les
injections de CDs ou d’Acs par voie IV dans la eep&nienne. Les prélevements
sanguins sont effectués par ponction de la veinglata latérale. Le sang est

BN

prélevé avec une seringue dans des tubes conteharK3E a 15% (BD
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Vacutainer Systems, UK) et une aiguille 25 G (Tewuntrance). Une
vasodilatation de la veine caudale, permettant pamction plus aisée, est
provoquée par une augmentation locale de la termyéraUne section de la
pointe de la queue est pratiquée lorsque la panci®la veine caudale s’avere
difficile. Il suffit alors d’enlever la crolte sua blessure pour les préléevements
ultérieurs. Le sang recueilli est centrifugé 10 @iBO00 rpm, ce qui permet de
séparer le sérum qui est aliquoté a 50 pL dansni@etubes avant congélation a
—30 °C en vue du XM.

4. |solements
a. Isolement des cellules ganglionnaires mésentéuies

Les ganglions lymphatiques mésentériques sont pldags du RPMI 1640 (20%
de SVF) et conservés &1 °C jusqu’au moment de l'isolement. Les ganglions
lymphatiques sont séparés de la graisse qui lesuent 'aide de 2 pinces de
Dumont. Ils se présentent sous la forme de pdiitestures arrondies et fermes
par rapport au tissu adipeux adjacent (qui sedaassément dilacérer). Une fois
les ganglions lymphatiques isolés, 1 mL de RPMIOL6dmplet est doucement
injecté, a l'aide d’'une aiguille (25 G) montée sne seringue. Cette opération est
répétée plusieurs fois. Le ganglion gonfle soueltade la pression et le liquide
perfusé ressort au travers des pertuis réalisés ldacapsule ganglionnaire. Un
liquide enrichi en lymphocytes est ainsi recuelllhe appréciation de la viabilité
(> 90%) est alors effectuée. La concentration cetkilkest standardisée entre 4000

et 6000 cellules/mm3, par comptage sur cellule déabsez.
b. Congélation

Une quantité (v/v) de DMSO a 20 % en PBS est apwéla suspension
lymphocytaire obtenue des ganglions mésentéridquesolution ainsi obtenue est
conditionnée en paillettes de 500 pL congelées @ > pendant 24 heures.
L’ensemble des paillettes est stocké le dans l&aiouide (-196 °C) jusqu’a

I'utilisation des cellules.
c. Isolement des cellules dendritiques spléniquesX®2+

La rate est prélevée puis mise dans une boite the g 6 cm de diametre
contenant du tampon (PBS + EDTA 10 mM + 2% SVH eiL de collagenase D
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(2 mg.mL* de collagenase D dans du RPMI + 1% SVF). Troisdalcollagenase
D sont injectés a l'aide d’'une seringue 25 G, pdigjectés jusqu’a obtenir la
décoloration de la rate. Celle-ci est ensuite ceugepetits fragments et broyée a
I'aide de lames de scalpel. La suspension celkilagt mise a incuber 20 min a
37°C avec la collagénase D puis 5 min avec 10 mMIA[R température
ambiante (RT) pour une dissociation optimale. L&nble est broyé dans une
passoire et un piston dans une boite de pétriuspenision est alors filtrée avec
un filtre (pores de 70 um) et la boite de pétril@gée pour récupérer les cellules
restantes. La suspension cellulaire est centrifig@60 g durant 10 min a 4°C
afin d’éliminer 'EDTA. Le culot est alors reprisads 12 mL de PBS/SVF/EDTA.
Le Nicodenz (14,5%, Nycomed, Oslo) est alors dépaséond d’un tube a fond
rond a l'aide d’une aiguille spinale (12 mL, v/wip les cellules sont séparées par
centrifugation a 2800 rpm, 15 min a 4 °C sans frelanneau de Nicodenz est
alors soigneusement récupéré, puis lavé. Les eslkont finalement comptées a
la cellule de Malassez.

Les cellules sont alors incubées avec des billegngtajues couplées avec I'Ac
anti-OX62 (MACS) reconnaissant spécifiquement l&3sCVingt pL de billes
anti-OX62 permettent de marquer jusqu'd t8llules suspendues dans 100 pL.
Apres une incubation de 15 min, a +4 °C), les tedlgont lavées. Le surnageant
est éliminé et le culot repris dans 500uL de PB&IEDTA, puis triées.

La colonne MS placée sur un aimant MACS est lavée fois avec 500 pL de
PBS/SVF/EDTA. Les cellules a trier sont déposées|aucolonne. Quand le
liquide a fini de s’écouler, la colonne est enlevie 'aimant, placée sur un
nouveau tube et les cellules OX6sbnt éluées avec 1 mL de PBS/SVF/EDTA
grace au piston fourni. Les cellules sont de nouveamptées sur cellule de

Malassez. Les cellules OX62btenues ont une pureté supérieure a 95%.
d. Isolement des lymphocytes T CD4+CD25+

Les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ sont isd&ka rate et des ganglions
lymphatiques mésentériques de rats naifs ou agansun transplant allogénique
avec ou sans conditionnement tolérogene. Les gargglymphatiques et la rate
sont dissociés mécaniquement. La suspension &8ef{[70 um) pour éliminer les
débris tissulaire puis lavée 2 fois (PBS 1% SVReetuspendue dans le tampon a

la concentration de $nl. Aprés un marquage (15mn & 4°C) avec les amiico
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anti-CD4-APC (clone OX35, BD Pharmingen) et antiZBEPE (clone OX39, BD
Pharmingen). La suspension cellulaire (960 pl)irstbée 15 mn & +4°C avec
40 ul avec les billes anti-APC (Miltenyi Biotec)ed lymphocytes T CD4+ sont
isolés a l'aide de la colonne MS placée sur un ainMACS. Les cellules
d’intérét sont suspendues dans le tampon (2%Q0ul). Les billes sont enlevés
grace alMultisort Relaease Reage(itliltenyi Biotec) au cours d’une incubation
de 10 minutes & +4°c (30p! pour “16ellules). Les billes résiduelles sont
éliminées en passant les cellules sur la colonnsuike, les cellules sont incubées
avec 20ul d’anticorps anti-PE (15 minutes a 4°@)é& 2 lavages, un nouveau tri
magnétique permet de recueillir les cellules CD426R Les travaux
préliminaires déja réalisés ont montré qu’il égaitssible d’isoler en moyenne
2.1¢° lymphocytes T CD4+CD25+ de chaque animal étudié.

Pour les cultures, les lymphocytes T CD4+CD25+ été isolé avec une
technique plus rapide utilisant le kit MagCellec@tRCD4+CD25+ regulatory T
cell (R&D systems). Les lymphocytes CD4+ sont diabcsolés par sélection
négative, puis, CD25+ T cells were isolated by fpaesiselection from the CD4+
T cell fraction. Isolation of CD4+ T cells by newyat selection is achieved by
tagging unwanted cells with the MagCellect Rat CO4€ell Antibody Cocktail
followed by the addition of MagCellect Goat Anti-Mge Ferrofluid (GAM-FF).
The tube with the cell suspension is then placettiénMagCellect Magnet (R&D
Systems). Magnetically tagged cells will migratevéod the tube wall on the
magnet side (unwanted cell fraction), leaving tidagged cells or desired cell
population in suspension ready to be harvested dpyradion while the tube
remains in the magnet. Isolation of CD4+CD25+ ratpry T cells from the
CD4+ T cell isolated fraction is done by positivelestion in a test tube by
tagging the cells of interest with anti-Rat CD2b6tliylated antibody followed by
the addition of the Mag-Cellect Streptavidin Feluwf (SAV-FF). The tube with
the cell suspension is placed in the magnet, anghetially tagged cells will
migrate toward the tube wall on the magnet sidavyifey the untagged cells in
suspension. Unwanted cells are removed by aspirattole the tube remains in
the magnet. The tube containing the magneticatiped cells is removed from

the magnet and the cells re-suspended in Mag-C@&lgter or media.
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5. Etude par CMF des lymphocytes T CD4+CD25+ sangus

On préleve 200 a 500 pl de sang dans un tube cortede I'EDTA
(MICROTAINER brand tube) et on agite pour homogéegi La numération des
globules blancs est effectuée sur un automate (BackCoulter, LH 750). On
dilue ensuite I'échantillon afin d’obtenir une saspion contenant 5x106 globules
blancs /ml. Dans un tube, on déposepl@e I'anticorps anti-CD4 couplé a la
FITC, 1Qul de l'anticorps anti-CD25 couplé a la phycoérytieriet 10Ql de
I’échantillon dilué. On agite lentement au vorté>oe incube pendant 15 minutes
a température ambiante dans I'obscurité. On ajpung de la solution de lyse BD
diluée et on agite au vortex. On incube 10 mindteempérature ambiante a
I'obscurité. Ensuite on centrifuge a 300g pendamiibutes sans refroidir et on
retire le surnageant. Puis on ajoute 2 ml de PB$hetgite au vortex lentement.
On centrifuge a 300g pendant 5 minutes sans rafroithfin, on retire le
surnageant, on ajoute 4400)'Isoton et on passe au cytometre (Coulter, ERICS
XL-MCL).

6. Test de compatibilité croisé ou Cross-match

Les cellules du donneur cryoconservées en paslét800 cellules par paillette
environ) sont décongelées dans de l'eau tiéde lpuispension cellulaire est
lavée deux fois en PBS albumine 1%, pour élimieecriyoprotecteur ou DMSO

(diméthyl sulfoxide). Le culot est repris dans dBSP albumine 1%, et la

concentration cellulaire est standardisée a 300le€/uL par comptage sur
cellule de Malassez. On dépose 100 pL de la sugmpeansllulaire dans un tube
avec 25 pL du sérum a tester. Apres une incubdeo30 min a 22 °C, les cellules
sont lavées 3 fois dans 1 ml de PBS albumine fiOil.ajoute ensuite 2 puL de
GAM-PE que I'on incube 30 min a + 4 °C. Les tubestdavés de nouveau trois
fois en PBS. Le culot est alors repris dans 50@@lPBS/formol. La lecture est
réalisée au cytometre (FACSCalibur, Becton Dickins&@haque test est réalisé
en double. Les sérums de rats nayant recu que RMIR640 ont été utilisés

comme témoin négatif.

7. Evaluation histopathologique

Les greffons cutanés et les transplants cardiaspsrecueillis lors rejet ou aprés
un suivi de 100 jours. Une partie des prélevemestdixée dans le formol alors
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gue l'autre moitié est congelée. Les prélevemertsfsont inclus en paraffine,
coupés au microtome (5um) et colorés par 'héméhsine-safran pour évaluer
les Iésions du greffon notamment des lésions diafathie oblitérante qui sont
les principales lésions de rejet chronique apramsplantation cardiaque.
L’évaluation de l'intensité des lésions vasculaiess réalisée selon le protocole
adapté de celui décrit par Armstromgrstrong et al, 1997

Les fragments congelés sont coupés au cryostat paaliser une technique
immunohistochimique qui permet de quantifier le§édents types de cellules
infiltrant le transplant (lymphocytes, plasmocytesgcrophages, polynucléaires),
témoins de I'immunité innée et de la réponse adiaptaLes immunomarquages
ont été effectués sur 'automate Benchmark Ultranféna, llkirch) qui réalise,
dans des conditions techniques parfaitement maasis l'inhibition des
peroxydases endogenes dans une solution d’eau méggéincubation avec les
anticorps primaire puis secondaire et enfin le dépén substrat de I'enzyme
couplé a I'anticorps secondaire, la Diaminoben&adijni donne un précipité brun
visible au microscope. Une contre-coloration nuokavec I'nématoxyline est
ensuite effectuée avant le montage avec une lanldbeis avons utilisé les
anticorps anti-CD3 (e-Bioscoence), anti-CD45RA (esBoence), anti-NK

(Abcam), anti-Foxp3 (e-Bioscoence).

8. Culture lymphocytaire mixte

a. Isolement de Lymphocytes et marquage par cellace

La rate prélevée stérilement est dissociée ave@imoe dans une boite de pétri.
On filtre puis on centrifuge la suspension 5 mia5®0 rpm. Le surnageant est
repris dans 2ml de la solution de lyse des globueges (incubation 5min a
température ambiante). Aprés lavage, le culot eégpendu dans 1 ml du milieu.
On aspire a l'aide d’'une seringue contenant daileelde nylon humidifiée puis
on incube pendant 35 min a 37°C. On chasse lesHgoytes a travers la laine
sans la toucher avec le piston. Les cellules somiptées (cellules de Mallassez).
On ajoute 1pl deell tracé™-PE pour 18 cellules. On incube 20 min & 37°C dans
I'obscurité. On rempli le tube avec du milieu etiooube de nouveau 5 min a

température ambiante dans 'obscurité. Ensuited#ales sont lavées.
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b. Culture lymphocytaires mixtes

Le milieu de culture utilisé est le RPMI 1640 (Sajnglutaminé auquel on ajoute
de la pénicilline, de la streptomycine et 10% dé-$8igma). Les lymphocytes de
rats Lewis normaux sont co-cultivés 5 jours avex adlules dendritiques de rats
Fischer en présence de LPS 5pg/ml. On incuBeyb@phocytes/puit en présence
de différents rapports de CD : 1:1, 1:2 et 1:5. ddntréle positif est réalisé en
incubant les lymphocytes du receveur avec 5ug/nte @ncanavalline A. Aprés
5 jours, le taux de prolifération est mesuré akail’'une technique de cytométrie

en flux aprés marquage des cellules avec de |@D8-et I'anti-CD45RA.

9. Dosage des cytokines.

Le dosage des cytokines a été effectué avec te Kat Cytokine Array Panel A »
(R&D systems). La détection est réalisée sur mendsrade nitrocellulose.
Chaque test est réalisé en double. Les surnagdastsultures cellulaires sont
dilués et incubés avec un cocktail d’anticorps ¢é&sid la biotine, dirigés contre
une cinquantaine cytokines. Le mélange est endépesé sur la membrane. Le
complexe cytokine/anticorps se lie a I'anticorpsos®laire spécifique fixé a la
membrane. Apres un lavage, on ajoute successivenientcomplexe
Streptavidine/HRP. L'intensité du signal est prdjponelle aux taux des
cytokines.

10. Groupes expérimentaux

Les CDs (2.106) allogéniques sont injectées semliesous couvert d’'un AcMo

anti-CD4 (clone W3/25, Gentaur, Bruxelles), avamtgteffe cutanée (n=4 par
groupe) ou la transplantation cardiaque hétérotapifn=4 par groupe). Cette
injection est d’abord réalisée la veille de la s@antation (J-1) ou 4 semaines
avant la transplantation (J-28). Les groupes témaia recevront que les CDs
(n=4) ou I'AcMo anti-CD4 (n=4).

11. Analyses statistiques.

Les différences observées entre les difféerents pgrouexpérimentaux seront
analysées avec le test t Seidentet le test dé-ischer Une valeur de p<0,05 sera

considérée comme statistiquement significative.
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RESULTATS
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1. L'injection de cellules dendritiques allogénique induit la formation
d’anticorps anti-donneur qu’il est possible d’inhiber en associant un
anticorps anti-CD4 non dépletant (annexe 1)

L'injection de CDs OX62+ allogéniques par voie aweineuse chez les rats
Lewis induit la formation d’allo anticorps qu’il epossible de détecter par un test
de compatibilité croisé ou Xm qui utilise une agittbuline de rat couplée a
I'allophycocyanine (APC). Les aliquots de sérumgslé a JO, J7, J15, J30 et J45
ont été utilisés. Leur analyse montre un pic d@rps a J15 et J30 pour une dose
de 5.18 CDs. Lorsqu’on injecte conjointement un Ac anti4Ia production de
DSA est inhibée (Figure 8)

1004
E3 CDs

EE& CDs+Anti-CD4

MFI (tset-negative control)

QA \2] N} )
B NG D g

Figure 8. Résultats des cross match (Xm) obtenus chez lewan traités par CDs allogéniques
et CDs + anti-CD4. Le seuil de positivité du Xm & éxé a 40. Chez les animaux recevant
uniquement des CDs, le pic est obtenu a J30. Lesaam recevant CDs+ anti-CD4 n'ont pas
développé d’'anticorps dirigés contre les alloamtage

2. L'injection de cellules dendritiqgues allogénique sous couvert d’anticorps
monoclonaux anti-CD4 non dépletants augmente leur koming»
lymphoide

Lors du travail antérieur réalisé dans le laboretoil a été montré que le

chimérisme lymphoide obtenu apres injection de @lyénique (rate, thymus,

ganglion lymphatiques) était indépendant de la diseCDs injectées (2.10

versus 5.1%). Nous avons donc choisi de travailler avec ungedte 2.19CDs.

Avant d’étre injectées au rat receveur, les CDsé&é@tmarquéesx vivopar un

fluorochrome (PKH-26). Apres chaque technique d&iseent, nous avons vérifié

la qualité du marquage obtenu. Une goutte de Ipesisson cellulaire a été

déposée sur une lame puis recouverte avec uneléamelnt d’étre observé au
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microscope a fluorescence. Dans tous les cas, lguage des CDs était de forte
intensité (figure 9).

Figure 9: Cellules dendritiques fraiches aprés isolemenadate. Ces cellules ont un cytoplasme
abondant avec des ébauches de prolongements. bgau & un aspect réniforme parfois double
(May Grunwalg Giemsa, x400) aspect des CD marguéavopar le fluorochrome (PKH-26). Les
prolongements cytoplasmiques sont parfaitemerileisisur cette photographie

La détection des cellules PKH26+ a été réaliséet ¥5 jours apres leur injection,
sur des coupes en congélation provenant de la datehymus, de ganglion
lymphatique mésentérique, du cceur, du rein, dudbae la peau. Une coloration
par 'hémalun-éosine-safran a permis de vérifianate comptage la nature des
tissus préleves (figure 10). Le marquage préaldbk coupes avec un anticorps
anti-CD86 couplé a la fluorescéine a permis defieérsi les cellules PKH26+
exprimaient ce marqueur de maturation. Sur chagoepe examinée au
microscope a fluorescence, nous avons pris 5 phayibges au fort grossissement
(figure 11). C’est a partir de ces photos que laémation des cellules PKH26+ a

été effectuée.
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x200

RATE THYMUS GANGLION

Figure 10. Aspects microscopiques des organes prélevés (J146¢ apres injection de cellules
dendritiques allogéniques sous couvert d'anticaps-CD4 non dépletants. La coloration par
I’'hémalun-éosine-safran réalisée sur une coupepgéation a permis de vérifier que les organes
prélevés correspondaient bien a ceux attendus.
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Figure 11 Visualisation au microscope a fluorescence ddlsles PKH26+ (TRITC) sur des
coupes congelées de tissu splénique, thymique mgliganaire lymphatique. Dans certaines
cellules I'empreinte du noyau est parfaitementolési

Le marquage avec l'anticorps anti-CD86 FITC n’a pas en évidence de cellules
PKH26+CD86+. Par contre, nous avons observé awacbdtéléments PKH26+
des cellules CD86+ (figure 11).
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La figure 12 résume le comptage des cellules PKH&tservés a J15 et J45 au
niveau des organes lymphoides.
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@ CD + anti-CD4

nombre de cellules/champ (x400)

rate thymus ganglion

Figure 12. Comparaison du nombre de cellules dendritiques Z84Hdétectés dans la rate, le
thymus et les ganglions lymphatiques a J15 et ddéz des animaux ayant recus des cellules
dendritiques seules ou sous couvert d’anticorpsotionaux anti-CD4 non dépletants.
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3. Apres greffe cutanées allogéniques,

le nombre d&mphocytes T

CD4+CD25+ circulants est diminué dans le groupe apa recu des
lymphocytes T régulateurs sensibilisés avant la gffe

La quantification des lymphocytes T régulateursutants a été réalisée par

cytométrie en flux a JO et J7-10 dans chaque grohNpeas avons déterminé le

pourcentage de lymphocytes CD4+CD25+ par rapporthaaphocytes totaux et

aux lymphocytes CD4+ (figure 13).
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Figure 13. Histogrammes obtenus par cytométrie en flux. ll@tizent, la fenétre a été placée en
regard du nuage de lymphocytes. Puis, elle a é&eéépkn regard des lymphocytes CD4+
permettant de calculer le pourcentage de lymphec@@®4+CD25+ au sein de cette sous

population lymphocytaire.
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Les résultats obtenus sont présentés dans la figure
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Figure 14. Nombre de lymphocytes T CD4+CD25+ dans le sang différents groupes
expérimentaux. La comparaison des données proveigachaque groupe a été effectuée avec le
test w non paramétrique. neon significatif.
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4. L’injection de CDs OX62+ et d’anticorps anti-CD4ou de lymphocytes T
CD4+CD25+ provenant d’animaux sensibilisés induit d tolérance de
transplants allogéniques cutanées ou cardiaques etpéche la production
d’anticorps anti-donneur (annexes 2 et 3)

Les principaux résultats expérimentaux obtenus sagransplantation sont
regroupés dans le manuscrit présenté ci-apres. réesltats des cultures
lymphocytaires mixtes sont incomplets car nous av@nbeaucoup de difficulté a
faire proliférer les splénocytes de rats. Une iitinib partielle de la prolifération
des LyT a été obtenue avec les Treg naifs. Lesriexpés avec les Treg

sensibilisés sont en cours.
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Introduction

Tolerance induction is a major issue in organ transplantation. In
rodents, it can be achieved by the association of donor-derived cells
and monoclonal antibodies (mAbs) (1). More than 15 years ago,
Saitovitch et al. (2) demonstrated that the addition of a non-depleting
anti-CD4 mAbs to donor-specific transfusion (DST) induces tolerance
to allogeneic transplants, provided that a critical interval is respected.
This transfusion effect depends in part on the induction of CD4+CD25+
regulatory T cells (Treg) that accumulate in the spleen (3, 4). Whether
the association of donor-derived cells with mAbs can strengthen the
mechanisms of tolerance to enable persistence of allogeneic cells in the
recipient is a matter of debate (5). Dendritic cells (DC) that express
high levels of major histocompatibility complex antigens act usually as
professional antigen-presenting cells. They may also have tolerogenic
properties. In different rodent models, various populations of
immature, mature, or manipulated donor-derived DC together with
mAbs or CTLA4-Ig prolong heart allograft survival (1, 6-7). In rats,
0OX62 is expressed by a sub-population of splenic non-plasmacytoid DC
(8). We previously demonstrated that injection of mature splenic DC
together with a non-depleting anti-CD4 mAbs induces anergy, probably
by decreasing the expression of co-stimulatory molecules, especially

CD80 (9).

The present study evaluates the ability of the injection of allogeneic

0X62+ DC and a non-depleting anti-CD4 mAbs to induce tolerance in
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the Fischer-Lewis rat model (10) that differs only at MHC class I
antigen, leading to a rejection process dependent on CD4+ T cells and
DSA (11). We hypothesize that this protocol is capable of generating
donor-specific Tregs that will probably interact not only with T cells but

also with B cells and the production of donor-specific antibodies (DSA).

Material and Methods

1. Cells isolation

1.1. OX62+ dendritic cells

Spleens from naive F344 were minced and digested in 2 mg/ml
collagenase D (Roche Diagnostics) in RPMI 1640/1% FCS for 15 min at
37°C. EDTA at 10 mM was added for the last 5 min, and the cell
suspension was then pipetted up and down several times and filtered.
Cells were separated into high-density cells (containing most of the
pDC) and low-density cells (containing most of the OX62 DC) using
14.5% Nycodenz (Nycomed) gradient centrifugation. OX62+ subsets of
spleen DC were isolated from low-density cells after staining with anti-
0X62 MoAbs associated with magnetic beads (Miltenyi) according to

the manufacturer’s instructions. Purity of cells was routinely > 95%.

1.2. Splenocytes

The spleen was removed aseptically and crushed with forceps in a Petri
dish. After washing and lysis of red blood cells, cells were suspended in
1 ml of medium. The suspension was aspirated with a syringe through
moistened nylon wool and incubated for 35 min at 37 © C. Cells were

recovered, washed and counted.
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1.3. CD4+CD25+ T cells

CD4+CD25+ T cells were harvested from the spleen of naive Lewis or
Lewis sensitized with donor-OX62+ DC and non-depleting anti-CD4
monoclonal Abs. Spleens were minced and digested as described
previously for OX62*-DC isolation. For tissue culture, CD4*CD25" T
cells were isolated using the MagCellect Rat CD4*CD25" regulatory T
cell isolation kit (R&D systems). Briefly, CD4* T cells were initially
isolated by negative selection, and then, CD25" T cells were isolated
by positive selection from the CD4* T cell fraction. Isolation of CD4" T
cells by negative selection is achieved by tagging unwanted cells with
the MagCellect Rat CD4+ T Cell Antibody Cocktail followed by the
addition of MagCellect Goat Anti-Mouse Ferrofluid (GAM-FF). The tube
with the cell suspension is then placed in the MagCellect Magnet (R&D
Systems). Magnetically tagged cells migrate toward the tube wall on
the magnet side (unwanted cell fraction), leaving the untagged cells or
desired cell population in suspension ready to be harvested by
aspiration while the tube remains in the magnet. Isolation of
CD4+CD25+ regulatory T cells from the CD4+ T cell isolated fraction is
done by positive selection in a test tube by tagging the cells of interest
with anti-Rat CD25 biotinylated antibody followed by the addition of
the Mag-Cellect Streptavidin Ferrofluid (SAV-FF). The tube with the cell
suspension is placed in the magnet, and magnetically tagged cells will
migrate toward the tube wall on the magnet side, leaving the untagged
cells in suspension. Unwanted cells are removed by aspiration while

the tube remains in the magnet. The tube containing the magnetically

75



trapped cells is removed from the magnet and the cells re-suspended

in Mag-Cellect Buffer or media.

For injection in vivo, CD4+CD25+ T cells were isolated with CD4 and
CD25 microbeads (Miltenyi). Splenocytes (108/ml) were stained
(15min at 4°C) anti-CD4-APC (clone OX35, BD Pharmingen) and anti-
CD25-PE (clone 0OX39, BD Pharmingen). Then, cells (960 ul) were
incubated 15 mn at 4°C with 40 pl anti-APC microbeads (Miltenyi
Biotec). CD4+ T cells were isolated through MS column surrounded by
MACS magnet. Cells were re-suspended in PBS (2x107/100ul). Beads
were removed with Multisort Relaease Reagent (Miltenyi Biotec).
Finally, cells were incubated with 20ul anti-PE (15 min at 4°C). After

2 washes, CD4"CD25" were sorted with magnetic beads.

2. Tissue culture

A standard culture medium RPMI 1640 (SIGMA) glutamine plus 10%
Fetal Calf Serum (SIGMA) and antibiotics (penicillin and streptomycin,
SIGMA) was used. The suspension of splenocytes from naive Lewis rats
was first incubated for 20 min at 37°C in the dark with cell trace™-PE
(1pl/10° cells). Then, the tube was filled with medium and incubated
for 5 min at room temperature in the dark and washed. Splenocytes
(10° cells/well) were co-cultured for 96 hours at 37.5°C in 5% CO0, with
different ratio (1:1, 1:2 and 1:5.) of DCs from Fischer rats in the
presence of 5ug/ml of LPS. A positive control was performed by
incubating the recipient cells with of 5ug/ml of Concanavallin A

(SIGMA). The proliferation rate was measured using a technique of
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flow cytometry after cell staining with anti-CD3 and anti-CD45RA

antibodies.

3. Skin graft

Fischer (F344) rats (RT1") were used as donors and Lewis (Lew) rats
(RT1) as recipients. Brown Norway (BN) rats were used as third party.
Individual full-thickness skin grafts were prepared to fit the graft bed
on the left lateral thorax of anesthetized recipients (isofluorane). The
grafts were inspected regularly until they were completely destroyed,

at which time the grafts were considered rejected.

4. Heart transplantation

Fischer (F344) rats (RT1") were used as donors and Lewis rats (RT1/)
as recipients. Intra-abdominal heterotopic cardiac transplantation was
performed as described by Ono and Lindsey (12). Heart beats of
cardiac transplants were monitored by daily palpation through the
recipient's abdominal wall. Rejection was defined as the time of
cessation of graft beating and confirmed by direct inspection and

histological examination.

5. Flow cytometric cross matches

Donor-specific antibodies were detected in recipient sera using flow
cytometric cross-matches with recipient serum samples obtained at
days 7, 15, 30, and 45 and donor lymphocytes. Fresh splenocytes from
the donor were isolated using FICOLL gradient centrifugation, then

suspended in PBS (3000 cells/ul). Cells (100ul) were incubated with
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25ul of the sera of the recipients for 30 min at room temperature,
washed 3 times and incubated with 2 pl of anti-rat globulins-PE
(eBiosciences). Cells suspended in PBS/formalin were then analyzed on
a FACSCalibur (Becton Dickinson). Each test was done in duplicate.
Sera from naive rats were used as negative controls and sera from
immunized rats as positive controls. The results were compared with

negative and positive controls.

6. Cytokines assay

The cytokines assay was done with the Rat Cytokine Array Panel A
(R&D systems). Capture and control antibodies were spotted in
duplicate on nitrocellulose membranes. Cell culture supernates were
diluted and mixed with a cocktail of biotinylated detection antibodies.
The mixture was then incubated with the Rat Cytokine Array Panel A
membrane. The cytokine/detection antibody complex is bound by its
cognate immobilized capture antibody on the membrane. Following a
wash to remove unbound material, Streptavidin-HRP and chemo-
luminescent detection reagents were added sequentially. Light was

produced at each spot in proportion to the amount of cytokine bound.

7. Histology and immunohistochemisitry

For pathological evaluation, skin grafts and heart transplants were
fixed in 4% formalin and embedded in paraffin. Five micrometer
sections were stained with Haematoxylin and Eosin. Slides were

reviewed by an experienced pathologist blinded to the study group.
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For immunohistochemisitry, frozen samples from skin grafts and heart
transplants were cut into 5 um sections in a cryostat, dried at room
temperature for 2 hours and fixed in acetone for 10 min. Sections were
stained with an automate (Benchmark Ultra, Ventana) using primary
monoclonal Abs direct to T lymphocytes (CD3) (BD-biosciences),
B lymphocytes (CD45RA) (BD-biosciences), Treg (FOXP3) (BD-

biosciences), and NK cells (Abcam).

8. Experimental groups

For primary transplants, recipients were conditioned before grafting
with 2.10° donor OX62+ DC and/or anti-CD4 mAbs (2mg) at d-28
and/or d-1 (n=4 per group).

For Treg groups, CD4+CD25+ lymphocytes were harvested from the
spleen of naive or sensitized Lewis rats and transferred to naive
recipient (2.10°) before grafting (d-1).

Control groups included syngenic, allogenic grafts and recipients

conditioned only by donor-DC or anti-CD4 mAbs prior grafting.

9. Statistical analysis
Differences observed between data from each experimental group
were compared using the ttest and Fisher exact test. P<0.05 was

considered statistically significant.
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Results

1. CD4+CD25+ regulatory T cells inhibit in vitro the
proliferation of T cells

Before performing transplantation, we checked by MLR, that
CD4+CD25+ T cells isolated from the spleen of naive rats were able to
inhibit the proliferation of allogenic T splénocytes. The percentage of

inhibition was 45.5% for T cells and null for B cells (figure 1).

2. Conditioned recipient accept indefinitely primary allogenic
skin graft and primary allogenic heart transplants

In the first set of experiments, recipients were sensitized before skin
graft or heart transplantation, with OX62+-donor DC and/or anti-CD4
mADbs either at day-1 or day-28. Rats transplanted with syngenic and
allogenic transplants were used as controls. Indefinite survival was
achieved in skin and heart groups, only for recipients conditioned
at d 28. Tolerant rats did not develop deleterious DSA. Interestingly,
DSA were not detected in some rats conditioned at d-28 or d-1
whereas all rats receiving only anti-CD4 mAbs had Abs to donor
antigens (figure 2). Grafts from tolerant animals did not show
epithelial atrophy (figure 3) or obliterant arteriopathy (figure 4). They
were no accumulation of B cells or FOXP3+ cells in skin grafts or heart

transplant at the end of the follow up (day 100).
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3. Injection of conditioned CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T
cells to the recipient prior grafting prolong indefinitely the
survival of allogenic skin and heart transplants

In order to check if Treg were involved in the tolerance of allogenic
transplants, CD4+CD25+ were harvested from the spleen of naive and
sensitized recipients and injected the day before skin or heart
transplantation to a naive recipient. Treg harvested from naive rats
were used as control. After adoptive transfer, Treg from sensitized
animals were able to induce indefinite graft survival of allogenic skin
grafts and heart transplants whereas Treg from naive animals did not.
Tolerant rats did not develop deleterious DSA. Even if Treg from naive
rats prolonged the survival of allogenic grafts, they did not abrogate
the production of DSA (Figure 5). Grafts from tolerant animals did not
show epithelial atrophy or obliterant arteriopathy. They were no
accumulation of B cells or FOXP3+ cells in tolerant skin grafts or heart

transplant at the end of the follow up (day 100).

4. CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T cells harvested after the
injection of donor-specific DC under the cover of non-depleting
anti-CD4 antibodies are inducible donor-specific Treg.

Finally, using third party donors (BN), we demonstrated that Treg
generated by the injection of donor OX62+ DC and anti-CD4 mAbs
were donor specific and unable to prolong indefinitely the survival of
skin grafts from a third party and inhibit the production of Abs to third

party antigens. (Figures 3)
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Discussion

In this study, we demonstrated that inducible Treg generated after the
injection of donor-OX62+ DC and anti-CD4 mAbs are capable of
inducing indefinite survival of allogenic skin and heart transplants. In
rodent models, CD4 blockade, using non depleting antibodies is a well
known strategy for inducing tolerance sustain by Treg (13). Tolerant
animals from our experimental groups did not develop vascular lesion

of chronic rejection despite the presence of DSA in some recipients.

The injection of donor-OX62+ DCs prior grafting induces micro-
chimerism in primary and secondary lymphoid organs as long as
45 days after injection (10). It is likely that donor-DCs immediately
after the injection present directly allo-antigens to lymphocytes of the
recipient. As DCs are not able of proliferation and self renewal, they
will probably die, leading to the processing of allo-antigens by
macrophages and/or recipient DCs and the presentation of allo-

antigens by the indirect pathway (14, 15).

In rodents, micro-chimerism plus donor specific Treg generated by the
direct pathway can inhibit acute rejection but not chronic rejection of
allogenic grafts. Nevertheless, when micro-chimerism is associated
with Treg generated by the direct and the indirect pathways, inhibition
of acute and chronic rejection is achieved (16, 17). In our model, heart

transplants from tolerant animals did not show any vascular lesion of
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chronic rejection suggesting that our protocol generate both subsets of

Treg.

Although Treg did not inhibit the proliferation of B cells in tissue
culture, the absence of deleterious DSA in tolerant animals suggest
that Treg interact in vivo with B cells and/or T helper follicular cells, for
inhibiting the maturation of B cells and the production of DSA. Treg is
known to regulate the T cell response but also to regulate B-cell
activation by reducing IgG production and isotype switch (18). The
specific recognition of allo-epitope on B cells by Treg can also result in
B cell lysis (19, 20). Then, in the absence of B cells activation, antigen
presented by naive B cells could also generate T cells with a regulatory
phenotype (21) or expand allogenic Foxp3+CD4+ T cells (22). The
existence of regulatory B cells was first suggested by experiences of
adoptive transfer of naive B cells that promote tolerance of murine skin
allografts (23). In human, regulatory B cells could belong to the
transitional B cell compartment that secretes larger amounts of IL10
after CD40 stimulation compared to other B cells subsets (24). A
similar compartment exists in mice (25). In rats, B cells with
regulatory properties have recently been described in animals treated
with a desoxyspergualin analog (26). These cells accumulate into
allogenic skin grafts of tolerant animals and are able to induce
tolerance after adoptive transfer. Nevertheless, they did not express
IL10 suggesting that they are different from regulatory B cells
previously described in the literature (27, 28). In the study of

Callaghan et al (17), tolerance was robust, breakable only in one case
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after injection of anti-CD4 mAbs that depleted CD4+CD25+ Treg and
induced DSA production.

Interestingly, in our study, one recipient conditioned before primary
skin graft with OX62+ DC and anti-CD4 mAbs develop DSA without
rejection. In clinical transplantation, anti-HLA Abs are associated with
increased graft failure but 25% of recipients with DSA have normal
appearance of their graft (29, 30). Le Texier et al (26) showed, in rats,
that DSA produced by tolerant recipient with Breg accumulated in skin
grafts, induce the expression of protective molecules by endothelial

cells like HO-1, NOTCH-4 or CLEC-1 (31).

In our study, Treg from sensitized rats, injected at day-1 before
grafting were capable of inducing tolerance to skin and heart
transplants, preventing vascular lesion of chronic rejection and DSA
production. Obliterant arteriopathy has mainly been studied in murine
model of chronic rejection using partial MHC mismatch (32). Treg
generated in vivo prior transplantation or expanded ex vivo have been
shown to prevent fibro-intimal proliferation. They could act by
accumulating directly in the graft (33) or by preventing the priming of
effector cells in draining lymph nodes (34). In our model, the absence
of Treg in the transplants is in favour of the latter. Nevertheless, as
studies of the grafts were performed at the end of the follow up, a
transient accumulation of these cells into the graft can not be ruled

out.

84



We have also shown that blockade of CD4+ cells, with anti-CD4 mAbs
alone, was not sufficient to induce tolerance. Therefore, rat conditioned
with anti-CD4 mAbs alone before grafting, had delayed rejection and
produced DSA. Anti-CD4 mAbs treatment abrogates the production of
IL2 and the post transcriptional transcription of IFNy mRNA. But, the
unresponsivness of treated CD4+ T cells can be reverse by exogenous

IL2 (35).

In conclusion, we demonstrated that allo-specific Treg generated after
the injection of donor OX62+ DC and anti-CD4 mAbs induce tolerance
of skin and heart transplants and the blockade of deleterious DSA. DSA
detected in primary recipients and recipients conditioned with
sensitized Treg were not associated with rejection or lesion of the
graft. This suggests that DSA can not be regarded only as a marker of

humoral rejection, particularly in non sensitized recipients.
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Figure 1. Results of mixed lymphocyte reaction using OX-62+ DCs
from F344 rats as stimulators and splénocytes from Lewis rats as
responders. In the presence of senstized Treg, the proliferation of T
cells is partially abrogated.
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Figure 2. a. Recipients were conditioned before grafting with anti-CD4
mAbs with or without OX62+-allogenic DC at d-28 or d-1. Only
recipients conditioned at d-28 accepted indefinitely primary allogenic
skin grafts and primary allogenic heart transplants (p=0.01). b. Flow
cytometric cross matches were performed in each experimental group.
DSA were detected in allogenic, CD and anti-CD4 groups whereas rats
form d-1 and d-28 groups did not develop DSA.

92

Syngenics
F344
CDs
anti-CD4
J-28



Figure 3. Primary skin grafts. a and b. Allogenic group (d7) : the
graft is necrotic and ulcerated. At the interface with the tissues of the
recipient, a dense and polymorphic infiltrate is seen. ¢ and d. ]-28
group (CD and anti-CD4 mAbs) : lack of inflammation and lesions of
the epidermis and cutaneous appendages.
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Figure 4. Primary cardiac transplants. a and b. Allogenic group (d7) :
the myocardium is infiltrated by Iymphocytes, neutrophils et
histiocytes. Endarteritis in the wall of a large intra-cardiac artery.
C and d. J-28 group (CD+anti-CD4 mAbs) : absence of inflammation
of the myocardium and lesion of oblitérante arteriopathy.
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Figure 5. a. Recipients received the day before grafting CD4+C25+
Treg from naive rats or conditioned animals. Only recipients receiving
sensitized Treg accepted indefinitely allogenic skin grafts and allogenic
heart transplants (p=0.009). Sensitized Treg were not able to prolong
the survival of skin graft from a third party donor. b. Flow cytometric
cross matches were performed in each experimental group. DSA were
detected in allogenic, groups whereas rats form d-1 and d-28 groups

did not develop DSA.
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DISCUSSION
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Ce travail a d’abord montréB¢crie et al, 2006, annexe) fiu'un chimérisme
lymphoide était obtenu aprés injection de CDs alhigues. Le marquags vivo
des CDs avec un traceur fluorescent (PKH26) a gedwuiles localiser chez le
receveur, au niveau de la rate, du thymus et degligas lymphatiques
meésentériques. En présence d’anticorps monoclongC®4, le nombre de
cellules PKH26+ est augmenté mais la différencestnigas statistiquement
significative. Les marquages effectués sur coupestmant que les cellules
PKH26+ ne sont pas réactives avec l'anticorps @bi86. Nous n’avons
cependant pas recherché d’autres antigenes exphafésiellement par les CDs
matures. Les cellules CD86+ détectés sur les cotigmdaires qui ne sont pas
PKH26+, sont parfois situées au contact des csllllEH26+. Elles peuvent
correspondent a des CDs allogéniques qui ont pesttains marqueurs de
maturité. Selon I'environnement cytokinique, les peuvent en effet acquérir
des propriétés tolérogenes. Les CDs tolérogéneéarétent pas de cytokines pro-
inflammatoires comme IL{], IL-6, TNF-o ou IL-12 (Morelli et al., 200). Leur
action se ferait par I'intermédiaire de celluleséfulatrices productrices d’IL-10
(Trl). Il a été démontrin vitro, que la stimulation de CDs matures par le TdNF-
et des prostaglandines E2 conduit a un état deataié en l'absence de
lymphocytes CDZ (Albert et al., 2001).Le développement d’'une réponse
immunitaire dépend de signaux délivrés par les lyoegtes T CD4aux CDs par
l'intermédiaire des molécules CD40 exprimés a ldase des CDs. Dans le
modéle que nous développons, le blocage des lymypd®& CD4 par I'anticorps
monoclonal anti-CD4 W3/25 pourrait neutraliser igmal et favoriser la tolérance
aux alloantigenes. La localisation préférentiebs €Ds du donneur au niveau des
organes lymphoides primaires et secondaires saraihéme de permettre
I'apparition de lymphocytes T régulateurs CD4+CD2&#niveau du thymus ou
de favoriser I'expansion de cellules suppressivEgI«C D25+ spécifiques des
alloantigenes Yamazaki et al., 20071l est probable qu'une partie des cellules
PKH26+ CD86- correspondent a des CDs immature cieveair ou de phagocytes
ayant ingérés des débris fluorescents provenantGiizs PKH26 initialement

injectées.
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Avant de réaliser des transplantations, nous avérigé si le protocole a évaluer
était capable de modifier la réponse immunitairduite par les CDs seules.
L’injection de CDs allogéniques entraine une répdmamorale mise en évidence
par des tests de compatibilité croisée ou crosschmaDans 2 séries
d’expérimentation indépendantes, nous avons veégfié Il'injection de CDs
OX62+ allogéniques sous couvert d’anticorps monmal@nti-CD4 abolissait la
réponse humorale anti-donneur. Apres transplamtateo recherche d’anticorps
anti-donneur a donc étre utilisée comme bio-mangdeutolérance (absence) ou

de rejet (présence).

Chez 'lhomme, le RC représente I'une des princgpabuses de perte tardive des
transplants rénaux et cardiaqudsarikivell et al.,2003). Le RC se traduit
habituellement par un dysfonctionnement chroniqudrdnsplant qui ne répond
pas a l'intensification du traitement immunosuppees. Il aboutit & la perte du
transplant. Les modeles de rejet chronique, dépé®mhez la souris ou le rat,
utilisent habituellement des mis-matches partialseeles antigenes du CMH du
donneur et du receveur ou des incompatibilitésessant des antigenes mineurs
d’histocompatibilité Russell et al 1994 ; Yang et gl 2003). L'utilisation de
transplants vascularisés permet d’étudier l'irdiitmflammatoire se développant
au sein du transplant et de quantifier les Iésaiagériopathie oblitérante (AO)
caractéristiques du RQ\(mstrong et al 1997). Ces lésions d’AO se traduisent
par un épaississement fibro-intimal concentriques deaisseaux intra-
parenchymateux, associé des lésions d’endothélitéhgpertrophie des cellules
endothéliales. Cette hypertrophie est la traductmmphologique de I'activation
des cellules endothéliales. Chez le rat, la condmnalewis/Fischer a été la plus
utilisé pour I'étude du RCRussell et al1996). Les investigations chez ce rongeur
sont toutefois limitées par le panel restreint d@mps disponibles et/ou le faible

nombre de rats transgéniques.

Les modeles murins, notamment ceux utilisés pgréepe de Kathryn Wood a
Oxford, ont montré que la génération de lymphocytesdgulateurs CD25+CD4+,
spécifigues des allo-antigénes est I'un des principmodes de régulation se
mettant en place apres injection d'allo-antigérsesi§g du donneur) sous couvert

d’anticorps monoclonal anti-CD4 non dépletarBsighell et al 2003 ;Wood et
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al., 2010). L'utilisation comme receveurs d’animaurmundéficients (souris
RAG-/- ou souris « vides ») dont le systéme imrmairet est reconstitué la veille
de la transplantation par linjection de celluleffeetrices (CD45RA ou
CD4+CD25-), offre l'avantage de pouvoir préciser fatio minimum T
effecteurs/Treg permettant d’obtenir la toléraneet@dnsplants allogéniques en
I'absence de traitement immunosuppresseurs. Dans mwdéle (F334 a Lewis),
nous utilisons des animaux immunocompétents. Larabation d’'un tel ratio
n'est donc pas possible. Nous avons montré queakes de rats naifs (n=4)
renfermaient entre 1 et 1,5 ®l/mphocytes CD4+CD25+. Nous avons choisi
arbitrairement d'injecter avant greffe, ®lymphocytes CD4+CD25+ provenant

d’animaux ayant recu le protocole.

Dans notre modele, le nombre de lymphocytes T adguis CD4+CD25+
circulants, mesuré par cytométrie en flux a J7destnaniere un peu surprenante
diminué de prés de moitié (p=0,015) dans le graay@nt recu des lymphocytes
CD4+CD25+ avant la greffe. Nous n‘avons pas d'egtion rationnelle a
proposer pour expliquer cette différence. Cetteirdition ne semble pas traduire
un défaut de régulation puisque la survie des gnsftle peau est prolongée dans
ce groupe. On peut supposer que la distributionedecellules est différente. En
I'absence d’accumulation de ces éléments au sesngdeffons cutanés et des
transplants cardiaques, il est probable gu’ils doctlisés dans les organes
lymphoides loco-régionaux ou la rate. Comme noasonis effectué une analyse
morphologique des greffons qu’a la fin du suivi, & peut pas exclure que les
Treg aient été présents de facon transitoire desmisransplants. En I'absence de
groupes intermédiaires sacrifiés par exemple 1Esjou un mois aprés la greffe,
cette hypothese ne peut pas étre veérifiee. Nousn&par ailleurs pas quantifié
cette sous population dans la rate de receveugatdk. On peut évoquer aussi
une diminution du nombre de cellules effectrices 4€Dactivées. Ces

2 hypothéses n’étant bien sur pas mutuellementisixels.

Nous avons aussi évalue vivo la cinétique d’'apparition des mécanismes de
régulation. L'injection combinée de CDs et d’AcMatiaCD4 la veille de la
greffe cutanée (J -1, n=4) ne permet qu’une pratog de la survie des greffes

(53.5+0.6 jours) alors que leur injection a J-284n entraine une survie
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probablement indéfinie (>100 jours, p=0,01). LeswrdEes histopathologiques
confirment les constations macroscopiques. Lesarefrejetés sont totalement
nécroses alors que l'aspect des greffes syngéen{qed3 est proche de celui de la
peau du receveur autour du transplant. Les résults cross match en cytomeétrie
en flux indiquent que la production d’anticorpsialinneur est en grande partie
inhibée (J-28). Ces résultats montrent clairemeam tp mise en place des

phénomenes de régulation avant la greffe est urepsuis actif.

Apres l'injection de lymphocytes T CD4+CD25+ progende rats “sensibilisés”,
les receveurs Lewis acceptent indéfiniment (>1@0s)p un greffon cutané ou un
transplant cardiaque provenant de rats Fisches alee les greffons provenant de
rats Brown Norwaythird party) sont rejetés (214D,9 jours). Des anticorps anti-
donneurs n'ont été détectés a J7, J15 et J30 eqazeurhseul receveur ayant recgu
des lymphocytes Treg avant la greffe. Les lymphexyf CD4+CD25+ généreés
par notre protocole semblent spécifiques des altm@nes du donneurs.
Toutefois, la prolongation de la survie des gredf@novenant d’'une tierce partie
indique qu'’il existe aussi une régulation non siigee. L'abrogation partielle
(1 rat sur 4) d’Ac anti-donneur suggeére en efféil g@xiste une interaction entre

les Treg naifs et les lymphocytes B avant leuédéiiciation en plasmocytes.

De maniére intéressante, nous avons observé quigbition de la réponse
humorale dans les groupes d’animaux tolérants peattelle. Nous n'avons pas
vérifié, chez ces animaux, I'éventuelle activatohnsysteme du complément, en
recherchant par exemple des dép6éts tissulaires4ddead niveau de la micro-
circulation. Chez I’homme, I'apparition de DSA ésibituellement associée a une
moins bonne survie du transplant, notamment réesl DSA paraissent donc étre
un bio-marqueur intéressant mais leur détectiorliffgtile dans le sang car il se
fixe massivement sur le transplaMdrtin et al 2003). D’autre part, dans 25%
des cas, les DSA ne sont pas associés a un dysfumainent ou a des Iésions du
transplant Iaririan et al, 2009). Selon leur concentration, leur affinitéurl
isotype ou le degré de fucosylation, les DSA peta®oir un réle protecteur ou
delétére pour les cellules endothélial€hgng et Platt 2009 ;Zhang et Reed
2009). L'atteinte endothéliale peut étre liée actilation du systeme du

complément ou a l'activation de signaux pro-inflaataires ou favorisants la
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prolifération de ces cellule$Mehner et al2007 ;Coupel et gl 2004). Le Texier
et al ont montré que les DSA présents chez lesaninolérants avaient un role
protecteur : ils n’entrainent pas d'activation etfddiales mais augmentent
I'expression de génes protecteurs comme HO-1, NOT&@HCLEC-1 Brouard et
al, 2000 ;Quillard et al 2008). Ces DSA qui n’active pas le complémeriest
cellules endothéliales sont associés a l'accunwiatians le sang et les
transplants, de lymphocytes B qui montrent uneldagxpression des transcrits
des chaines lourdgs(lgG) et de CD27, marqueur d’activation et de Iyrogytes

B mémoires et une forte expression des transceitBAMA (B cell maturation
antigen) et des chaines lourdes p (IgM). Ces lyroptes B au profil inhibiteur
pourraient correspondre a des lymphocytes B réguist (Breg) qui ont été
décrits réecemment chez I'hnomme et la souRedfield et al,2010). Les Breg
seraient issus d’'une sous population dite tramsigtle de lymphocytes B
(CD19+CD24#'CD38") capable de produire de [IIL10 aprés stimulation
impliqguant notamment CD4®(air et al, 2010). L’effet tolérogene de ces cellules
serait du a leur faible capacité de présentatiofiam¢igéne et de co-stimulation
(Chung et al, 2003). Ces éléments ne seraient ftositpas anergique. lIs
conservent la capacité de maturatiorvitro aprés stimulation par les TLR dll
Like Receptgrmais produiraient des DSA de faible affiniBefek et gl 1991).
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Ce travail a montré que l'injection chez le recevavant transplantation de
cellules dendritiques spléniques ou OX62+ sous edu¥anticorps monoclonal
anti-CD4, permet d'induire la survie de greffonstaoés et de transplants
cardiaques allogéniques en induisant une inhibitoportante mais incompléte
de la production de DSA. Cet effet est en paréalia génération et a I'expansion
de Treg CD4+CD25+ spécifigues du donneur. Le texhsfle ces cellules
sensibilisées avant la transplantation induit égal# la tolérance de transplants
allogéniques et inhibe partiellement la productienDSA. La persistance de DSA
chez les animaux tolérants suggere qu'ils peuvasit an effet protecteur. Il est
probable que les Treg puissent interagir avecylephocytes B naifs et favoriser

le développement de lymphocytes B régulateurs.

Dans la suite de ce travail, nous envisageons déevési les lymphocytes B
isolés de la rate d'animaux conditionnés par npna@ocole ou tolérant un
transplant allogénique sont capables d'induire @ew@n association avec des Treg
la tolérance de transplant allogénique. Les effidscette association sur la
production de DSA seront aussi évalués.
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ANNEXE 1

Chlmerlsm in Lymphoid Tissues and Donor-Specific Antibody
Response After Injection of Allogenic Splenic Dendritic Cells From

Fischer Rats to Lewis Recipients

0. Bocrie, K. Abdelouhab, L. Marting F. Guignier, C. Mousson, and G Rifle

ABETRACT

The aim of this work was to study cellular chimensm achieved in lymphaoid tissues and
production of antidonor lymphocyte antibodies afier injection of splenic deadritic cells
(W75} from Fischer F344 s wo Lewis recipients. 2 model of chronic rejection. DOs
isolated from the spleen expressed OXAT (950, CDED (70%:). and CD86 (B Two
doses of these nonplasmacytoid sphenic D{Cs from Fischer rats (2 % 10Fand § < 106), which
had been labeled ex vivo with o TRITC fluorochrome (PEH2G), were injecied to Lewis
recipienis. Using fluorescence microscopy TRITC positive cells were localmed at day 15
and day 45 in froren sections from spleen. thymas, mesenteric brmph nodes, heart, liver,
kidney, and skin {n = 5 per group). Dionor-specific antibodies were sought with fiow
cviometric crossmatches in serum samples taken at 7, 15, 30, and 45 days. TRITC-positive
s were essentially bocalived in the spleen, the thymus, and lymph nodes of Lewis recipients,
The majority of DCs were detected in the sploen (149 = 3.3 and 14.3 = (L9 DCs/per high
power ficld respectively at dav 45). A significant number of DCs was akso detected in the
tirymus and mesentenc mph oodes ot bath times. Oaly some scatered TRITC-positive calis
wiere obeerved in other organs. The number of TNs was @able over time and d&id not depend
ol Lhe injecied dose. A posithe flow cytometrc cross-maich was observed at day 30 in afl
recipionts independent of the injected dose. These data showed that 2 x 10° mature,
nonplasmocyioid DO from F344 rats injected to Lewis recipients ndoced siable chimer-
i=m in primary and secondary lymphoid organs and a humoral response to donor antigens,

EERANCE INDUCTION is = major lopic of fo-

scarch in ofgan ifansplanintion. Among the many
pathwuys io achicwe this ultimaic goal onc wees domod-
detived eells, mcluding donat dendritic eclls {DCs).5 In
a previons feport. we bave wsed a fally allogenic modcl
[Wistar Farth s Lewis rocipient) b show that injoction of
donor-desived muture DCs, I.ng:l:hl.r with n acndepleting

anti-CIM4 antibody, allo-
fonctivity as asscssed by mnidircctional miscd splohacyie
cultufes” Bolots besting such o pr i o well-k

DOs were salmad with an emymatic methad scoonding 1o 8
previnusly decribed prwcnl 4 Fow cpnmewic nshn siwed
thur D isobmed from the eplien exprosmed OKE2 (958), CDD
(M%), and CT8G (BO%). Beforr injectiun, Fischer's DOy were
auained ex vivo with PKH2S, = noncriowic TRITC fuarockrome
(Sigme. 5 Qoerzin Faltavier, Frence). Redpicnts were wreaced by
the imrawenous ruute with sither 5 % 30 (prowp 1w = Syor 2
WF goup 2w = 5) DCs Animals dur received vebicle only
(RIMI) were sl s coarrols group 3, m = 5). Finally, reci

mhlhd-ﬁqﬁwadq-ﬁmhmeEt‘ celln in lympoid

made] of chronic heart fejection (Ficher to Lewis fecipi-
ent). we sudied ecllular chimerism achioved Bn vivo in
Iymphoid Hsscs afict injection of donet splenic DCs into
the recipicnt and poduction of antidonot antfbodics in-
diced by infusion af DCx

MATERIALS AND METHODS

Lerwis ram were used 2 recipiens and Fischer (F144) rms =
donom (Charles Baver Labormory, 1'Ashress, France). Splenic
@ 2006 by Elnevier Inc. All nghts reserved.

00 Park South, Mew York, NY 100io-1710
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tymph nodes, shymes, and spleen) and noolymghoid

oegans (fiver, hezr, kidney, and skin). Addaivaally, siining wih
DB FITE amibady way performed an froaen seciam w
mmmwmnﬁmm by TRITC prsiive cells.

From UPRES TA 003, Facity of Mediing, Uion, France.
Aickdresss reprint mquests 1o Laurent Martin, MO, PR, Serdce
dhnatomic Pathologious, Facuits do Médecine, 7, bodevard
Jeanne o e, 21073 Dijon Cedex, France. E-mul: glaified
wanades fr

004 1-1345/08/F—zee from matber
‘doe 101016 frens procead 200000, 12E

348

=50

TRITC= DHCh wers detenad with Nuurescence micromcagy and
coumizd on m Jeast five high power felds (<0 Sorem smpls
ehan a7, 15, 3, and 45 daps were el w doice ancbedis o
donnr ansgens wing flow cpemsirc cmsnaches wih fmacn
doanr lymphocyies sotaed from mesameric ymph nodes fom te
animals. wed foe D isolaion. The crommach was considered
posiive when 2 deviasinn of 4] channels was dessciod by compar-
an with 2 negaie conrol

AESLALTS

TRITC-pasitive DO were detecied in the thymus, the
spleen, and mescnteric lymph nodes of Lewis fecipicals s
15 and 25 devs The avetage number of DO pot sectinn
{ %400} did not depend on the dose, They wete not dgnil-
icantly dificrent a1 15 nnd 45 days (Fig 1) Most TRITC-
positive DCs wees staincd with ant-CDES antibody, Onky
some sitcted TRITC-posilive oclls wete ohaerved in
seclioms fom the lvet, heatt, kidncy, and skin, Citculsting
DSA. which sppeated botween D7 and S, were finally
identificd in all recipicnts ot day 4 nmong ol foociving
cithet § % 100 ar 2 x 0% DCs.
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and mesemerc nodss of recipicnts {Lewin] that
mnmndcnfuam‘uam'uc[n 5 per groug). Mo
TAMC-peaitive osll was datected in the contrel group [ = &)
that receivad wehicls crly (RPN
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dendrivic cells and =miCIM menockemal snibody in 2 com-
lnnluon of §ewis- Wismar Furth rxw. Transplant Proc 302857,
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DRSCUSSION

v rass. splonic THOs include sevoral subscs (C1E-+CD b+,
CD4 C1 b -, plasmocyteid DECR) exbibiting different fm-
munobagical prope ftics ™ Plasmacyioid DCs do oot cxpfom
the fat- DN specific integrin abT (CT) recogmired by
the (X6 monoclona antibody.® We Infused csentially
OXE2+ DO consequently, this medel did not nchude, of
only had 2 small smoant. of plasmacytoid DOs. Furthct-
mufe, the DC Mmctions pkn depended on their manestion
state: matore DOy incloce fmmene fosposses, whercas
Emmatute DCs fnduce T-cull selerance and prolong alke-
grnft musvival dus i Tocll ancrgy, immunc deviativa from
Thi to TH? tesponse, of genetation of fegubsioty T coils
specific to donor antigens.” Henee, targeting 16 matars-
tion by pharmacologic, hinlogic, o genctic manipulations
fss heen shows Lo promote transplast tolctance in cxpet-
imental models” Hewever, it his sl boon suggesied that
certaln subscis of matws DCs in mice inchuding CORe+ of
splenic DCx, iogether with coatimulation blockade, muoy
induce indefnite heaft ghali survival '™ In cor moded,
costimulation molecules CDBI and CTEG wero expressed
sttongly on the DCs (T0%. and BIVE, rempectively), mggest-
ing that o mejufity of these cells afe mabste DCs

A single Entrrvenous Enjection of sphenic 2lingenic 10
enpencered  persiszent lymphoid chimerism in the tecipi-
cat withaut any immoncsupptession. These fondls agice
with oar provioos doiz oo LeowisWister Furth combing-
tion” Intcrestingly. DUs weic locased in primucy (thysmes)
und sceondaty (spleen amd meschictic nodes) lymphaid
ofgans, The largest group of DCs was detccted in lhe
spleca. Counling of labelod colls indicated that 1he weciage
mumbet of s did not depend on the dose of Infused DCs,
aod fomuined stable b 45 days. Thus, 2 dose of 2 3 10
ollgenic IXCs print 1o tansplantation scemed 10 be a
relevant protoool fof wlerance Endoction in this model The
bhumotal [mmuae fesponse specific 10 donor antigens de-
tccied in ihis combination wes of panticuler intcrest. In-
deed, DA may scive 15 2 means to cvahoie the officicney
of 2 protecal ol twlotunce Enduction using DCs of donat
atigin wgether with o nondeploting anti-CD4 antihody o

ion blocksde bofore transplantation

In conchusion, inff=venous Bjedicn of donor-defived ma-
rurw nonplusmocytoid splenic ICs from Fisher s Lewis tats
without immunosepprossdon indoced Iong-lasting chimcr-
e I primaty snd Iyrmpbic afgans. This model
muy be med 10 study the offects on alfograft sirvival and
chraric fejection of lymphold-inchuced chime tism of musere
donne-detived DCs and their immuonomanipalation.
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ANNEXE 2

5

ELSEVIER

Injection of Donor-Derived OX62+ Splenic Dendritic Cells With
Anti-CD4 Monoclonal Antibody Generates CD4+CD25+FOXP3+
Regulatory T Cells That Prolong Allograft Skin Survival Indefinitely
and Abrogate Production of Donor-Specific Antibodies in a Rat Model

M. Alawich, G. Rifis, O. Bouchot, G. Malapert, C. Mousson, and L Martin

ABSTRACT

Objective. To examine in 2 rat moded the ability of donor dendritic cells and anti-CD4
monocional antibody (mAD) 10 gencrate donor-specific CD4+CD25+ regulatory T cells
{Tregs) and 1o ovaluate the capacity of these Tregs to prolong skin allograft survival and
abrogate the production of denor-specific antibodics after skin grafiing.

Materials and Methods.  (X62+ (nonplasmacyioid) splenic dendritic cells were isolaicd
from Fischer rats using magnetic beads and injected (2 > 10°) imo Lewis rat recipicats
with or without treatment with & nondepleting anti-CTM4 (W3/25) mAb. Afier 4 weeks,
splenic CD4+CD25+FOXP3+ T colls were harvested using magnctic beads from
conditioned animals and injected {1 * 107) into natve Lewis recipients (day 1) before they
received a skin graft from a Fischer (n = 4) or a third-party (Norway; n = 4) donor rat.
Donor-specific antibodies were detected in recipient blood using flow cytometric cross-
matches with donor lymphocytes from day 0 to day 30 afier grafting.

Rasults. After injection of conditioned CD4-+CDIF+FOXP+ T cells, Lewis recipients
sccepted skin grafts from Fischer donors indefinitely (=100 days) but rejected third-party skin
grafis. Donor-specific antibodies were detected at. low kevels in oaly 1 recipient receiving
conditioned Treps before grafting Naive Tregs did not prolong skin graft survival
Conclusion.  These preliminary data suggest that splenic dendritic cells in combination with
an anti-CI4 mAb induce donor-specific Tregs that indefiniiely prolong alfogencic skin graft
survival and inkibit doncrspecific antbody production. Esperiments are under way 1o

can inhibit ¢

heart ion in this model

OLERANCE INDUCTION is a major issue in organ
rransplantation. The issociaion of variows donor-
derived cells and monoclonal amibodics (mAbs) indaces
wkerance in rodens ' More than 10 years agn, Saiovich
et af® demonstrated that addition of 3 nondepleting ant-
14 mAb 1o wandused-gonor blaod indeces wierance 1o
alkygeneic ransplants i rodenss, provided tha a critical
imerval & respected. This transfusion effect depends in pan
o indhection of CD4+CDT5 + umm T cells (Tregs)
that accumutare in the spleen ™ iusion of

complex antigens and act as professional antigen presenting
cells however, they may have inlemgenic propertios. In di-
ferent rodent modeks, varioas populations of immansre, ma-
wre, or manipubsied dosor-derived dendrivic cells wgether
with ami-CD154 mAb or CTLAS-lg prolong heart alkogras
survival V= In the my, OX62 i expressod by 3

of splenic maplzsmacynid dendritic celis? We previowsly
demonsirmed that injection of manme splenic dendrivic cell

donor-derived colls with these m.u:s can mnmm the
‘mochanisms of wkerance 0 enable persigence of allogencic
cells i the recipient is a maner of debaw ®

oo eansfusion s pot the only source of dosar antigens.
Dendritic celly cpress: high kevels of major
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OXE2+ SPLENIC DENDRITIC CELLS

g

180

120

WFI, tset-negative control

@Qxxx; 7 x

00 1-1345/04%~see from matter
doi:10. F0T6/] ranspronsed 2008.08.038

e

Day 15

&

MFl, tset-negative control

j ,‘.f""e

Fig. 2. H:mlun(ﬂw

the mean

1} betwesn
Hielutnﬂdhmmmmwhmnlxhedmuhﬂ:-lmnpﬂlundluemm[dﬂp?mdISHnrmh
= cllageneic; F2444 Tregh = allogeneic and nafve Trags; F3444TregS — allogeneic and condiioned Trega; BN =

de—pmyd.mm BN+ Tregh =

DISCUSSION

Donor-derived spienocnes plus nondopleting ami-CTH
mAbs do nol profong survival of alfogenes: skin gralis in 4
rar medel, whiercas skin grafred simubianeou with &
Kidney, bax not @ heart, is sccopiod indefininty. '[iuw\."vcr
stimulation of CTM+ T cells with allogensic splenocies in
mice induces Treps abde w inhi peoliferation of neve T
cells in vitro, and 1hese cells can prevent refection of 80% of
albogeneic skin grafis. " In addition, recent dat sapges that
bope marrow—derived allogeneic dendritic o;l.ls are more

third-party and natve Tregs; BN+ Smqh = third-party and conditioned Trega.

wzion. " Because contuct berween B cells and CIM 4+ lym-
phacytes is mandatory for anibody prodoction by B cells,
the presence of doaor-specific antigen may be taken as
tesuminy of the aaivation of CTH -+ T lvmphacyes bywuj
of this ion. The abs weik
donor-specific anibody in recipients thar recefved mmh-
tinned Tregs in our mode] suggesis that these cells are abie
o prevent activacion of B lympbocytes in vivoe by inducing
uncegy, apoposis, or b

In conchusion, our prefiminary resubs sugges: that, in this
modzl injection of dopor ponplasmacyioid

effective than bulk spleca cells or crived den-
dritic cells in Mdmg alloantigen- w:ﬁﬁr Tregs in both
mice and mma Thw: dara, wgeiher with those of

sLfy s e of allogeneic
dendritic cellyand mmuqmmg anii-CD4 mAb in aucmps
10 inchece aflograft mlerance.

In the presemt sdy, CIM< CD254FOXPI+ T cc]]a
generated  afier @ infasion of dor i
ONXE2+ spleaic deadritic cells along with ﬂunﬂeplcmg
anti-CIMd mAb induced indefinine (=100 days) skin graft
survival. In contrast, natve CIM + CD25 4+ FOXP3+ T eells
il now prolong survival of these grafis. The absence of
indefinite survival of third-party grafs suggesis thar these
induciie Tregs are alloantigen-specific. Tregs imvolved in
trumsplant ilerance are conssdered indecible and alkami-
gen-specific becanse they scem more [kely than nawral
Tregs, which would have been in conaa with

sphenic dendritic cefls and nondeplising ani-CTM mAb
generates. inducible donor-specific Trogs. These cells ane
ahle © profong survival of skin grafis indefimiely and
inhibi producisn of donor-specific anibodics. In fuure
experiments, we plun o sty the mechansms of wlerance
induction and o 1est whether this proweo] induces indefi-
mise siervival of hean ransplans and prevens development
of lesions of chroric rejection.
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San Dm Calfomin). The CIM+CD25+FOXTH cells were
injected (1 11F) inip nnve Lewis recipients the day helore they
recuived 2 Fischer skin gralk (n = 4). To deiormine whether the
Tregs were donor.specic, skin grafis from thind-pany rus (Nor-
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arafs imocid wih e CTH 4D + T el (= & cac)

jent blood ssing
flow: cytometric cross-malches with recipient senus sampies o
tained at days 7, 15, 30, and 45 und donor ymphocyies. Einch test

wsing (X62+ splenic doy
with 3 nondepleting eni-CI4 mAb in the Fisches-Lawis ra
model - gemerate in vivo doporspecific Tregs and o
cxamine the ability of such Tregs 1w protong survival of
allogeneic skin grafts and 1o abrogue production of donor-
spacific amibosdaes.

MATERIALS AND METHOOS

We usesd 1 validated model of chruni rejecinn m the mL Lewss
rais (RTT1) are sirang producers of sntibodies when wed =
recipients with Fischer 364 rais (RT1v1) us donon.
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FOXI3 by D4+ D25+ slls wos determined ming flow cyom-
siry {data not shown) using anti FOXPT mib (elfic

s d twice, and the: results spares with negative
and pesitive contma

Diffecences. cbacreed hetween dists from cach experimental
‘Eroup were compared wsing the 1 t=si and Fisher enct st § < 5
‘was considored stitically significant .

RESULTS

In this fira serics of experimenss, rass it reccived CTM 4
(T0254 FOXP3 + ymphoeyes mm animals condiicaed by in-
jection of splenic (XA2+ dondriic colls and ans-CTd mADs
before masplinuition acceped indelinitdy skin grafes i the
same donor (Fig 1. To descrming whether inderance in condi-
thoned (DM CIVXS+ FOX ¢ mﬂmm was. allountign-
specific, we pesformed e wsing thin-pany
uum}zmmwmmwmmmmm
donors was only ssridy bnger (Fig. 1),

Most skin graft recipients w0 received C1d 4+ (1254
FOXP3+ T celk before ransplamason dad nou ﬂmhp
donoe-specific andbodies afier skin grufiing. Antbodis with
weak affinizy were desecied in only 1 animal an days 7. 15, and
30 However, all recipicms in 1he control graps (aliogencic,
third-party, allogenc and Trog mave fau] developed high
Jevets of domor-specific anibadies (Fig.
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ANNEXE 3

it

Injection of Donor-Derived Splenic Dendritic Cells Plus a
Nondepleting Anti-CD4 Monoclonal Antibody to Prolong Primary
Skin Graft Survival Indefinitely and Abrogate the Production of
Donor-Specific Antibodies in the Fischer-to-Lewis Rat Combination

M. Alswish, G. Malapert, O. Bouchot, G_ Rifle, C. Mousson, and L Martin

ABSTRACT

We have previousty shown that injection of donor derived Fischer rar DXE2+ dendritic cells
pius an anti-CD4 monockanal amibody generates danor-specific CD4-+CD25+FosP3+ reg-
ulatory T cells in Lewis rats spieens. The regulatary T cells indefinitcly profonged the survival

of skin graft from Fscher rat and ab

the antidonor antibody respanse. We have now

shown that an injection of 2 % 10" donorderived OXE2+ dendritic cells plus 2 mg
nondepleting ant-CTM monoclonal antibody (W3/25) at 26 days before grafting induced
indefinite skin graft survival in this combination; whereas an injection on day — 1 prolonged it
only to 50 days. This effect is donor specific. In both cases, we suppressed the antidonor
antibody response. It s Hkely that the efficacy of this protocol . at least in part, dependent o
induction of donorspecific regulatory T cells, 25 sugpested by previous data. The 28 days

10 abtain tolerance of allagenic skin grafis may be dut & the time requircd for the
host tn induce profiferation of donor-specific repulatory T cells.

Sjectian ol various donor-orived cels in association with
monoclonal anibodics, especially directed against
the second signal of T-oell activation induces allograft
wolerance in rodams.’ We have previously shown that the
combination of allogencic (X62+ dendritic cells (non-
plasmocyoid DU [rom Fischer s and nondepleding
anii-C04 monoclonal antibody (MoAb) induces gencra-
tiog of CIM + C25 4 FosP3 + regutsiory Tells (Treg) in
Lowis ras spleens. These donor-specific Treg alone indel-
innely prolonged Fischer skin allograft sunvival in Lewis
rais as well as inhibitcd the prodsciion of donor spocific
aniibodies (D5A)™ In the prescar sudy, we cvabared
whether this protocol was able 1o prolong the survival of
aliogenic skin grafts in peimary hosts.

MATERIALS AND METHODS
Skin Grafts

Fischer (44) rats (RT1™) weee wsesd s donors and Lews rats
(Y e (e Ky 1 e Pl sk
Vi Fl i nem ki grafs e epared Bt b o
IR lateral thorss of isolluorane unesthelized recipients. The
grafis. were impecied megularly unlil they were campletely
destruyed, at which time they were considered to have ander.
ne rejection.

22010 by Elusvar inc. A rigs
Pt e i, N Yore R 8001710

Transplantation Proceedings, &, 4347-4348 [2010)

I5olation of OXE2 - Splems Dandrite Cells
Minced FM44 spicens were digesied in 2 myml. cotegense 1)
(Sagrma. St Quenin Fallavier, France) in RPM] 164015 fetal call
serum for 15 minues ot 37C. EDTA (10 mmoll) wes added
during the It § minales wilh pipeting of the cell suspension
several times and Fteration, The suspension was sepraied into
high density cells {coniaining most of e Famocyoid deodrive
zells) and Imw-density ool {ountaining moat of e OXG2$ don-
dritic cella} by using gradient centr n 145% Nyoodear
(Mycomeid, O, Narway). The OX62-+ subset of spieen [DCs were:
isolated from low-density cells afer waining with ant-OXAZ MaAb
smociated witl mygmetic beads (Millenyi-Riceeck, Rergisch Glad
bach. Germany) according & the manifacturers instruciicns. The
cell purity was routinely 5%, (1X62+ dendritic cells with or
withoat the #1314 MaAh were then injected imo Lewis s,
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Fig 1. Survival curves of skin grafts of recening
donor-derived DGa and COA Mo before grafang Orly recip-
ienta conditianed 28 days mmgmmmmmﬁ
abogeric skin grafts {4 ras/group]

Protocol

We ited @ validuaed model of chromic rejection in the mL As
recipents of 1544 rats donar prafs, | ews rass are stong prodecens of
antiludies. Splenic 1184 OXG2+ DC{2 % HF} were imjecied with or
withoat ani-CIM Mab (2 mg; W3S, Gentoa. Franez) inea Lews

s o 3 day “The conurei
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Stafistoal Anaysts

Obnceved differeces beiwean cxperimental groups were evabusied
wsing Siudent o test and the Focher eacl ted P < 1S was
considerei to e suatistically significant.

RESULTS

Bars conditioned by injection of splenis 62+ s and
ant-CD4 MoAb ar 28 days before grafting indefinitoly
nocepeed skin grafts from the same donor whereas. hosts
conditioned the day belaee o receiving anti-CD4 MoAb
alkone showed only delsyed rejection of donor skin grafis
(Fig 1). Skin grafis from a third party were sojocted within
oy dm ot shown) Ardays 5 e 7 he o st
prafis shawed infilra ncutrophils in assocaarion with
macrophages. e, o Iymphocyes

Most skin grait rocipicnts who received donor-desived
DCs and ani-CTM MaAb before transplantasion did ot
develop DSA after skin grafing. Hiwever, all recipicats
the conmml groups developed high levels of DSA (Fig 2)

Fischer rans
in= lm;m-m;um(mmm Tirown Narway
rats were perforzesd in the cunditioned Lews fis.

In the prescar study, we obscrved that secipicais coodi
tioned st day 2K with dopor-derived OXa2+ spienic DCs
sk w8 onepoing anCD4 MoAb s allo-

Flow Gytomefric Cross Matches. penie skin {100 daysy In conmrast,
Dmer i s gt Hood e e g mmnummma iy o eiigoaly s (DS
om mL o ingly, the rejocted,
m,-.“m o e hisinod o o7 Tom bk . i tnlerasud o shlayod et Sk gafi
5 Pt e eyt ol b g PAOTR L gt shimwec ‘predominantly uuuupm ST T tir e
cenirifigmion wers sspoded o hﬁﬂﬂﬂhﬂnﬂiﬁrﬂm imental serting characterizad by a shorucontrolled ischemis
{300 el Cells {300 . incobated with 25 u1. recipient wnmm 3 minines), it i unlikely that pewurophils are limked w 2
ok ) ey e e prescriation injury. On ihe coaran. they could represenn
incuhation with 2 ul. amiral gobulis phycoenhrin. Colls us

‘appasatus (Besion Dickinson]. Fach fesi was prfoemed in duplicse
The neglive contred simples were serm e nabe rabs, and

prasitie
were s o imvmmsined fats. Boch lest mas performes tmice with
O ettt it gl i come
Histopaihologic Evaluation

A% the end of the fllow.up, harvested skin grafls were fod
Fomadin 16 evaluate: thei lesians,

Fig2 Amuits of flow cysomesrc
cromamaiches are =

e i o e i ol s Bedag process.’
Th Tl
s Indecd, imericukin 7 mrochiced ocally s beca
shonn i inflanmation by several mech-
inchdmg the expression of chemokine (C-C o)

Bgan (CC1) 5 (RANTES) and CCLA1 (Fotaan 1)
Funiheemare. socigients of DCs plus anti-CD4 MoAb did
notdevelop DSA. even those who rejected their grafis. The
ahsenice of DISA among our conditioned recipicnts sug-

B3s

‘SPLENIC DENDRITIC CELLS AND SKIN GRAFT SURVIVAL

gestod tha the prevemion of Bcoll activaton may be
achieved in primary grafi recipicns possibly by inducing
anorgy. apooss, or weis" " As proviously mu:rlcd.‘ he
inhibition ol DSA production by tur proocol & in pan
associated with the generation of adapative donor specific
U4+ CO25+ FoaP34 Treg. Anigen-specific Treg may
alw acn by inhibiring T,,17 activation which is known
favor humoral responses.® The absence of DSA in recipi-
emts conditoned ar day - 1 & imicresing in the comex ol
linical rransplanation. T suggesis thar inhibion of D5A
may be achicved by conditioning recipients jus before
grafiing.

In conclasien, our resulls suggesied than simubaneous
o i s dar il saionic DC and

e
a nondepleting ani-CTH MoAb was able w prolong the
survival of primary skin grafs indofinively and @ inhibi
jproduction of donor-spocific antibodies. In fuwre experi-
meaws, we plan - w susly the mechanims of wéerance
inthuction and 12 1est whether this prowscol induces indefi-
nite sarvival of hean mansplams prevening development of
chronic rejection lesions.
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Résumé

La manipulation du systeme immunitaire du receamwant la transplantation pourrait permettre
d’'obtenir la tolérance de transplants allogéniquascularisés en évitant la réaction de rejet a
médiation lymphocytaire et humorale et [l'utilisatio permanente de traitement
immunosuppresseur. Chez I'animal, I'injection aceneeur, avant la transplantation, de cellules du
donneur sous couvert d’anticorps bloquant le preroie le second signal permet I'expansion
périphérique d'une sous population de lymphocytesCD4+CD25+FOXP3+, a activité
suppressive (Treg).

Dans ce travail de thése, j'ai montré, dans un heoch@irin utilisant des rats Fischer F344 comme
donneur et des rats Lewis comme receveur, quetiign au receveur avant la transplantation de
cellules dendritiques spléniques OX62+ du donnews scouvert d’anticorps monoclonal anti-
CD4 W3/25 non dépletant permet d’obtenir la toléenle transplants allogéniques cutanés et
cardiaques a condition que ce protocole soit appli@8 jours avant la transplantation. La
tolérance est due en partie a I'expansion de Tmegctibles spécifiques des alloantigenes. Elle
n'est associée a aucune lésion d'artériopathig¢éshhte observé au cours du rejet chronique de
transplants vascularisés. Ces Treg ont aussi lacitépd’induire la tolérance de transplants
allogéniques lorsqu’ils sont injectés au recevawdille de la transplantation. Le blocage partiel
de la production d’'anticorps spécifigues du donrehez les animaux tolérants suggére que les
Treg interagissent avec les lymphocytes B en engréchoit la maturation des lymphocytes B en
plasmocytes soit en favorisant I'expansion de lyogytes B régulateurs. Ces résultats confirment
que les Treg inductibles sont capables de prévesitésions vasculaires du rejet chronique. lls
soulignent également que les anticorps spécifiqaels donneur apparaissant aprés la
transplantation n’ont pas toujours un effet dékter

Mots clés : tolerance, rat, transplantation, amfisp peau, cceur, lymphocytes T régulateurs,
lymphocytes B
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