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Résumé

La réponse alloimmune de type humorale et en particulier l'apparition de novo
d’anticorps anti HLA dirigés contre le donneur (dnDSA) apres une transplantation
rénale sont maintenant reconnues comme la principale cause de perte de greffon
d’origine immunologique. Définir les meilleures stratégies immunosuppressives pour
prévenir ou limiter I'apparition des dnDSA est donc devenu un objectif majeur en
pratique clinique. Des études cliniques récentes utilisant le nouvel agent
immunosuppresseur bloquant le signal de co-stimulation, le CTLA4-Ig (Belatacept), ont
montré que les patients transplantés rénaux traités par Belatacept présentaient de
meilleures survies et fonctions des greffons associées a une incidence réduite de
dnDSA par rapport aux receveurs contréles traités par anticalcineurines (CNI). Les
mécanismes impliqués dans le controle des réponses humorales par le CTLA4-Ig n’ont
pas encore été élucidés. Notre travail de these a pour objectif d’analyser I'effet du
CTLA4-Ig sur différentes étapes de la réponse B in vitro et in vivo chez I'homme. Nous
montrons d'abord que le CTLA4-Ig diminue la différenciation des plasmablastes et la
production d'immunoglobulines (Ig), sans intervention des lymphocytes T in vitro.
L'expression du principal facteur de transcription impliqué dans la différenciation et la
fonction des plasmablastes, Blimp-1, est également significativement diminuée en
présence du CTLA4-Ig. De plus, la diminution d'expression de CD86 en présence de
CTLA4-Ig suggere une signalisation directe intracellulaire dans les LB via ce récepteur.
Dans un second temps, nous montrons que le CTLA4-Ig inhibe la collaboration entre les
lymphocytes T folliculaires helper (TFH) et les lymphocytes B (LB). Le CTLA4-Ig bloque
l'activation des TFH et la différenciation des LB en plasmablastes dans un modele de co-
culture autologue TFH-LB mémoires in vitro. Enfin, nous confirmons in vivo ces résultats
en montrant que les patients transplantés rénaux traités par CTLA4-Ig présentent une
plus faible proportion de LB effecteurs (mémoires et plasmablastes) circulants ainsi que
de TFH activés (TFH PD1+ICOS+) par rapport aux patients traités par CNI. Au total, nos
résultats suggerent deux modes d’action originaux permettant au CTLA4-Ig de controler
efficacement les réponses humorales allogéniques (i) par son action sur la capacité de
sécrétion d’lg des LB effecteurs exprimant le CD86, et donc en particulier des
plasmablastes mais également (ii) par son action sur la synapse TFH-LB permettant de
diminuer l'activation des TFH et d’inhiber la différenciation terminale des LB. Ces
résultats ouvrent des perspectives thérapeutiques en transplantation mais également
dans le domaine de 'autoimmunité.
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INTRODUCTION

Introduction

La transplantation rénale constitue aujourd’hui le traitement de référence de la maladie
rénale chronique au stade terminal. Par comparaison avec les autres traitements
(hémodialyse, dialyse péritonéale), elle offre aux patients une meilleure espérance de
vie mais également une meilleure qualité de vie (Pinter et al., 2017; Tonelli et al., 2011;
Wolfe et al., 1999). Malgré des progres considérables réalisés au cours des 40 derniéeres
années, la transplantation rénale constitue toujours de nos jours un défi
immunologique, nécessitant le recours permanent a des thérapeutiques

immunosuppressives lourdes, sources d'une importante morbi-mortalité.

|. Greffe : défi immunologique, forces en présence

L’'implantation du greffon va déclencher l'activation du systéme immunitaire du patient
receveur car il sera reconnu comme « étranger ». Les allo-antigénes sont les molécules
portées par le greffon, caractéristiques du donneur, qui seront reconnues comme « non-
soi » par le systeme immunitaire du receveur et induiront son activation. Celle-ci aura
pour objectif de détruire le greffon en I'absence d’intervention thérapeutique. L’attaque
du systéeme immunitaire du receveur contre le greffon est appelée rejet. Elle se
manifeste par des lésions histologiques responsables d’une altération de la fonction du

greffon.

Ainsi le rejet du greffon, que nous cherchons a prévenir, est la conséquence («la
derniere étape») d’'un processus coordonné d’activation de '’ensemble des partenaires

du systéme immunitaire inné et adaptatif, déclenché par les allo-antigénes du greffon.
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INTRODUCTION

1. Allo-antigenes

Les molécules HLA et le groupe ABO sont les principaux allo-antigénes dont
«l'incompatibilité » entre donneur et receveur déclenche l'activation du systéme

immunitaire du receveur et entraine un rejet du greffon.

1.1.  Groupe ABO Rhésus

Il existe 4 groupes ABO et 2 principaux groupes Rhésus. Les antigenes A et B sont des
épitopes glucidiques (saccharidique) de glycoprotéines ou glycolipides présents a la
surface de la plupart des tissus, et en particulier des érythrocytes et des cellules
endothéliales. L’appariement du groupe entre donneur et receveur est en général la

regle.

1.2.  Molécules HLA : principaux allo-antigenes

Le systeme HLA (human leukocyte antigen) a été décrit par Jean Dausset en 1958
(Dausset, 1958). 1l existe deux classes de molécules HLA : les molécules de classe I
présentes a la surface de toutes les cellules nucléées et les molécules de classe II
présentes a la surface des cellules présentatrices d’antigene, et de facon inductible a la
surface des lymphocytes T activés et des cellules endothéliales principalement. A
I’échelle d’'un individu, ces molécules hautement polymorphiques ont pour fonction de

présenter des peptides antigéniques aux lymphocytes T.

Le systeme HLA présente donc une grande diversité du fait de 2 propriétés majeures. Le

systéeme HLA est

- Polygénique : les molécules de classe I et Il sont codées par trois genes (A,B,C et
DR,DQ,DP respectivement), correspondant a 3 types de molécules HLA
différentes. Chaque individu exprimera a la surface de ces cellules un
« assortiment » de molécules HLA, composé d’au moins 3 molécules de classe |

différentes et 3 molécules de classe II.

12



INTRODUCTION

- Polymorphique : il y a de plus plusieurs versions de chacun de ces genes et
I'expression de chaque allele est co-dominante. La plupart des individus sont
hétérozygotes pour chaque gene de Classe I et II, ce qui signifie que chaque
individu co-exprime deux alléles (maternel et paternel) différents de chaque géne
a la surface de ses cellules soit 12 molécules HLA différentes au total.

Cependant les 6 génes codant pour les molécules HLA de classe I et Il sont portés par le
méme chromosome. Chaque parent transmettra donc une copie (soit une combinaison
originale de 6 alleles de molécules HLA) a son enfant. Ainsi chaque enfant partagera avec
chacun de ses parents 50% de compatibilité. Au sein d’'une famille, la probabilité d’'une

identité HLA entre freres ou soeurs est d’'une chance sur 4.

Malgré cette transmission en bloc, il est extrémement difficile de trouver un « jumeau
HLA » (i.e. une compatibilité parfaite) pour les 12 alleles HLA de chaque patient. Ainsi,
du fait de ce polymorphisme, I'appariement HLA entre donneur et receveur en greffe
d’organe est souvent imparfait. L’évaluation du nombre d’incompatibilités HLA entre
donneur et receveur a récemment été réalisée par Williams et al. sur une cohorte de
189141 patients greffés rénaux pour la premiere fois entre 1987 et 2013, a partir des
fichiers nationaux américains UNOS Standard Transplant Analysis and Research
Database. Leur analyse s’est concentrée sur I'étude de 3 genes HLA: A, B et DR. La
répartition des patients en fonction de leur nombre d’incompatibilité avec le donneur
était comme suit: 8,4%; 3,6% ; 7% ; 16,5%; 25,8%; 26,1% et 12,6% pour 0, 1, 2, 3,4, 5
et 6 incompatibilités respectivement (Williams et al., 2016). Autrement dit, 80% des

patients ont au moins 30% d’incompatibilité HLA avec leur donneur.

Les incompatibilités de systeme HLA entre le couple donneur-receveur sont a l'origine
de l'activation des différents partenaires du systeme immunitaire impliquant a

différents degrés les réponses dites innées et adaptatives (Erlich et al., 2001).

2. Réponse innée

La réponse innée, premiere barriere de I'organisme contre les agents pathogenes, est

une réponse « non spécifique », forte et immédiate.
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Bien qu’elles initient les réponses alloimmunes, 'implication des réponses innées en
transplantation est moins connue que celle des réponses adaptatives (Braza et al., 2016).
Elles sont principalement déclenchées par le processus d’ischémie-reperfusion qui est
une séquence inhérente et inéluctable du geste chirurgical de la greffe. Ce processus est
la conséquence de 'exclusion de la circulation sanguine du greffon lors du prélévement
(phase ischémique) et de I'afflux brutal de sang dans le greffon lors de I'anastomose des
vaisseaux au moment de la greffe (phase de reperfusion). Le délai entre ces deux phases

est appelé ischémie froide.

L’ischémie-reperfusion est alors responsable d’'une nécrose du greffon, qui en libérant
des signaux de dangers, va déclencher une inflammation c’est a dire l'activation de la
réponse innée (figure 1). A la surface des cellules de I'immunité innée sont en effet
présents des récepteurs spécifiques, les Pattern Recognition Receptors (PRR), dont font
partie les Toll-like receptors (TLR), qui reconnaissent des molécules aux motifs
conservés produites par des dommages tissulaires, les dammage-associated molecular
patterns (DAMPs). Cette liaison déclenche différentes cascades de signalisation
impliquant a divers degrés la molécule adaptatrice intracellulaire MyD88 (Myeloid

Differentiation factor 88) (Janeway and Medzhitov, 2002).

Les TLR, récepteurs spécialisés des réponses innées et de I'inflammation, semblent ainsi
jouer un role important (mais encore peu étudié) dans le déclenchement et
'orchestration des réponses immunitaires apres transplantation (Braza et al., 2016). Les
modeles murins de greffe rénale ont permis de montrer que les lésions d’ischémie-
reperfusion induisaient une expression rénale du TLR4 au niveau des cellules
épithéliales, endothéliales et des leucocytes infiltrant le greffon (Wu et al, 2007).
L’inhibition des signaux intracellulaires des TLR diminue le risque de rejet cellulaire
dans un modeéle de greffe de peau murine (en incompatibilité mineure HLA) et entrave la
migration et maturation des cellules dendritiques (DCs) vers le ganglion drainant (Shen
et al, 2013). De plus, I'inhibition de la signalisation des TLR participerait a 'induction
d’une tolérance des greffons, c’est a dire a leur acceptation permanente par le systéme
immunitaire du receveur en I'absence d’intervention thérapeutique continue (Walker et
al., 2006). En effet, I'inhibition de MYD88 associée a une stratégie de blocage de la co-
stimulation (par un anti-CD154) induit la tolérance d'une greffe de peau (Chen et al,,

2006). De fagon concordante, I'étude des patients tolérants opérationnels, c’est a dire de
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patients transplantés rénaux ayant une fonction rénale stable en l'absence de
traitements immunosuppresseurs suggere une association entre I'expression de TLR4,

MYD88 et la survie des greffons a long terme (Braudeau et al., 2008).

Ce signal de « danger », induit par les TLR, seul ne semble cependant pas suffisant pour
induire une activation « compléte » du systeme immunitaire et aboutir au rejet de greffe.
La comparaison de 2 modeles de greffe syngénique et allogénique a permis de montrer
récemment qu’une reconnaissance des allo-antigenes comme « non soi » par le systéme
immunitaire inné du receveur, notamment par les monocytes, était nécessaire pour
activer «pleinement» les réponses immunitaires et notamment des cellules

dendritiques (Oberbarnscheidt et al., 2014).
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Figure 1: Induction et maintien de I'inflammation aprés transplantation d’organes.

Les lésions d’ischémie-reperfusion (IRI) vont aboutir a une nécrose des cellules du greffon
libérant des signaux de dangers DAMPS. Ces signaux reconnus par les TLR présents a la surface des
cellules de 'immunité innée du donneur vont déclencher une inflammation locale qui va (i) attirer
les cellules immunitaires du receveur qui amplifieront la réaction inflammatoire locale (ii) induire
la migration des DC du donneur (et du receveur) vers les organes lymphoides secondaires du
receveur, déclenchant les réponses adaptatives (tiré de Braza F et al. Nat Rev Nephrol 2016).
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La compréhension des mécanismes controlant l'activation des réponses innées
(implication des TLRs ; mécanismes de reconnaissance du « non soi » par les monocytes)

reste un enjeu majeur qui pourrait ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques.

3. Réponse adaptative

Deux propriétés fonctionnelles caractérisent les réponses adaptatives: elles sont en effet
spécifiques d’'un antigene et responsables des réponses mémoires et incluent deux
partenaires, les lymphocytes T (LT) et les lymphocytes B (LB). La rencontre de ces
partenaires avec leur antigéne spécifique est une étape primordiale pour initier leur
activation. Ces réponses immunitaires adaptatives spécifiques des allo-antigénes sont
essentiellement déclenchées par des réponses innées qui ont la double capacité de
présenter les allo-antigenes et de fournir les signaux d’activation nécessaires aux LT et
LB. La rencontre entre les réponses innées et adaptatives s’effectue principalement dans
les organes lymphoides secondaires (rate et ganglions) et implique donc une migration
des partenaires de l'immunité innée. En particulier, 'activation et la migration des
cellules dendritiques (du donneur et du receveur) vont permettre d’initier 1'activation

des LT (Zhuang and Lakkis, 2015).

Traditionnellement, les LT ont été considérés comme les principaux acteurs des
réponses adaptatives car ils sont a l'origine du rejet cellulaire du greffon. Le rejet
cellulaire est défini de facon histologique par une infiltration cellulaire au niveau de
I'interstitium, des tubules (nommée tubulite) et parfois de l'intima des vaisseaux
(nommée artérite) (Loupy et al, 2017). Cette réponse immune, appelée réponse
cellulaire, a longtemps été considérée comme largement dominante dans les
phénomenes de rejet d’allogreffe et son controle a été le principal objectif des premieres
stratégies immunosuppressives. Les travaux cliniques et expérimentaux réalisés au
cours des derniéres années ont néanmoins soulignés I'importance majeur de la réponse
humorale induite par les LB notamment de part leur capacité a sécréter des anticorps
anti HLA dirigés contre le greffon (DSA). Ces phénomeénes de rejet appelés humoraux et
longtemps sous-estimés, sont maintenant reconnus comme la principale cause de perte

des greffons. Aujourd’hui les interactions/collaborations entre ces deux partenaires du
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systeme adaptatifs (LT et LB) apparaissent comme primordiale pour notre

compréhension la plus complete de la physiopathologie du rejet du greffon.

3.1. Allo-antigenes, activation des LT et rejet cellulaire

La reconnaissance des allo-antigénes HLA par les LT conditionne leur activation précoce
et représente donc une des étapes clés menant au rejet cellulaire. Les allo-antigénes sont
en fait présentés aux LT sous trois formes. Ces trois modes de présentation vont ainsi
cibler/activer un large spectre de clones T. On parle des voies de présentation directe,

indirecte et semi-indirecte (Figure 2) (Ali et al., 2013).

Donor antigen

Direct Allorecognition Indirect Allorecognition Semi-direct pathway of direct CD8
T cell activation

Figure 2: Trois voies de reconnaissance des allo-antigenes.

2A: Mécanisme de reconnaissance directe, le récepteur T (TCR) des CD4+ du receveur va
reconnaitre le complexe « molécule HLA + peptide » allogénique du donneur, présent a la surface
des cellules présentatrices d’antigenes (APC) ou des cellules endothéliales. 2B : Mécanisme de
reconnaissance indirecte, les APC du receveur vont internaliser les molécules HLA du donneur, les
« digérer » et présenter les épitopes antigéniques des molécules HLA du donneur par
l'intermédiaire des molécules HLA du receveur. 2C, reconnaissance semi-directe, les CPA du
receveur internalisent les molécules HLA du donneur et les présentent dans leur intégralité a leur
surface (sans « digestion » et donc sans restriction aux molécules HLA du receveur). (Tirée de Ali J.
Transplantation 2013)
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Lors de 'allo-reconnaissance directe, les LTs allo-réactifs du receveur vont reconnaitre
dans son entiereté la molécule HLA du donneur présente a la surface des DCs du
donneur qui auront migré dans les ganglions drainants du receveur, et ce malgré la
restriction théorique au systeme HLA (Larsen et al., 1990). Il est important de noter que
la fréquence de ces clones allo-réactifs est en fait trés élevée (1 a 10%) comparativement
aux fréquences de LT spécifiques d'un antigene (un LT spécifique pour 105 ou 10¢ LT

totaux) (Nankivell and Alexander, 2010).

Dans la voie indirecte, les DCs du receveur viennent dégrader les épitopes antigéniques
HLA du donneur dans le greffon, puis migrent secondairement dans les ganglions
drainants pour activer de fagon classique les LTs du receveur (contexte de restriction

CMH) (Mandelbrot et al., 1999).

Une 3¢me yoie de reconnaissance a été décrite: il s’agit de la voie de reconnaissance
semi-directe lors de laquelle les DC du receveur expriment a leur surface la molécule

HLA du donneur dans son entiereté (Herrera et al., 2004; Sivaganesh et al., 2013).

Les LT CD4+ allo-réactifs activés par ces différentes voies vont ensuite participer a:

(i) 'activation et la migration dans le greffon de LT CD8 cytotoxiques (CTL) allo-
réactifs, responsables des lésions histologiques de rejet cellulaire
généralement aigu. En effet, ces CTL sont capables d’induire une destruction
des cellules parenchymateuses du greffon via 2 mécanismes illustrés Figure 3:
la libération de perforine induisant des pores membranaires et 'induction
d’'une mort cellulaire par le systeme Fas/FasL (Barry and Bleackley, 2002;
Nankivell and Alexander, 2010). L’activation des CTL s’effectuerait
principalement par collaboration avec les LT CD4+ allo-réactifs activés par

voie directe ou semi-indirecte (Ali et al.,, 2013).
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Figure 3: Mécanismes du rejet cellulaire.

Les LT CD8+ cytotoxiques (CTL) arrivent grice au capillaire péritubulaire dans le greffon. Grace a
jeu subtil de modification d’expression des molécules d’adhésion (importance de LFA1
(Lymphocyte Function-Associated Antigen 1), notamment) induit par les chimiokines, les CTL vont
subir chronologiquement un ralentissement, un phénomeéne de « rolling », puis un arrét complet
précédant leur entrée dans le greffon par diapédese entre les cellules endothéliales. Ils vont alors
infiltrer I'espace interstitiel puis tubulaire, apres rupture de la membrane basale, induisant alors
la destruction des cellules tubulaires. L'inflammation de I'interstitium et la tubulite sont ainsi les
deux signes cardinaux du rejet cellulaire (Tiré de Nankivell, NEJ]M 2010 : mécanismes du rejet

cellulaire).

(i)  linduction par voie de reconnaissance indirecte de LT « professionnels », les
lymphocytes T folliculaire helper (TFH), capables de collaborer avec les LB
pour induire une réponse anticorps anti-HLA (Conlon et al., 2012). Cette voie
de reconnaissance indirecte participe donc plus spécifiquement au rejet

humoral.
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3.2.  Anticorps anti-HLA et rejet humoral

3.2.1. Arguments en faveur d’une pathogénie du DSA : « la théorie
humorale »

En dehors de 'attaque du greffon par les LT dans le cadre du rejet cellulaire, un autre
mécanisme immunologique peut étre responsable de sa destruction. Trés précocement,
les transplanteurs ont en effet été confrontés au rejet hyperaigu qui se manifeste par
une nécrose brutale du greffon dans les minutes qui suivent le déclampage des
vaisseaux du greffon chez le receveur (Starzl et al., 1968). Les anticorps anti-HLA dirigés
contre le donneur (DSA) pré formés avant la greffe ont été identifiés comme
responsables de ce rejet hyperaigu (Stetson and Demopoulos, 1958; Terasaki et al,,
1962). En effet, la fixation des DSA sur les cellules endothéliales du greffon aboutit a
I'activation du complément et induisent des thromboses vasculaires extensives du
greffon (Williams et al, 1968). La réalisation systématique du cross-match par
lymphocytotoxicité (LCT) avant toute transplantation rénale depuis 1969 a permis de
prévenir la survenue de ces rejets humoraux hyperaigus (Patel and Terasaki, 1969). La
technique du cross-match en LCT consiste a mettre en présence les lymphocytes du
donneur a partir de préléevements de rate ou de ganglions avec les sérums (prélevés au
cours du suivi pré-transplantation) du potentiel receveur, en présence de complément.
La positivité du cross-match, définie par la lyse des cellules du donneur, signe la
présence de DSA «fonctionnellement cytolytiques» dans le sérum du receveur et

constitue une contre-indication a la greffe.

Cependant, il a été plus difficile et plus long de reconnaitre qu’'en dehors de la forme
« explosive » du rejet hyperaigu, les DSAs pouvaient également étre a I'origine d’un rejet
a bas bruit responsable d’'une dysfonction chronique des greffons apres transplantation.
La démonstration du role central pathogene des DSAs pour le greffon a été rendue
possible grace aux résultats combinés de données issues des modeles expérimentaux,
des résultats d’études cliniques, grace a I'amélioration de la description des lésions
histologiques (Einecke et al., 2009) mais également des techniques de dépistage des

anticorps anti-HLA.
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Jusqu’'a cette prise de conscience récente, la dysfonction chronique des greffons était
attribuée principalement a une toxicité des anti-calcineurines (pilier du traitement
immunosuppresseur) ou a un processus de vieillissement du greffon nommée
« glomérulopathie chronique d’allogreffe » marquée par une athérosclérose accélérée du
greffon et des lésions de fibrose (El-Zoghby et al, 2009). Cependant, plusieurs
arguments cliniques et expérimentaux ont permis de montrer que l'athérosclérose
accélérée des greffons était en fait attribuable a la pathogénie des DSA, constituant ainsi

la « théorie humorale » (Terasaki, 2012; Terasaki and Cai, 2008).

Les modeles expérimentaux murins ont tout d’abord montré que l'injection de sérum
provenant de souris immunisées a une souris naive greffée cardiaque induisait des
lésions vasculaires du greffon (Russell et al., 1994). De fagon intéressante, des résultats
similaires sont obtenus pour des souris immunodéficientes (RAG-/-) montrant que
I'injection de DSA est suffisante pour induire une athérosclérose accélérée du greffon,
méme en l'absence de LT ou de cellules Natural Killer (NK) (Uehara et al., 2007). Par
ailleurs, une étude menée chez des singes a montré que I’enchainement chronologique
entre apparition des DSA et rejet chronique était cohérent pour évoquer un lien de
causalité. En premier lieu apparaissent les DSA, puis suivent les 1ésions histologiques
évocatrices d’un processus physiopathologique humoral (détection du C4d au niveau du
greffon). Enfin apparait l'athérosclérose accélérée du greffon et les signes de

glomérulopathies chroniques d’allogreffe (Smith et al., 2006, 2008).

Chez 'Homme, la mise en évidence du réle pathologique des DSA a été rendue possible
grace a 'amélioration des performances et de la sensibilité des techniques de détection

des anticorps anti HLA.

En effet, la technique du « Luminex single antigen » a été développée afin de détecter des
anticorps anti HLA, au préalable non mis en évidence par la technique de LCT (Pei et al,,
2003). Cette technique consiste en la fixation de molécules HLA purifiées sur des billes
incubées avec le sérum a tester. La fixation d’'un anticorps anti-HLA a la surface des
billes est révélée par un anticorps secondaire anti-IgG couplé a un fluorochrome. En
parallele la bille, et donc I'antigéne HLA sur laquelle s’est fixé I'anticorps, est également
reconnue permettant de réaliser une cartographie précise des anticorps anti-HLA

présents dans le sérum des patients.
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Grace a I'amélioration de la sensibilité des méthodes de détection des anticorps anti-

HLA, les études cliniques chez 'Homme ont montré:

()

(i)

(iii)

Que la survie a 4 ans et 10 ans des greffons de patients transplantés rénaux
développant des DSA de novo était significativement plus faible par rapport a
celle de patients greffés ne développant pas de DSA (Terasaki et al,, 2007;
Wiebe et al,, 2012, 2015a). De plus, la survie a 8 ans des greffons de patients
présentant des DSA historiques (c’est a dire identifiés avant la greffe) est
également significativement plus faible que celle des patients non immunisés
ou présentant des anticorps anti HLA non dirigés contre le donneur (non
DSA) (Lefaucheur et al.,, 2010).

Une association entre diagnostic de glomérulopathie chronique d’allogreffe,
signes histologiques d’atteinte humorale et détection des DSA (Einecke et al,,
2009; Sis et al,, 2007). La détection de DSA (en particulier en classe II) est
associée a un risque augmenté de développer une glomérulopathie chronique
d’allogreffe (Gloor et al., 2007; Hill et al., 2011). Des anticorps anti-HLA sont
retrouvés dans les éluats de greffons non fonctionnels dans les suites de rejets
aigus ou chroniques (Lucchiari et al., 2000; Martin et al., 2003).

un lien chronologique confirmant les données expérimentales : la détection
des DSA précede l'apparition des 1ésions histologiques de rejet humoral et
d’athérosclérose accélérée du greffon (Lee et al, 2002; Worthington et al,,

2003).

3.2.2. Rejet humoral

Les DSA sont donc directement responsables de la dysfonction chronique des greffons.

Autrement dit, le vieillissement histologique accéléré du greffon responsable de leur

déclin fonctionnel est en fait la manifestation « terminale » du rejet induit par les DSA et

est maintenant appelé rejet chronique humoral.

Avant d’'induire cette dysfonction irréversible, la toxicité des DSA dans le greffon peut se

manifester par deux évolutions cliniques (Figure 4):

- une évolution symptomatique marquée par 'apparition d’un rejet humoral aigu. Cette

forme de rejet se manifeste par une insuffisance rénale aigue.
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Les lésions histologiques regroupent principalement une inflammation de la
microcirculation (capillaires glomérulaires ou péri-tubulaires) et/ou des thromboses
et/ou une atteinte vasculaire (artérite) (d’apres la derniere mise a jour de la
classification de Banff (Loupy et al., 2017). Ces lésions peuvent étre associées ou non a la

positivité d'un marquage C4d signant une activation du complément.

-une évolution asymptomatique/insidieuse en lien avec des 1ésions histologiques infra-
cliniques responsable d’'une « destruction » du greffon a bas bruit et donc responsable

d’une perte progressive de fonction.

Ainsi il est maintenant démontré que les DSA sont en fait responsables d’'un continuum
dynamique de manifestations cliniques et histologiques initié par les Iésions
histologiques infra-cliniques jusqu’a la dysfonction chronique de l'organe (Figure 4)

(Loupy etal,, 2012).

Function Acute clinical ABMR

Functional course 1
Indolent ABMR

Functional course 2

Histopathology Chronic ABMR

Endothelial injury
Peritubular capillaritis Persisting splant glomerulop:

microvascular

‘ Glomerulitis inflammation

DSAs
Complement activation

I e
%f)k% Fluctuating C4d status

Preformed DSAs Persisting or de novo DSAs

. Time
Transplantation

Figure 4: Histoire naturelle de la dysfonction chronique « humorale » du greffon

La présence de DSA apreés transplantation induit une toxicité endothéliale, par I'activation de la
voie classique du complément mais également par des mécanismes indépendants de I'activation
du complément. Cette toxicité peut se manifester dans certains cas par un épisode de rejet
humoral aigu ou par une progression infraclinique des lésions histologiques. Au terme de cette
évolution, des lésions chroniques histologiques irréversibles s’installent (fibrose interstitielle,
atteinte des membranes basales et athérosclérose accélérée) que I'on regroupe sous le terme de
rejet chronique humoral et sont responsables de la dysfonction chronique des greffons_(tiré de
Loupy Nat Rev Nephrol 2012).
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Les différentes manifestations cliniques de rejet humoral pourraient étre le reflet de

meécanismes différents de pathogénie/toxicité des DSA dans le greffon.

3.2.3. Mécanismes a |'origine de la pathogénie des DSA

La « toxicité » des DSA dans le greffon peut s’expliquer par 2 mécanismes dépendant ou

indépendant du complément:

3.2.3.1.  Activation du complément

Le principal effet pathogéne du DSA est lié a sa capacité d’activer la voie classique du
complément. L’activation du complément par les DSA serait le mécanisme

principalement impliqué dans les rejets aigus humoraux (Sicard et al., 2015).

L’interaction des anticorps avec leur antigéne conduit a la formation d’interactions non
covalentes des fragments Fc des IgG induisant ainsi le recrutement du complexe C1,
premiere étape d’activation de la voie classique du complément (Diebolder et al., 2014).
L’activation de ce complexe va permettre de cliver le C2 et C4 pour aboutir a la

formation du complexe C2a-C4b correspondant a la C3 convertase.

La C3 convertase va ensuite entrainer la formation de la C5 convertase et du complexe
d’attaque membranaire qui va induire des pores dans les cellules cibles, leur lyse et étre

responsable des Iésions de rejet humoral (Nakashima et al., 2002).
L’activation du complément va ainsi favoriser :

(i) Une inflammation grace au recrutement des neutrophiles et macrophages par
I'intermédiaire des peptides C3a et C5a.

(ii) L’activation des cellules endothéliales en elles-mémes. D'une part les peptides
C3a et C5a, par l'intermédiaire de leur récepteur, vont induire la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires (interleukin (IL)-1a, IL-6 et RANTES) et de
molécules d’adhésion (comme la E-selectine, VCAM1 (vascular cell-adhesion
molecule 1) et ICAM1 (intracellular adhesion molecule 1) (Colvin and Smith,

2005; Saadi et al., 2000) par les cellules endothéliales.
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D’autre part, le complexe d’attaque membranaire soluble va également
contribuer a I'activation de ces cellules en en induisant la sécrétion de facteur
de croissance (FGF, Fibroblast Growth Factor) (Benzaquen et al., 1994).
(iii)  L’activation d’autres partenaires immunitaires adaptatifs. La liaison du C3
avec I'antigene permet notamment de diminuer le seuil d’activation des LB via
le récepteur au C3, le CD21 (Dempsey et al., 1996).
De nombreux mécanismes « naturels» de régulation viennent contréler la cascade
d’activation du complément pour limiter temporo-spatialement le champ d’action du
complexe d’attaque membranaire. Parmi eux, la fixation covalente du C4d au C4b grace
au facteur I permet de stopper I'activité de la C3 convertase. De fagon tres intéressante,
la nature covalente de la liaison du C4d aux tissus rend possible sa détection
histologique (en immunofluorescence ou immunohistochimie) sur les biopsies de
greffon. La détection du C4d est alors un marqueur durable in situ de 'activation du
complément par voie classique (Collins et al., 1999). Comme signalé précédemment, la
positivité du marquage C4d endothélial fait maintenant partie de I'arsenal diagnostic a
notre disposition pour poser le diagnostic de rejet humoral (Loupy et al, 2017).
Cependant, la négativité du C4d n’exclut pas le diagnostic de rejet humoral (Sis et al,
2009; Uehara et al,, 2007). En effet une étude transcriptomique réalisée par I'équipe de
P. Halloran en 2009 révele qu'une expression élevée de transcrits endothéliaux (ENDAT
Endothelial associated transcripts) dans les biopsies de greffon réalisées pour une
insuffisance rénale aigue signe une atteinte humorale active alors méme que le
marquage C4d est négatif (Sis et al., 2009). Le marquage C4d n’est donc plus considéré

comme un critere indispensable au diagnostic de rejet humoral(Loupy et al., 2011).

Deux raisons peuvent expliquer la négativité du marquage C4d lors d’'un authentique

rejet humoral induit par les DSA :
(i) D’une part le C4d peut étre dégradé au bout de 8 jours (Collins et al., 1999).

(ii) D’autre part les DSA peuvent étre pathogeénes sans entrainer d’activation du

complément.
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3.2.3.2. Toxicité endothéliale indépendante du complément

D’autres mécanismes n’'impliquant pas l'activation du complément par les DSA peuvent
en effet étre a I'origine d’'une toxicité endothéliale. Ceux-ci semblent le plus souvent
aboutir a une expression clinique indolente et étre surtout responsables de

I'athérosclérose accélérée du greffon.

En effet, il a été montré que l'injection de DSA de classe I aboutit a I'athérosclérose
accélérée du greffon cardiaque chez des souris immunodéficientes et KO pour le C3,
suggérant que les lésions chroniques humorales peuvent étre induites in vivo sans

implication du complément (Hirohashi et al., 2010).

En I'absence d’activation du complément, la liaison en elle-méme des DSA aux molécules
HLA pourrait entrainer 'activation des cellules endothéliales (Jin et al., 2005; Smith et
al,, 2000). Les anticorps anti HLA de classe I induisent en effet la prolifération de cellules

endothéliales in vitro.

Enfin, les DSA pourraient étre pathogenes par l'intermédiaire d'un mécanisme d’ADCC
(Antibody-Dependent-Cell mediated Cytotoxicity) comme le suggere la corrélation entre
les polymorphismes du CD32 (FcyRIIIb) des receveurs et le risque de rejet aigu (Yuan et
al, 2004). L’effet ADCC des DSA pourrait étre responsable de l'activation des NK,
neutrophiles et macrophages. Ce mécanisme a surtout été étudié sur les NK grace a des

modeles expérimentaux. (Smith and Colvin, 2012).

Les conséquences fonctionnelles de la toxicité des DSA sur le greffon sont majeures
puisque le rejet humoral « sous toutes ses formes » est a présent reconnu comme la

principale cause de perte de greffons (Einecke et al., 2009; Sellarés et al., 2012).

Eviter la présence de DSA en situation de greffe est donc un objectif majeur. On distingue
deux situations cliniques différentes selon la chronologie d’apparition du DSA:
apparition de DSA apres la transplantation qualifiée de de novo versus I'immunisation

historique c’est a dire I'identification de DSA dans les sérums prélevés avant la greffe.

26



INTRODUCTION

3.2.4. Chronologie d’apparition des DSA : DSA de novo et DSA
historique

3.2.4.1. Immunisation de novo

Les études cliniques montrent que 15 a 30% des patients transplantés rénaux
développent des DSA a 5 ans (Everly et al,, 2013; Rebellato et al.,, 2011; Wiebe et al,,
2012).

Les principaux facteurs de risques d’apparition de DSA de novo favorisent le conflit

immunitaire et peuvent étre le fait du greffon ou du receveur.
Les facteurs reconnus sont :

- le nombre et la nature des incompatibilités HLA (Hourmant, 2005; Ntokou et al.,
2011). Le nombre d’incompatibilités peut étre comptabilisé en terme de
différences alléliques des 6 genes HLA (cf. chapitre 1.2) ou en terme de
différences épitopiques (Duquesnoy, 2014; Wiebe et al., 2013). En effet, il a
récemment été montré que la stratégie s’intéressant a caractériser les épitopes
immunogenes des différentes molécules HLA pour apparier les patients en terme
de « compatibilité d’épitopes » plus que par compatibilité allélique totale stricto
sensu était performante (Kosmoliaptsis et al., 2009, 2011). Des logiciels comme
« HLA match-maker » sont créés afin de favoriser ces appariements. De plus, cette
méthode permet également d’'introduire un « degré» d’incompatibilité pour
chaque épitope.

- le retard de reprise de fonction du greffon (Wiebe et al., 2015a). Ce parameétre
peut avoir plusieurs origines: greffon a critéres élargis, long délai d’ischémie
froide responsable des lésions d’ischémie-reperfusion (cf. chapitre 2). Toutes
sont responsables d’'une augmentation de I'immunogénicité du greffon (Fuquay
etal, 2013).

- Des épisodes de rejets cellulaires aigus (Chemouny et al., 2015; Hourmant, 2005;
Wiebe et al., 2015a)

- L'immunosuppression (c’est a dire la nature des stratégies immunosuppressives
est détaillée plus précisément dans la partie III ; page 62, ainsi que leur dosage),

et tout particulierement la non observance du traitement (Wiebe et al., 2015a,
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2015b) bien que ce dernier point soit un facteur difficile a mettre en évidence et a

quantifier (Butler et al., 2004; Nevins et al., 2001).

3.2.4.2. Immunisation historique

L’'immunisation anti-HLA d'un patient avant la greffe peut étre la résultante de 3
situations cliniques principales: la grossesse, les transfusions (plaquettaires ou de

concentrés globulaires) et une greffe antérieure.

Lorsqu’un patient est inscrit sur liste d’attente de greffe, des sérums sont prélevés
systématiquement a intervalles réguliers et apres chaque événement immunisant. Ces
sérums seront analysés par Luminex afin de réaliser une cartographie des anticorps
anti-HLA et seront également conservés pour réaliser le cross-match en LCT (comme

détaillé plus haut) lors d’une proposition de greffon.

La détection d’anticorps anti-HLA intervient dans les criteres d’attribution du greffon,
puisque l'idéal est de greffer un patient sans historique de DSA contre son donneur.
Ainsi, la détection d’un anticorps anti-HLA contre-indique en théorie tous les donneurs
portant la molécule en question (« antigene HLA interdit »). Le degré d’'immunisation
anti-HLA avant la greffe de chaque patient est donc évaluée par le taux de greffon
incompatible (équivalent frangais du cPRA américain). Cet indicateur évalue la difficulté
d’acces a la greffe de chaque patient en calculant le taux de donneurs interdits, du fait de
la détection de DSA, parmi les donneurs prélevés d’au moins un organe dans les cinq
dernieres années sur le territoire national en iso-groupe sanguin. Or, la majorité des
patients en attente de greffe sont en fait immunisés. En France d’apres le dernier
rapport de I'agence de Biomédecine (ABM) de 2015, 60,9% des patients en attente de
greffe rénale sont immunisés (définis par un taux de greffon incompatible > 1%) ! Méme
si sont exclus les patients «faiblement immunisés », (c’est a dire si 'on considére
uniquement les patients ayant un taux de greffon incompatible > 25%), 50% des
patients inscrits sur liste sont toujours concernés. Parmi eux, la moitié sont en fait
hyperimmunisés : leur taux de greffons incompatibles est supérieur a 85% ! Ces patients

représentent 25% de la population générale de patients en attente de greffe.
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Ces chiffres sont en constante augmentation (les patients hyperimmunisés
représentaient 7% des patients en attente de greffe en 2009) et sont a mettre en rapport
avec l'augmentation du nombre de patients inscrits pour des re-transplantations

rénales.

Les évaluations épidémiologiques aux Etats-Unis sont comparables (Organ Procurement

and Transplantation Network).
Cette observation a deux conséquences a I’échelle individuelle :

(i) I'acces a la greffe pour ces patients est entravé méme si des mesures pour y
remédier sont mises en place. En effet, la médiane d’attente pour un patient
immunisé en France est de 32,2 mois contre 15,7 mois pour un patient non
immunisé (selon le rapport 2010 de 'activité de prélevement et de greffe de
I’ABM). Les mesures pour favoriser l'acces a la greffe de ces patients
associent: des protocoles de priorisation nationale pour les patients
hyperimmunisés (en France protocole antigene permis (Antoine and
Legendre, 2017), des protocoles de désensibilisation (Marfo et al.,, 2011) ainsi
que des programmes de dons croisés (Li et al., 2014; Schinstock et al., 2013;
Wall et al,, 2017).

(i) nous sommes amenés a réaliser des transplantations rénales pour des
patients immunisés, c’est a dire porteurs de DSA avant la greffe, malgré le
risque que ces DSA historiques représentent pour la survie des greffons

(Lefaucheur et al., 2010).

Les défis majeurs actuels en transplantation rénale se concentrent sur le contréle de la

réponse humorale en intégrant plusieurs axes :

1) Optimiser le monitoring et la prise en charge thérapeutique post-greffe des
patients immunisés afin de mieux prévenir les 1ésions histologiques

2) Prévenir I'’émergence des DSA de novo
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En résumé, la toxicité des DSA sur le greffon induit des lésions endothéliales, par des
meécanismes dépendant ou indépendant du complément, pouvant étre symptomatiques
(dans le cadre du rejet humoral aigu) ou insidieuses (dans le cadre du rejet
infraclinique). Dans les deux cas, ces lésions vont progresser vers une atteinte
irréversible, le rejet humoral chronique, responsable d'une dysfonction progressive
mais inéluctable du greffon. Le rejet humoral chronique est aujourd’hui la principale
cause de perte des greffons car aucune stratégie thérapeutique ne permet de le traiter

efficacement.

Les DSA sont des anticorps affins de type IgG et sont dirigés contre des antigénes
protéiques. Ils sont produits par les LB effecteurs, plasmocytes et LB mémoires, au
terme d'un processus de différenciation contr6lé temporellement et spatialement, au

cours duquel la collaboration avec les LT est indispensable.

II. Role central du lymphocyte B

Pour envisager de moduler la réponse humorale, il faut avoir mis en évidence les
mécanismes sous-tendant : (i) la différenciation des LB en LB effecteurs (ii) la sécrétion
d’anticorps par ces effecteurs différenciés et (iii) leur maintien/leur survie a l'origine de
la mémoire immunologique de I'organisme.

Enfin la manipulation de la réponse B s’avere complexe. En effet, en dehors de leur
capacité a sécréter des anticorps, les LB exercent d’autres fonctions: ils jouent
notamment un role « bénéfique » anti-inflammatoire et ils sont également impliqués

dans l'induction de tolérance.

1. LB, professionnel de la sécrétion d’anticorps.

Au terme de différentes étapes de différenciation, le LB deviendra un effecteur spécialisé

dans la sécrétion d’anticorps sous deux formes possibles : LB mémoire ou plasmocyte.
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1.1 Etapes de différenciation : du précurseur lymphoide aux effecteurs

Chaque clone de LB peut reconnaitre un antigéne spécifique grace a son récepteur
inédit, le récepteur des cellules B (BCR), composé d’'une immunoglobuline (Ig) de
surface ayant une spécificité unique. Un événement majeur, la rencontre avec I'antigéne,
permet de distinguer deux grandes étapes dans I'établissement des réponses B. En effet
avant cette rencontre clé, les différentes étapes de maturation permettent le
développement de LB avec un BCR fonctionnel (LB matures naif). Puis, la rencontre avec
I'antigéne dans les organes lymphoides secondaires (OLS) initie I'activation des LB

matures et permet leur différenciation en LB effecteurs, plasmocyte et LB mémoire.

- Etapes de développement indépendantes de I'antigéne

Ces étapes ont pour but de générer des LB au répertoire diversifié, c’est a dire de
produire de nombreux clones différents aux BCR uniques et permettre de reconnaitre
un large spectre d’antigenes du « non soi », tout en éliminant les clones autoréactifs qui
reconnaitraient avec une trop grande affinité les molécules du «soi» (LeBien and
Tedder, 2008).

Le LB est issu d'un précurseur hématopoiétique. A I'issue des étapes de maturation dans
la moelle osseuse, la différenciation du LB immature va se poursuivre dans la rate. Les
LB vont successivement acquérir un phénotype dit transitionnel (caractérisé par
I'expression forte de CD24, CD38 et IgM) puis un phénotype mature caractérisé par
I'expression d’'un niveau intermédiaire de CD24 et CD38 (Figure 5, (Carsetti et al,

2004)).
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Figure 5: Développement du LB et marqueurs de différenciation

La combinaison des marqueurs IgD et CD38 permet de différencier les LB selon leur étape de
maturation. Elle est notamment utilisée pour étudier les LB du sang circulant (Carsetti et al., 2004)

Chez 'Homme, deux types de LB matures aux fonctions différentes sont en fait identifiés

selon leur localisation dans la rate.

* Les LB situés dans une zone géographique spécifique de la rate, nommée zone
marginale, constituent un sous-groupe particulier de LB matures caractérisés
par les marqueurs CD27+IgD+IgM+ dont I'origine et les fonctions sont débattues
(Weill et al, 2009). Ces LB pourraient se différencier selon un programme
particulier a partir des LB transitionnels (Descatoire et al., 2014) et seraient
impliqués dans la réponse rapide aux antigenes T indépendants. Il s’agit
d’antigénes capables d’'induire l'activation des LB sans aide des LT comme les

composants bactériens par exemple.

* Les LB matures folliculaires, caractérisés par un phénotype CD27-IgD+IgM+

sont spécialisés dans la réponse aux antigénes protéiques, auxquels les
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antigenes HLA appartiennent. Nous allons donc nous intéresser spécifiquement

a cette catégorie de LB mature.

Les LB matures naifs circulent entre les différents organes lymphoides secondaires (rate
et ganglions) (von Andrian and Mempel, 2003). Lorsque le récepteur de surface du LB
va reconnaitre « son » antigene dans les follicules lymphoides du ganglion ou de la rate,
le LB va subir plusieurs étapes de maturation, dépendantes donc de sa rencontre avec

I'antigene.

- Etapes de développement dépendantes de l'antigéne dans les organes

lymphoides secondaires

L’architecture des OLS permet un contrdéle spatial et temporel indispensable au déroulé

de ces étapes (Figure 6).
L’architecture des ganglions est divisée en 2 compartiments : le cortex et la medulla.

* Le cortex est lui-méme divisé en zones B correspondant aux follicules et en zones
T adjacentes, le paracortex. Le paracortex est au contact des capillaires HEV (High
Endothelial Venules) par lesquels les lymphocytes circulants accedent aux
ganglions.

* La medulla est une zone riche en cellules phagocytaires (DC et macrophages

notamment).

Le ganglion est également «irrigué» par une circulation lymphatique. La lymphe
arrivant des vaisseaux afférents est diffusée dans le ganglion par I'intermédiaire d'un
réseau de sinus, dont le sinus sous capsulaire, et est collectée apres « filtration » au

niveau de la médulla.
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peuvent reconnaitre leur antigéne spécifique sous forme libre ou

« présentée » selon la taille des antigénes. Cette reconnaissance peut également s’effectuer dans
différentes zones du cortex. (Tirée de Harwood 2010)

1.1.1. Reconnaissance de 'antigéne

La reconnaissance de l'antigene par un LB mature naif initie son activation et s’effectue

dans la zone B des OLS. La taille de I'antigene va dicter son mode de reconnaissance par

le LB. En effet, si le poids moléculaire de I'antigene est inférieur a 70 kD, alors I'antigene

sera reconnu par le BCR sous forme «libre » apres diffusion a partir des sinus sous-

capsulaires ou via un réseau de canaux lymphatiques folliculaires « secondaires »

composé de collagéne et de cellules fibro-réticulaires (Pape et al.,, 2007; Roozendaal et

al,, 2009) (Figure 6 parties 1 et 2).
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En revanche, si le poids moléculaire de I'antigene est supérieur a 70 kD (c’est le cas de la

plupart des antigenes et notamment des complexes immuns ou particules virales),

I'antigéne sera « présenté » sous forme intacte par plusieurs partenaires:

par les macrophages des sinus sous-capsulaires (Figure 6, partie 3), par
I'intermédiaire de récepteurs de surface Macl (Macrophage adhesion molecule-1)
pour les antigénes opsonisés par le complément, le FcyRIIB pour les complexes
immuns ou DC-Sign pour les antigenes glucidiques (Carrasco and Batista, 2007;
Junt et al,, 2007; Phan et al., 2007).

Par les DC du para-cortex (Figure 6, partie 4) (Qi et al, 2006). Cette voie
permettrait d’activer les LB provenant des HEV.

Par les DC folliculaires (FDC) (Figure 6, partie 5). L’antigene serait alors
transporté des macrophages du sinus sous-capsulaire aux FDC par des LB non-
spécifiques (a leur surface). La présentation de l'antigene par les FDC
permettrait de prolonger « durablement » la présentation de I'antigene aux LB
(Carrasco and Batista, 2007; Phan et al, 2007). Ce mécanisme est en fait
indispensable pour I'étape de maturation d’affinité dans le centre germinatif
(détaillé ci-dessous) mais semblerait également intervenir pour 'activation de LB

naifs (Suzuki et al,, 2009).

1.1.2. Etapes précoces d’activation du LB

La liaison BCR-antigeéne constitue le premier signal d’activation du LB et s’effectue selon

une véritable dynamique spatio-temporelle faisant intervenir une réorganisation du

cytosquelette et la formation de « microcluster » de BCR (Harwood and Batista, 2010).

Le recrutement du co-récepteur CD19, joue un role facilitateur essentiel lors de cette

synapse immunologique en favorisant 'amplification du signal du BCR indispensable

pour induire I'activation B (Depoil et al., 2008).

Ce premier signal d’activation va avoir pour conséquences

()

I'internalisation de l’antigéne, qui sera ensuite dégradé en peptides
antigéniques et présenté a la surface du LB activé par I'intermédiaire des

molécules HLA de classe II (Lanzavecchia, 1985; Rock et al., 1984).
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(ii)  la migration des LB activés vers la zone T-B. Dans cette zone, la rencontre T-B

naifs activés va induire la prolifération des deux partenaires (Figure 7a).
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Figure 7. Collaboration TFH-LB, étape centrale pour la différenciation des LB activés en effecteurs

Les LB et les LT activés par leur rencontre avec I'antigene vont migrer a la périphérie des follicules,
au contact de la zone T des organes lymphoides secondaires. Le niveau d’aide entre les LT,
« spécialistes » de la collaboration T-B et nommeés T folliculaires va déterminer le devenir du LB :
réponse extrafolliculaire ou réponse dépendante des CG (adaptée de Kurosaki Nat. Rev. Immunol

2015).

A cette étape, le dialogue entre LT et LB permet de former des structures spécialisées au
sein de la zone folliculaire que 'on nomme centre germinatif (CG). Elles sont donc le
reflet d'une prolifération oligoclonale des LB spécifiques d'un antigene. L’architecture de
ces structures permettra aux LB spécifiques de se différencier en LB effecteurs

« performants » sécrétant des Ig de trés haute affinité.

Cependant, les LB peuvent également se différencier plus rapidement en effecteurs sans
passer par les CG grace a une deuxieme voie de différenciation, nommée extrafolliculaire

ou indépendante des CG.
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1.1.3. Différenciation extrafolliculaire indépendante des centres
germinatifs

Apres 2 cycles cellulaires, une partie les LB « blastiques/proliférants » vont migrer de la

périphérie des follicules (de la frontiere T-B) et se différencier en

* LB mémoires indépendants des CG (figure 7c)

* Plasmablastes extrafolliculaires (figure 7b)

Cette différenciation s’effectuera alors en I'absence de collaboration (ultérieure) avec les
LT et sans formation en CG (MacLennan et al., 2003) mais nécessite probablement une
interaction avec les DC. Une commutation de classe, processus permettant de changer le
fragment constant d’une Ig, peut débuter des ce stade. Les LB mémoires indépendants
des CG peuvent en effet étre soit de type IgM+ soit commuté, « switché » en IgG (Taylor

etal,, 2012).

Cette activation permet une premiere réponse anticorps, rapide mais de faible spécificité
car les phénomeénes d’hypermutation somatique, qui permettent l'introduction de
mutations ponctuelles au niveau des domaines variables des Ig (gene IgV) par I'enzyme
AID (Activation-induced cytidine Deaminase) et donc d’augmenter potentiellement leur

affinité pour 'antigéne, ne s’effectuent pas en dehors des CG.

La « force » de la collaboration TFH-LB initiale semble étre déterminante pour le choix
de la « destinée » d’'un LB. Le processus de sélection serait lié a la quantité de peptides
présentés par le LB : ceux qui en expriment le plus ont des contacts prolongés avec les
TFH et recoivent un niveau d’aide suffisant pour fonder les CG. La destinée du LB serait
donc dépendante du niveau « d’intensité » de la collaboration TFH-LB (Schwickert et al.,

2011).

1.1.4. Différenciation folliculaire dépendante des centres germinatifs

La poursuite de la différenciation des LB dans les zones folliculaires conduit a la
formation de CG permettant la synthese d’anticorps de haute affinité (grace au

processus d’hypermutation somatique).
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Engagement des LB et Initiation des CG

La formation des CG nécessite au préalable une collaboration forte et durable entre TFH

et LB a la périphérie des follicules (Kurosaki et al., 2015; Schwickert et al., 2011).

Qi H et al. ont montré par imagerie intravitale bi-photonique dans un modele murin
déficient en protéine SAP (Signaling lymphocyte activation molecule-associated protein)

que I'absence d’interaction stable entre TFH-LB (secondaire dans ce modele a 'absence

de SAP) est directement responsable de la diminution du nombre de CG et de
I'expansion clonale B observée dans ce modele. Les auteurs démontrent que ces
interactions existent, avec la méme fréquence, mais qu’elles sont « juste » plus courtes.
De plus, les interactions des LT SAP-/- avec les DC sont préservées et permettent aux
TFH de se développer sans autre défaut fonctionnel (induction, prolifération, migration

vers la zone folliculaire des ganglions et marqueurs d’activation) (Qi et al., 2008).

Cette collaboration forte et durable permettrait aux LB activés de recevoir des TFH la
combinaison des 2 signauxindispensables pour orienter la réponse vers les CG :
I'activation du CD40 et la signalisation de I'IL21. L'IL21 permet en effet d’'augmenter
I'expression de Bcl6 (B-cell lymphoma 6), facteur de transcription majeur pour
I'induction des LB des CG (Linterman et al, 2010). A contrario, si les LB recoivent
seulement le signal d’activation du CD40 de fagon isolée (dans un contexte d’interaction
courte), ils seront alors orientés vers une réponse indépendante des CG (Kurosaki et al.,
2015; Taylor et al., 2012). Grace a I'acquisition de Bcl6, les LB sont engagés dans la voie
de différenciation dépendante des CG et deviennent des LB précurseurs des CG (Kitano
et al, 2011). IIs migrent alors au centre de la zone folliculaire, proliferent massivement

et colonisent le réseau de FDC formant les CG précoces (De Silva and Klein, 2015).

Différenciation des LB dans les CG : un processus dynamique

Le CG completement formé est polarisé en 2 zones fonctionnellement différentes: la

zone sombre et la zone claire.

Dans la zone sombre, une diversification du BCR des LB est obtenue grace aux

phénomeénes d’hypermutation somatique. Parallelement a ce processus, il existe une
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expansion clonale intense des LB. Grace a la combinaison de ces 2 processus, un large

panel de clones mutants avec différentes affinités pour 'antigene est créé.

Dans la zone claire, une sélection d’affinité des BCR « nouvellement mutés » sera réalisée
grace a la collaboration TFH-LB (cf. paragraphe 1.3) et a la participation des cellules
FDC. Ce processus nécessite en effet que 'antigéne soit capté par les BCR « nouvellement
mutés » (role crucial des FDC) et internalisés pour étre présentés aux TFH (Allen et al,,
2007a; Victora and Nussenzweig, 2012). Les LB les plus affins sont ceux qui présentent
le plus de complexes peptide-CMHII a leur surface permettant de surpasser leurs

voisins.

L’accessibilité des antigenes constitue un deuxieme point limite pour s’assurer de la
sélection des LB les plus affins. Les FDC modulent I'accessibilité des antigenes grace a la
fixation d’anticorps sur l'antigene présenté. Ce mécanisme constitue une boucle
d’autorégulation, grace a laquelle les anticorps des plasmocytes déja différenciés,

viennent moduler la sélection des nouveaux clones (Zhang et al., 2013).

La visualisation du comportement des LB dans les CG in vivo peut maintenant étre
étudiée grace aux progres des techniques d’imagerie (Victora et al., 2010). Elle a permis
de montrer que les CG sont des structures extrémement dynamiques dans lesquelles les
LB vont alternativement re-circuler entre les zones sombres et claires des CG (Allen et
al., 2007b; Victora et al., 2010). Ces échanges sont rapides, si bien que I'alternance entre
centroblastes (LB situés dans la zone sombre) et centrocytes (LB de la zone claire) est
maintenant considérée comme une alternance entre 2 états transitoires au sein d'une
méme étape développementale plutét que comme 2 étapes de différenciation
individualisées. Cependant, les différences entre centroblastes et centrocytes existent et
portent sur le niveau d’expression de marqueurs d’activation, leur sensibilité aux
chimiokines, leur capacité de réparation de 'ADN (Acide désoxyribonucléique) et leur
capacité proliférative (Victora et al., 2012). Ils peuvent étre distingués en fonction du
niveau d’expression des marqueurs CXCR4, CD83 et CD86, les centroblastes étant
CXCR4hCD83!°CD86!° alors que les centrocytes sont CXCR41°CD83hCD86M) (Allen et al.,
2004; Victora et al,, 2010).
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La polarisation spatiale en 2 zones géographiquement séparées nécessite I'expression
des récepteurs de chimiokines CXCR4 et CXCR5 a la surface des LB. Les LB sont attirés
vers la zone claire grace a un gradient de concentration de CXCL13, ligand de CXCRS5,
exprimé par les FDC (Allen et al., 2004) alors que l'attraction vers la zone sombre serait
gouvernée par un gradient de CXCL12, ligand de CXCR4, exprimé par les cellules
stromales réticulaires de cette zone (Bannard et al., 2013). La séparation spatiale de ces
2 poles est de plus cruciale pour le développement de réponses de type CG efficaces. En
effet, les LB déficients en CXCR4, donc séquestrés dans la zone claire, n’acquierent que
peu de mutations somatiques et sont dépassés par les LB CXCR4+ et donc éliminés

(Bannard et al., 2013).

Ces mécanismes vont aboutir a la genése de deux effecteurs spécialisés dans la sécrétion
d’anticorps : les LB mémoires et les plasmocytes a longue durée de vie. Ces effecteurs
peuvent apparaitre dans la semaine qui suit la rencontre avec I'antigene (Blink et al,,
2005). La compréhension du role des facteurs conduisant a interrompre les cycles des
LB dans le CG et a déterminer leur « destinée » entre les 2 états de différenciation

terminale possibles, LB mémoires et plasmocytes, n’est pas aboutie.

1.2 Lymphocytes B mémoires

La définition de LB mémoires implique que (i) ces cellules aient rencontré et aient été
activées par un antigene (ii) qu’elles persistent a 1'état quiescent dans I'organisme (iii)
tout en étant capables de se réactiver lors d’'une nouvelle rencontre avec cet antigene

(Weisel and Shlomchik, 2017).

Les LB mémoires ont la capacité de re-circuler: ils peuvent étre identifiés dans le sang

circulant et les OLS.

Chez 'Homme, les LB mémoires pourraient en principe étre identifiées par le marqueur
CD27+. Le phénotype des LB CD27+ correspond bien a celui attendu des LB mémoires
car ces LB ont des caractéristiques phénotypiques de LB « post CG ». IIs ont en effet
réalisé une commutation de classe et leur domaine variable a été le siege de mutations
(Klein et al., 1997; Tangye et al., 1998). Cependant, la situation pourrait étre un peu plus

complexe.
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Le groupe des LB CD27+ seraient hétérogenes, regroupant des LB nouvellement activés
dans les CG ainsi que de «vrais» LB mémoires a longue durée de vie (Weisel and
Shlomchik, 2017). Enfin, il existe également des LB mémoires CD27- «atypiques »
également caractérisés par la négativité du marqueur CD21 (Ehrhardt et al., 2008;
Fecteau et al,, 2006; Wei et al., 2007) et qui ont des caractéristiques de LB anergiques
(Isnardi et al., 2010).

Les principales caractéristiques fonctionnelles des LB mémoires sont :

* Lalongévité
Cette notion est parfaitement illustrée par des données épidémiologiques recueillies
chez 'Homme. Des clones de LB mémoires IgG1l+ spécifiques de la souche du virus
Influenza responsable de la pandémie de 1918 ont été détectés dans le sang circulant 90
ans apres la premieére exposition au virus (Yu et al,, 2008). Ces clones sont de plus

capables de sécréter des anticorps a fort pouvoir neutralisant.

Les facteurs responsables de la survie des LB mémoires ne sont pas élucidés. Les
cytokines de la famille du TNF (BAFF, B-cell activation factor) ne sont pas indispensables
a la survie des LB mémoires (Scholz et al.,, 2008). Le maintien du pool de LB mémoires
IgG+ nécessiteraitla « signalisation tonique du BCR» (i.e. non dépendante de la
reconnaissance de I'antigene), plus que la persistance de I'antigene en lui-méme (Hikida

etal., 2009; Kurosaki et al., 2015).

* Leur capacité inédite a répondre aux stimuli antigéniques
Les LB mémoires ont la capacité de se différencier en plasmablastes produisant des
anticorps déja « switchés » plus rapidement et avec une plus grande amplitude que les

réponses naives (Ahmed and Gray, 1996).
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De plus, des collaborations cellulaires joueraient un réle dans le bon déroulement des

réponses mémoires :

- La collaboration T-B est indispensable pour la réactivation de LB mémoires
spécifiques d’antigenes protéiques (Aiba et al., 2010) et tout particulierement le
réle des TFH mémoires (Choi et al., 2013; Ise et al., 2014).

- La présence des FDC est également indispensable. En 'absence de FDC dans un
modele murin, la réponse primaire n’est pas affectée alors que la réponse
anticorps secondaire était significativement diminuée. De facon concordante, le
nombre de LB mémoires spécifiques de l'antigéne était également diminué

(Barrington et al., 2002).

* Leur capacité de se « re-diversifier »

Certains LB mémoires peuvent ré-initier la formation de CG. Les LB mémoires IgM+
s’orienteraient de facon privilégiée vers cette voie (Dogan et al., 2009; Pape et al., 2011;
Seifert et al, 2015). Ils adoptent en effet préférentiellement un phénotype de LB
précurseurs des CG en augmentant 'expression du facteur de transcription Bcl6. Les
auteurs opposent ainsi les LB mémoires IgM+ aux LB mémoires IgG+ qui eux se
différencieraient de fagon privilégiée en plasmablastes. Les travaux de M. Shlomchik ont
montré que l'expression des molécules CD80 et PDL2 a la surface des LB mémoires
murins permettait de mieux distinguer ces deux catégories fonctionnellement
différentes de LB mémoires (Zuccarino-Catania et al, 2014). Les LB mémoires
CD80+PDL2+, qu'ils soient IgM ou IgG, induisent principalement des plasmablastes lors
de leur réactivation, alors que les LB mémoires CD80-PDL2- majoritairement IgM+ ré-
initient les CG. Les mécanismes sous-tendant ces capacités fonctionnelles différentes

sont en cours d’exploration.

Chez 'Homme, il est probable que les réponses mémoires soient également hétérogenes
d’'un point de vue fonctionnel. Cependant ces différences fonctionnelles ne sont pas
élucidées. De facon intéressante, certains LB mémoires peuvent exprimer le CD80 (Bar-

Or etal., 2001), mais pas PDL2 (Weisel and Shlomchik, 2017).
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Les LB mémoires humains CD27+CD80+ ont la capacité in vitro de produire rapidement

de grandes quantités d’lg et de servir de cellules présentatrices d’antigenes et

« stimulantes » aux LT comparativement au CD27+CD80- (Bar-Or et al., 2001).

1.3 Plasmablastes et Plasmocytes a longue durée de vie

Plasmablastes versus PC a longue durée de vie

Le plasmocyte (PC) est l'entité cellulaire spécialisée dans la sécrétion d’anticorps. On

distingue en fait deux catégories de PC (i) les PC a courte durée de vie, les plasmablastes

et (ii) les PC a longue durée de vie. Le tableau 1 résume les différentes caractéristiques

des deux populations de PC.

Types de PC Durée de | Localisation Prolifération Origine Marqueurs Blimp-1
vie
Plasmablaste Courte OLS +++ Extrafolliculaire CD24-CD38++ +
sang ou CG CD27++CD138-
PC alongue Longue Moelle - CG CD20-CD38++ +++
durée de vie osseuse CD138+

Tableau 1 : Principales caractéristiques des plasmablastes et PC a longue durée de vie

Plasmocytes : une identité transcriptionnelle

Pour acquérir le phénotype de plasmocytes, les LB du CG doivent perdre leur identité

transcriptionnelle B (en inhibant l'expression de facteurs clés de transcription) et

acquérir celle de cellule professionnelle dans la sécrétion d’anticorps. Ces deux jeux de

facteurs de transcriptions sont mutuellement exclusifs.

Les principaux facteurs de transcription a I'origine de « I'identité B » sont :

- Pax 5 (Paired box protein 5). C’est un facteur de transcription majeur pour

I'identité B (Cobaleda et al., 2007) depuis I'engagement des précurseurs vers la

lignée B (Nutt et al, 1999). La délétion conditionnelle de Pax 5 dans les LB

matures chez la souris induit la dédifférenciation des LB matures des organes

lymphoides en des progéniteurs non différenciés migrant dans la moelle osseuse

et pouvant méme se transformer en LT dans des souris déficientes en T
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(Cobaleda et al., 2007). Pax 5 régule I'expression du BCR, des co-récepteurs CD19,
CD21, et 'expression d’autres facteurs de transcription.

- Bcl6 (B-cell ymphoma 6). Ce facteur de transcription joue un réle majeur pour
les LB du CG et lors de la différenciation in vitro des plasmablastes. Il réprime
Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1), favorise la prolifération
des LB et améliore leur seuil de tolérance au processus de mutation
hypersomatique (Nutt et al., 2015). En effet, Bcl6 doit étre co-exprimé avec AID
pour inhiber le programme normalement enclenché lorsque surviennent des

lésions de ’ADN qui aboutirait a la destruction de la cellule (Crotty et al., 2010).

Les facteurs de transcription de «l'identité B» seront donc inhibés au profit de
I'expression des facteurs de transcription impliqués dans l'acquisition d’'une identité
plasmocytaire. Ceux-ci permettent aux LB d’acquérir deux propriétés originales: la
capacité de sécréter de grandes quantités d’Ig (chaque plasmocyte produit 2 ng d’Ig par

jour (Brinkmann and Heusser, 1993)) et de migrer vers les niches de la moelle osseuse.

Les trois principaux facteurs de transcription impliqués dans l'identité plasmocytaire

sont:

- IRF4 (interferon regulatory factor-4). Il joue un réle important a la fois pour le
maintien des phénotypes B et la survie des plasmocytes (Tellier et al,, 2016). Son
action est différentielle selon son niveau d’expression (Ochiai et al, 2013;
Sciammas et al., 2006).

- Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 1). Blimp-1 joue un role
important dans l'induction, le développement de plasmocytes. Il est
exclusivement exprimé dans les plasmocytes mais a un niveau variable selon la
nature des plasmocytes. En effet, les plasmablastes présentent un niveau
d’expression moindre par rapport aux plasmocytes de longue durée de vie
(Kallies, 2004). Dans les plasmocytes matures, Tellier et al. ont récemment
montré que l'inactivation de Blimp-1 conduisait a une diminution de sécrétion
des immunoglobulines, en interagissant avec les voies de 'UPR (Unfolded Protein
Response) et mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), sans modification de la

survie a long terme des plasmocytes (Tellier et al., 2016).
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- XBP1 (X box binding protein 1) est un facteur de transcription induit par le stress
du réticulum endoplasmique, auquel les plasmocytes sont particulierement
sensibles vu qu’ils synthétisent et sécretent de grandes quantités de protéines
(Ig). L'induction des PC semble indépendante de XBP1 (Taubenheim et al.,, 2012;
Todd et al, 2009). XBP1 aurait un réle prédominant pour promouvoir la

transcription des génes des Ig et leur sécrétion (Todd et al., 2009).

Les facteurs responsables de I'induction des plasmocytes a longue durée de vie ne sont
pas élucidés (Krautler et al., 2017). Un premier scénario consisterait a dire que tous les
plasmocytes a longue durée de vie dérivent de plasmablastes. L’identification de
plasmablastes dans le sang circulant présentant un niveau intermédiaire de Blimp-1
irait dans ce sens, car ces plasmablastes pourraient représenter une étape intermédiaire
de différenciation (Blink et al., 2005). L’autre scénario alternatif consisterait a
considérer que les plasmocytes a longue durée de vie sont « pré-destinés » / « pré-

engagés » dans cette voie a la sortie des CG.
Survie des plasmocytes a longue durée de vie

La survie des PC dépend de niches dans la moelle osseuse qui sont présentes en nombre
limité. Les facteurs favorisant l'attraction des PC vers la moelle osseuses sont peu
connus : un gradient de concentration de CXCL12 interviendrait et donc I’expression de

CXCR4 a la surface des PC serait importante (Wehrli et al.,, 2001).

La sécrétion des facteurs de survie BAFF (B-cell activation factor) et APRIL (4-
Proliferation-inducing ligand) et leur récepteur BCMA (B cell Maturation Antigen)
jouerait également un role prédominant dans la survie des PC a longue durée de vie dans

les niches (Belnoue et al., 2008; Benson et al., 2008).

Enfin, la survie des PC dans les niches dépendrait d’'interactions avec les cellules
stromales médullaires par l'intermédiaire de l'expression de molécules d’adhésion
(VLA4 exprimé a la surface des PC et VCAM1 a la surface des cellules stromales (Roldan
et al,, 1992) mais également de la réexpression de CD28 (Rozanski et al., 2011, 2015).
Dans les LB matures, I'expression de CD28 est réprimée sous le controle de Pax5. CD28
est donc ré-exprimé lors de la différenciation plasmocytaire qui nécessite, comme nous

I'avons vu au paragraphe précédent, I'inhibition de ce facteur de transcription (Delogu et

45



INTRODUCTION

al, 2006). La signalisation induite par CD28 dans les PC permettrait de maintenir un
titre constant d’anticorps en favorisant la survie des PC a longue durée de vie dans les
niches médullaires, grace a l'implication de la voie de signalisation Vav et a une
régulation transcriptionnelle de Blimp-1, sans avoir d’'impact sur les plasmablastes dans

un modele murin (Rozanski et al., 2011, 2015).

2. Collaboration TFH-LB : mécanisme central pour |'établissement de Ia
réponse humorale

Tout au long du processus menant a I'induction de LB effecteurs, les TFH apparaissent
comme les partenaires clés pour le développement de la réponse humorale. En effet, ils
interviennent de fagon itérative lors de plusieurs étapes de différenciation des LB. De
plus, leur intervention, définie en terme « d’intensité d’aide » qu’ils apportent aux LB,
constitue des facteurs limitants au développement des LB. Ils déterminent en effet la

poursuite ou non du processus de maturation des LB.

2.1. Interventions successives des TFH lors de 3 étapes-clé de la
différenciation B

Le role prépondérant des TFH dans le contrdle de la réponse anticorps survient au cours

de 3 étapes successives de la différenciation B en effecteurs :

- Précocement pour initier la formation des CG (Schwickert et al., 2011).

- Lors du développement de la réponse primaire : role majeur dans la sélection des
clones B dans les CG (Gitlin et al., 2014; Victora et al., 2010).

- Dans l'induction et le développement des réponses mémoires lors d'une nouvelle
rencontre antigénique entre TFH mémoire et LB mémoire (Ise et al., 2014; Zabel

etal, 2017).
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Figure 8: Réle de la collaboration TFH-LB lors de différentes phases de la réponse humorale.

A noter, cette collaboration nécessite une coordination spatiale. Lors de la réponse primaire (b),
I'intensité de la collaboration entre les TFH et les LB détermine (i) le développement ou non des
CG et (ii) participe a la sélection des clones les plus affins dans les CG permettant I'induction de LB
mémoires et plasmocytes. Lors de la réponse secondaire (c), la collaboration TFH mémoire - LB
mémoire en périphérie des follicules est également au cceur de l'orchestration des réponses
humorales. Elle permet la différenciation rapide des LB mémoires en plasmablastes (permettant
une sécrétion plus rapide et plus intense d’IgG spécifique de l'antigéne, cf encadré) et la
reconstitution de CG secondaires. (tiré de Kurosaki Nat Rev Immunol 2015.)

Une notion commune se dégage de ces études. Il s’agit du « niveau d’aide » des TFH

contrélant la sélection des LB.

(i) Le «niveau » de la collaboration TFH-LB détermine précocement le devenir
des réponses B. Comme nous I'avons vu plus haut, les interactions doivent
étre durables (et fortes) pour orienter les LB vers la formation de CG

(Schwickert et al., 2011).
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(ii) Ce niveau d’aide est également reconnu comme étant le principal facteur
limitant pour sélectionner les clones les plus affins dans la zone claire des CG
(Gitlin et al, 2014; Victora et al., 2010). Cependant a cette étape, les
caractéristiques de la collaboration entre TFH et LB changent par rapport a
I'étape précédente. Les interactions sont plus rapides mais la surface de
contact entre les deux protagonistes est plus étendue. Ces caractéristiques ont
été regroupées sous le terme d’« enchevétrement » /d’emboitement (Liu et al.,

2015a; Qi, 2016) (Figure 9).

‘ Delivery of help factors (e.g. cytokines)

Entangled

TCR signalling for synthesis of help
factors and accessory molecules
including ICOS and PD1

Figure 9: Mécanismes d’enchevétrement/d’emboitement entre TFH et LB dans les CG.

Les interactions entre LB des CG (en vert) et les TFH (en blanc sur la photo et en bleu ciel sur le
schéma) sont courtes mais sur une surface de contact étendue. La liaison d’ICOSL (a la surface des
LB) avec ICOS va induire dans les TFH un influx calcique permettant I’externalisation de molécules
de CD40L jusqu’alors contenues dans des vésicules intracellulaires. Ces mécanismes constituent
une boucle d’amplification positive de la collaboration TFH-LB (adaptée de Qi H Nat Rev Immunol
2016).
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(iii) La collaboration TFH-LB mémoire est également nécessaire lors d’une
nouvelle exposition antigénique (Aiba et al., 2010; Fazilleau et al,, 2007). En
effet, la formation de CG est également importante pour le développement des
réponses mémoires. Dans ce cas, les résultats de I'’équipe de Kurosaki
suggerent que, lors d'une nouvelle exposition antigénique, les LB mémoires
constituent les principales cellules présentatrices d’antigenes (CPA) pour les
TFH mémoires et permettent leur activation dans les CG en contribuant
notamment a une ré-expression de Bcl6 (Ise et al., 2014) (Figure 8d). Tres
récemment, Zabel et al. ont cherché a caractériser le réle des TFH dans
'activation des réponses mémoires contre des antigénes particulaires viraux.
IIs suggérent dans ce modele une implication différente des TFH selon la

nature des LB effecteurs mémoires ou PC (Zabel et al., 2017).

2.2.  Nature moléculaire du dialogue TFH-LB : identification des partenaires
impliqués

Il est important de comprendre quelles molécules interviennent dans le dialogue entre
TFH et LB et définissent ainsi la « nature de I'aide » délivrée par les TFH aux LB, et

réciproquement (Figure 10).
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Figure 10: Interactions moléculaires fondamentales pour la collaboration TFH-LB des CG.

Ces interactions de plusieurs natures comprennent (i) la liaison TCR/molécule HLA de classe II, (ii)
I'interaction de molécules de co-stimulation (40/40L, ICOS/ICOSL, PD1/PDL1), (iii) de molécules
d’adhésion, les SLAM (Signaling Lymphocytic Activation Molecule) et (iv) l'intervention de signaux
de cytokines, au 1ler rang duquel figure I'lIL21.

2.2.1. Interaction CD40L (TFH)/CD40 (LB)

L’interaction CD40-CD40L est I'un des mécanismes majeurs pour la collaboration TFH -
LB (Armitage et al., 1992). Chez 'Homme, les mutations du géne CD40L sont en effet
responsables d’'un syndrome de déficit immunitaire, le syndrome hyper-IgM lié a I'X. Les
patients concernés présentent un défaut de production d’IgG et I'absence de CG (Allen et
al., 1993; DiSanto et al., 1993; Korthduer et al., 1993). Le signal induit par CD40L aboutit
a une prolifération des LB (Crotty, 2011).
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2.2.2. Sécrétion de cytokines : IL-21 et IL-4

L’IL-21 est la principale cytokine responsable de la différenciation plasmocytaire in vivo
et in vitro (Ettinger et al, 2005; Good et al, 2006). L'IL-21 promeut également la
prolifération des LB et la commutation isotypique (Ettinger et al., 2008). L'IL-4 favorise
notamment la survie des LB et contribue principalement a la sécrétion d’IgE (Crotty,
2011). En effet, dans des modeéles de souris déficientes pour I'lL4, la formation des CG et
la sécrétion globale des IgG apres immunisation ne sont pas impactées (Kopf et al,
1995). Cependant, les souris dépourvues d’'IL-4 et du récepteur a I'IL-21 présentent des
défauts majeurs de la réponse humorale et la combinaison de ces 2 cytokines semble
étre importante (Ozaki et al., 2002). Il a récemment été montré que les TFH acquéraient
séquentiellement la capacité de sécréter I'IL-21 puis I'IL-4, ce qui modulait leurs

capacités « d’aide » aux LB (Bélanger and Crotty, 2016).

2.2.3. Molécules d’adhésion

Les molécules d’adhésion joue un role majeur dans le dialogue TFH-LB et notamment la
protéine SAP (SLAM-associated protein). L’absence de SAP est responsable d'un
raccourcissement des interactions TFH-LB rendant impossible la formation de CG et

I'induction de LB mémaoire ou de plasmocytes (Crotty et al,, 2003; Qi et al., 2008).

2.2.4. Molécules de co-stimulation

ICOSL (Inducible T-cell co-stimulator ligand) est un partenaire moléculaire
indispensable a la collaboration entre TFH et LB. Liu et al. ont récemment montré
qu’'ICOSL est un facteur important pour influencer le devenir individuel des LB vers une
différenciation en PC. ICOSL induit notamment le mode de dialogue tres particulier « de
type emboitement » (Figure 9) entre les LB et les TFH qui participe a la sélection

positive des clones de haute affinité (Liu et al., 2015b).
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De plus, le maintien des TFH nécessite également une interaction avec ICOSL exprimé
par les LB spectateurs («bystander»), c’est a dire non spécifique de l'antigene.
L’engagement d'ICOSL présent a la surface des LB « bystander » induit une activation de
la voie de signalisation de la Pi3 kinase indispensable au maintien de la fonction et de la

localisation des TFH (Xu et al., 2013).

L’expression de PD1 sur les TFH serait un marqueur spécifique d’'une collaboration
active entre TFH et LB dans les CG (Haynes et al,, 2007; Qi, 2016). En effet lorsque des
TFH induites apres stimulation antigénique sont transférées a des souris naives non
exposées a I'antigéne, elles perdent rapidement I'expression de PD1 (Baumjohann et al.,
2013). D’un point de vue fonctionnel, 'axe PD1/PDL1-PDL2 régulerait le dialogue TFH-
LB dans les CG (Good-Jacobson et al, 2010; Kawamoto et al., 2012). Grace a une
approche génétique, I'’équipe de M. Shlomchik a montré que les souris déficientes en
PD1, PDL1 ou PDL2 présentaient une diminution de la sécrétion d’Ig a des temps tardifs
apres immunisation du fait d’'une augmentation de la mortalité des LB des CG. De plus
I'interruption de l'axe PD1-PDL1/2 interviendrait également dans le contrdle de
I’homéostasie des TFH. Elle induit une augmentation de fréquence des TFH mais une

diminution de leur sécrétion d’IL4 et IL21.

Les TFH sont les partenaires clés pour le développement des réponses humorales. Il est
important de comprendre d’ou viennent ces cellules et comment il est possible de les

caractériser.

2.3.  Induction des TFH

Les TFH sont donc maintenant reconnus comme une classe indépendante de LT CD4+
helper a part entiere. En 2001, Campbell et al. ont réalisé la premiére démonstration in
vivo de la présence de ces cellules professionnelles responsables de la coordination de la

réponse humorale (Campbell et al., 2001).
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IIs ont en effet montré que le méme précurseur naif spécifique d’'un antigéne donnait
«naissance » a deux types de LT effecteurs différents: une population exprimant
fortement CXCR5 se dirigeait vers les ganglions et était responsable de la réponse
humorale et I'autre exprimant fortement CXCR3 et la P-sélectine était dirigée vers le site

inflammatoire (Campbell et al., 2001).

Le développement des LT effecteurs, selon la théorie actuelle, s’effectue sous I'impulsion
des DC qui permettent au précurseur naif de se différentier selon plusieurs voies
effectrices possibles: Th1, Th2, Th17, T régulateur et TFH. Chaque catégorie de LT
effecteur est caractérisée par l'expression inédite d'un facteur de transcription. Le
facteur de transcription a l'origine de la voie TFH est Bcl6 (Johnston et al., 2009; Nurieva
et al,, 2009; Yu et al, 2009). L’expression de Bcl6 est dépendante de l'activation de
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) induite par la sécrétion des
cytokines IL-6 (produite par les DC) et IL-21 (produite par les LT activés) chez la souris
(Nurieva et al., 2009). Chez 'Homme, d’autres groupes de cytokines seraient impliquées
dans la différenciation en TFH: le TGF beta, I'[L-12 et I'lL-23 (Schmitt et al., 2014a;
Vinuesa et al., 2016).

Les facteurs précis permettant d’engager les LT apres reconnaissance de l'antigene

spécifiquement vers la voie TFH ne sont pas completement élucidés.

Il a été montré que les DC jouent un réle majeur dans I'induction des TFH (Deenick et al.,
2010; Goenka et al,, 2011). Elles gouvernent I'’engagement des LT activés vers la voie
TFH, grace a leur capacité de présentation d’antigene associée a l'expression de
molécules de co-stimulation (ICOS notamment) et la sécrétion d’'une combinaison
singuliere de cytokines dans un environnement précis («niche ») (Choi et al,, 2011).
Ainsi l'induction de TFH s’effectuerait en présence d’'une forte expression forte d’'IL6
puis d’'IL21 associée a une faible concentration en IL2. L’orchestration spatio-temporelle
de la réponse semble en effet é&tre un élément primordial a prendre en compte pour
comprendre I'engagement des LT activés vers la voie des TFH (Li et al,, 2016). Pour
I'induction en TFH, le dialogue DC-LT activés devrait alors s’effectuer dans des « niches »
a la périphérie de la zone T dans les organes lymphoides secondaires permettant de

réguler, de fagon tres précise, la disponibilité des cytokines (notamment de I'IL2).

53



INTRODUCTION

Les DC de cette zone, grace a leur expression membranaire de CD25, séquestre I'IL2 et
limite sa disponibilité aux LT activés dans cette zone permettant leur engagement vers

lavoie TFH (Lietal.,, 2016).

L’orchestration des mouvements des LT activés est extrémement importante. CXCR5 a
été la premiere molécule chimio-attractante démontrée comme essentielle pour les TFH
puisqu’elle favorise leur migration vers les ganglions (Haynes et al., 2007). D’autres
molécules d’adhésion entrent en jeu. L'intégrine LFA1 (Leukocyte-Function Associated
Antigen-1), notamment, joue un réle déterminant pour la survie des TFH dans les niches

des CG (Meli et al., 2016).

2.4. Etude des TFH chez 'homme : identification de TFH circulants

Chez 'homme I'étude des réponses des CG est compliquée car l'accés aux organes

lymphoides secondaires est tres limité.

Une population circulante de LT mémoires (CD4+CD45RA-) exprimant CXCR5 a été
identifiée chez I'Homme (Morita et al, 2011). Cette population présente des
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles communes avec les TFH des CG. Elles
sont en effet capables d’'induire in vitro une différenciation en plasmablastes et la
production d’Ig grace a la sécrétion d'IL-21 (Ma and Deenick, 2014). Cependant, a la
différence des TFH des CG, les TFH circulants (ou périphériques), n’expriment pas Bcl6

(He etal., 2013).
Elles peuvent étre catégorisées selon (Schmitt et al., 2014b; Vinuesa et al., 2016)

(i) I'expression des molécules CXCR3 et CCR6 (Bentebibel et al., 2013; Morita et
al.,, 2011). Ces marqueurs permettent de définir trois sous-groupes de TFH
circulantes (cTFH) aux potentialités différentes en terme de
stimulation/capacités d’aide des LB in vitro. Ces propriétés ont été étudiées
en triant les différents sous-groupes de TFH puis en réalisant des co-cultures
autologues entre ces différentes populations triées et des LB naifs ou
mémoires en présence d'un super antigene (en général l'entérotoxine
staphylococcique de type B connue pour induire une collaboration entre LT et

LB).
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Dans une étude princeps, Morita et al. ont décrit que les sous-groupes cTFH2
(CXCR3- et CCR6-) et cTFH17 (CXCR3-CCR6+) sont les deux principaux sous-
groupes capables de sécréter de I'lL-21 et d’induire la production d’Ig par les
LB naifs lors de ces co-cultures in vitro, contrairement au cTFH1 (CXCR3+
CCR6-). Les populations cTFH2 favoriseraient la sécrétion d’IgG et d’IgE alors
que les cTFH17 induiraient la sécrétion d’IgG et d’IgA (Morita et al., 2011).
Classiquement, les populations cTFH1 sont donc considérées comme peu
pourvoyeuse d’aide pour les LB. Cependant, une activation polyclonale par
stimulation Phorbol myristate acetate PMA/ionomycine les conduit a sécréter
un niveau équivalent d’IL-21 que les deux autres sous-groupes. De plus,
Bentebibel et al. ont récemment suggéré que les TFH ICOS+CXCR3+
favoriseraient le développement des réponses mémoires car ils sont capables
d’induire la différentiation de LB mémoires en plasmocytes in vitro
(Bentebibel et al., 2013). Parallelement, I'émergence de cette population dans
le sang de donneurs sains correle avec 'augmentation du taux d’anticorps
protecteurs pré-existants, et donc avec 'activation des réponses mémoires,
dans les suites d’'une vaccination anti-grippale, in vivo.

Les marqueurs ICOS, CCR7 et PD1 permettent de définir I'état d’activation des
TFH circulants: les populations TFH circulantes ICOS+PD1hiCCR7lo
correspondent a des populations activées alors que les populations ICOS-
PD1+CCR7int et ICOS-PD1-CCR7hi correspondent a des populations
quiescentes (Ueno et al.,, 2015). Ces deux populations quiescentes parmi les
TFH2 et 17 sont capables de se réactiver et d’induire la sécrétion d’Ig par les
LB naifs (Schmitt et al., 2014b). La sous population PD1+CCR7int parmi les
TFH2 et 17 serait tout particulierement impliquée dans les réponses

mémoires (Locci et al., 2013).

L’origine de ces TFH circulantes reste débattue.

Il est démontré que leur geneése est indépendante de la constitution des CG. En effet, les
patients porteurs d’'un déficit en protéine SAP (Syndrome lymphoprolifératif 1ié a I'X),
nous l'avons vu, présentent un déficit immunitaire en lien avec l'absence de

collaboration entre les TFH et les LB.
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Cependant, l'induction de TFH grace a l'aide des DC est préservée. Or ces patients
(uniquement deux observations) présenteraient des taux normaux de TFH circulants,
témoignant qu’au moins une partie de ces TFH circulants se développent avant la

formation des CG (He etal.,, 2013).

Certains considerent donc les TFH circulants comme des précurseurs de TFH (He et al,,
2013). Les arguments en faveur de cette hypothése sont (i) I'absence d’expression de
Bcl6 a I'état basal, (ii) un niveau d’expression faible des marqueurs CXCR5 et PD1
comparativement a celui observé sur les TFH isolés a partir d’amygdales. Enfin, les
modeles murins ont montré que la migration des TFH dans la circulation est limitée en

période aigue de formation des CG (Shulman et al., 2014).

Cependant, il ne peut étre exclu que les TFH des CG et notamment les TFH mémoires
participent a la constitution du pool de TFH circulants, notamment lors de la résolution
des réponses des CG (Linterman et al.,, 2011; Schmitt et al., 2014b; Ueno et al,, 2015;
Wollenberg et al., 2011).

Les arguments permettant de différencier ces deux étapes développementales n’ont pas

encore été élucidés.

2.5. Particularités en TR : organes lymphoides tertiaires (OLT)

Lorsque le systéme immunitaire est stimulé de facon chronique, comme lors du rejet en
transplantation, les interactions entre TFH et LB peuvent s’effectuer directement dans
I'organe transplanté, avec ou sans formation de CG (Kerjaschki et al., 2004; Liarski et al.,
2014; Thaunat et al., 2005). Dans un modele d’interposition aortique chez le rat, modele
de rejet chronique vasculaire, Thaunat et al. ont méme démontré que la quantité d’allo-
anticorps de classe 1 produite dans le greffon aortique était plus élevée
comparativement a celle produite dans les ganglions drainants ou la rate (Thaunat et al,,

2005).

Chez 'Homme, des structures de type folliculaire ont été mises en évidence dans les
pieces histologiques de greffons non fonctionnels explantés dans les suites d’un rejet

chronique (Deteix et al., 2010).
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En effet, des structures nodulaires sont observées, au sein desquelles les LB expriment
I'enzyme AID gouvernant la commutation isotypique et les recombinaisons somatiques.
Ces observations suggerent que ces nodules correspondent a des CG fonctionnels et ont
été confirmées par la caractérisation plus approfondie de la microarchitecture de ces
nodules (Thaunat et al., 2010a). De plus, en développant un outil informatique, Liarski et
al. ont démontré, sur des biopsies de greffon, lors de rejets mixtes cellulaires et
humoraux qu’une interaction étroite, sous forme de conjugué, existait entre LB et TFH,

ces derniers exprimant fortement Bcl-6 et I'lL-21 (Liarski et al., 2014).

Ces structures pourraient promouvoir le rejet chronique car plusieurs conditions sont
réunies pour rendre les réponses immunitaires de ces structures plus « agressives » :
inflammation locale, sur-représentation des T effecteurs par rapport aux T régulateurs
et une forte concentration d’allo-antigenes (Thaunat et al, 2005, 2010b, 2012).
Cependant, le role exact des OLT dans la physiopathologie du rejet n’est pas encore

parfaitement défini (Koenig and Thaunat, 2016).

Nous venons de caractériser les étapes ainsi que les partenaires cellulaires et
moléculaires impliqués dans la différenciation de LB effecteurs spécialisés dans la
sécrétion d’anticorps affins. Dans le contexte allogénique, ces LB effecteurs jouent donc
un role délétere puisqu'’ils sont a I'origine de la production des DSA, primum movens du

rejet humoral.

Cependant, la fonction des LB ne se limite pas a celle de la sécrétion des anticorps. Les
LB peuvent de facon plus générale polariser la réponse immunitaire du fait de leur triple
capacité de (i) CPA, (ii) d’expression de molécules de co-stimulation et (iii) de sécrétion

de cytokines (Crawford et al., 2006; Lund and Randall, 2010; Thaunat et al., 2010c).

Ainsi, certains LB participeraient au controle des réponses inflammatoires et a la
promotion de la tolérance. Ils sont appelés LB régulateurs. Ils ont initialement été mis en
évidence dans les contextes pathologiques de rupture de la tolérance au soi et des
maladies auto-immunes (Mauri and Menon, 2017; Rosser and Mauri, 2015). IIs
participent a I'homéostasie de la réponse immune en favorisant la résolution de

I'inflammation, permettant ainsi un retour a I'état « d’équilibre ».
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3. Lymphocytes B régulateurs

3.1. Fonctions

Chez 'homme, I'identification de LB régulateurs repose sur la démonstration de leurs
capacités fonctionnelles immunosuppressives. Pour étre définis comme régulateurs, ces
LB doivent en effet étre capables de controler in vitro le développement de réponse

inflammatoire (ou immune).

La fonction immunosuppressive des LB régulateurs humains a principalement été
étudiée sur leurs capacités a controler in vitro I'activation de LT : inhibition de la
sécrétion de cytokines inflammatoires, prolifération ou induction d’apoptose des LT,
modification de la différentiation des LT en favorisant I'induction de LT régulateurs et
inhibant les LT effecteurs (Th1l et Th17) (tableau 2) (Bigot et al., 2016; Blair et al., 2010;
Bouaziz et al,, 2010; Flores-Borja et al., 2013; Iwata et al.,, 2011).

Cependant, ces cellules sont également capables d’inhiber d’autres signaux
inflammatoires : la sécrétion d’interféron (IFN)-y par les LT CD8+ en réponse a
'infection par le virus de I'hépatite B (Das et al., 2012), la production de TNF-« par les
monocytes dans les suites d’'une activation dépendante des TLR (LPS et CPG) (Iwata et
al, 2011) et la production d’IFN-a par les cellules dendritiques plasmacytoides (Menon
et al,, 2016). Le principal mécanisme impliqué dans la fonction immunosuppressive des

LB régulateurs dans le contrdle de l'activation des LT est la sécrétion d’IL-10.

D’autres mécanismes sont également a l'origine des capacités fonctionnelles des LB

régulateurs :

- Sécrétion d’autres molécules immunosuppressives (TGF{, IDO, IL-35) (Nouél et
al,, 2015)
- Mécanismes contact-dépendant par l'intermédiaire de granzyme B notamment

(Chesneau et al., 2015)
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Des LB régulateurs immunosuppresseurs sécrétant de I'lL-10 ont été définis a plusieurs

stades de maturation des LB (Tableau 2) :

- Immatures transitionnels

- LB effecteurs (au terme de leur différenciation) :

¢ |.B mémoires

* Plasmocytes

La conjonction de ces 2 facteurs, caractéristiques phénotypique et fonctionnelle, permet

de différentier plusieurs « classes » de LB régulateurs (Tableau 2).

Mécanisme
D]
Régulation

Stade
De
Maturation

Fonctions
In vitro

Signaux
DI
induction

IL10-dépendant

Phénotype

Contexte
D’étude
vivo

Transit—ionne' 7 IFN et TNFa CD40L 24hi3 ghi Maladie auto-
Mauri C v - crG immune
IF-’1r-oI|ferat|0n (MAI), greffe
Autres cibles :
CD8+,pDC,iNKT
IL10 Mémoires WV prolifération CPG, antiIg CD24MCD27+ MAI,
Tedder, Bouaziz LT Maladie du
greffon contre
I'héte (GVH)
Mémoires WIFN et TNFa LT CpG, Pam3CSK4 CD19+CD20+ VIH
Tim-1 spécifique de gag Tim1+
Rothstein, Liu CD27+/-
Plasmocytes ? 3 étapes (40L, IL21, GVH
De Masson Non décrits IL2, IL10, IL15, IL6,
IFNa)
IL10-indépendant
Autres molécules ¥ IFN et TNFa CpG _ B
immunosuppressives Nouel " LT
Prolifération
TGFB, IDO r
Granzyme B P|asm0cytes WProlifération LT CD40L CD5+CD27+ Greffe
Brouard S CPG CD138+
Tableau 2: Principales caractéristiques des LB régulateurs isolés chez ’'homme
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3.3.  Implication des LB régulateurs en transplantation

Plusieurs arguments ont conduit a la démonstration de I'implication des LB régulateurs dans
(i) le controle des réponses inflammatoires et (ii) I'induction de tolérance dans le contexte

de l'allo-immunité.

Leur role anti-inflammatoire a été suggéré par les résultats catastrophiques d’'un essai
clinique évaluant l'utilisation du Rituximab comme unique traitement d’induction de
patients transplantés rénaux non immunisés avant la greffe (Clatworthy et al., 2009). Cette
étude a di étre interrompue prématurément en raison de la survenue d'une fréquence
extrémement élevée de rejet cellulaire parmi les patients traités par Rituximab. En effet,
83% des patients traités par Rituximab ont présenté des épisodes de rejet cellulaire. Cette
incidence était plus élevée que celle décrite en 'absence totale de traitement d’induction
ciblant les LT (évaluée a 35%, (Vincenti et al, 1998)). De fagcon concordante, le taux de
cytokines inflammatoires plasmatiques des patients traités par Rituximab apres
transplantation était significativement plus élevé que celui de patients controles (Clatworthy
et al, 2009). L’ensemble de ces résultats suggere un role anti-inflammatoire des LB en

transplantation.

De facon concordante, trois études ont montré une association inverse entre la fréquence
des LB transitionnels régulateurs circulants et le risque de rejet cellulaire et/ou humoral,
suggérant que ces LB pourraient avoir un rdle bénéfique en transplantation rénale

(Cherukuri et al., 2014; Nouél et al., 2014; Shabir et al., 2015).

60



INTRODUCTION

Cherukuri Nouel Shabir
Design Rétrospectif Rétrospectif Prospectif
Nombre (N) de patients 88 44 73
Immunosuppression CNI, MPA CNI, MPA, CT CNI, MPA, CT
Modalités du suivi - - JO, J14, M3,M6,M12
Suivi (mois) 26-320 12-234 Médian : 48

Rejet et LB transitionnels

Diminution significative
du N de LB transitionnels
et du ratio IL1O/TNF lors
de rejet humoral
chronique (cABMR)

Diminution significative du N

de LB transitionnels lors de
cABMR ; « perte » de leur
capacités fonctionnelles

Fréquence augmentée de LB
transitionnels = diminution
du risque rejet aigu
cellulaire

Dn DSA et LB

Non déterminé

Non déterminé

Pas d’association

transitionnels temporelle, fréquence +
élevée de LB transitionnels

pour dnDSA+rejet-

Tableau 3: Association inverse entre fréquence des LB régulateurs et risque de rejet.

Enfin, LB régulateurs participeraient a l'induction de tolérance en transplantation. Leur
implication a été fortement suggérée par les données expérimentales. Une étude de souris
greffées cardiaques rendues tolérantes apres injection d’'un anti-CD45-RB montre que I'état
de tolérance est aboli chez des animaux déficients en LB et restaurée lors du transfert
adoptif de LB provenant de souris tolérantes (Deng et al., 2007). Dans un autre modele
expérimental de tolérance, le transfert de LB purifiés a partir de rate de rats tolérants est
également capable d’induire une tolérance dans un modele de greffe cardiaque (Le Texier et
al, 2011). Enfin, le groupe de David Rothstein a montré que le transfert adoptif de
lymphocytes B régulateurs murins amplifié par 'anticorps anti-TIM1 (T cell Immunoglobulin
mucinl) pouvait contréler une réponse allogénique spécifique d’antigene dans un modele de
greffe d’'flots pancréatiques (Ding et al., 2011). Concernant les propriétés potentiellement
suppressives des lymphocytes B chez 'Homme, une étape majeure a sans doute été franchie
ces derniéres années par I'étude de patients transplantés en situation dite de « tolérance
opérationnelle » suggérant de facon alors inattendue que des LB pourraient avoir un réle
bénéfique quant au devenir des greffons rénaux (Newell et al., 2010; Pallier et al., 2010). En
effet, dans deux études cliniques distinctes, ces patients, ne manifestant aucun signe de rejet
alors qu’ils avaient cessé leur traitement immunosuppresseur, présentent de maniere
homogéne une signature cellulaire et transcriptomique « B » (Newell et al., 2010; Pallier et

al, 2010).
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La modulation des réponses immunitaires de patients transplantés devrait dans l'idéal
inhiber les réponses effectrices déléteres de sécrétion de DSA tout en préservant les

populations LB régulatrices bénéfiques pour la survie des greffons.

IIl.  ContrOle des réponses immunitaires par les
traitements immunosuppresseurs

Cependant les stratégies actuelles pour permettre d’éviter les rejets des greffons
reposent sur 'utilisation de traitements immunosuppresseurs qui vont neutraliser de
facon globale le systeme immunitaire du receveur (Halloran, 2004). Ainsi, l'utilisation
des traitements immunosuppresseurs est responsable de deux problématiques

majeures qui représentent les deux principaux défis actuels en transplantation d’organe.

1. Généralités et enjeux

Premierement, l'inhibition globale du systéme immunitaire expose les patients
transplantés traités par immunosuppresseurs aux risques d’'infection et de cancer(Rama
and Grinyo, 2010). Ainsi, la premiere cause de perte des greffons est le déces du patient
avec un greffon fonctionnel. Réduire voir arréter définitivement les traitements

immunosuppresseurs représentent donc un objectif majeur en transplantation.

Dans ce cadre il apparait comme fondamental de définir des stratégies
immunosuppressives individualisées basées sur une conjonction de parametres clinico-
biologiques et notamment l'utilisation de biomarqueurs prédictifs, permettant d’adapter
I'intensité et la nature du traitement immunosuppresseur a chacune des situations

immunologiques.

Le corollaire serait de définir une stratégie thérapeutique permettant d’induire une
tolérance du greffon, c’est-a-dire de « reprogrammer le systéme immunitaire » pour
pouvoir a terme interrompre les traitements immunosuppresseurs tout en maintenant

une stabilité de fonction du greffon.
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Plusieurs protocoles d’induction de tolérance centrale et périphérique sont actuellement
développés chez I'homme en transplantation rénale (Braza et al,, 2015; Cetrulo et al,,

2015).

La compréhension des principaux mécanismes immunologiques et des protagonistes
immunitaires impliqués dans « I'acceptation » du greffon est une étape préliminaire

fondamentale pour mettre en ceuvre ces objectifs

L’utilisation des traitements immunosuppresseurs a permis d’améliorer la survie des
greffons rénaux a 1 an grace a une excellente prévention du rejet cellulaire aigu
(Hariharan et al.,, 2000). Cependant, la survie a long terme des greffons n’a que peu
progressé ces dernieres années malgré des progres thérapeutiques (Meier-Kriesche et
al, 2004). En effet, les stratégies immunosuppressives classiques contrélent mal la
survenue des DSA, responsables comme nous 'avons vu dans le premier chapitre, d'un

rejet chronique et d’'une athérosclérose accélérée du greffon.

Il est donc devenu primordial de comprendre comment agissent les différents
traitements immunosuppresseurs sur la réponse lymphocytaire B. Cette connaissance
permettrait de combiner au mieux les différents outils thérapeutiques a notre
disposition afin d’optimiser les stratégies thérapeutiques pour prévenir 'apparition des
DSA apres transplantation mais également de déterminer de nouvelles cibles

thérapeutiques potentiellement plus efficaces.

2. Différentes classes des traitements immunosuppresseurs

En greffe rénale, la prévention du rejet du greffon s’effectue selon deux temps

thérapeutiques successifs :

(i) le traitement d’induction, correspondant a une immunosuppression intense a
la phase initiale de la transplantation

(ii)  letraitement d’entretien au long cours
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L’activation du systéme immunitaire peut étre bloquée selon 3 voies théoriques : (i) en
induisant la déplétion globale des lymphocytes, (ii) en inhibant leur mobilisation ou en

(iii) bloquant leurs voies d’activation (Halloran, 2004).

Les différents traitements immunosuppresseurs ont ainsi principalement été

développés pour induire une déplétion ou cibler I'activation des LT (Figure 11).

2.1. Les traitements d’induction

Le traitement d’induction consiste en des traitements immunosuppresseurs administrés
par voie intra-veineuse au moment du geste chirurgical. Il permet de diminuer le risque

de rejet aigu cellulaire (Padiyar et al., 2009).

2.1.1. Anti-thymocytes (Thymoglobuline)

Il s’agit d’anticorps polyclonaux provenant de lapins immunisés par des thymocytes
humains. Ils induisent une déplétion des LT et la lymphopénie T profonde qui en résulte
peut persister jusqu’a 1 an post-greffe (Brennan et al., 1999; Kho et al., 2012). Il est le
traitement d’induction de référence pour les patients immunisés, c’est a dire porteurs
d’anticorps anti-HLA, avec ou sans individualisation de DSA (Brokhof et al.,, 2014; Noél et
al., 2009; Thibaudin et al., 1998).

2.1.2. Anti-CD25 (Basiliximab)

Il s’agit d’'un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le CD25 (récepteur de la
chaine alpha de I'lL-2), exprimé par les LT activés. Il induit donc une déplétion peu
profonde des LT. Il est utilisé pour des patients de faible risque immunologique, c’est a

dire sans événement immunisant et ne présentant pas d’antécédent de DSA.
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2.1.3. Anti CD52 (Alemtuzumab)

Il s’agit d'un anticorps humanisé dirigé contre le CD52. Il induit une déplétion massive

des populations lymphocytaires T et B pendant plus d’'un an (Lee et al., 2014).

2.1.4. Bolus de corticoides

Les corticoides agissent notamment en modifiant les voies de signalisation déclenchée
par 'activation du récepteur des LT (TCR) (Léwenberg et al., 2005; Van Laethem et al,,
2001). A forte dose par voie intraveineuse, il participe systématiquement au traitement
d’induction pour tous les patients transplantés rénaux. A faible dose, per os, il constitue

un des piliers du traitement d’entretien.

2.2. Lestraitements d’entretien

Le traitement d’entretien repose sur la combinaison de plusieurs classes de traitements
immunosuppresseurs que le patient doit prendre quotidiennement pour diminuer le

risque et retarder I'apparition de rejets cellulaires et humoraux.

2.2.1. Les anticalcineurines (CNI)

Les CNI sont la pierre angulaire des stratégies immunosuppressives en transplantation
d’organes. Ils inhibent partiellement la voie de signalisation des calcineurines
déclenchée par la combinaison des deux premiers signaux d’activation (signal 1 induit
par le BCR et 2 par les molécules de co-stimulation) (Jgrgensen et al., 2003). Cette classe

thérapeutique regroupe deux molécules : la ciclosporine et le tacrolimus

2.2.2. Mycophenolate Mofetil (MPA)

Il s’agit d’inhibiteurs des bases puriques. Ils induisent un blocage de la production de
nucléotides de guanidine, nécessaires pour la synthese d’ADN et sont donc responsables

d’un blocage du cycle cellulaire (Mele and Halloran, 2000).
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IIs inhibent également la glycosylation de molécules d’adhésion impliquées dans les

interactions entre lymphocytes et endothélium.

[’association corticoides, CNI et MPA constituent le traitement d’entretien de référence

chez les patients transplantés rénaux.

2.2.3. Les inhibiteurs de mTOR (Sirolimus et Everolimus)

Ils bloquent le signal 3 d’activation des LT c’est a dire la signalisation induite par les
récepteurs des cytokines. Ils inhibent la prolifération des LT et la sécrétion de cytokines

(Kahan etal.,, 1991; Zhang et al., 2011).

Leur place dans 'arsenal thérapeutique n’est pas encore parfaitement définie (Rostaing
and Kamar, 2010). Bien que présentant des avantages en terme de diminution du risque
anti-tumoral et de protection vasculaire, l'utilisation des inhibiteurs de mTOR en
remplacement des CNI ou associée aux CNI a « fortes doses » a été marquée par de
nombreux effets secondaires (Holdaas et al.,, 2011) et par une augmentation du risque
d’apparition de DSA de novo (cf. partie 3) (Grimbert and Thaunat, 2017). L’évaluation de
protocole utilisant ces 2 molécules a faibles doses est en cours d’évaluation mais semble

prometteuse (Grimbert and Thaunat, 2017).

2.2.4. Lesinhibiteurs des molécules de co-stimulation (Belatacept)

Cibler les molécules de co-stimulation est également une stratégie thérapeutique qui
connait un véritable essor. Le CTLA4-Ig est la seule spécialité commercialisée et
comprend deux molécules (Abatacept et Belatacept). Nous revenons plus en détail sur le

Beltacept, objet de cette these au chapitre 4.

De nouvelles molécules sont en cours de développement, dont I'anticorps anti-CD28

(F(ab))) (Ville et al., 2016).
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.Figure 11: Cibles théoriques des différentes classes des traitements immunosuppresseurs pour
inhiber I'activation du lymphocyte T. (tiré de Halloran NEJM 2004)

3. Mode d’action sur le lymphocyte B

Les modalités d’action de ces différents traitements immunosuppresseur sur la réponse
lymphocytaire B et leurs conséquences font l'objet d’'une revue insérée dans le

manuscrit page 149 (O’Leary et al., 2016; Thaunat et al., 2016).

Une des difficultés de 1’évaluation « clinique » provient de l'utilisation combinée des
traitements immunosuppresseurs chez les patients rendant difficile d’individualiser les
effets/implications propres de chaque molécule. Ainsi c’est la stratégie thérapeutique,
c'est a dire la combinaison des différents traitements d’entretien, qui est évaluée.
L’efficacité des différentes stratégies immunosuppressives en terme de controle de la
réponse humorale repose sur I'évaluation de I'incidence des DSA de novo, celle des rejets

humoraux aigus et la survie globale des greffons.

L’incidence générale d’apparition de DSA avec les stratégies immunosuppressives
classiques associant CNI, MPA et CT est de I'ordre de 15 a 30% selon les études (Everly
et al., 2013; Rebellato et al., 2011; Wiebe et al., 2012). Bien que les inhibiteurs de mTOR
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semblent avoir dans les modeles pré-cliniques et in vitro une action directe sur la
réponse B en diminuant leur prolifération, la production d’'Ig et la différenciation en
plasmablastes, un doute persiste encore sur leur bénéfice pour prévenir I'apparition des
DSA de novo (Grimbert and Thaunat, 2017). En effet 'utilisation des inhibiteurs de
mTOR, non associée aux CNI, augmente le risque d’apparition de DSA de novo dans les

études cliniques.

Etant donné notre acces limité aux OLS des patients, la mise en évidence des différents
modes d’action sur la réponse B repose sur le développement de modeles

expérimentaux associé a des études in vitro.

Le tableau 4 résume I'état des connaissances concernant les différents modes d’action in

vitro des traitements immunosuppresseurs classiques sur les différentes fonctions des

LB.

Traitements Prolifération Différenciation Sécrétion d’Ig Sécrétion de
Immuno- LB Naif LB Plasmablaste Plasmocyte LB activé Plasmocyte cytokines

supresseurs Mémoire
0 0 0 0 0
Inh+++ Inh+ 0 0 Inh ? v IL10
mTOR Inh + Inh +++ Inh 0 Inh 0 () W IL10 et IL6
>polarisation
Th1
Inh + 0 0 Inh Inh Inh ? ?

Tableau 4 : Mode d’action des différentes classes thérapeutiques sur les différentes fonctions des
LB in vitro. CPA (Cellules présentatrices d’antigénes), Inh (Inhibition)

La compréhension des mécanismes de controle de la réponse humorale par les
différents immunosuppresseurs couplés aux résultats des études cliniques permet de
définir les meilleures stratégies immunosuppressives pour prévenir I'apparition des
DSA de novo. Elle permet également d’acquérir des données fondamentales sur les
mécanismes sous-tendant la réponse B et ainsi de déterminer de nouvelles cibles

thérapeutiques potentiellement plus efficaces.

Enfin la portée de ces données dépasse le cadre de la transplantation puisque les
traitements immunosuppresseurs sont également la pierre angulaire du traitement des
maladies auto-immunes. De plus l'utilisation des immunothérapies (et notamment
inhibiteur de «checkpoint») pour booster le systéme immunitaire explose dans le

traitement du cancer (Suarez-Almazor et al.,, 2017). Les connaissances fondamentales
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sur le fonctionnement (blocage ou stimulation) du signal de co-stimulation sont
primordiales pour optimiser leur efficacité et la gestion des complications auxquelles

sont exposées les patients.

4. Le CTLA4-Ig

Le CTLA4-Ig, molécule LEA29Y (Belatacept, Bristol Myers Squibb, BMS), est un nouvel
immunosuppresseur développé pour remplacer les CNI dans la triade du traitement
d’entretien du patient transplanté rénal non immunisé (c’est a dire ne présentant pas de

DSA historique).

Cette molécule a été développée dans I'objectif de diminuer la néphrotoxicité associée
au CNI, puisque dans cette configuration la stratégie immunosuppressive des patients ne

comporterait pas de CNI.

Il s’agit d’'une molécule de fusion associant la partie extracellulaire du CTLA4 (Cytotoxic
T-lymphocyte-associated antigen 4) avec le fragment constant Fcy d’'une IgG1l humaine.
La molécule de CTLA4 a bénéficié d'une mutagénese dirigée de deux acides aminés

permettant d’augmenter son affinité pour le CD86 (Larsen et al., 2005).

Le CTLA4-Ig bloque la liaison entre (i) les molécules de co-stimulation CD80-CD86
présentes a la surface des cellules présentatrices d’antigene et (ii) le CD28, situé a la
surface des LT. Il inhibe ainsi I'activation des LT en inhibant le 2¢me signal de co-

stimulation (cf. Figure 11).

Cependant en dehors de l'inhibition de la signalisation de CD28, le CTLA4-Ig modifie
également les interactions des autres molécules de co-stimulation de la famille du CD28.
Le CTLA4-Ig bloque en effet également (i) la liaison du CTLA4 « naturel » ainsi que (ii)
celle de PDL1 avec CD80, tout en laissant la possibilité a ICOS-L de se lier au CD28
(Figure 12) (Ford, 2016).
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Figure 12 : Conséquences du Belatacept (CTLA4-Ig) sur les mécanismes de co-stimulation lors de la
synapse immunologique. La famille du CD28 comprend différents acteurs moléculaires a l'origine d'une

signalisation inhibitrice (Rond rouge) ou activatrice (Rond vert) dans le LT.

Deux études cliniques de phase III (BENEFIT et BENEFIT-EXT) ont comparé I’évolution
clinique de patients transplantés rénaux non immunisés avant la greffe, traités soit par
CTLA4-Ig, MPA et corticoides soit par un protocole standard associant CNI, MPA et

corticoides.

Sur la base des résultats cliniques a trois ans de ces deux études de non infériorité, les
agences francaises et américaines du médicament ont validé la mise sur le marché du

CTLA4-Ig en 2011 (Rostaing et al., 2013; Vincenti, 2012).

Malgré une incidence plus élevée de rejets aigus cellulaires traités efficacement par
bolus de corticoides (17 versus 7%), la survie a 3 ans des greffons des patients traités
par CTLA4-Ig était comparable a celle des patients controle. Cette augmentation du
risque de rejet cellulaire pourrait étre expliquée par le fait que la signalisation de CD28
dans les LT mémoires allo-réactifs ne serait pas nécessaire a leur activation (Ford, 2016)
comme cela a été suggérée par les modeles expérimentaux (Adams et al., 2003; Kitchens

etal,, 2012).
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Cependant, ce sont surtout la publication des résultats cliniques de ces deux études de
phase III sur le long terme (avec sept ans de recul) qui ont retenu l'attention de la
communauté de transplanteurs (Vincenti et al.,, 2016). En effet dans un contexte ou la
survie a long terme des greffons n’a que peu progressé au cours de ces dix dernieres
années, le CTLA4-Ig pourrait ouvrir de nouvelles perspectives. En effet, les patients
traités par CTLA4-Ig présentent une meilleure survie des greffons par rapport au groupe
de patients contrdle traités par CNI. De plus la fonction des greffons est également
significativement meilleure pour les patients traités par CTLA4-Ig par rapport aux

patients CNI.
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Problématique

Plusieurs hypothéses non exclusives peuvent étre avancées pour expliquer cette

excellente efficacité clinique. Elle pourrait étre liée a :

(i) L’amélioration de I'observance des patients traités par CTLA4-Ig. En effet, ce
traitement est administré mensuellement en hopital de jour par voie
intraveineuse.

(ii)  L’abolition de la néphrotoxicité des CNI, du fait de la stratégie d’épargne en
anti-calcineurines.

(iii)  Des différences de cibles immunologiques.

De fagcon importante, les résultats cliniques ont également mis en évidence que
I'incidence des DSA de novo est significativement plus faible dans le groupe de patients

traités par CTLA4-Ig par rapport au groupe CNI (5% contre 18% respectivement).

L’efficacité du contrdle de la réponse humorale par le CTLA4-Ig chez 'Homme est
concordante avec les données expérimentales (Chen et al,, 2013; Ford et al., 2007; Kim
et al, 2014). En effet, dans des modeles murins et de primates non humains, l'utilisation
du CTLA4-Ig diminue la production de DSA. Dans un modele de rejet aigu humoral
induit par une incompatibilité rhésus, un traitement par Belatacept permet de réduire
I'incidence de DSA de novo. De plus les analyses histologiques montrent une réduction
de taille des ganglions, ainsi qu'une diminution de la fréquence des LB et des TFH dans

les CG ainsi que de la production d'IL21 (Kim et al., 2014).

Méme si la plus faible incidence des DSA de novo chez ’'Homme pourrait étre expliquée
par une meilleure observance thérapeutique, les résultats de mon travail de master 2
apportent un éclairage différent (Leibler et al.,, 2014). En effet, nous avons montré que le
répertoire des LB circulants des patients transplantés rénaux traités par CTLA4-Ig était
significativement différent par rapport a un groupe contréle de patients traités par CNI.
Les patients du groupe CTLA4-Ig présentaient notamment une fréquence augmentée de

LB immatures transitionnels (cf. Annexe 2) (Leibler et al., 2014).
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Aux vues de l'association de ces 2 résultats (incidence plus faible de DSA et différence du
répertoire des LB circulants), mon travail de these a testé I'hypothese selon laquelle
I'efficacité clinique du CTLA4-Ig serait liée a des mécanismes de controéle inédits

sur la différenciation lymphocytaire B et la réponse humorale.

73



Résultats

Résultats

Title: Control of humoral response in renal transplantation by CTLA4-Ig

depends on a direct effect on B cells and impaired T follicular helper (Tfh)- B cells

crosstalk.

Authors: Claire Leibler!23, Allan Thiolatl2$, Carole Héniquel2$, Chloé Samson!?2,

Caroline Pilon12, Marie Tamagne#4, France Pirenne*, Benoit Vingert#, José L. Cohen1:2:3,

Philippe Grimbert12:3,
Présenté oralement : Congres de la SFT, Liege 2016
Soumis a JASN

Nous avons voulu déterminer I'action du CTLA4-Ig sur la différenciation lymphocytaire

B et la réponse humorale.

Nous avons dans un premier temps voulu étudier si la liaison du CTLA4-Ig sur les
récepteurs CD80-CD86 exprimés a la surface des LB activés avait des conséquences
directes, c’est a dire indépendantes de I'implication des LT, sur leur différenciation et la

fonction humorale.

Nous avons ensuite voulu étudier les conséquences du blocage des signaux de co-
stimulation sur le dialogue TFH-LB, qui joue un réle primordial dans l'induction et le
maintien de la réponse humorale. Nous avons pour ce faire développer un modele in

vitro de co-culture TFH-LB.

Enfin nous avons voulu vérifier la cohérence de nos données in vitro en étudiant les
caractéristiques des LB effecteurs et des TFH circulants des patients transplantés rénaux

traités par CTLA4-Ig.

Ce travail de these a permis de montrer que le CTLA4-Ig peut moduler (i) la réponse
humorale en agissant directement sur les LB, c’est-a-dire sans moduler I'implication des
LT mais module également (ii) la fonction présentatrice d’antigene et stimulatrice des

LB lors de la synapse TFH-LB.
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Abstract

Generation of de novo DSAs (dnDSAs) after renal transplantation is recognized as the
leading cause of late transplant failure. Hence there is a need to define the best
immunosuppressive strategies to limit their development. Recent clinical trials using the
novel co-stimulatory blockade agent CTLA4-Ig (Belatacept) have shown that kidney
transplanted recipients (KTR) treated with Belatacept exhibit better graft survival and
function, and lower proportion of dnDSAs compared with control recipients.
Mechanisms involved in the control of humoral responses by CTLA4-Ig remain to be
investigated. Here, we analyzed the effect of CTLA4-Ig on different steps of the B cell
mediated response in human. In-vitro, we showed that CTLA4-Ig reduced plasmablast
differentiation and immunoglobulin production in a T cell-independent manner. The
expression of the transcription factor Blimp-1, mainly involved in plasma -cell
differentiation and function, was significantly decreased in the presence of CTLA4-Ig.
Moreover the reduced expression of CD86 after CTLA4-Ig treatment suggested a direct
intracellular signaling in B cells. Additionally, we showed that CTLA4-Ig blocked CD28-
mediated activation of T follicular helper cells (Tfh) in an autologous Tfh-memory B cells
model. We validated these observations in KTR treated with Belatacept by showing
reduced proportion of blood effector B cells and activated Tth (PD1+ICOS+) compared
with control recipients. Our in-vitro and in-vivo results suggest that CTLA4-Ig modulates
B cells function at two levels, directly on B cells and at the B cell-Tth crosstalk level.
These mechanisms likely account for the optimal control of humoral responses observed

in KTR treated with Belatacept.
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Introduction

Over the last decade, donor-specific anti-HLA antibodies (DSAs) arising after kidney
transplantation, also called de novo DSAs (dnDSAs), have increasingly been recognized
as the leading cause of late transplant failure in kidney transplanted recipients (KTR) 2.
Precisely, around 15-30% of KTR develop dnDSAs 34. Despite the numerous treatment
strategies directed to boost conventional immunosuppression or to inhibit or remove B
cells, plasma cells, antibodies, and/or complement, there has been no satisfactory
therapy that could reliably reverse the effects of DSAs once established °. Therefore,
clinicians have to focus on the primary prevention of dnDSAs generation. One of the risk
factors associated with the development of dnDSAs is the therapeutic
immunosuppression which obviously represents the parameter with the widest range of
potential improvement in terms of patient’'s compliance, the degree of

immunosuppression, and maybe the nature of the drugs itself.

Belatacept (CTLA4-Ig, LEA29Y, Bristol Myers Squibb) is a human fusion protein
combining the extracellular portion of cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
(CTLA4) that has been mutated to confer greater binding avidity to CD80 and CD86 (B7
molecules), and the constant region fragment of human immunoglobulin G1 (IgG1).
CTLA4 binds to surface costimulatory ligands (CD80 and CD86) of antigen-presenting
cells (APCs), thus prevents their interaction with CD28 and thereby blocks T-cell
activation °. Belatacept got approval of the U.S. Food and Drug Administration and the
European Medicines Agency in 2011, based on the 3-year data from two phase III
studies: Belatacept Evaluation of Nephroprotection and Efficacy as First-line
Immunosuppression Trial (BENEFIT), and BENEFIT-Extended Criteria Donors
(BENEFIT-EXT) 78, In their follow-up analysis of the BENEFIT trial, Vincenti et al. found
that recipient mortality and the graft failure rate at 7 years after transplantation was
significantly lower in the group of recipients treated with Belatacept compared with the
control recipients treated with calcineurin inhibitors (CNI)°. Interestingly, incidence of
dnDSAs at year 7 was significantly lower in Belatacept-treated patients than in CNI-
treated patients®. This latter result can be considered as an active determinant of long-
term graft outcome in patients treated with Belatacept. In those trials, it was suggested
that improved adherence to the intravenous regimen could explain why Belatacept was

associated with less dnDSAs formation%. However, in our cohort of KTR included in the
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BENEFIT trial, we previously showed that the proportion and absolute number of
CD19+CD24+CD38" B cells, a subset known to be associated with operational
tolerance!l12, are increased compared with controls. This suggests that CTLA4-Ig may

have regulatory effect on B cells?3.

The mechanisms of action of CTLA4-Ig begin to be elucidated. In animal models, CTLA4-
Ig inhibits T-dependent antibody production. Larsen et al. demonstrated improved
inhibition of anti-sheep red blood cell antibodies by Belatacept compared with its parent
Abatacept'*. The combined blockade of both CD28:B7 and CD40:40L pathways
suppressed DSAs formation in kidney-transplanted macaques 1°. Moreover, Kim et al.
have shown in a non-human primate model that Belatacept or anti-CD40 mAb,
combined with lymphodepletion suppressed the humoral response leading to the
prevention of antibody-mediated rejection. This observation was associated with a
reduced frequency and size of germinal centers and a reduced proportion of follicular
helper T cells (Tfh)6. Altogether, these results led us to evaluate in human whether
CTLA-Ig could act (i) directly on immunoglobulin production by B cells and/or (ii) on

their antigen presenting cell property.

Our results show that CTLA4-Ig worked directly by decreasing the plasmablasts
differentiation and IgG secretion, and by modifying the expression of co-stimulatory
molecules on the surface of activated B cells. We also demonstrated, using an in-vitro
model and in-vivo data collected on KTR, that CTLA4-Ig decreases the proportion and

activation status of circulating Tfh, and impairs Tfh/B cells crosstalk.

Results

CTLA4-Ig modulates plasmablasts differentiation and function

Since patients treated with Belatacept showed a reduced DSAs production, we first
assessed whether CTLA4-Ig could have a direct effect on B cells. To assess plasmablast
differentiation (defined as CD19'°CD38hCD27", Figure 1A), untouched B cells were
stimulated with CD40L and IL-21 to mimic Tfh help. After 5 days, such stimulation
significantly increased plasmablasts by 29 fold as compared with unstimulated B cells

(Figure 1B). In the presence of CTLA4-Ig, the plasmablast proportion was slightly but
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significantly decreased compared with untreated cells (Figure 1C). The mortality of B
cells and the proportion of memory B cells (defined as CD19+CD38-CD27+) were not
affected by CTLA4-Ig (Supplemental Figure S1, A-B). The proliferative capacities of
plasmablasts (Supplemental Fig S1 C-D), and more generally of B cells (data not shown),
were not altered by CTLA4-Ig.

Secondly, we studied the functionality of activated B cells in terms of IgG and IgM
secretions. Given that CTLA4-Ig is composed of type 1 human gamma chain, total IgG
and IgG1 production could not be quantified. We also observed that CTLA4-Ig interfered
with IgG3 detection (data not shown). However, the secretions of both IgG2 and IgG4
were significantly decreased in the presence of CTLA4-Ig (Figure 1, D and E). The
production of IgM was not statistically different between treated and untreated cultures

although it showed a trend to decrease in CTLA4-Ig treated cultures (Figure 1F).

Blimp-1 is the major transcription factor involved in plasmablasts differentiation and
antibodies secretion. Importantly, using western blot, we showed a decrease in Blimp-1
expression in CTLA4-Ig stimulated culture compared to control at day 5 (Figure 1, G and
H). Thus, our model reveals that the reduced amount of DSAs observed in treated

patients could relies on a direct effect on B cells without T cell participation.

CTLA4-Ig modifies the expression of co-stimulatory molecules on B cell surface

We next aimed to assess whether CTLA4-Ig could directly act on CD80 and CD86
expressed by the different B cells subsets.

We firstly showed, using flow cytometry, that the in-vitro stimulation induced high
expression of CD80 and CD86 on cultured B cells at day 5 i.e. the proportions of CD80+
and CD86+ B cells increased by 128% and 413%, respectively after stimulation
(Supplemental Figure S2 A-B). Interestingly, we observed different patterns of
expression of CD80 and CD86 on memory B cells and on plasmablasts, the two types of
fully differentiated B cells. Indeed, CD80 mean proportion was similar on memory B
cells and plasmablasts, but CD80 mean fluorescence index (MFI) was 3 fold higher in
memory B cells compared with plasmablasts. CD86 proportion was significantly lower
in memory B cells compared with plasmablasts, and the same trend was seen for MFI

(Supplemental Figure S2 C-D).
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Afterwards, when CTLA4-Ig was added to the culture, we observed a significant
decrease in the proportion and MFI of CD80 and CD86 in activated B cells (Supplemental
Figure S2 E), memory B cells, and plasmablasts as compared with untreated cultures
(Figure 2, A-D). Moreover, the decrease in CD86 expression was confirmed by
immunoblot on CTLA4-Ig treated B cells lysates as compared with untreated cells
(Figure 2, E and F), which strongly suggests that the decreased CD86 expression was
due to a direct signal via CD86 rather than epitope blockade by CTLA4-Ig. We also
observed that about 6% of B cells expressed CD28 and that was not modulated by
CTLA4-Ig (Figure 2G).

ICOSL (Inducible T-cell co-stimulator ligand) expression was not modified by CTLA4-Ig
(data not shown). In contrast, PDL1 (Programmed cell death ligand 1) expression on
total activated B cells and plasmablasts was significantly increased in the presence of

CTLA4-Ig (Figure 2H).

CTLA4-Ig disrupts Tfh-B cells interaction both in-vitro and in-vivo

Given that CTLA4-Ig directly induced modification of co-stimulatory molecules
expression on B cells, we wondered whether CTLA4-Ig could also impact Tth-B cells
crosstalk. For such, we co-cultured sorted autologous Tth (CD4+CD45RA-CXCR5+PD1+)
and memory B cells (CD19+IgD-CD384mCD27+/-) from healthy blood donors (HBD) for
5 days, with or without CTLA4-Ig. We did not observe any difference in Tfh cell
proportion and survival in the presence of CTLA4-Ig (data not shown). However, the
proportion and MFI of activated ICOS (Inducible T-cell co-stimulator)+ and the
proportion of PD1 (Programmed cell death-1)ICOS+ Tfh cells were reduced in the
presence of CTLA4-Ig (Fig. 3A, B-D). Interestingly, we observed that plasmablasts
proportion was lower in the CTLA4-Ig treated cultures (Fig. 3F).

Our following question was whether the B and Tfh phenotypes modification observed
in-vitro could also be observed in the peripheral blood of grafted patients. For this, we
analyzed blood samples of kidney-transplanted recipients (KTR), who had stable graft
functions treated with either CTLA4-Ig (CTLA4-Ig group, n=10) or CNI (CNI group,
n=12), and an additional cohort of HBD (n=12). Basic clinical characteristics of KTR
treated with CTLA4-Ig or CNI, are displayed in Table 1.
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Although CD19+ cells proportion and lymphocytes counts were not different between
both groups of KTR, recipients treated with CTLA4-Ig displayed significantly reduced
absolute number of CD19+ (Table 2). Moreover, the proportions and absolute numbers
of memory B cells (CD19+CD27+), switched memory B cells (CD19+CD27+IgD-), and
unswitched memory B cells (CD19+CD27+IgD+) were significantly reduced in KTR
treated with CTLA4-Ig compared with CNI patients (Figure 4, A-F). Finally, CTLA4-Ig
group also displayed lower proportion of blood plasmablasts (CD19+CD38h"CD24-) in
CD19+ cells as compared with CNI group (Figure 4, G).

To assess B cells capacities to interact with Tfh, we analyzed the pattern of expression of
CTLA4-Ig ligands i.e. CD80 and CD86, on circulating B cells. CD80 and CD86 were not
expressed on the same circulating B cell subpopulations of HBD, and their expression
varied according to the maturation stages of B cells (Figure 5, A-C). For instance, CD80
was mainly expressed on memory B cells (CD19+CD24+CD38-), whereas CD86
expression was predominant on immature transitional B cells (CD19+CD24hiCD38hi)
(Figure 5, A-C). In KTR treated with CTLA4-Ig, the proportion and MFI of CD80+ B cells
were significantly reduced in B cells, compared with CNI treated patients (Figure 5, D
and E). A similar significant reduction of MFI of CD80+ B cells was noticed in memory B
cells of CTLA4-Ig group (Figure 5, G), while the proportion of CD80+ B cells tended to be
lower in the CTLA4-Ig group (p=0.069, n=6) (Figure 5, F). No difference was detected in
the proportion of CD86+ B cells between CTLA4-Ig and CNI groups (data not shown).

The analysis of CD86 MFI could not be interpreted due to the scarce number of events.

We finally aimed to compare the proportions and activation status of circulating Tth
between the 3 groups of individuals (KTR and HBD). The proportions of total CD4+ and
memory CD4+CD45RA- were similar in both groups of KTR (Table 2). However, KTR
treated with CTLA4-Ig had lower absolute numbers of memory CD4+CD45RA- T cells
than those treated with CNI (Table 2, Figure 6, A-C). The proportion and absolute
numbers of circulating Tfh (CD4+CD45RA-CXCR5+) were significantly lower in KTR
treated with CTLA4-Ig than in CNI treated patients (Figure 6, D and E). The quantitative
Tfh defect observed in KTR treated with CTLA4-Ig affected the three subgroups of
functional Tth (Tfh1, 2 and 17) (Figure 6, F-H). Interestingly, 99% of Tth expressed CD28
in its 3 subgroups (Fig 7, A).
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In order to evaluate the activation status of blood Tfh, we quantified highly activated Tfh
(ICOS+ and ICOS+PD1+) in CD4+ and Tfh cells. The proportion in CD4+ cells and
absolute numbers of activated Tth ICOS+ and ICOS+PD1+ were significantly reduced in
KTR treated with CTLA4-Ig compared with CNI patients (figure 7 B and C-F). Moreover,
in Tfth cells, the proportion of ICOS+PD1+Tfh was significantly lower (five times) in
CTLA4-Ig than in CNI group (Figure 7, G-H). Altogether, our results highlight both
quantitative and functional defects of circulating Tth in KTR treated with CTLA4-Ig.

Discussion

Prevention of dnDSAs formation is a major step in the prevention of the subsequent
humoral rejection, a leading cause of graft loss in kidney transplantation. Our study
shows that the lowest level of dnDSAs observed in CTLA4-Ig-treated KT recipients might

be related to a direct control of B cells responses by CTLA4-Ig.

First, our study shows that CTLA4-Ig directly modulates effector B cells responses and
humoral function, without any modulation of T-cell intervention. When we used highly
purified B cells that we stimulated in-vitro to reproduce Tfh help, we saw that CTLA4-Ig
reduced plasmablasts proportion, and more significantly IgG2 and IgG4 secretion. Thus,
we were able to demonstrate for the first time that CTLA4-Ig directly modulates both
plasma cells differentiation and function. Additionally, our data show that CTLA4-Ig
reduces the expression of the transcription factor, Blimp-1, majorly involved in plasma-
cells generation and antibodies secretion 17. Tellier et al have already shown that the
inactivation of Blimp-1 in mature plasma cells impaired their ability to secrete
antibodies but not their survival 18, We did not observe any increase in B cell mortality
in-vitro nor any modification in B cells and plasmablasts proliferation in the presence of
CTLA4-Ig. We thus hypothesize that the reduction of Blimp-1 by CTLA4-Ig does not

primarily affect plasma cells differentiation but rather “blocks” their Ig production.

The rational for the development and use of CTLA4-Ig molecule is mainly based on its
ability to provide an optimal blockade of naive T cell activation to prevent allograft
rejection 1°. By binding on B7 receptors (CD80/CD86) on APCs, CTLA4-Ig prevents APCs
delivery of co-stimulatory signal to T cell by inhibiting CD28 (expressed on T-cells)
interactions with its APCs ligands. Kowalczyk et al. were the first to suggest that CTLA4-
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Ig may also have direct effect on APCs cells. Indeed, they showed that CTLA4-Ig could
induce a reverse signaling by B7 molecules in human dendritic cells (DCs) that led to the
generation of tolerogenic DCs 20. In contrast, it was shown that triggering CD86 on
human or murine splenic B cells, using an agonist antibody or CD28-Ig, could activate B
cells leading to increase IgG production 21-23, A direct effect of CTLA4-Ig on B cells has
never been assessed so far. In our work, the decrease of CD86 expression, which was
detected by immunoblot in cultured B cells treated with CTLA4-Ig, highly suggests that
the binding of CTLA4-Ig to its B7 receptors could mediate a direct signal in B cells.
Interestingly, our results also show that CD86 was mainly expressed on plasmablasts
after activation and that expression was significantly repressed in the presence of
CTLA4-Ig. Altogether, our results support that CTLA4-Ig triggering of CD86 expression
on plasmablasts may inhibit their secretion of Ig by down-regulating Blimp-1
expression. However, we cannot exclude that other mechanisms may be implicated in
the modulation of humoral responses observed in our in-vitro study. The cultured,
stimulated B cells expressed low levels of CD28, and PDL1. CD28 expression on long-
lived plasma cells was shown to be necessary for their function and maintenance in
bone marrow 2425, Moreover PDL1 can bind to CD80 and we observed that PDL1
expression was up-regulated in the presence of CTLA4-Ig. Still, admitting that the
blockade of CD28 or PDL1 signaling by CTLA4-Ig in B cells participates in the direct

modulation of humoral responses in-vitro remains to be further investigated.

Beyond that, we assessed whether the down-regulation of CD80 and CD86, and the up-
regulation of PDL1 on B cells could influence the Tfth-B cells crosstalk in the presence of
CTLA4-Ig. So far, it has been thought that CTLA4-Ig alters germinal center responses due
to Tth priming blockade by DC 16. We showed that CTLA4-Ig decreased the expression of
Tth activation markers in an in-vitro co-culture of Tth and memory B cells. This suggests
that blocking costimulatory molecules such as CD80/86 on B cells reduces Tth
activation, given that all circulating Tfh highly express CD28. Our results are in
accordance with the work of Ville et al who reported, in a model of Tfh-B cells co-culture
isolated from pediatric tonsil, a reduced proportion of Tfh in the presence of CTLA4-Ig
or of a selective antagonist of CD28, suggesting that both molecules control proliferative
capacities of human Tfh 26, Previous studies identified ICOS-ICOSL as the main driver for
Tfh cells differentiation and maintenance 2728, Qur results bring further evidence that
CD28 expression on Tfh could also be a determinant pathway for Tfh activation.
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Afterwards, we assessed whether the above described in-vitro CTLA4-Ig effects could
also be observed in KTR treated with Belatacept. We showed that these patients
displayed lower proportion of circulating effector B cells (i.e. memory B cells, switched
memory B cells, and plasmablasts) associated with diminished proportion of circulating
Tth compared with control patients treated with CNI. Furthermore, the circulating Tth of
KTR treated with CTLA4-Ig displayed lower levels of markers of activation, as assessed
by the proportion of ICOS+PD1+Tfh in Tth populations. Interestingly, the employment of
Tfh/B cells defect in the control of DSAs secretion was suggested in operational tolerant
KTR, who also displayed the lowest levels of dnDSAs. These patients also had Tfh defect
and impaired Tfh-B cells crosstalk in-vitro. Moreover, an increase in the proportion of
circulating Tfh preceded the appearance of dnDSAs in a cohort of stable KTR2°.
Eventually, these results suggest that therapeutic intervention on Tfh-B cells crosstalk

may be a crucial step to control HLA sensitization.

In conclusion, our study strongly suggests that immunosuppressive therapy using
CTLA4-Ig plays a direct and active role at several steps of the humoral response. CTLA4-
Ig may uniquely control B cells responses by modulating both their antigen presenting
capacities leading to the impairment of Tfh-B cells crosstalk, and the production of
antibodies by effector B cells. These results allow, at least in part, to account for the
lesser extend of HLA sensitization observed in KTR. They also raise new clinical
perspectives in the development of immunosuppressive strategies aiming to target co-

stimulatory molecules both in the field of transplantation and autoimmune disease.

Concise Methods

A detailed description including information on materials and reagents, flow cytometry,

and western blotting is written in the Complete Methods supplemental material of this

paper.
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Isolation and culture of B cells

Peripheral Blood of Healthy Blood Donors (HBD) was obtained from Etablissement
Frangais du Sang (Créteil, France). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated by density gradient centrifugation with Lymphocyte separation medium,
(Laboratoires Eurobio, Les Ulis, France). Total B cells from freshly isolated PBMCs were
purified by negative selection using the B cell isolation kit II for magnetic cell separation
(Miltenyi Biotec SAS, Paris, France). CTLA4-Ig (Bristol Myers Squibb) was added to the
cell cultures at the concentration of 40 pg/ml during 5 or 10 days 2°. The controls

consisted in cultures without drug.

Please see our Supplemental Material for culture details.

Flow cytometry, CFSE labeling and immunoglobulin production in B cells assays

After 5 and 10 days of culture, cell-culture supernatants were collected and stored at -
80°C. Cultured B cells were analyzed for expression of surface markers by multi-color
flow cytometry. Cell aliquots were stained for 20 minutes with selected combinations of

fluorochrome-conjugated antibodies at 4°C. Please see our Supplemental Material for

details.

For the proliferation assay, 1-10x10¢ cells of the concerned cell populations were
labeled with 1uM cell proliferation dye (CPD, ebioscience) before culture initiation. After
5 days of culture, cells were harvested and incubated with antibodies, and the dilution of

the cell proliferation dye was assessed by flow cytometry.

Immunoglobulin concentrations were measured in the culture supernatants by Luminex
following the manufacturer’s protocol (Affymetrix E-bioscience, Human Isotyping

procartaplex).

Western Blot Analysis of purified B cells.

At day 5, activated B cells were lysed in RIPA buffer (25 mM Tris-HCI (pH 7.6), 150mM
NaCl, 1% NP-40, 1% Na-deoxycholate, 0.1% SDS) containing a cocktail of protease and
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phosphatase inhibitors (Roche). After concentration assessment, proteins were
separated on SDS gels and transferred on nitrocellulose membranes (Amersham, GE
Healthcare Life Sciences). The blots were incubated with different primary antibodies.

Please see our Supplemental Material for details.

In-vitro Tfh-B cell co-culture assays

B and Tfh cells were isolated from HBD whole blood using MACSprep HLA B/T Cell
[solation Kit (Miltenyi). Sorting conditions were detailed in Supplemental Material.
Memory B cells (1x10%) were co-cultured with blood Tfth at a 1:1 ratio with endotoxin-
reduced staphylococcal enterotoxin B (SEB) (100 ng/ml; Sigma). CTLA4-Ig (Bristol
Myers Squibb) was added to the cell cultures at different concentrations (10 and 40

ug/ml).

Please see our Supplemental Material for details.

Patients
Two groups of first KTR were included in the study:

(1) KTR treated with Belatacept (CTLA4-Ig) (LEA29Y Bristol-Myers Squibb
Company BMS), Mycophenolate Mofetil, and steroids (N=10). We picked out
patients from Phase III clinical studies cohorts (BMS) from Henri Mondor and
Bicétre Hospitals. These patients had had stable renal function (MDRD
>35ml/min, proteinuria < 0.5 g/g). Time between transplantation and sample
analysis ranged from 8 and 14 years.

(2) Patients with stable graft function treated with CNI, Mycophenolate Mofetil,
and/or steroids (CNI) (N=12). Patients were selected from our database, were
not immunized at the time of transplantation, and matched Belatacept patients
for the date of transplantation.

In both groups, we excluded patients with history of humoral rejection or HLA
sensitization (defined by DSAs with MFI > 1100) or with a recent event of acute T cell

mediated rejection, infection, or tumor (< 6 months).
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Detailed clinical data are presented in Table 1. All participating patients gave written

informed consent.

A control group of HBD was included (N=12)

Immunophenotyping of blood B cells and Tth.

B and Tfh subsets were characterized from freshly isolated PBMCs by flow cytometry
(BD Canto II) with the following markers: CD19, CD24, CD38, CD80, CD3, CD4, CD45RA,
CXCRS5, CD274, CD278, CD27, IgD, IgM, CD86, CD197, CXCR5, CCR6, CXCR3, and CD279.

Please see our Supplemental Material for further details.

Markers of activation and co-stimulation were analyzed according to the percentage of
positive cells and the intensity of expression as evaluated by MFI with the Flow]o v.10

software (Treestar).

Statistics

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Statistical analyses
were adapted to data distribution (Kruskall-Wallis test, Mann Whitney test, and non
parametric paired Wilcoxon Test). Continuous variables from patients and HBD groups
were expressed as mean * SEM, and compared using Kruskal-Wallis test. Paired
biological observations from cells cultures were analyzed using Wilcoxon paired-
nonparametric test (flow-cytometry and Western Blot data). Significance was defined as

a p-value of less than 0.05.
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Figure Legends

Figurel: CTLA4-Ig alters differentiation of plasmablasts and function of stimulated B

cells in-vitro. B cells were cultured with CD40L and IL-21 stimulation for 10 days. (A)

Analysis of plasmablast (CD19'°CD27hCD38M) differentiation on day 5 using the
indicated gating strategy. (B-C) Proportion of plasmablasts before and after stimulation
(B, n=18), with or without CTLA4-Ig (C, n=25). (D-F) Quantification of IgG2 (D, n=14),
IgG4 (E, n=8) and IgM (F, n=6) after 10 days of culture. (G) Expression of Blimp-1 in B
cells lysate by Western blot at day 5. Tubulin was used as a loading control. One
representative of eight immunoblots is shown. (H) Ratio of Blimp1 signal on tubulin
signal (n=8). Data are given as mean * SEM for each group, *p<0.05 vs. CTLA4-Ig+,

Wilcoxon matched-pairs signed rank test.

Figure 2: Co-stimulatory molecule expression on B cells subset.

B cells were cultured with CD40L and IL-21 stimulation in the presence or absence of
CTLA4-Ig for 5 days (n=10). (A-B) Proportion (A) and MFI (B) of CD80 in total B cells,
memory B cells and plasmablasts. (C-D) Proportion (C) and MFI (D) of CD86 in B cells
subsets described in A. (E) Expression of CD86 in B cells lysates at day 5 by western
blot. Tubulin was used as a loading control. One representative of eight immunoblots is
displayed. (F) Ratio of CD86 signal on Tubulin signal (n=8). (G) Proportion of CD28+ B
cells after CTLA4-Ig treatment, analyzed by flow-cytometry (n=5). (H) Proportion of
PDL1+ B cells after CTLA4-Ig treatment, analyzed by flow-cytometry (n=7). Data are
given as mean * SEM for each group, *p<0.05 vs. CTLA4-Ig+, Wilcoxon matched-pairs

signed rank test.

Figure 3: Tfh-memory B cells crosstalk is altered in the presence of CTLA4-Ig

Purified blood memory B cells (CD19+IgD-CD384imCD27+/) were co-cultured with Tfh
(CD4+CD45RA-CXCR5+PD1+) at a 1:1 ratio (1-3x10%4) in the presence of the
superantigen SEB for 5 days, with or without CTLA4-Ig. (A) Dot plot of ICOS in CD4+
cells for a representative donor with or without CTLA4-Ig or stimulation by SEB.

Notably, the expression of ICOS (left plot) and PD1 (data not shown) were negative
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without SEB stimulation. (B-C) Proportions of ICOS+ (B) and ICOS+PD1+ (C) Tfh were
analyzed by flow-cytometry. (D) MFI of ICOS positive Tfh cells. (E) Plasmablasts
(CD19+CD38M) proportion. Data are given as mean * SEM for each group.

Figure 4: Immunophenotyping of healthy blood donors (HBD) and kidney-transplanted

recipient (KTR) effector-B cells subsets.

Blood B cells immunophenotyping of HBD (n=12) or KTR treated with CNI (n=12) or
with CTLA4-Ig (n=10). (A-B) Proportion (A) and number (B) of memory (CD27+) B cells
among CD19 cells. (C-D) Proportion (C) and number (D) of switched memory
(CD19+CD27+IgD-) B cells in CD19+ cells. (E-F) Proportion (E) and number (F) of
unswitched memory (CD19+CD27+IgD+) B cells in CD19+ cells. (G) Proportion of
plasmablasts (CD19+CD24-CD38") in CD19+ cells. Data are given as mean + SEM for
each group, *p<0.05 vs. CNI, #p<0.05 vs. HBD, Kruskal-Wallis test (A,C,E,G) or Mann
Whitney test (B,D,F).

Figure 5: CD80 and CD86 expressions on KTR and HBD circulating B cells, according to

B cells subsets

(A) Staining of B cells with CD80 and CD86 antibody (Top plot) and isotype control
(bottom). (B-C): Proportion of CD80+ (B) and CD86+ (C) B cells were evaluated
according to B cells subsets of HBD (n=10). Data are given as mean * SEM for each
group, #p<0.05 memory vs. transitional B cells, *p<0.05 memory vs. mature B cells,
&p<0.05 transitional vs. mature B cells, Kruskal-Wallis test. (D-E) CD80 proportion (D)
and MFI (E) in B cells of HBD (n=10) or KTR treated with CNI (n=12) or with CTLA4-Ig
(n=10) described in table 1. (F-G) CD80 proportion (F) and MFI (G) in memory B cells of
patients described above. Data are given as mean * SEM for each group, *p<0.05 vs. CN],

#p<0.05 vs. HBD, Kruskal-Wallis test.
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Figure 6: Immunophenotyping of HBD and KTR Tfth cells.

(A) Representative dot plot showing gating strategy of memory (CD4+CD45RA-) T-cells,
Tth cells (CD4+CD45RA-CXCR5+) (Top panel) and Tfth subsets: Tfh17 (CCR6+CXCR3),
Tfth2 (CCR6-CXCR3-) and Tfh1l (CCR6-CXCR3+) (Bottom panel). (B-C) Proportion (B)
and number (C) of memory CD4 cells (CD45RA- cells) in CD4+ cells. (D-E) (D-E)
Proportion (D) and number (E) of Tfh (CD45RA-CXCR5+ cells) in CD4+ cells. (F-H)
Proportion of Tfh1l (CCR6-CXCR3+ cells) (F), Tfh2 (CCR6-CXCR3-) (G) and Tfh17
(CCR6+CXCR3-) (H) in CD4+ cells. Data are given as mean = SEM for each group (CTLA4-
Ig n= 10, CNI n=8, HBD n=10), *p<0.05 vs. CNI, #p<0.05 vs. HBD, Kruskal-Wallis test
(B,D,F,G,H) or Mann Whitney test (C and E).

Figure 7: Markers of activation of HBD and KTR Tth cells.

PD1, ICOS, and CD28 expression were studied on gated Tfth (CD4+CD45RA-CXCR5+) by
flow-cytometry. (A-B) Dots plots are shown for Fluorescence Minus One (FMO) and one
representative of KTR treated with CNI and another with CTLA4-Ig. (C-D) Proportion
(C) and number (D) of activated ICOS+ Tfh in CD4+cells. (E-F) Proportion (E) and
number (F) of activated PD1+ICOS+ Tfh in CD4+ cells. (G-H) Proportion of ICOS+ Tth (G)
or PD1+ICOS+ Tfh (H) in Tfh. Data are given as mean + SEM for each group (CTLA4-Ig
n=6, CNI n=6, HBD n=6), *p<0.05 vs. CNI, #p<0.05 vs. HBD, Kruskal-Wallis test (D,F,G) or
Mann Whitney test (C,E,H).
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Table 1: Clinical and demographic characteristic of KTR

Résultats

. s KTR
Demographic and transplant characteristics CNi CTLA4Ig ovalue
Patients (n) 12 10
Demography
Recipient age at the time of follow-up (year) 64 +3 65+4 0.9
Sex (M/F) 5/7 6/4 0.7
Donor age (year) 50+ 5 54 +4 1
Living/cadaveric donor 1/ 11 0/10
HLA A-B-DR incompatibilities 3+04 3+04 1
Time after transplantation, years 11.2+1 10.6 £ 0.7 0.85
Primary renal disease, n (%) 0.2
Immunological (a) 2(17) 5 (50)
Non Immunological (b) 10 (83) 5 (50)
Immunosuppressive treatment, n (%)
CTLA4-Ig 0 10 (100) <0.0001
CNI 12 (100) 0 <0.0001
Tacrolimus 9 (75) 0
Cyclosporine A 3 (25) 0
Steroid 10 (83) 9 (90) 1
MPA 12 (100) 10 (100) 1
Episode of biopsy proven acute rejection, n (%) 1(8) 1 (10) 1
Biological data
Glomerular filtration rate (ml/min/1,73m2) 60+5 65+4 0.4
Proteinuria (g/24h) 0.1 £0.02 0.1 £0.06 0.06
DSA score 4 (MFI< 1100), n (%) 4 (33) 3 (30) 1
MFI, mean +/- SEM 803 +/- 80 935 +/- 127 0.4

Data are presented as mean + SEM or n (%), unless otherwise indicated

GFR was estimated according to MDRD formula

(a) immunological renal diseases include IgA nephropathy, Wegener granulomatosis
(b) Non immunological diseases include, uropathy, nephroangiosclerosis,
autosomal dominant polycystic kidney disease, diabetic nephropathy and tubulo-interstitial disease

p value was calculated by two-tailed Mann Whitney test or Fischer's exact test
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Table 2: Summary of immunological characteristics of KTR

KTR
CNI CTLA4-Ig p
Number of lymphocytes 1858 + 178 1448 + 282 0.15
(Number per mm3)
CDA4+ proportion 46.5+2.6 426 +3.8 0.8
(% in lymphocytes)
Number of CD4+ 849 + 107 624 + 147 0.07
(Number per mm3)
CD4+CD45RA-
proportion 5217 405 0.35
(% in lymphocytes)
Number of
CD4+CD45RA- 425 + 62 231 +49 0.01
(Number per mm3)
CD19+ proportion 6.6+1 52+1.2 0.35
(% in lymphocytes)
Number of CD19+ 123+ 19 100 £ 52 0.03

(Number per mm3)

Data are presented as mean + SEM.
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Supplemental Material

Supplemental figures

Supplemental Figure 1: Characteristics of stimulated B cells in the presence or absence

of CTLA4-Ig after activation.

B cells were cultured with CD40L and IL-21 stimulation for 5 days in the presence or
absence of CTLA4-Ig. (A) Mortality of B cells was not modified by CTLA4-Ig adjunction
(n=20). (B) Similar proportion of memory B cells (CD19+CD27+CD38-) (n=25) in
presence or absence of CTLA4-Ig. (C) Representative dot plot of cell proliferation dye
(CPD) dilution in plasmablasts. (D) Equal proportion of proliferative plasmablasts
(CD19CD271CD38MCPD) (n=10) were observed in the presence or absence of CTLA4-

Ig.

Supplemental Figure S2: Induction of CD80 and CD86 expression on stimulated B cells,

according to effector B cells subsets.

B cells were cultured with or without CD40L and IL-21 stimulation for 5 days in the
absence of CTLA4-Ig. (A-B) Increased proportion of CD80+ (A) (n=7) and CD86+ (B)
(n=7) B cells in stimulated B cells. (C-D) Proportion (C) and MFI (D) of CD80 and CD86 B
cells (n=7) varied according to effector B cells subsets (i.e. plasmablasts or memory B
cells). (E) Representative dot plot showing gating strategy of CD86 and CD80 on
unstimulated or stimulated B cells with or without CTLA4-Ig from a HBD. #p<0.05 vs.
unstimulated, *p<0.05 memory B cells vs. plasmablasts, Wilcoxon matched-pairs signed

rank test (A and B) or Mann Whitney (C and D).

Complete methods

Culture of B cells

Flow cytometry analysis of isolated B cells showed a mean (+ SEM) purity of 98.2%
(£0.45, N=16). B cells were cultured in 96-well plates (1x10> per well/200ul medium) at
37°C in a humidified 5% CO: incubator, in a culture medium consisting of RPMI 1640+
Glutamax supplemented with 10% fetal bovine serum (FCS), 100 IU/ml penicillin,
100mg/ml streptomycin (Life Technologies, Carlsbad, CA), 5mM HEPES (Life
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Technologies; Thermo Fisher Scientific), + 50uM B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). They were stimulated in the presence of 100ng/ml soluble recombinant
Mega CD40L (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY) and 50ng/ml IL-21 (Affymetrix
eBioscience). The choice of CTLA4-Ig concentrations was based on the range previously

reported in similar in vitro culture, albeit on T or DC cell responses?20.

Flow cytometry

For the analysis of B cell subpopulations and activation markers, the monoclonal
antibodies used were CD19 (clone HIB19), CD24 (ML5), CD38 (HB-7), CD80 (L307-4),
CD152 (BNI3), CD274 (MIH1), CD28 (L293), CD268 (11C1) from BD biosciences, CD27
(1A4CD27) from Beckman and Coulter, IgM (SA-DA4) from Ebiosciences, CD86 (FM95),
CD275 (MIH12) from Miltenyi, CD279 (clone EH12) from Biolegend.

Cell viability was assessed with 7AAD (BD biosciences) or a viability dye (E-bioscience
ref 65-0866) staining. It is worth mentioning that CD3+ contamination represented less

than 0.3% of the total lymphocytes in the culture at day 5.

Western Blot Analysis of purified B cells.

Protein concentration of whole-cell extracts was evaluated using the Bradford assay.
Lysates were mixed with reducing sample buffer (Laemmli) for electrophoresis and
subsequently transferred on nitrocellulose membranes (Amersham, GE Healthcare Life
Sciences). Equal loading (20ug) was verified using Ponceau red solution. After blocking
with 5% non-fat milk TBS/T (0.05M Tris, 150mM NaCl, 0.05% Tween-20), membranes
were probed with anti-CD86 (Abcam), anti-Blimp-1 (ebioscience), anti-XBP1s (cell-
signaling) and anti-tubulin (Abcam) antibodies. After appropriate secondary antibody
incubation (anti-rat HRP, anti-rabbit HRP, or anti-mouse HRP, 1:2000, Cell Signaling),
immunodetection was performed using an ECL kit (Diagomics) and bands were revealed
with Fusion-SL Imaging system (Vilber Lourmat) and Fusion software. Densitometry

analysis with Image] software (NIH) was used for quantification.
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In vitro Tth-B cells co-culture assays

For sorting, cells were stained with anti-CD4 (clone) (Biolegend), PD1 (clone), IgD, CD3,
CD45RA, CXCR5, CD19, CD27, CD38 (BD Biosciences) and Aqua Live Dead (Life
Technologies). Blood Tfth (CD3+CD4+CD45RA-CXCR5+PD1+) and memory B cells (CD3-
CD19+IgD-CD38d4imCD27+/-) were sorted using a BD FACSAria III (BD Biosciences) with
a purity > 95%.

Memory B cells (1-3x10%4) were co-cultured with blood Tfh at a 1:1 ratio in complete
RPMI (supplemented with 5% fetal bovine serum (FCS), 100 IU/ml penicillin, 100mg/ml
streptomycin (Life Technologies, Carlsbad, CA), 5mM HEPES (Life Technologies; Thermo
Fisher Scientific), 1ImM sodium pyruvate (Gibco; Thermo Fisher Scientific) and MEM
NEAA 1X (Gibco; Thermo Fisher Scientific) with endotoxin-reduced staphylococcal
enterotoxin B (SEB) (100 ng/ml; Sigma)).

After co-culture, cells were stained at day 5 with anti-CXCR5 (RF8B2), anti-CD210 (3F9),
anti-CD3 (UCHT1), anti-CD19 (HIB19), anti-IgD (IA6-2), anti-CD278 (DX29), anti-360
(17A12) (BD Biosciences), anti-CD4 (RPA-T4), anti-PD1 (EH12), anti-CD275 (MIH12),
anti-CD274 (MIH1) (Biolegend), anti-CD38 (HIT2) (E-bioscience), and Aqua Live Dead
(Life technologies).

Immunophenotyping of blood B cells and Tth.

B cells and Tfh subsets were characterized from freshly isolated PBMCs by flow
cytometry (BD Canto II) with the following anti-human antibodies: anti-CD19 (clone
HIB19), anti-CD24 (ML5), anti-CD38 (HB-7), anti-CD80 (L307-4), anti-CD3 (UCHT1),
anti-CD4 (RPA-T4), anti-CD45RA (T6D11), anti-CXCR5 (RF8B2), anti-CD274 (MIH1), and
anti-CD278 (ISA3) from BD biosciences, anti-CD27 (1A4CD27) from Beckman and
Coulter, anti-IgD (IA-62), anti-IgM (SA-DA4) from Ebiosciences, anti-CD86 (FM95), anti-
CD197 (REA 108), anti-CXCR5 (REA103), anti-CCR6 (REA190), and anti-CXCR3 (REA
232) from Miltenyi, anti-CD279 (EH12), CD4 (RPA-T4) from Biolegend.

98



Résultats

FIGURE
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Discussion

Discussion

Il est a présent bien établi que les DSA constituent les facteurs déterminants essentiels
de la survenue des événements humoraux aigus et chronique aprés transplantation

rénale et du devenir a long terme des greffons.

Prévenir leur apparition est donc devenu un enjeu majeur, et longtemps sous évalué, des
stratégies immunosuppressives initialement élaborées pour contréler de maniere

optimal les réponses a médiation cellulaire.

Il est donc primordial de comprendre par quels mécanismes les différents traitements

immunosuppresseurs controlent la réponse humorale.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’action du CTLA4-Ig
car les patients transplantés rénaux traités par Belatacept (CTLA4-Ig) développent
moins de DSA comparativement aux patients traités par anti-calcineurines. Nous avons
préalablement montré que le répertoire de leur LB circulants était différent. Ce résultat
suggere des mécanismes inédits de contrdle de la réponse humorale par le CTLA4-Ig. A
ce jour, ces mécanismes ne sont toujours pas élucidés (Ford, 2016; Heher and

Markmann, 2016; Kwun et al., 2017).

Les résultats de ce travail de thése suggerent que le CTLA4-Ig controle efficacement la
réponse B en agissant en parallele sur deux fonctions primordiales des LB. Ainsi le
CTLA4-Ig réduirait (i) la capacité des plasmablastes a sécréter des anticorps, via une
action directe et (ii) les fonctions stimulantes-présentatrices d’antigene des LB vis a vis

des TFH, dans les CG.

Nous suggérons de plus qu’agir sur I'une des molécules de co-stimulation aboutit a
définir un nouvel état d’équilibre entre les différents partenaires de cette famille. Ainsi
I'effet biologique du CTLA4-Ig pourrait étre la résultante des modifications de ces

différentes voies de signalisation.

Enfin nos résultats mis en parallele avec ceux des patients transplantés tolérants
opérationnels semblent suggérer que la collaboration TFH-LB est une étape clé a cibler

pour un controle efficace de la réponse humorale.

109



Discussion

|I. Modulation directe du CTLA4-1g de |la réponse
humorale B

Dans un premier temps, ce travail de these suggére un mécanisme inédit du CTLA4-Ig.
En effet nous montrons (figure 1 et 2 de Il'article soumis) que le CTLA4-Ig module

directement la réponse humorale des LB activés in vitro, sans intervention des LT.

1. Mise au point du modele d"activation in vitro

Le modele d’activation in vitro que nous avons mis au point mime l'activation induite
par les TFH dans les CG. Nous avons évalué les conséquences de différents protocoles de
stimulation, associant CD40, IL21 avec ou sans IL4 et stimulation du BCR, sur la
mortalité, la prolifération et la différenciation des LB en plasmablastes ainsi que sur la
quantité et la nature des immunoglobulines (Ig) sécrétées. Aux termes de ces mises au
point préliminaires, nous avons conclu qu'une stimulation par CD40 et IL21,
représentant les 2 principaux signaux délivrés in vivo dans les CG par les TFH (Armitage
et al.,, 1992; Crotty, 2011; Ettinger et al,, 2005; Good et al., 2006; Kurosaki et al., 2015)
étaient cohérents et compatibles in vitro puisqu’ils permettaient I'induction des LB en

plasmablastes.

D’un point de vue méthodologique, il est important de signaler que nous avons trié les
LB grace a une sélection négative par billes magnétiques permettant (i) de nous
affranchir d’'une éventuelle influence de la manipulation du co-récepteur CD19 ou du
CD20, et (ii) d’obtenir une excellente pureté a JO des LB (98% en moyenne) avec une
contamination minime par des CD3+ (< 0,3%). Cette excellente pureté permet

d’attribuer les effets constatés in vitro a une action indépendante des LT.

2. Action directe : nature et cible

La présence de CTLA4-Ig modifie la réponse humorale in vitro des LB purifiés activés.

Le CTLA4-Ig diminue modestement (de I'ordre de 10%) mais significativement la

différenciation des LB activés en plasmablastes.
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Nous avons ensuite voulu déterminer les conséquences fonctionnelles du CTLA4-Ig en
évaluant la sécrétion d’lg. Nous avons néanmoins été limité dans l'analyse des
différentes sous classes car les kits commerciaux permettant de quantifier les IgG
(totales ou les sous-classes d’IgG) reconnaissent leur fragment constant. Le CTLA4-Ig,
qui est composé du fragment constant (Fcyl) d’'une IgG1l humaine, est alors dosé dans
les surnageants de culture de LB traités et rend impossible la quantification d’IgG1
réellement produites. De plus, bien que I'l[gG1l humaine contenue dans le CTLA4-Ig
n‘entraine pas de faux positif (c’est a dire qu’elle n’est pas reconnue par les billes
censées détectées les autres sous-classes), nous avons cependant constaté qu’elle
interférait avec la détection des IgG3, probablement en formant des complexes immuns.
Cette interférence est dépendante de la concentration. Il a été rapporté que les IgG1 et
les IgG3 pouvaient former des complexes immuns (Manzo et al., 1983). De nombreuses
biothérapies sont des chimeres et comportent le fragment constant d’'immunoglobuline.
Les différents fragments Fc des quatres sous-classes d’'immunoglobulines ont des
propriétés particulieres en terme de capacité a activer la voie classique du complément,
a induire des complexes immuns ou des mécanismes d’ADCC (Vidarsson et al., 2014). De
plus les fragments Fc de ces biothérapies font l'objet de mutagénese dirigée pour
modifier leurs propriétés intrinséques. A notre connaissance, aucune biothérapie
comportant des IgG1l n’a été décrite comme étant capable de former des complexes
immuns avec les IgG3. La relevance de ce mécanisme in vivo nécessitera d'étre évalué,
notamment en quantifiant le ratio entre la quantité de molécules de CTLA4-Ig délivrée in

vivo par rapport a celle des IgG3 naturellement sécrétées.

Nous montrons cependant que le CTLA4-Ig inhibe significativement la sécrétion
d'immunoglobulines IgG2 et IgG4 d'un facteur 2,5 et 4,5 respectivement. De facon
importante, la sécrétion d'IgM tend également a diminuer dans nos cultures. Cette
observation suggere que le mécanisme a l'origine de la 'inhibition de sécrétion des IgG
n’est pas un blocage de la commutation de classe (du switch isotypique) qui aurait alors

induit une augmentation de la sécrétion des IgM.

Enfin nous montrons, par western blot, que l'expression du principal facteur de
transcription Blimp-1, impliqué dans la différenciation plasmocytaire et la sécrétion d’lg,

est diminuée en présence de CTLA4-Ig.
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Tellier et al. ont récemment montré dans un modele murin de délétion conditionnelle
que la perte d’expression de Blimp-1 dans les plasmocytes matures était responsable
d’'une diminution de la sécrétion d’Ig mais sans conséquence pour leur survie (Tellier et

al, 2016).

Nous constatons que la mortalité globale et la prolifération des LB de nos cultures ne
sont pas modifiées d’'une part, et d’autre part que la diminution de proportion des
plasmablastes est modeste comparativement au degré d’inhibition de la production d’Ig.
Nous émettons alors 'hypothése que I'inhibition de sécrétion d’IgG serait induite par la
diminution d’expression de Blimp-1 dans les plasmablastes différenciés, d’avantage

qu’au blocage de la maturation des plasmablastes en culture.

Cependant avant de conclure de maniere plus probante sur ce dernier point, il apparait
important d’évaluer 'action du CTLA4-Ig sur la différenciation spécifique (i) des LB naifs
ou (ii) des LB mémoires en plasmablastes, en partant de ces 2 sous populations triées. Il
est en effet possible que le CTLA4-Ig ait alors une action (et une importance)
différentielle sur ces deux processus de différenciation. Enfin pour confirmer notre
hypotheése d'une action directe du CTLA4-Ig sur les capacités de sécrétion d’'lg de
plasmablastes « matures », il conviendrait également de dissocier les étapes d’induction
des plasmablastes et de traitement (en triant par cytométrie de flux les plasmablastes
différenciés avant de les traiter). Toutefois, d'un point de vue « technique », le tri des
plasmablastes apres différenciation in vitro et leur maintien en culture constituent deux

étapes « sensibles » a mettre en ceuvre.

3. Mécanismes a l'origine de I'inhibition de la réponse humorale par le
CTLA4-Ig

Le CTLA4-Ig a été développé pour empécher le priming des LT naifs en inhibant le 2¢me
signal de co-stimulation induit par CD28 (exprimé a la surface des LT) et nécessaire a
leur activation. Le CTLA4-Ig, en venant se fixer avec une plus grande affinité sur les
ligands du CD28, récepteurs CD80 et CD86 exprimés a la surface des cellules
présentatrices d’antigenes (APC) notamment des DC, bloque donc toute possibilité

d’interaction du CD28 avec ses ligands CD80-CD86 (Larsen et al., 2005).
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Cependant le récepteur CD86 est une glycoprotéine membranaire de la superfamille des
Ig et comporte un domaine intracellulaire, ce qui rend théoriquement possible
I'induction d'une signalisation directement dans ’APC elle-méme (Hathcock and Hodes,

1996; Marin et al., 2005).

La possibilité que le CTLA4-Ig puisse, en se liant aux molécules CD80 et CD86, modifier
directement les réponses des APC en elle-méme, cellules considérées comme
uniquement « stimulantes » pour les LT, a été démontrée pour les DC. Dans un modele in
vitro, Kowalcyk et al. suggerent que le CTLA4-Fc induit des DC humaines aux propriétés
tolérogenes par l'intermédiaire d'une signalisation intracellulaire STAT3. De plus
Grohmann et al. montrent, in vitro et in vivo grace a un modele murin de greffe d'ilots
pancréatiques, que l'interaction entre le CTLA4-Ig et ses ligands a la surface des DC
régule le catabolisme du tryptophane par un mécanisme dépendant de la sécrétion de
cytokines (IFN gamma) (Grohmann et al., 2002). A I'inverse, certaines études in vitro ont
suggéré que la stimulation du CD86 a la surface des LB par un anticorps agoniste ou le
CD28-Ig induirait un fort signal activateur au sein des LB favorisant la sécrétion d’Ig.
Ainsi Jeannin et al montrent que la stimulation de CD86 par un anticorps agoniste induit
in vitro la prolifération de LB humains issus de pieces d’amygdalectomie ainsi que leur
sécrétion d’'IgE et IgG4 (Jeannin et al.,, 1997). De fagon concordante, la stimulation du
CD86 des LB murins spléniques activés in vitro augmente la sécrétion d'IgG1l
(Kasprowicz et al., 2000), par 'intermédiaire d’une signalisation impliquant le facteur de
transcription oct-2, une régulation des voies PI3K/PLCy et NFKb (Podojil et al., 2004), et
serait dépendante du CD19 (Kin and Sanders, 2007). De plus ces effets sont maximaux
lorsque la stimulation du CD86 est réalisée 16h apres le début de I'activation, suggérant
qu’elle impliquerait majoritairement les LB préalablement activés (Kasprowicz et al.,
2000; Kin and Sanders, 2007). Enfin Rau et al suggerent également qu’'un anticorps
agoniste de CD86 favorise la sécrétion d’IgG2a de LB spléniques et particuliéerement des
LB mémoires switchés (IgD-) activés in vitro par CD40L, IL5 et IFNy, sans modifier leur
prolifération (Rau et al., 2009). Cependant, ces études n’ont jamais (i) caractérisé le
phénotype des LB en culture et notamment leur différenciation en plasmablastes, (ii)
évalué I'impact d’une telle signalisation directe de CD86 lorsque les LB sont activés par
I'IL21, cytokine majeure pour l'induction de LB effecteurs et la sécrétion d’Ig (Ettinger et
al,, 2005, 2008; Good et al., 2006) et (iii) évalué I'impact spécifique de la molécule CTLA4

sur la modulation de la signalisation des récepteurs B7.
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En nous appuyant sur nos résultats expérimentaux, nous suggérons pour la 1¢ fois chez
I'homme que le CTLA4-Ig peut induire un signal inhibiteur dans les LB par
I'intermédiaire de CD86. En effet, 'observation d’'une diminution d’expression protéique
du CD86 en Western Blot suggére fortement I'induction d’une signalisation du CTLA4-Ig
via ce récepteur. De plus, nous montrons également que le CD86, décrit dans la
littérature comme capable de stimuler la sécrétion d’Ig, est justement surexprimé par les
plasmablastes, cellules spécialisées dans la sécrétion d’lg, comparativement aux LB

mémoires.

Ainsi, nous posons I'hypothése que le récepteur CD86 régule directement 'activation et
le niveau de sécrétion d’lg des LB effecteurs, et tout particulierement des plasmablastes
qui le sur-expriment. Une stimulation positive de CD86 par le CD28 favoriserait une
sécrétion intense d’Ig. Mais nous suggérons également qu'une stimulation négative par
le CTLA4 l'inhibe par I'intermédiaire d’'une diminution de I'expression de Blimp-1 dans
les plasmablastes. La diminution d’expression de CD86 a la surface des LB activés
induite par le CTLA4 (-Ig), permettrait de pérenniser I'inhibition des LB en diminuant
leur possibilités d’interaction avec le CD28 qui in vivo est plus affin pour le CD86 que
CTLA4. (Nous rappelons que l'affinité du CTLA4-Ig pour le CD86 a été artificiellement
augmentée grace a la création de 2 mutations ponctuelles dans le domaine CTLA4

(Larsen et al.,, 2005)).

Cependant, la seule induction par le CTLA4-Ig d'une signalisation directe via le CD86
(Figure 13. Encadré 3) n’est pas le seul mécanisme invocable pouvant conduire a

I'inhibition de sécrétion d’lg . (Figure 13).

Ces mécanismes pourraient faire intervenir :

(i) un blocage de la signalisation de CD28 (Figure 13, partie 1 gauche)
L’expression de CD28 est réprimée dans les LB matures sous l'action du facteur de
transcription Pax-5 (Delogu et al., 2006). Cependant CD28 joue un réle sur la persistance
des réponses anticorps in vivo car la survie des plasmocytes de longues durée de vie
dans les niches de la moelle osseuse est dépendante de la ré-expression de CD28

(Delogu et al., 2006; Rozanski et al., 2011, 2015). Ainsi in vivo CD28 a un role intrinseque
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de controle de la réponse anticorps par les plasmocytes. Nous avons donc voulu évaluer
si les LB stimulés in vitro étaient capables de ré-exprimer CD28. Nos résultats montrent
que le niveau d’expression de CD28 est faible a la fois en terme de fréquence et de MFI,
quelque soit la sous population de LB activés (totaux, mémoires ou plasmablastes). Cette
expression ne semble pas modifiée par I'adjonction de CTLA4-Ig. Ainsi, I'hypothése
d’'une modulation de la réponse humorale par CD28 ne nous semble pas la plus probable
mais nous ne pouvons l'exclure avec certitude. Afin de déterminer son implication in
vitro, il faudrait tester I'effet d’'un anticorps bloquant le CD28 (Ville et al., 2016) sur la

différenciation des LB et leur sécrétion d’Ig in vitro.

(ii)  un blocage de la signalisation de PDL1 (Figure 13, partie 1 droite)
PDL-1 est un des ligands de CD80. Suivant le méme raisonnement, il est en théorie
possible qu’une partie des effets humoraux puissent étre induits par le blocage de la
signalisation normalement induite par la liaison de PDL1 avec CD80. Nous montrons en
effet que l'expression de PDL1 est augmentée a la surface des LB activés. Cette
hypothése nécessiterait d’étre testée avec un anticorps bloquant PDL1. Il a été montré
récemment que PDL1 pouvait étre exprimé par les plasmocytes de patients présentant
un myélome (Sponaas et al, 2015) Cependant l'impact de PDL1 sur la réponse

anticorps n’a jusqu’a présent pas été évalué a notre connaissance.

(iii)  une modulation via les Fcy récepteurs (FcyR) (Figure 13, partie 4)
L’effet d'une modulation de la réponse B « non spécifique » par le fragment Fc du CTLA4-
Ig via le FcyR pourrait également en théorie intervenir. Nous n’avons pas utilisé
d’isotype controle dans nos cultures car pour étre valide nous aurions du obtenir le
fragment Fcyl avec les mémes mutations que la molécule commerciale (qui modifient
notamment ses propriétés de liaison au FcyR). Cependant 'hypothese aspécifique du

FcyR n’expliquerait pas la diminution spécifique de I'expression de CD86.
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La figure 13 résume les mécanismes théoriques pouvant étre a l'origine de l'action

directe du CTLA4-Ig sur la modulation de la réponse humorale des LB activés in vitro.

B-Cells
CD80-86 l ! CD80
1. Interruption du CTLA-Ig 4. FcgammaR
signal induit par CD28 CTLAg
ou PDL1 CD28

CD80-86 ?

CTLA-|
2. Interruption du . CTLA-lg 3. Induction d’un
signal induit par CD80 cD28 1 signal via CD86
or CD86
Cells

Figure 13:Mécanismes d’action potentiels du CTLA4-Ig.

4. Remodelage de I'expression des molécules de costimulation

Nous mettons en évidence un remodelage des molécules de co-stimulation a la surface
des LB stimulés in vitro (Figure 14). En effet I'expression de CD80 et CD86 est bloquée
du fait de leur liaison avec le CTLA4-Ig mais nous avons également montré que
I'expression protéique de CD86 est diminuée, ce qui inhibe de facon pérenne toute
possibilité de liaison avec le CD28. De plus 'expression de PDL1 est augmentée a la
surface des LB. Du fait de 'encombrement du CD80 par leCTLA4-Ig, PDL1 ne peut alors
pas se lier avec le CD80 et devient de fait d’autant plus disponible pour interagir avec

PD1.

Il serait notamment important de démontrer I'origine de 'augmentation de I'expression
de PDL1. Celle-ci peut en effet étre double: (i) le blocage de la signalisation de PDL1 avec

son récepteur CD80 et/ou (ii) une interaction entre les voies CD86 et PDL1.
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Dans les LT, il a été montré tres récemment une collaboration étroite entre les voies PD1
et CD28. Kamphorst et al montre que la signalisation induite par CD28 était
indispensable pour obtenir une (ré)activation efficace des réponses CD8 apres
traitement par anti-PD1 dans des modeles murins de tumeur et d’infection virale
(Kamphorst et al., 2017). De plus, Hui et al ont montré a un niveau biochimique que la
stimulation de PD1 par son ligand PDL1 induit l'inhibition des fonctions des LT en

inhibant la signalisation de CD28 (Hui et al., 2017).

La mise en évidence formelle d’une interaction entre ces 2 voies (CD28/CD80-CD86 et

PDL1-CD80/PD1) nécessite néanmoins d’étre démontrée.

Figure 14: Remodelage des molécules de co-stimulation a la surface des LB et conséquences «
théoriques » /« potentielles » pour le dialogue avec les TFH. (adaptée de Ford Immunity 2016)

L’expression des molécules de co-stimulation étant remodelée a la surface des LB en
présence de CTLA4-Ig, nous avons voulu déterminer dans un 2¢me temps si ce traitement

modulait le dialogue des LB avec les TFH.
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II. Modulation par le CTLA4-1g des capacités
stimulatrices des LB dans la synapse TFH-LB

1. Role de la signalisation CD28/CD80-CD86 pour 'activation des TFH

Nous avons voulu déterminer si le CTLA4-Ig, et donc I'inhibition de la voie CD28/CD80-
CD86, permettaient d’'inhiber une co-stimulation/activation efficace des TFH par les LB
dans la synapse TFH-LB. Nous avons donc développé un modele in vitro de co-culture
autologue entre TFH et LB mémoires, isolés a partir du sang circulant de donneur sains,
et stimulée avec un poly-antigéne (I’enterotoxine du staphylocoque B) qui favorise le
« dialogue /cross-linking» entre les LT et les LB. Ce protocole a été utilisé dans
différents contextes pathologiques pour mimer la collaboration TFH-LB des CG in vitro
(He et al,, 2013; Locci et al,, 2013; Morita et al,, 2011), du fait d’'un acces limité aux

organes lymphoides secondaires humains.

De fagcon importante, nous observons que 100% des TFH circulants des donneurs sains
expriment CD28 et sont donc théoriquement sensibles au blocage de ce signal. In vitro,
nous observons, en présence de CTLA4-Ig, une nette diminution de la fréquence et de la
MFI des marqueurs d’activation PD1 et ICOS exprimés a la surface des TFH lorsque la
collaboration entre TFH et LB est efficace. Nous montrons donc que le CTLA4-Ig inhibe

'activation des TFH induite par les LB.

Afin de déterminer si cet effet objectivé in vitro pouvait également étre observé in vivo,
nous avons comparé les fréquences des TFH circulants, leur statut d’activation et évalué
les capacités stimulatrices des LB circulants, par I’étude de I'expression de CD80 et CD86
a leur surface, de deux groupes de patients transplantés rénaux traités par (i) Belatacept
ou (ii) anti-calcineurines ainsi que (iii) des donneurs sains. Les patients traités par
Belatacept sont tous issus des études cliniques de phase III (BENEFIT-BENEFIT-EXT),
dont les résultats ont fait I'objet de la récente publication dans le NEJM (cf introduction),
Les deux groupes ont été appariés selon des critéres cliniques et immunologiques
(fonction du greffon stable et absence de DSA a titre significatif). Les différences de
phénotype refleteront donc celles des mécanismes immunologiques relatifs a 1'action

des deux traitements immunosuppresseurs (CNI ou CTLA4-Ig).
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Nous montrons que les patients traités par CTLA4-Ig présentent une expression
significativement plus faible de CD80 a la surface des LB comparativement au groupe de
patients traités par CNI. De plus, la fréquence et le nombre de TFH circulants totaux et
activés (TFH PD1+ICOS+) sont significativement diminués dans le groupe de patients
traités par CTLA4-Ig par rapport aux patients traités par CNI. Enfin, la diminution de
fréquence des TFH activés n’est pas simplement le reflet d’'une diminution de fréquence
globale des TFH puisque I'état d’activation (défini par le double marquage ICOS et PD1)
est également diminué parmi les TFH. Ainsi ces résultats suggerent que l'inhibition
d’activation des TFH lors de la synapse TFH-LB induite par le CTLA4-Ig s’opere

également in vivo.

ICOS était considérée comme la principale molécule de co-stimulation impliquée dans la
différenciation et 'homéostasie des TFH (Choi et al., 2011; Crotty, 2014). Nos résultats
suggerent cependant que la voie CD28 est également prépondérante in vitro et in vivo

pour le controle de 'homéostasie des TFH par les LB.

Cette conclusion est en accord avec les travaux de Ville et al. En effet, dans un modéle
humain de co-culture autologue de TFH et LB issus de pieces d’amygdalectomie
pédiatriques, les auteurs montrent une diminution de fréquence des TFH induite par le
CTLA4-Ig mais également par une nouvelle molécule bloquant spécifiquement le CD28
(Ville et al., 2016). Les modeéles expérimentaux montrent de plus que le blocage de CD28
lors de la synapse TFH-LB peut étre responsable d’'une perturbation de 'homéostasie
des TFH induisant les mémes conséquences phénotypiques que celles observées chez
nos patients transplantés rénaux traités par CTLA4-Ig. Ainsi, une délétion conditionnelle
du CD28 dans les CD4+ réalisée apres priming dans un modele murin d’infection virale
est responsable d’'une diminution de la fréquence des TFH (Linterman et al., 2014). Cette
altération de fréquence serait secondaire a la perturbation de la collaboration TFH-LB,
notamment des LB des CG exprimant CD80 (Vinuesa et al., 2016). En effet 1'équipe de M.
Shlomchik montre dans un modele de souris chimérique que la perte d’expression du
CD80 exclusivement sur les LB est responsable, aprés immunisation, d’'une diminution

de fréquence des TFH et de leur statut d’activation (Good-Jacobson et al., 2012).
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Afin de mieux caractériser 'implication du CTLA4-Ig lors de la collaboration TFH-LB, il

faudrait évaluer in vivo son réle respectif :

(a) sur chacune des 3 étapes de la différenciation des LB. Comme nous l'avons vu au
chapitre I1.2. de l'introduction, la synapse TFH-LB intervient lors de 3 étapes
développementales du LB. Les 3 « types » de LB concernés par la collaboration
avec les TFH sont: (i) les LB activés lors de I'induction des CG (ii) les LB des CG
lors de la sélection des clones affins et (iii) les LB mémoires lors de la réactivation
des réponses mémoires.

Déterminer l'effet du CTLA4-Ig in vivo sur chacune de ces étapes séparément
pourrait étre réalisé a 'aide de techniques d’imagerie intravitale bi-photonique in
vivo.

(b) Dans les CG, le réle du CTLA4-Ig pourrait varier selon que I'on étudie le dialogue
TFH avec les LB spécifiques de l'antigene des CG (« cognate interactions »)
comparativement au dialogue TFH avec les « LB spectateurs/bystander » non
spécifiques.

(c) Sur la modulation de la distribution des molécules de co-stimulation. En effet, il
est possible qu’'en dehors du blocage de la signalisation du CD28, I'action du
CTLA4-Ig sur 'homéostasie des TFH fasse intervenir d’autres partenaires. Il
serait notamment important d’évaluer I'impact de la voie PD1/PDL1 sur I'action

du CTLA4-Ig (cf Figure 13).

2. Role de la collaboration TFH-LB dans I'établissement des réponses
humorales

Nous avons ensuite souhaité étudier les conséquences d'un blocage de 'activation des

TFH par le CTLA4-Ig dans la synapse TFH-LB sur la réponse humorale.

Dans notre modele de co-culture in vitro, la fréquence des plasmablastes normalement
induits dans les suites d'une collaboration TFH-LB efficace est diminuée par le CTLA4-Ig.
De plus les fréquences respectives des LB effecteurs, LB mémoires et plasmablastes
circulants des patients transplantés rénaux traités par CTLA4-Ig sont significativement

plus faibles que celle des patients traités par CNI in vivo.
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Ces deux résultats suggerent que l'inhibition/le blocage du dialogue TFH-LB par le
CTLA4-Ig pourrait participer a l'inhibition de la réponse humorale in vitro et in vivo en

diminuant 'induction de LB effecteurs.

Il a été montré dans différents modeles que le maintien de la collaboration TFH-LB est
vital pour le développement d’'une réponse anticorps efficace. Ainsi, I'inhibition de la
collaboration entre TFH et LB secondaire a 'absence de protéine SAP, chez 'homme et
chez la souris, est responsable d'un déficit immunitaire majeur marqué par une absence
de CG et des altérations de la réponse humorale, alors méme que le priming des TFH est

assuré par les DC dans ce modele (Crotty et al., 2003; Qi et al., 2008) .

De plus, dans un modéle murin de réponses allogéniques, I'équipe d’A. Chong montre
que linjection de CTLA4-Ig sept jours apres le challenge allogénique induit un
« collapsus » des CG et une diminution de la sécrétion de DSA alors que la différenciation
des TFH était effective. Ces résultats suggerent que l'inhibition de la collaboration TFH-
LB par le CTLA4-Ig participe dans ce modéle a une diminution de I'allo-immunisation

(Youngetal,, 2016).

Enfin, chez 'homme, les résultats obtenus chez patients transplantés en situation de
tolérance opérationnels suggerent I'importance du contréle de ce dialogue TFH-LB pour
I'inhibition des réponses humorales en transplantation. En effet, le contexte clinique
chez ces patients est le reflet d’'une situation immunologique unique avec une fonction
rénale parfaitement stable en moyenne dix apres l'arrét de tout traitement
immunosuppresseur. De plus, 'équipe de Nantes a également montré que ces patients
ne développent pas de DSA contre leur donneur (Chenouard et al., 2016). De fagon tres
intéressante, ces patients présentent également une plus faible proportion et des défauts
fonctionnels des TFH circulants par rapport a des patients transplantés rénaux ayant

une fonction du greffon stable grace a la prise d’anticalcineurines.

In vitro, les TFH des patients tolérants opérationnels induisent une diminution
significative de la sécrétion d’IgG lors d’expériences de co-cultures entre TFH circulants
et LB naifs, associés a un défaut de sécrétion d’IL21, comparativement a ceux de patients
transplantés rénaux traités par anticalcineurines. A l'inverse, l'apparition d’une

augmentation des TFH circulants lors du suivi prospectif de patients transplantés
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rénaux stables grace a un traitement immunosuppresseur classique précede I'apparition

de DSA chez ces patients.

Ainsi I'ensemble de ces résultats suggere fortement que le controle de la collaboration
entre TFH et LB pourrait étre une étape primordiale pour agir sur la réponse humorale

allogénique.

De plus et dans I'’hypothése que les phénotypes des LB et des TFH (ou du moins leur état
d’activation) circulants des patients transplantés sont le reflet de la synapse TFH-LB
dans les CG (plus que de la synapse TFH-DC), nos résultats suggerent alors que le
traitement par CNI ne modifie pas cette collaboration TFH-LB. En effet, le phénotype
lymphocytes circulants des patients transplantés traités par CNI est totalement similaire
a celui des donneurs sains. L’hypothése d’un contréle limité de la collaboration TFH-LB
par les CNI est en accord avec les résultats de Kwun et al dans un modele de primates
non humains greffés rénaux. Dans ce modele, le traitement d’induction déplétant (anti-
CD3) permet une disparition initiale des CG dans les organes lymphoides secondaires.
Apres reconstitution cependant, alors que les primates sont traités par anti-
calcineurines, la taille des CG redevient similaire a celle des animaux naifs. De plus, dans
un modele de rejet aigu humoral chez les primates, les auteurs montrent,
concomitamment a I'apparition des DSA, une augmentation de la taille et du nombre de
CG, alors que les animaux sont toujours traités par immunosuppresseurs a dose efficace
(Kwun et al,, 2017). En poussant ce raisonnement encore plus loin, nous pourrions
suggérer qu’a l'inverse, le contrdle imparfait de 'allo-immunisation des patients traités

par CNI viendrait d'une absence de controle efficace de la collaboration TFH-LB.

Inhiber la collaboration TFH-LB apparait donc étre une étape primordiale pour
controler les réponses humorales allogéniques. Des perspectives thérapeutiques
innovantes pourraient étre développées pour cibler spécifiquement cette étape. Ainsi de
nouvelles biothérapies ciblant d’autres molécules de co-stimulation sont en cours de
développement et l'inhibition de la voie ICOS/ICOSL pourrait évidemment avoir un

intérét majeur. En dehors des traitements immunosuppresseurs classiques, l'utilisation
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de miRNA pour bloquer l'activation des TFH et le dialogue TFH/LB est évaluée dans les
modeles expérimentaux. Enfin Achour et al ont récemment suggéré que les LB
« régulateurs », c’est a dire dans cette étude induits par la combinaison de CD40L et CPG,
inhiberaient la collaboration TFH-LB en diminuant la différenciation en plasmablastes et

la sécrétion d’Ig dans un modele de co-culture TFH-LB naifs (Achour et al., 2016).
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Conclusion

Au total, nos résultats suggerent deux modes d’action originaux permettant au CTLA4-Ig
de controdler efficacement les réponses humorales allogéniques. Il agirait (i) directement
sur la capacité de sécrétion d’Ig des LB effecteurs exprimant le CD86, et donc en
particulier les plasmablastes mais (ii) également sur les capacités « stimulatrices » des
LB lors des synapses TFH-LB, permettant de diminuer I'activation des TFH et d’inhiber

la différenciation terminale des LB en retour.

Cependant, la compréhension exacte des mécanismes sous-tendant I'action du CTLA4-Ig

doit prendre en compte I'impact des autres molécules de co-stimulation.

Ces deux mécanismes d’action peuvent étre complémentaires et non exclusifs.
Déterminer l'impact de la signalisation directe du CD86 in vivo nécessiterait le
développement de modele génétique innovant qui créerait une mutation ponctuelle de

son domaine intracellulaire.

Enfin, nous suggérons que le contrdole de la collaboration TFH-LB serait une étape
primordiale a cibler pour prévenir I'alloimmunisation HLA en transplantation et peut-
étre renforcer l'intérét potentiel de ces molécules dans le champ des pathologies auto-
immunes. Le développement de nouvelles thérapies ciblant cette étape permettrait alors
de prévenir plus efficacement 'émergence des DSA et peut étre ainsi d’améliorer la

survie des greffons sur le long terme.
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Effect of Inmunosuppressive Drugs on Humoral
Allosensitization after Kidney Transplant
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ABSTRACT

The negative effect of donor-specific antibodies on the success of solid transplant is
now clearly established. However, the lack of effective treatment to prevent the
development of antibody-mediated lesions deepens the need for clinicians to focus
on primary prevention of de novo humoral allosensitization. Among the factors
associated with the risk of developing de novo donor-specific antibodies, therapeu-
tic immunosuppression is the most obvious parameter in which improvement is
possible. Beyond compliance and the overall depth of immunosuppression, it is
likely that the nature of the drugs is also crucial. Here, we provide an overview of
the molecular effect of the various immunosuppressive drugs on B cell biology.
Clinical data related to the effect of these drugs on de novo humoral allosensitiza-
tion are also examined, providing a platform from which clinicians can optimize
immunosuppression for prevention of de novo donor—specific antibody generation

at the individual level.

JAm Soc Nephrol 27: 1890-1900, 2016. doi: 10.1681/ASN.2015070781

Antibody-mediated rejection (AMR) is
widely recognized as the leading cause of
late transplant failure and accounts for
approximately two thirds of renal allo-
graft losses.12 In 2003, AMR was added
to the Banff classification for inter-
pretation of renal allograft biopsy,3
sparking intense interest in the trans-
plant community. Clinical studies over
the last 10 years have established that
antibodies generated de novo post-
transplantation against donor-specific
antigens (DSAs) are strongly associated
and may be an important cause of
allograft loss. 14>

Experimental studies have shed light
on the natural history of AMR.®7 The
sequence starts with the generation of
antibodies directed against the graft. Al-
though highly polymorphic mismatched
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HLA molecules represent the most
documented targets for DSAs, it is clear
that DSAs can also be directed against
other kinds of molecular targets, includ-
ing polymorphic minor histocompati-
bility antigens and after a breakdown of
B cell tolerance,® nonpolymorphic auto-
antigens.® DSAs are massive proteins
that are largely sequestrated in the circu-
lation.1® Binding of circulating DSAs to
directly accessible graft endothelial cells
can trigger the activation of a classic
complement pathway, a central process
in the pathophysiology of acute AMR
(i.e., AMR with acute graft dysfunction).!!
Complement activation by antibodies
depends on the recruitment and activa-
tion of the component Clq. After anti-
gen binding on cells, IgGs establish
specific noncovalent interactions between
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Fc segments, resulting in the formation
of ordered antibody hexamers with ex-
quisite ability to recruit and activate
C1q.12 The probability that a sufficient
number of IgGs binds close enough to
form such hexameric complexes is
strongly influenced by antibody titer.
In line with this idea is the fact that
the ability of DSAs to bind Clq or
C3d in a solid-phase assay correlates
with their MFI.113 Another clue that
DSA titer is an important factor in
their ability to activate complement is
in the study by Yell et al.'* which shows
that most C1q binding DSAs can be con-
verted into non-Clq binding DSAs
when diluted. However, DSAs with sim-
ilar MFI do not always activate the com-
plement,!! which indicates that, beyond
the quantity, some qualitative features of
antibodies also affect their ability to ac-
tivate the complement. It is well known
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that IgG4 is much less effective than
IgG1 and IgG3 in triggering the comple-
ment cascade. Strikingly, a recent study
reported that DSA subclasses identify
distinct phenotypes of kidney allograft
AMR. In this study, IgG3 DSAs were as-
sociated with a shorter rejection time,
increased microcirculation injury, and
more C4d capillary deposition; in con-
trast, IgG4 correlated with later allograft
injury.!>

In contrast to acute AMR, activation
of the classic complement pathway does
not seem to be critical for the develop-
ment of chronic AMR lesions. The first
evidence supporting this concept was in
the study by Colvin and coworkers,!©
which transplanted immunodeficient
RAG knockout mice with allogenic
heart. Colvin and coworkers'® observed
that a passive transfer of noncomple-
ment binding DSAs was sufficient
enough to promote allograft vasculop-
athy. Innate immune cells, including
neutrophils, macrophages, and NK cells,
can bind to Fc fragments of antibodies
and release lytic enzymes (a mechanism
called antibody—dependent, cell-mediated
cytotoxicity), which mediate smoldering
endothelial cell damages. In turn, chronic
vascular inflammation promotes the
progressive development of typical vascu-
lar lesions (i.e., transplant glomerulopathy,
allograft vasculopathy, and lamination
of the peritubular capillary basement
membrane).

Current treatment protocols for
AMR use permutations of a multi-
pronged approach that include DSA
removal with plasmapheresis, B or
plasma cell depletion with anti-CD20
and proteasome inhibitors (PIs), respec-
tively, and the blockade of antibody—
mediated effector functions with
intravenous Igs (IVIgs) or terminal
complement pathway inhibitors.” The
3-year graft survival rate with these pro-
tocols is <50%.!7 Given the detrimental
effect of DSAs on transplant survival and
the lack of effective treatment to prevent
the development of antibody-mediated
lesions, the priority of clinicians in
charge of recipients of solid organs
should be primary prevention of DSA
generation.

J Am Soc Nephrol 27: 1890-1900, 2016

INCIDENCE AND RISK FACTORS
FOR SENSITIZATION

The prevalence of de novo donor—specific
antigens (dnDSAs) is generally between
5% and 10% at 1 year postrenal trans-
plantation and slowly increases there-
after to 20% at 5 years.!8-20 However, these
percentages should be interpreted with
caution. During the last 10 years, assays
for the detection of anti-HLA antibodies
have evolved from complement-dependent
cytotoxicity to the highly sensitive
microbead—-based Luminex assay. There-
fore, it is possible that DSAs identified in
the post-transplant period could, in fact,
be preformed DSAs that were not previously
detected by the complement—dependent cy-
totoxicity assay. Furthermore, a negative
pretransplant serum does not completely
rule out the possibility that DSAs might be
expressed in the context of B cell memory
response. Indeed, using a novel HLA B Cell
Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay,
Lucia et al.! showed that, in 30% of pa-
tients, memory B cells could be detected
in highly sensitized patients in the ab-
sence of corresponding anti-HLA anti-
bodies in the circulation.

Risk factors for sensitization fall into
two categories: either they increase graft
immunogenicity or they increase the
recipient immune system’s ability to re-
spond to allogeneic epitopes. Graft immu-
nogenicity depends on both the quantity
of allogeneic epitopes expressed by the
graft (i.e., the number of mismatched
amino acid polymorphisms)?? and their
nature.?>24 It is also possible that graft
inflammation (either preexisting in
extended criteria donors or secondary to
ischemia-reperfusion injuries) could
increase immunogenicity.?> The ability
of recipients’ immune systems to respond
to allogeneic epitopes is reflected in their
pretransplant immunization status (i.e.,
responses to previous challenges), acute
cellular rejection episodes, and younger
age, all of which have been consistently
associated with increased risk of sensitiza-
tion.!%26:27 Among the factors associated
with post-transplant sensitization, thera-
peuticimmunosuppression represents the
most obvious modifiable risk factor. To
optimize immunosuppressive strategies,
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it is fundamental to take into account
drug exposure evaluated by a pretrans-
plant pharmagenomics analysis and
post—transplant pharmacokinetic moni-
toring. Indeed, the incidence of sensitiza-
tion is dramatically increased in patients
who are nonadherent.>!° Moreover, strict
monitoring of DSAs should be performed
when clinical situations, such as infectious
episodes, BK virus viremia,?! diarrhea, or
cancer,?? lead to a reduction of immuno-
suppression. It is also noteworthy that
death with a functional allograft is cur-
rently an important cause of graft loss. All
recommendations regarding antirejection
therapy must, therefore, take into account
the related risk of overimmunosuppression
and the benefit-to-risk ratio of all
therapeutic decisions.?® Finally, defining
the best drug combination for primary
prevention requires an understanding of
B cell biology and the molecular mecha-
nisms by which each drug interferes with
dnDSA generation.

IMMUNE MECHANISMS
UNDERLYING DSA GENERATION

DSAs are high-affinity IgGs directed
against protein antigen. These charac-
teristics imply that DSA generation
results from a thymo—dependent B cell
response. This type of humoral response,
which develops within secondary lym-
phoid organs (spleen or lymph nodes),
involves two distinct events that are sep-
arated both spatially and temporally?®
(Figure 1). B cell activation is initiated
in the B cell area of secondary lymphoid
organs by the binding of cognate antigen
to surface B cell receptors (BCRs). This
step is strengthened with the help of in-
nate immune effectors. Macrophages of
the subcapsular sinus capture lymph-
borne antigens,? and the binding of
these antigens to the surface Ig of the
cognate B cells contributes to the estab-
lishment of the immunologic synapse
between the B cells and the subcapsular
sinus macrophages3? (Figure 1, top
panel). BCR crosslinking leads to the
phosphorylation of immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs by the
Src family kinase Lyn. This initiates the
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Figure 1. Key molecular steps of B cell activation and sites of action of immunosuppressive
drugs. B cell activation is a two-step process. (Top panel) Binding of the cognate antigen to the
surface g of B cells serves as the first signal of activation. BCR signaling drives the internalization
of bound antigens (donor's HLA molecules) to endosomal compartments, where they are
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formation of the signalosome, an assembly
of intracellular signaling molecules that,
together with adaptor molecules, are re-
sponsible for the coordinated regulation
of downstream signaling pathways, in-
cluding calcineurin and mammalian tar-
get of rapamycin (mTOR) pathways, and
ultimately, modify the gene expression.
Importantly, signaling BCR microclus-
ters also associate with molecular motor
dynein, which allows for the coordinated
movement of antigen into the intracyto-
plasmic endosomal compartment of the
B cell.2-3! Internalized antigen is pro-
cessed and subsequently exposed on the
B cell surface in association with MHC
molecules.3? B cells that have received
this first activation signal migrate toward
the B zone-T zone boundary,?3 where
they pair with a particular subset of cog-
nate CD4" T cells called T follicular
helper (Tth) cells’* (Figure 1, bottom
panel). This provides the second activa-
tion signal for B cells through cell surface
costimulatory ligand interactions (espe-
cially CD40L) and directional cytokine
production (in particular, IL-21).34 The
activated B cells enter the germinal
center, where they proliferate. Their pro-
genies go through repeated cycles of
random somatic hypermutation of Ig
variable regions driven by the enzyme
activation—induced cytidine deaminase
followed by selection of progressively
higher—affinity mutants. Differentiation
of some of these high-affinity mutants
into plasma cells or memory B cells leads
to the increased affinity of serum anti-
bodies and the high affinity of the recall
response. Interestingly, recent evidence
has shown that plasma cells and memory
B cells generated by the germinal center
reaction require additional helper signals
from innate immune effectors, including
eosinophils and basophils, to extend their
lifespan in postgerminal center niches
(summarized in ref. 36).

Recent data suggest that B cell func-
tions are not restricted to the deleterious
role of secreting dnDSAs.37 In the in-
flammatory context, some B cell sub-
sets have shown regulatory properties
that rely on either secretion of anti-
inflammatory cytokines (IL-10) and/
or contact-dependent mechanisms. The

J Am Soc Nephrol 27: 1890-1900, 2016



fine equilibrium between these two roles
of B cells should also be taken into ac-
count when discussing immunosup-
pressive strategies.>8

Determining the actions of each im-
munosuppressive drug on B cell biology
and their consequent effect on dnDSA
production represents the first step in
defining practical clinical immunosup-
pressive strategies.

EFFECT OF INDUCTION THERAPY
ON DNDSA GENERATION

Rabbitantithymocyte globulin (ATG) isa
mixture of polyclonal 1gGs recovered
from the sera of rabbits immunized
with human thymocytes. The binding
of antibodies to recipient’s T lympho-
cytes results in complement— and/or
antibody-dependent, cell-mediated cy-
totoxicity and an interaction with T cell
surface antigens, possibly resulting in
apoptosis or anergy (Figure 1). Interest-
ingly, because certain epitopes are shared
between T and B cells and because pedi-
atric thymi also contain CD20" B cells
and CD138" plasma cells, ATG contain
IgGs directed against these latter sub-
sets.3? As a result, in vitro studies have
shown that ATG induces apoptosis of
naive, activated B cells and bone marrow
resident plasma cells at clinically rele-
vant concentrations (1-100 ng/ml).3°
However, the importance of ATG-
induced plasma and/or B cell depletion
in vivo has not been clearly shown.40
An alternative to ATG as a depleting
agent for induction is alemtuzumab, a
humanized mAbD directed against CD52,
which is a protein widely distributed on
the surface of lymphocytes and mono-
cytes (but with an unknown function).
Alemtuzumab induces rapid and pro-
found B (and T) lymphocyte depletion*!
(Figure 1). A recent study showed that,
after this initial depletion, B cells repo-
pulate the peripheral blood from 6 weeks

onward and exceed baseline levels after 6
months.#2 Moreover, the composition of
B cell subsets is altered compared with
that found pretransplant; the levels of
naive and transitional B cells increase,
whereas the absolute number of mem-
ory B cells decreases significantly.4? In-
terestingly, in organ transplantation, the
composition of the B cell compartment
is repeatedly identified as an important
determinant for graft outcome.4344
Heidt et al.#2 suggested that lymphocyte
depletion with alemtuzumab may skew
the B cell compartment toward a proto-
lerogenic profile. This hypothesis has
been further strengthened by another
work that showed that a significant
expansion of regulatory—type B cells (de-
fined as CD19"CD5"CD1d"*#") is associ-
ated with superior graft function and that
this pattern is more common after alem-
tuzumab induction.*> However, al-
though this hypothesis is interesting, it
has been challenged by recent conflicting
reports from two independent groups
showing that alemtuzumab-induced
B cell depletion/reconstitution is as-
sociated with a higher incidence of
AMR compared with induction with
ATG 4647

Basiliximab is a chimeric mouse-
human nondepleting mAb targeting
the a-chain (CD25) of the IL-2 receptor
(Figure 1). Basiliximab was developed
for induction therapy on the basis of
the concept that it would block IL-2
binding, thereby inhibiting T cell prolif-
eration. Interestingly, activated B cells
also express CD25,%8 and IL-2 has a cru-
cial role in driving the differentiation of
activated B cells toward plasma cells in
vitro.8

In practice, ATG should be preferred
in sensitized patients without DSAs,
because two randomized clinical trials
showed beneficial short—term effects on
acute rejection, graft function, and
survival (however, the relationship be-
tween induction immunosuppression,
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dnDSAs, and AMR was not specifically
addressed).4%50 In a more recent trial,
Brokhof et al.>! reported in a cohort of
114 moderately sensitized recipients of
deceased donor renal transplants that in-
duction with ATG is associated with a
reduction in the occurrence of dnDSAs
and AMR compared with basiliximab.
However, it should be noted that, in
this study, (1) the difference became sta-
tistically different only at 3 years, (2)
only a few patients assigned to basilixi-
mab had a follow-up at 36 months, and
(3) the patients who received ATG also
received more plasmapheresis and IVIg
than the patients who received rituximab.
Finally, if ATG should be considered
as the first-line induction therapy in
previously sensitized patients, no data
are available concerning a potential
benefit of this induction strategy in non-
sensitized recipients.

EFFECT OF MAINTENANCE
IMMUNOSUPPRESSION ON
DNDSA GENERATION

Corticosteroids

Corticosteroids are the oldest immune
response—modifying drugs. Their mech-
anism of action is diverse and includes
interference with intracellular transcrip-
tion factors and signaling pathways of
several surface receptors, including the
T cell antigen receptor>? and down-
stream kinases.>?

High doses of corticosteroids (>1
mg/kg), used for induction therapy in
transplantation, also induce lymphocyte
apoptosis (including B cells)4%->4 and can
prevent in vitro differentiation of B cells
into plasma cells.>> High concentrations
of corticosteroids are also likely to inter-
fere with Fc y-receptor signaling, in-
cluding the inhibitory Fc y—RIIb, which
acts as a key negative modulator of B cell
function and controls bone marrow
plasma cell apoptosis.>® The effect of a

processed. Selected peptides are then loaded onto recipient MHC class 2 molecules and presented on the B cell surface. (Bottom panel) B
cells interact with cognate Tth cells that provide the second costimulation signal for the completion of B cell activation. Therapies with
proven efficiency are shown as red lines. Putative mechanisms of action are dashed red lines with question marks. TCR, T cell receptor.
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standard maintenance dose of cortico-
steroid therapy on human B cells was
studied in a seminal in vitro study by
Cupps et al.>” in the mid-1980s. Early
events in B cell activation, such as
anti-IgM—induced B cell activation and
proliferation, are profoundly suppressed
by corticosteroids.>” To be effective, the
corticosteroids have to be present in
the culture during the first 24 hours,
suggesting a drug-induced modulation
of an early event.>”

Over thelast decades, several attempts
have been made to develop steroid-
sparing strategies to avoid their important
deleterious side effects. No increased risk
in sensitization has been reported in
patients without corticosteroids in a pro-
spective single—center study on kidney
transplantation®® and two retrospective
studies on liver transplantation.>%-60
These encouraging results are also sup-
ported by the conclusions in the work by
Delgado et al.,' which randomized 37
recipients of kidney transplants with
ATG induction, tacrolimus, and myco-
phenolic acid (MPA) for corticosteroid
withdrawal 1 week post-transplantation.
Delgado et al.®! did not observe any dif-
ference in dnDSA incidence at 5 years.
However, because early steroid with-
drawal is associated with a higher in-
cidence of subclinical rejection and
chronic graft injury in recipients with
high immunologic risk, such as
blacks,®? a steroid-sparing strategy
should only be considered in selected re-
cipients with low immunologic risk.

Calcineurin Inhibitors

It has been known since the mid-1990s
that, similar to what happensin T cells, the
engagement of BCR activates NFAT
through a calcineurin-dependent pathway
in B lymphocytes (Figure 1). The impor-
tance of this pathway for T cell-dependent
humoral responses has been studied in
mice, in which calcineurin was deleted
specifically in B cells.®> These mice had
larger germinal centers, reduced plasma
cell development, and lower antigen—
specific antibody titers, indicating a block
in plasma cell differentiation.%? Although
interesting, these experimental results
cannot be directly translated into patients,
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because calcineurin inhibitors (CNIs), in
contrast with genetic deletion, do not
completely suppress calcineurin activity
in lymphocytes.® In fact, when Heidt
et al.% tested the effect of CNIs in T and
B cell cocultures, they observed that,
whereas cyclosporin A (CsA) and tacroli-
mus were both capable of inhibiting Ig
production when B cells were cultured
with T cells that were not preactivated,
they failed to do so when preactivated T
cells were used to stimulate B cells. These
results indicate that CNIs affect the hu-
moral immune response of patients with
transplants by interfering with T helper
signals and not by targeting B cells di-
rectly.®> This hypothesis is supported by
the study by Struijk et al.,°¢ which showed
that patients with renal transplants who
were stable on prednisolone plus CsA
failed to develop antibodies against
T cell-dependent model antigens but re-
sponded normally to T cell-independent
antigens.

Some studies have reported that the use
of CsA is associated with an increased risk
of dnDSAs compared with tacrolimus,
5967 but this difference is not always
found.> The effect of the nature of CNIs
(CsA or tacrolimus) on dnDSA occur-
rence is made difficult to assess because
of the specific pharmacokinetic features
of each molecule (including variance of
oral bioavailability, action on entero-
hepatic circulation of MPA observed
with CsA, and genetic polymorphisms of
tacrolimus), which are likely to modify
drug exposure. Finally, beyond the nature
of the CNI, compliance!® and trough lev-
els> have been established as the most
important risk factors for sensitization of
patients on CNI.

mTOR Inhibitors

Immunosuppressive drugs targeting the
mTOR signaling pathway have been de-
veloped to avoid or reduce CNI-associated
toxicity. Sirolimus and everolimus
engage FK binding proteins, forming a
complex that inhibits mTOR. This in-
hibition prevents the translation of
mRNA-encoding proteins needed to en-
ter the cell cycle®® (thus reducing T cell
proliferation) and cytokine produc-
tion4%-69 (Figure 1). Interestingly,
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engagement of the BCR activates PI3K,
which beyond activation of NF-kB-
dependent transcription, also initiates a
distinct signaling pathway involving
the Akt and mTOR serine/threonine
kinases.”?

Surprisingly little is known about the
functions of the mTOR complexes in B
cells. Homozygous knockin mice for
hypomorphic mTOR showed decreased
ability to produce antibodies.®® To deter-
mine whether these effects were caused
by a direct mTOR blockade in the B cells
or only reflected T cell deficiency, the
same group examined the humoral re-
sponses in mTOR conditional B cell
knockout mice.”! Mice with mTOR de-
leted in their B cell lineage produced
fewer splenic germinal centers and also,
exhibited a decrease in switched high—
affinity antibody responses in contrast
to their wild-type littermates.”! The
fact that mTOR inhibitors are able to
prevent the in vitro production of Ig
with equal efficiency when human B
cells are cultured with preactivated or
not preactivated T cells further shows
that mTOR inhibitors, in contrast with
CNIs, have a direct effect on B cells.®>72
This concept is also validated by the re-
sults of a recent study that compared the
effects of CNI and mTOR inhibitors on
B cells from healthy volunteers. Only
sirolimus was able to inhibit the prolifer-
ation of B cells and their differentiation
into plasma cells. Interestingly, the effect
of sirolimus seemed more pronounced on
the CD19*CD27" memory subset.”?

Several clinical studies have reported
successful conversion to an mTOR in-
hibitor-based regimen.”4-77 Although
several of them showed a significant im-
provement in renal function after conver-
sion to a CNI-free regimen, long-term
data on the humoral response are limited.
In the ZEUS Trial,”# recipients of kidney
transplants on CsA-based immunosup-
pression were randomized at 4 months
post-transplantation to be either main-
tained on the same regimen or converted
to everolimus-based immunosuppres-
sion. In a retrospective analysis of a subset
of patients, Liefeldt et al”8 reported that
23% of those receiving everolimus had
developed dnDSAs compared with only
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11% of those who were receiving CsA.
This difference was, however, only ob-
served when steroid withdrawal was al-
lowed. In contrast, the 4-year report of
the CONCEPT Trial”® did not find signif-
icant difference in dnDSA incidence be-
tween patients switched to sirolimus at 3
months and the CsA controls (12% versus
21%; P=0.24). In line with these last reas-
suring results, a case-control study evalu-
ating the effect of late conversion from
CNI to everolimus (median of 22 months
post-transplantation) also fails to show
increased dnDSA incidence.8° Finally,
the question of whether mTOR inhibitors
favor dnDSA emergence is still controver-
sial. Available data suggest that conversion
to mTOR inhibitors after complete CNI
withdrawal is a potential risk factor, espe-
cially if it is made before the end of the first
year and/or associated with steroid with-
drawal.

Belatacept
Belatacept is a human fusion protein
combining the extracellular portion of
cytotoxic T lymphocyte—associated anti-
gen 4 (CTLA4), which has been mutated
to confer greater binding avidity to
CD80 and CD86, and the constant re-
gion fragment of human IgG1l. The
CTLA4 binds surface costimulatory
ligands (CD80 and CD86) of antigen-
presenting cells, thus preventing their
interaction with CD28 and thereby,
blocking T cell activation®! (Figure 1).
The efficiency of belatacept in prevent-
ing dnDSA generation is generally attrib-
uted to its effect on Tth cells.?? B cells are,
indeed, known to lack CD28, which has
expression that is specifically repressed by
the B cell master regulator gene Pax-5.83
However, several experimental studies
have shown the role of reverse signaling
of CD80/CD86 in CTLA4-mediated coin-
hibition.84 CTLA4-Ig binds to CD80/
CD86 molecules on dendritic cells and
promotes the induction of the immuno-
modulatory enzyme indoleamine 2,3
dioxygenase®>8¢ and the tolerogenic mol-
ecule HLA-G.87 Experimental data sug-
gest that reverse signaling of CD80/
CD86 also exists in B cells.8%8 It is, there-
fore, tempting to speculate that, when be-
latacept binds to CD80/CD86, it directly

J Am Soc Nephrol 27: 1890-1900, 2016

influences the B cell fate. This mechanism
could account for the recent observation
that the frequency and absolute number
of CD19"CD24MCD38M B cells (a subset
that has previously been associated with
operational tolerance*>44) are increased
in patients on belatacept compared with
controls on CNIs.”

Most of the clinical data where belata-
cept was used come from two multina-
tional phase 3 studies: the BENEFIT Trial
and the BENEFIT-EXT Tiial. The BENEFIT
Trial studied patients who received a
kidney from a living donor or a standard
criteria deceased donor. The BENEFIT-
EXT Trial, however, studied patients who
received akidney from an extended criteria
deceased donor. In both studies, patients
received corticosteroids and basiliximab
for induction therapy intraoperatively and
MPA and tapering doses of the steroid
postoperatively. Results from these trials
indicate that belatacept may have a para-
doxical effect on T versus B cell-mediated
alloimmune response. The BENEFIT
Trial revealed surprisingly low rates (5%-—
6%) of dnDSA formation at 3 years,
whereas the incidence of acute T cell-
mediated rejection was markedly in-
creased.”! Schwarz et al.®? performed a
retrospective patient match analysis of 14
patients on belatacept originally enrolled
in the phase 2 multicenter trial. Fifty-six
patients treated with CsA were matched
according to age at transplantation, first
transplant/retransplant, and donor type.
None of the patients treated with belatacept
had DSAs=10 years post-transplantation
compared with 38.5% of tested subjects
treated with CsA (P=0.05).°2 Although
extremely promising, these results need
to be confirmed through additional ex-
perimentation. It should also be remem-
bered that part of the effect could be
related to the fact that, in contrast with all
other immunosuppressive drugs, belata-
cept is given intravenously monthly in an
outpatient clinic, which could limit
noncompliance, a major risk factor for
dnDSA generation.>!?

Purine Inhibitors

After signal 1 (BCR engagement) and
signal 2 (provided by cognate Tth cells), B
cells undergo massive proliferation,
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which is crucial for the expansion of
the rare antigen—specific clones and
therefore, the development of humoral
response. Azathioprine and mycophe-
nolate mofetil (MPA) both block cell di-
vision by inhibiting DNA synthesis
through two distinct mechanisms (Fig-
ure 1). Azathioprine is a prodrug for
6-mercaptopurine; its metabolites block
purine synthesis enzymes and impede
later steps of DNA synthesis by being in-
corporated into newly synthetized DNA.
In contrast, MPA only acts as a selective
inhibitor of inosine-5"-monophosphate
dehydrogenase, a key enzyme in the de
novo synthesis of purine. Therefore,
MPA does not incorporate false purine
analogs into DNA.

Adding MPA to primary human B
cells stimulated in vitro with IL-21, anti-
CD40, and anti-IgM or CpG-B inhibits
B cell proliferation and the generation of
antibody—-producing plasma cells.®3
Similar findings have been reported in
the T/B coculture model.®>72 As expec-
ted, however, the drug has no effect on
terminally differentiated plasma cells,”?
suggesting that it can only prevent (but
not cure) AMR.

Some clinical studies suggest that MPA
might perform better than azathioprine
in preventing dnDSA formation. For
instance, two retrospective studies in kidney
transplantation®2¢ have reported that
azathioprine is more frequently used
than MPA among patients who develop
dnDSAs. However, this difference, which
was not observed in liver transplanta-
tion,>® could also be explained by the dos-
age (or the nature) of other concomitant
medications. In a study designed to deter-
mine the effect of immunosuppression
on both naive and memory humoral
responses, Struijk et al.°® reported that
recipients of kidneys on prednisone
combined with either CsA, MPA, or
everolimus all generated significantly
fewer antibodies during primary humoral
responses compared with healthy con-
trols. In contrast, when patients were
tested for memory responses against the
tetanus toxin, only patients on prednisone
plus MPA showed impaired secondary
humoral responses, suggesting that MPA
could be of special interest in preventing
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the rise of DSA titers in presensitized re-
cipients.®®

In Clinical Practice

A maintenance immunosuppression
strategy should be defined according to
the level of the pretransplant sensitiza-
tion status. A conventional strategy using
CNI plus MPA and avoiding minimiza-
tion in the absence of specific clinical
indications should be chosen in sensi-
tized recipients. In recipients with low
immunologic risk, belatacept can now be
considered as a promising alternative
strategy in association with MPA and ste-
roids. Regarding the other CNI-sparing
strategies, mTOR inhibitors with MPA
should not be considered as the first
choice in either highly or moderately
sensitized recipients. In recipients with
low immunologic risk, the effect of
both mTOR inhibitors (with or without
low-dose CNI) as steroid-sparing strate-
gies has to be clearly defined by addi-
tional analysis.

Maintenance immunosuppression
should also be adapted to the results of
clinical, pharmacologic, and immuno-
logic monitoring. DSA monitoring
should be performed at least once be-
tween 3 and 12 months after transplan-
tation. An evaluation of DSAs should also
be performed when a change of immu-
nosuppressive regimen is considered and
when nonadherence or graft rejection is
suspected.?* Detection of a significant
level of dnDSAs should prompt verifica-
tion of drug compliance, and pharmaco-
kinetic analyses should be performed to
ensure that drug exposure is within ther-
apeutic ranges (in particular, in patients
with therapeutic minimization).

THE EFFECT OF B OR PLASMA
CELL-TARGETED THERAPY ON
DSAS

Data on the effect of B or plasma cell-
targeted therapy on the prevention de
novo humoral allosensitization after kidney
transplantation are scarce. These drugs
have, indeed, mainly been used in the con-
text of desensitization protocols or AMR
treatment (two situations that are beyond
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the scope of this review, because DSAs are
present before drug administration). An-
other problem to determine their effect is
the fact that these drugs were mostly used
in combination with plasma exchanges
and/or IVIg.%>

Rituximab is a chimeric depleting
antibody directed against the B cell
surface molecule CD20 that is not found
on mature plasma cells (Figure 1). Thus,
rituximab should not affect serum anti-
body titers directly. However, some
studies have reported that prolonged B
cell depletion with rituximab (in associ-
ation with IVIg) could lead to a decrease
in DSA titers in patients diagnosed with
chronic AMR.?®97 A recent study also
found significantly less HLA antibody
rebound in patients treated with rituxi-
mab compared with a control cohort de-
sensitized and transplanted without
rituximab.?® Compared with controls,
patients treated with rituximab had a
significantly greater mean reduction in
DSA MFI but a similar rate of DSA per-
sistence.”® Some patients sensitized to
HLA antigens do not have antibody pre-
sent in serum before transplanta-
tion.21-7 Such patients are at risk for
an anamnestic response resulting
from a proinflammatory response to
the trauma of transplant surgery. Elim-
ination of HLA—specific memory B cells
with rituximab in these patients success-
fully abrogated anamnestic response.”®
Regarding prevention of dnDSA gener-
ation with rituximab, a Japanese group
has recently reported that dnDSA in-
cidence is significantly lower in ABO-
incompatible renal transplantations
induced with rituximab.'% Incidence
of chronic AMR was also significantly
reduced in the group of ABO-incompati-
ble recipients who received induction
therapy with rituximab or splenectomy
compared with a control group of ABO-
compatible recipients (without rituxi-
mab nor splenectomy). However, this
beneficial effect of rituximab should be
carefully interpreted, because it was not
observed in a randomized, double-blind
trial of rituximab induction for ABO—
compatible renal transplantations.!0!

PIs deplete plasma cells in human
transplant recipients and animal models
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(Figure 1). In the context of AMR, PI
seems to reduce the titers of immunodo-
minant DSAs by 50%, especially in early
AMR.192 A similar but transient reduc-
tion rate has also been observed for
preformed anti-HLA antibodies in a
prospective trial of PI-based desensitiza-
tion.103 Interestingly, Woodle et al.103
also reported a low rate of dnDSA for-
mation (12.5%) in patients who were
desensitized.

CONCLUSION

The prevention of dnDSA generation is
critical to the success of modern renal
transplant practice. The depth of immu-
nosuppression together with the nature of
the drugs used play an important role in
the success of the transplant. The data
provided by clinical trials regarding the
effect of therapeutic immunosuppression
on the risk of developing dnDSAs are still
limited, relatively recent, and considerably
varied. This because of the rapid evolution
of methods used to detect anti-HLA
antibodies as well as the heterogeneity of
monitoring and follow-up across centers.
Nevertheless, these data together with the
basic advances in our understanding of B
cell biology provide a platform from which
clinicians in charge of patients with trans-
plants can now design immunosuppres-
sive strategies tailored to the specific
immunologic risk of each recipient.
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Phase Ill clinical studies have shown that kidney
transplant (KT) recipients treated with the costimula-
tion blocker Belatacept exhibited a better renal allo-
graft function and lower donor-specific anti-HLA
immunization when compared to recipients treated
with calcineurin inhibitors (CNI). We analyzed B cell
phenotype in KT recipients treated with Belatacept and
stable renal function (N = 13). Results were compared
to those observed in stable patients treated with CNI
(N =12), or with chronic antibody-mediated rejection
(N =5). Both transcriptional profile and phenotypic
characterization of peripheral B cells were performed
by real-time polymerase chain reaction and flow
cytometry, respectively. In Belatacept group, the
frequency and absolute number of transitional B cells
as defined by both phenotypes: CD19"CD24"cD38M
and CD19"IgD"CD38"'CD27, as well as naive B cells
were significantly higher compared with CNI group. B
cell activating factor (BAFF) and BAFF receptor mRNA
levels were significantly lower in Belatacept group
than in CNI group. These results show for the first time
that Belatacept influences B cell compartment by
favoring the occurrence of transitional B cells with
potential regulatory properties, as described in opera-
tional tolerant patients. This role may explain the lower

alloimmunization rate observed in Belatacept-treated
patients.

Keywords: BAFF, BAFF-R, Belatacept, CTLA-4-Ig, kidney
transplantation, transitional B cells

Abbreviations: APRIL, A proliferating inducing ligand;
BAFF, B cell activating factor; BAFF-R, BAFF receptor;
BANK1, B cell scaffold protein ankyrin repeats 1;
BCMA, B cell maturation protein; CNI, calcineurin
inhibitors; CR, chronic antibody-mediated rejection;
DC, dendritic cells; DSA, donor-specific alloantibodies;
KT, kidney transplant; PBMC, peripheral blood mono-
nuclear cells; PCR, polymerase chain reaction; qPCR,
quantitative PCR; sHLA-G, soluble HLA-G; TACI, trans-
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Introduction

Extensive studies carried out in the recent years have
clearly highlighted the importance of humoral immunity as a
major component of the alloimmune response in the field of
solid organ transplantation. Actually, the production of
donor-specific alloantibodies (DSA) after transplantation is
clearly involved in both acute and chronic graft injury, and
graft lost (1-3). By contrast, recent data have also
suggested that B cells could play a role in operational
tolerance. Indeed, a B cell signature has been identified in
two distinct cohorts of tolerant kidney transplant (KT)
recipients (4,5). Such signature includes an increase in
naive and transitional B cells with potential regulatory
properties, when compared to KT recipients with stable
graft function or with biopsy-proven chronic rejection. Thus
and as previously established in the field of cellular
alloimmune response, the belief is currently emerging
that the outcome of allograft response-rejection or
tolerance after transplantation could be in part determined
by the balance between DSA-producing to tolerogenic B
cells. In this context, monitoring B cell phenotype could be
of importance to both analyze and better predict the
characteristics of the humoral alloimmune response.
Moreover, the influence of immunosuppressive drugs on
the B cell compartment should now be taken into account in
order to define the most protective strategy against B cell—
mediated injury.
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Belatacept, a first-in-class selective costimulation blocker,
inhibits the interaction between CD80/CD86 and CD28
preventing T cell activation. This drug is currently designed
in solid organ transplantation to provide effective immuno-
suppression while avoiding both the renal and nonrenal
toxicities associated with calcineurin inhibitors (CNI).
Belatacept was approved by the US Food and Drug
Administration in June 2011 based on the 3-year results
of two open-label, randomized, multicenter Phase Il trials.
These studies compared a more or less intensive regimen
of Belatacept to cyclosporine in patients receiving a KT from
either living or standard criteria deceased donors (BENEFIT)
or extended-criteria deceased donors (BENEFIT-EXT)
(6,7). The 3-year results demonstrated comparable patient
and graft survival between Belatacept and cyclosporine
with better renal function despite higher rates and grades of
early (within 6 months) T cell-mediated acute rejection
(8,9). However, acute rejection in patients receiving
Belatacept was not typically associated with DSA (9,10).
In contrast, cyclosporine was more frequently associated
with the development of DSA (7).

Taking also into account that the engagement of CD28 on
plasma cells (11) with CD80/CD86 induces antibody
secretion (12,13), we therefore hypothesized that Belata-
cept influences B cell compartment. We report here the
first B cell phenotype analysis in KT recipients who had
stable renal function treated with Belatacept as maintained
immunosuppression.

Materials and Methods

Patients and study design

The study was approved by the University Hospital Ethical Committee and
the Committee for the Protection of Patients from Biological Risks. All
participating patients gave written informed consent. A total of 30 first KT
recipients were included for this study. Detailed clinical data are presentedin
Table 1. Blood samples were obtained from patients with the following
status at the time of blood collection:

(1) First kidney recipients with stable graft function treated with Belatacept
(Bristol-Myers Squibb [BMS] Company, New York, NY), mycophenolate
mofetil and steroids (n = 13; Belatacept). We picked out patients from
Phases Il (n=1) and Il (n=10) clinical studies cohorts (BMS) and local
cohort treated after full market approval (n = 2). These patients have had
stable renal function (GFR) as estimated by MDRD formula, nonsignifi-
cant proteinuria and no acute rejection within the year before inclusion.
Four patients have presented an acute T cell-mediated rejection
episode, all were treated with high doses of steroids alone and none
was classified as resistant (resistant if the estimated GFR level did not
return to within 15% of the baseline within 2 weeks after initiation of
antirejection treatment). Time between acute rejection and blood
collection was 45 (23-110) months. Nineteen samples were analyzed
from the 13 patients. Time between transplantation and sample analysis
ranged between 12 and 113 months

(2) First kidney recipients with stable graft function treated with CNI,
mycophenolate mofetil and/or steroids (CNI; n=12). Patients were
selected from our database and closely matched to Belatacept patients
on the basis of date of transplantation, age, number of HLA
mismatches, sensitization status at the time of renal transplant, donor
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type and age, induction and maintenance immunosuppressive treat-
ment. All patients have had stable renal function, nonsignificant
proteinuria and no acute rejection within the year before inclusion.
Two patients have an acute T cell-mediated rejection episode both
1 month after transplantation. Both episodes were sensitive to high
dose of steroids. Blood samples were collected 67 and 84 months
after acute T cell-mediated rejection episode. Fourteen samples were
analyzed from the 12 patients.

(3) First KT recipients with chronic antibody-mediated rejection (CR; n=5).
All CR were biopsy proven and presented histological evidences of
chronic tissue injury (i.e. allograft glomerulopathy (cg) and/or interstitial
fibrosis/tubular atrophy (ci+ct) and/or fibrous intimal thickening in
arteries (cv) associated with the presence of C4d and DSA) (14). DSA
were not detected in two patients. We chose patients closest to the
stables treated with Belatacept or CNI on the basis of date of kidney
transplantation, age, donor type and age and immunosuppressive
regimen. Patients treated with Rituximab within 1 year before blood
collections were excluded. Time between diagnosis of CR and sampling
for the studies ranged from 1 to 8 months. Three patients from the five
included were treated for at least one episode of acute antibody-
mediated rejection, respectively, 4, 3and 2 years before the diagnosis of
CR. Treatment included in all patients plasmapheresis, intravenous
immunoglobulins and high doses of steroids, and Rituximab in two.

Cell isolation and flow cytometry

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by Ficoll-Paque
(GE Healthcare, Marolles-en-Hurepoix, France) gradient centrifugation. Total
B cells from freshly isolated PBMC were purified by negative selection using
the B cell isolation kit || for magnetic cell separation (MACS system; Miltenyi
Biotec SAS, Paris, France). PBMC and purified B cells were stained
according to standard protocols using the following mAbs purchased from
Beckman-Coulter (Villepinte, France), unless otherwise specified: CD3-ECD,
CD19-ECD or CD19-PECy5, CD138-PE, CD24-FITC (BD Pharmingen
[Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France]), CD38-ECD,
CD27-PE, IgD-FITC, CD5-FITC (EXBIO Praha, a.s. Vestec, Czech Republic),
CD1d-PE (BD Pharmingen) alongside istotype-matched controls. CD45-
FITC, -PE, -ECD and -PECy5 were used to perform fluorescence signal
compensation. Cells (2 x 10° to 4 x 10°) were analyzed using EPICS™ XL4
flow cytometer (Beckman-Coulter). CD4-FITC, CD127-PE and CD25-PECy5
were used to stain T cells.

Messenger RNA isolation and real-time quantitative polymerase
chain reaction

Messenger RNA was extracted from 5 x 10° PBMC using the RNeasy mini
kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturer’s instructions for
nine patients from the Belatacept group and nine from the CNI group.
Genomic DNA was removed by DNase treatment (Qiagen). Total RNA was
reverse transcribed to complementary DNA using reverse transcription
reagents (Thermo Scientific, Courtaboeuf, France). Real-time quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) was performed using commercially
available primer and probe sets (Applied Biosystems, Foster City, CA): HPRT:
Hs99999909_m1, CD19: Hs00174333_m1, CD32a: Hs00234969_m1, CD32b:
Hs00269610_m1, BANK1: Hs00215678_m1, BAFF-R: Hs00606874_g1,
BAFF: Hs00198106_m1, APRIL: Hs00601664_g1, TACI: Hs00963364_m1,
BCMA: Hs03045080_m1. We used 2-24°t method to figure out relative
expression of RNAs between a sample and a reference. All samples were
tested in duplicates in 96-well plates with the 7900HT fast real-time PCR
system (Applied Biosystems). HPRT and CD19 were used as endogenous
controls to normalize RNA amounts.

Statistics

Quantitative variables are presented as means (SD) and medians with range
(min-max) values, according to the distribution of the variable concerned.
Qualitative values are expressed as percentages. Stable KT groups were
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B Cell Phenotype in Belatacept-Treated KT Patients

Table 1: Clinical characteristics

Stable graft function

Chronic antibody-mediated

Variables Belatacept CNI p-Value' rejection (CR)
Patients, N 13 12 5
Samples,
Early analysis, N 13 12 — 5
Delay from renal transplant, months, mean (SD?) 64 +25 71427 0.49 149+ 126
Late analysis, N 7 2 — 0
Delay from renal transplant, months, mean (SD) 87+4 90+1 0.30 —
At the time of transplantation
Sex (male/female), N 10/3 111 0.59 2/3
Recipient age, years, mean (SD) 50+ 15 51+17 0.89 46 +20
Donor age, years, mean (SD) b5+ 14 56+ 13 0.84 56 +24
Living/deceased donor, N 0/13 2/10 0.48 0/5
Donor-specific alloantibodies, N 0 (0) 0 (0) — 0 (0)
HLA mismatches, mean (SD) 3.4+1 29+1 0.27 24+1.6
Cold ischemia time, min, mean (SD) 1291+ 543 1138+ 339 0.45 1149+ 141
Cause of end-stage kidney disease, N (%)
Glomerulonephritis 6 (46) 4 (33) 0.23 0
Chronic interstitial nephropathy 3(23) 2(17) 1 (20)
Unknown nephropathy 2 (15) 0 (0) 2 (40)
Other 2(15) 6 (50) 2 (40)
Viral infectious disease, N (%)
CMV viremia 3 (25) 2(17) 1.00 1(20)
BK viruria 6 (50) 2 (17) 0.19
Immunosuppression, N (%)
Induction 13 (100) 11(92) 1.00 2 (40)
Thymoglobulin 1(8) 0 (0) — 1 (50)
Belatacept 12 (100) 0 (0) — 0
Calcineurin inhibitors 0 (0) 12 (100) — 4 (80)
Mycophenolate mofetil 13 (100) 11 (92) 1.00 3 (60)
Steroids 13 (100) 9 (75) 0.22 4 (80)
Rejection,
Acute T cell-mediated rejection, N (%) 4 (33) 2 (17) 0.64 0
Delay from transplant, months, median (min-max) 2.5 (2-47) 1(1-1) — —
Acute antibody-mediated rejection, N (%) 0 (0) 0 (0) — 2 (40)
Delay from transplant, months, median (min-max) — — — 80 (62-98)
Chronic antibody-mediated rejection 0 (0) 0(0) — 5 (100)
Delay from transplant, months, median (min-max) — — — 104 (58-368)
End of follow-up
Time from transplant, months, median (min-max) 86 (9-127) 84 (27-136) 0.95 105 (89-384)
eGFR mL/min/1.73m?, mean (SD) 57.18+£16.31 63.93+17.43 0.34 32.05+7.8
Proteinuria, g/day, median (min-max) 0.13 (0.03-0.51) 0.12 (0.07-0.80) 0.86 0.75 (0.25-1.61)
Donor-specific alloantibodies, N (%) 1(8) 2(17) 1.00 4 (80)
Number, median (min-max) 0 (0-1) 0 (0-5) — 1(0-2)
MFI, median (min-max) 2459 2159 (1437-6136) — 3934 (743-19734)

CMV, cytomegalovirus; CNI, calcineurin inhibitors; eGFR, estimated GFR; MFI, mean fluorescence intensity.
"p-Value between the two stable groups.
2Standard deviation.

compared at the time of inclusion. Quantitative variables were compared Results

with unpaired t-test or Mann-Whitney, depending on the distribution of the

variable concerned. Qualitative variables were compared with Fisher test or Belatacept patients display higher proportion of
chi-square test. transitional B cells than CNI patients

The total lymphocyte, CD3™ T and CD19" B cells counts

Biological data were analyzed with the nonparametric Mann-Whitney test . . )
were assessed in the peripheral blood of patients from the

(flow cytometry and gPCR data). To compare early and late B cell phenotype,

we used paired t-test. A p-value < 0.05 was considered as significant. All three grOUPS: Belatacept Qr CNI-treated patients with stable
analyses were performed using GraphPad Prism version 5.01 for Windows graft function and CR patients. The total lymphocyte count
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). was not significantly different between the three groups
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Figure 1: Absolute number of (A) lymphocytes and of (B) CD3™ T cells, (C) percentage and (D) absolute number of CD19™ B cells in the
peripheral blood of patients from the three groups: Belatacept- or CNI-treated patients with stable graft function and CR patients.
The absolute number of cells was determined by multiplying the respective percentages obtained by flow cytometry by absolute
lymphocyte counts from clinical laboratory reports. The only difference observed is the number of CD19" B cells (frequency, absolute
number) between patients with stable graft function and CR (nonparametric Mann-Whitney test, two-tailed p-values, *p < 0.05). CNI,

calcineurin inhibitors; CR, chronic antibody-mediated rejection.

(Figure 1A). The absolute number of CD3" T cells in the
PBMC of the three groups was also similar (Figure 1B).
While the frequency of CD19" B cells did not differ
between the Belatacept and CNI groups (2.9[0.2-12] % vs.
2.4 [1.3-6] %), it was significantly higher when both were
compared to the CR group (0.5 [0.1-2.0] %, p=0.011 and
p=0.011, respectively) (Figure 1C). Accordingly, the
absolute number of B cells was higher in the Belatacept
and CNI groups compared with the CR group (3.38 [2.00-
24.000] and 3.59[1.26-7.7] vs. 0.360 [0.08-4.00]; p =0.036
and p=0.012, respectively) (Figure 1D).

To identify peripheral B cell developmental stages among
the CD19" B cells by flow cytometry, we used the Bm1-
Bmb classification based on the expression of CD27, CD38
and IgD (Figure 2), and thresholds of expression of CD24/
CD38 (Figure 3). Analysis of B cell subsets was performed
on purified B cells from stable Belatacept- and CNI-treated
patients. CR patients were not analyzed. Actually, these
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patients exhibited a small amount of B-lymphocytes (0.5%
of PBMC, even after B-lymphocyte enrichment number of
the different subclasses of B cells remains under the
threshold required for analysis. Using the CD27/IgD
classification (15), we did not observe any significant
difference in the percentage of CD19" B cells displaying a
memory phenotype (CD27") or a naive phenotype (CD277)
between the Belatacept and CNI groups (Figure 2A).
However, mean frequencies of CD27" and of unswitched
CD27"1gD™ subset memory B cells were slightly lower in
the Belatacept group compared with the CNI group (22.5
[6.92-78] % and 7.5 [2.7-34] % vs. 33.35 [11-71.5] % and
11 [3-41.5] %, respectively) (Figure 2A). Consequently, the
proportion of CD27~ (IgD™) naive B cells was increased in
the Belatacept group (Figure 2A).

The analysis of memory B cell populations according to the

Bm classification (16) showed that the Belatacept group
had a significantly lower number of late Bm5 cells, which

American Journal of Transplantation 2014; 14: 1173-1182
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Figure 2: Phenotype of circulating CD19" B cell subsets in Belatacept- and CNI-treated patients (N =13 and 12, respectively)
according to expression levels of CD27, IgD and CD38. (A) Percentage of CD197CD27" memory B cells (total and CD277IgD*
unswitched memory) in both groups. (B) Representative dot plots of B cells using the Bm1-Bmb5 classification. Gating strategy is shown.
(C) Frequency (%) of the different Bm cell subsets within CD19" B cells in the two groups. Belatacept group had significantly more Bm2’
cells (IgDTCD38"), corresponding essentially to transitional B cells and naive Bm2 cells (IgDTCD38™). Belatacept patients presented
significantly less Bm1 cells (IgD"CD387) and late Bm5 cells (Bmb, IgD~CD38~, CD27" switched memory B cells). All statistics: Mann—
Whitney test, two-tailed p-values; *p < 0.05,**p < 0.005, ***p < 0.0001. CNI, calcineurin inhibitors.
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Figure 3: Phenotype of circulating CD19" B cell subsets in Belatacept- and CNI-treated (N =13 and 12, respectively) patients
according to expression levels of CD24 and CD38. (A) Representative dot plots of B cells in one Belatacept and one CNI patient according
to the expression levels of CD24 and CD38. The gate number one corresponds to immature B cells including the transitional cell subset that
expresses high levels of CD24 and CD38. The gate number two corresponds to CD24™CD38™ cells, which are primarily mature B cells and
the gate three to CD24"CD38™ cells, which are primarily memory B cells. (B) Frequency (%) of these three different B cell subsets in studied
groups. Belatacept patients had significantly higher proportion of transitional B cells (p = 0.003) and significantly lower proportion of memory
B cells (p =0.01) than CNI patients. The increased proportion of mature B cells in Belatacept patients is at the limit of statistical significance
(p=0.0495). Statistics: Mann-Whitney test, two-tailed p-values; *p < 0.05, **p < 0.005. CNI, calcineurin inhibitors.

are CD27" switched memory cells, than the CNI group (7.3
[2.9-21.4] % vs.15.9 [6.7-45.5] %; p=0.02) (Figure 2C).
Both Belatacept and CNI groups displayed similar numbers
of early Bmb cells (also switched memory B cells). As
previously described for peripheral blood (16), there were
virtually no Bm3+-4 cells. The Bm1 virgin naive IgD™" cells
were significantly decreased in the Belatacept group
compared with the CNI group (7 [2.4-24.5] % vs. 25.3
[14.3-52] %; p=0.0015). By contrast, activated naive Bm2
cells were significantly increased in the Belatacept
group compared with the CNI group (66.5 [34.7-82.2] %
vs. 40 [12.6-66.2] %; p=0.004). This result is consistent
with the increasing trend of CD27 cells and particularly
of CD277IgD™ naive B cells, in the Belatacept group.
Altogether Belatacept patients display a lower number of
memory B cells and, consequently, a higher proportion of B
cells having a naive phenotype, than CNI patients.

The proportion of Bm2' cells, which are mainly CD27~
transitional B cells (17,18), was significantly higher in the
Belatacept group thanin the CNI group (4.5 [1-7] % vs. 0.98
[0.2-4.4] %; p=0.0009) (Figure 2C). To confirm that this B
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cell subset was enriched in the Belatacept group, we
analyzed expression levels of CD24 and CD38 since
transitional B cells can also be identified by their high
expression levels of both these markers (17,18). We indeed
observed higher numbers of CD24"CD38" immature B
cells in the Belatacept group than in the CNI group (4.45
[0.5-7.3] % vs. 1 [0-3.7] %; p=0.003) (Figure 3). In
accordance with above results, CD24"CD38™ cells, which
are primarily memory B cells, were less frequent in the
Belatacept group (25.3 [3.37-73] % vs. 43.4 [24.2-75] %;
p=0.01). The proportion of CD24MCD38™, comprising
primarily mature B cells, was increased in the Belatacept
group when compared to the CNI group (62 [12-86.3] % vs.
46 [12-68.1] %; p =0.049), although the difference reached
the limit of statistical significance. This is likely to be related
to the increase in transitional B cells and decrease of the
memory B cells.

Belatacept patients maintain higher proportion of
transitional B cells along KT

We performed a late B cell phenotype in seven patients
treated with Belatacept and in two patients treated with

American Journal of Transplantation 2014; 14: 1173-1182
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stable KT recipients remained stable within almost 6 years
posttransplant.

Belatacept patients show lower levels of BAFF and
BAFF-R transcripts than CNI patients

We next analyzed the transcript levels of molecules
involved in inhibitory B cell profiles (CD32 isoforms and
the B cell scaffold protein ankyrin repeats 1 [BANK1]) and in
B cell survival and differentiation (the A proliferating
inducing ligand [APRIL], the B cell activating factor [BAFF]
and its receptors: BAFF receptor [BAFF-R], the transmem-
brane activator and CAML interactor [TACI] and the B cell
maturation protein [BCMAI) in the PBMC from Belatacept
and CNI patients. The transcript levels of both CD32a and
CD32b isoforms and BANK1 were comparable in both
patient groups. APRIL, TACI and BCMA transcripts were
also expressed at similar levels in both groups. By contrast,
we observed a significant difference in the quantity of BAFF
and BAFF-R transcripts. The Belatacept group displayed
significantly less BAFF and BAFF-R transcripts than the CNI
group (0.59 [0.11] vs. 0.96 [0.12] and 4.53 [0.39] vs. 6.21
[0.74], respectively) (Figure b).

Discussion

Here we report for the first time the analysis of peripheral B
cell compartment in renal transplant patients treated with
Belatacept. The present study was prompted by the
observation that KT patients enrolled in Phase Il clinical
studies have lower incidence of DSA upon Belatacept
(CTLA-4-1g) treatment compared with CNI. Since a B cell
signature has been described in operationally tolerant renal
transplant recipients (4,5), we analyzed whether B cell
compartment was modified by Belatacept. We showed
that Belatacept patients have a higher number of naive and
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Figure 5: Comparison of the transcript levels of BAFF and BAFF-R in PBMC from the Belatacept and CNI groups. The amounts of
BAFF mRNA and of its receptor BAFF-R were reported to the HPRT gene and to the CD19 gene, respectively. The Belatacept
patients (N =29) had lower transcript levels of BAFF and BAFF-R than the CNI patients (N =9). Statistics: Mann-Whitney test, two-tailed
p-values; *p < 0.05. BAFF, B cell activating factor; BAFF-R, BAFF receptor; CNI, calcineurin inhibitors; PBMC, peripheral blood mononuclear

cells.
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transitional B cells. Moreover, we showed that such B cell
signature is maintained over time with same proportion of
naive transitional B cells.

In our study, patients from the Belatacept, CNI and CR
groups had similar count of both total lymphocytes and T
cells. While both the frequency and absolute number of B
cells were comparable between the Belatacept and CNI
groups, they were significantly lower by comparing these
two groups with the CR group. These results contrast with
previous findings showing a similar number and frequency
of B cells in patients with stable renal function when
compared to patients with chronic rejection. The only
significant difference was the higher number of B cells in
drug-free tolerant recipients (5,19). Our results may be
related to the limited number of analyzed patients, rather
than to the immunosuppression strategy, which was not
modified within the previous 12 months. However, our
results reinforce the recent concept of the association
between graft acceptance and the predominance of B cells
with tolerogenic phenotype.

Our observation of increased number of naive B cells in
Belatacept patients was described by other groups in
long-term immunosuppressive drug-free tolerant KT
patients (4) and in alemtuzumab-treated KT patients (20).
In line with this result, immature B cells, namely the
CD19"7CD24"CcD38" transitional B cells, was increased in
Belatacept patients compared to CNI patients. This B cell
subset was shown as exhibiting regulatory capability
through IL-10 release (21) and interestingly was also found
in operational tolerant KT patients (4). The development of
naive and/or transitional B cells with regulatory functions
has been hypothesized as being involved in graft tolerance
induction and/or maintenance in such KT patients (4).

Since CD24MCD38™ transitional B cells have regulatory
capacity (21), we analyzed the transcript levels of molecules
involved in regulatory B cell profiles and in B cell maturation
and activation (19). Unlike operational tolerant KT patients,
expression of BANK1 transcripts, which negatively regu-
lates CD40-mediated AKT activation and which has been
described as a leader gene in these patients, was not
significantly different in both Belatacept and CNI groups.
Two isoforms of the low-affinity Fcy receptor CD32 are
expressed on B cell surface: while CD32b mediates an
inhibitory signal upon co-ligation with the B cell receptor,
CD32a, transduces an activating signal. Although de-
creased CD32a/CD32b ratio was described for tolerant
patients, it was similar between both our groups. Interest-
ingly, we observed a decrease in BAFF and BAFF-R
transcripts in patients from the Belatacept group when
compared to patients treated with CNI. BAFF has emerged
as a critical factor for B cell survival and differentiation.
BAFF exerts these actions by binding to BAFF-R with a high
affinity, and to TACI and BCMA with a low affinity. While
BAFF is predominantly produced by innate immune cells,
BAFF-R expression begins at the late transitional stage and
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is present on all mature B cells. BAFF-R signaling was
demonstrated to determine transitional B cell maturation
and the subsequent survival of mature B cells (22,23). Our
observation of reduced BAFF and BAFF-R transcripts are in
accordance with our B cell phenotypic analysis and other
studies reporting an association of high levels of BAFF with
abnormal renal function and HLA immunization or a local
humoral alloimmune response in kidney transplantation
(24-26). Levels of BAFF transcripts were also increased in
rejected allografts (27). In line with our results, elevated
BAFF-R transcripts were also associated with long-
term graft dysfunction, as described in a previous study
measuring BAFF-R levels in a cohort of 143 kidney recipients
with stable graft function at enrollment for more than 6
years (28).

The rationale for the use of Belatacept in organ transplanta-
tion is primarily focused on its ability to block CD80/86-
CD28 mediated T cell activation and its potential activity on
other immune cells such as B cells was initially thought to
be mainly mediated by an alteration of the T cell/B cell
cooperation. Our results suggest that Belatacept could also
act directly on B cells. Mechanisms by which Belatacept
could influence B cell compartment remain however to be
determined. First, Belatacept could act directly on B cells
through CD28-CD80/CD86 costimulation blockade. CD28
expression in B cells is repressed by the transcription factor
Paxb and de-repressed during differentiation to plasma
cells. The role of CD28 in humoral immune responses has
been predominantly attributed to helper T cell costimulation
and germinal center formation in lymphoid organs (29,30).
An intrinsic B cell role for CD28 has been identified in
controlling the differentiation or function of plasma cells
beyond germinal center formation (11). Recently, it has
been shown that sustained antibody responses depend on
the function of CD28, which selectively supports the
survival of bone marrow-resident nonproliferating plasma
cells, the long-lived plasma cells (13). Second, Belatacept
could act indirectly through the induction of the tolerogenic
HLA-G molecule. Indeed, it has been demonstrated that
dendritic cells (DC) generated in vitro in presence of
Belatacept released soluble HLA-G (sHLA-G) in response to
allostimulation; these Belatacept-treated DC acting as
tolerogenic antigen-presenting cells. In addition, renal
transplant patients receiving Belatacept exhibited in-
creased levels of plasma HLA-G than those receiving
CNI. This sHLA-G secretion by DC during an allogeneic
challenge was thus suggested as an explanation to the
better graft acceptance observed in Belatacept treated
renal transplant patients (31). Another study on a large
cohort of renal transplant patients showed an inverse
association between plasma sHLA-G and the presence of
anti-HLA alloantibodies (32). Finally, we demonstrated that
sHLA-G inhibits the proliferation and differentiation of B
cells through binding to the ILT2 receptor expressed to
their cell surface (33). Through these direct/indirect
mechanisms, we hypothesize that the Belatacept may
affect the B cell maturation process and promote the
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maintenance of transitional B cells, which could help
explain the weak anti-HLA alloimmunization.

In conclusion, present data showed that KT recipients
treated with Belatacept exhibited a B cell phenotype that
shares similarity to that observed in operational tolerant
patients, suggesting that costimulation blocker may, at
least partially, create an environment that limits anti-donor-
specific B cell alloimmune response. Whether the B cell
pattern observed predicts further occurrence or not of DSA
and antibody-mediated events remains to be established.
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