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Résumé en francais

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) jouent un réle majeur dans la modulation de
I'alloréactivité aprés allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et permettent
notamment de contréler la réaction du greffon contre I'hote (GVH) dans des modéles
expérimentaux. Le potentiel thérapeutique des Treg est donc trés important dans ce
domaine, mais aussi dans l'auto-immunité ou en cancérologie. Cependant, de
nombreuses barrieres rendent difficile I'élaboration de stratégies thérapeutiques
reposant sur le transfert adoptif de Treg chez I'nomme et une meilleure
compréhension des facteurs et mécanismes contrélant la prolifération et les
capacités suppressives de ces cellules permettrait de les cibler directement et si

possible spécifiquement in vivo.

Dans ce travail, aprés avoir €laboré un nouveau systéme d’évaluation clinique de la
GVH chez la souris et démontré sa simplicité, sa reproductibilité et sa performance,
nous avons pu montrer que I'action suppressive des Treg dans la GVH dépendait de
I'interaction entre le TNFa produit par les lymphocytes T conventionnels (Tconv) du
donneur et le récepteur TNFR2 exprimé par les Treg. En effet, en bloquant cette
interaction de 3 facons différentes, a savoir par un anticorps monoclonal bloquant
anti-TNFR2, ou en utilisant soit des Treg n’exprimant pas TNFR2 soit des Tconv ne
produisant pas de TNFa, nous avons a chaque fois montré que I'effet protecteur des
Treg était aboli en I'absence du signal TNF. Le récepteur TNFR2 étant exprimé
préférentiellement par les Treg par rapport aux Tconv, nos résultats ouvrent la voie
au ciblage des Treg in vivo via TNFR2, soit pour activer ce récepteur par un agoniste
et donc stimuler les Treg afin de contrdler la GVH, soit a I'inverse pour bloquer I'axe
TNFa/TNFR2 par un antagoniste et ainsi inhiber les Treg, ce qui permettrait alors de
lever un frein a l'alloréactivité dans les situations ou I'on cherche a la stimuler pour
renforcer I'effet anti-tumoral, comme par exemple dans le cas des rechutes post-

allogreffe.



Résumé en anglais

Regulatory T cells (Tregs) are key players involved in the modulation of alloreactivity
after hematopoietic stem cell transplantation. Indeed, Tregs can prevent graft-versus-
host disease (GVHD) in experimental models. Therefore, the therapeutic potential of
these cells in GVHD is substantial, as it is in other fields like auto-immunity or
oncology. However, many obstacles still make the application of cellular therapy
strategies based on the adoptive transfer of Tregs in humans quite complicated. A
better understanding of factors and mechanisms that control the proliferation and
suppressive capacities of Tregs could allow for a direct and specific targeting of

these cells in vivo.

In this work, after designing a new clinical grading system for murine GVHD and
demonstrating its ease of use, reproducibility and performance, we have shown that
the suppressive action of Tregs in GVHD depends on the interaction between TNFa
produced by donor conventional T cells (Tconvs) and TNFR2 expressed by Tregs.
Using 3 different ways to block this interaction, i.e. with an anti-TNFR2 blocking
monoclonal antibody, or Tregs that do not express TNFR2 or donor Tconvs that
cannot produce TNFa, we were able to show in each situation that blocking TNF
signaling resulted in a loss of protection by Tregs. TNFR2 being highly expressed by
Tregs as compared with Tconvs, our results pave the way for in vivo targeting of
Tregs through TNFR2, either to activate this receptor with an agonist and therefore
stimulate Tregs to control GVHD, or to block the TNFa/TNFR2 axis with an
antagonist and in this case inhibit Tregs, which could boost alloreactivity, as

expected in some particular settings like post-transplant relapse.
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TSDR : « Treg-specific demethylated region » = Région du promoteur de FOXP3
riche en CpG et spécifiqguement déméthylée chez les nTreg

USP : Unité de sang placentaire

VEGF : « Vascular endothelial growth factor » = Facteur de croissance de
'endothélium vasculaire

VIH : Virus de 'immunodéficience humaine
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Chapitre 1 : Allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

Principe

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) est une thérapeutique
reposant sur l'injection, chez un patient receveur atteint d’hémopathie de mauvais
pronostic (le plus souvent une hémopathie maligne de type leucémie aigué ou
syndrome myélodysplasique), d’un greffon cellulaire contenant des CSH provenant
d’'un donneur sain. Le principe thérapeutique de I'allogreffe de CSH est I'éradication
des cellules leucémiques résiduelles dans le cadre d’'une hémopathie maligne et le
remplacement d’'une moelle (et/ou d’'un systéme immunitaire) dysfonctionnelle par
une moelle saine dans le cadre des hémopathies non malignes comme I'aplasie
médullaire idiopathique, les hémoglobinopathies ou les déficits immunitaires
combinés séveres de I'enfant. L’effet anti-leucémique de l'allogreffe est lié en partie a
ladministration avant la greffe proprement dite dun traitement appelé
conditionnement qui associe généralement diverses molécules de chimiothérapie
et/ou de la radiothérapie, mais aussi et surtout a la destruction des cellules
leucémiques résiduelles par les cellules immunitaires du donneur, principalement les
lymphocytes T (LT) mais aussi les cellules « natural killer » (NK), on parle alors
d’effet « graft-versus-leukemia » (GVL) ou « graft-versus-tumor ».

Comme décrit ci-dessous, le développement des conditionnements a intensité
réduite (RIC) et non myélo-ablatifs (NMA) d’une part, permettant I'accés a I'allogreffe
a des sujets plus agés, et des greffes a partir de donneurs alternatifs d’autre part,
augmentant la probabilité pour chaque patient de trouver un donneur, ont permis une
hausse quasi-constante du nombre d’allogreffes réalisées chaque année depuis 20
ans (figure 1). Ainsi, selon le rapport médical et scientifique de I'Agence de la

Biomédecine (ABM) consacré a l'activité nationale d’allogreffe de CSH pour I'année
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2015, 1964 allogreffes ont été réalisées en France cette année-la, contre 1656 en
2010, 1205 en 2005 et 799 en I'an 2000.

2000 , 1966 1964
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1600
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1200
1000
800 -
600 -
400 -

200 4

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
mApparentées @MNonapparentées

Figure 1 : Evolution du nombre d’allogreffes de CSH réalisées chaque année en France entre
2006 et 2015, en fonction du type de donneur (apparenté ou non).

Source : Rapport annuel 2015 de 'ABM sur lactivité globale de greffe allogénique, d’aprés les
déclarations d’activité des centres de greffe.

Indications

L’allogreffe de CSH est une thérapie lourde, associée a un fort taux de mortalité et a
de nombreuses complications potentielles, y compris sur le long terme, pour les
patients survivants. Par conséquent, elle est réservée aux patients atteints
d’hémopathies de moins bon pronostic, les plus a risque de rechute. Ce risque est
évalué individuellement pour chaque patient en fonction principalement du type de
son hémopathie, de caractéristiques cytogénétiques et/ou moléculaires au diagnostic
et de I'évaluation de la réponse au traitement. Cette derniére a été améliorée ces
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dernieres années par le développement de techniques moléculaires et de cytométrie
en flux permettant de détecter de la maladie résiduelle chez des patients jusqu’alors

considérés en rémission compléte de leur hémopathie (Appelbaum 2015).

Aplasies
constitutionnelles

et acquises et
affections Autres
constitutionnelles
9,8%

Leucémie aigué

Aplasies
constitutionnelles
et acquises et
affections Autres
constitutionnelles_ 2,1%
5,6%

myéloide
32,2%

Autres

hémopathies Leucémie aigué
Autres lymphoides myéloide
hémopathies 14,9% 35,3%
lymphoides .
20,9%
Leucémie aigué
lymphoide
11,2% Autres
Autres hémopathies
hémopathies myéloides Leucémie aigué
myéloides 27,0% lymphoide
23,2% 15,2%

Figure 2 : Répartition des principales indications d’allogreffe de CSH en France pour I’année
2015, en fonction du type de donneur (apparenté ou non).

A gauche : Allogreffes apparentées (n = 810 patients). A droite : Allogreffes non apparentées (n = 964
patients).

Source : Rapport annuel 2015 de 'ABM sur l'activité globale de greffe allogénique, d’aprés les
déclarations d’activité des centres de greffe.

Selon le rapport 2015 de I'ABM, les 3 principales indications d’allogreffe restent la
leucémie aigué myéloide (LAM) dans 34.1% des cas, les syndromes
myélodysplasiques (en forte augmentation depuis 2005) dans 15.4% des cas et la
leucémie aigué lymphoblastique (LAL) dans 13.4% des cas. A linverse, d’autres
hémopathies comme le myélome multiple voient leur nombre d’indications
d’allogreffe diminuer chaque année (3.9% des allogreffes en 2015 contre 8.3% en

2010), en raison principalement de l'apparition récente de nombreuses nouvelles
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molécules efficaces permettant de prolonger significativement la survie des patients
traités, y compris ceux présentant des criteres de mauvais pronostic au diagnostic
(Naymagon and Abdul-Hay 2016). La répartition des indications pour les allogreffes

réalisées en France en 2015 est représentée dans la figure 2.
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Figure 3 : Evolution de I’dge moyen des patients ayant recu une allogreffe de CSH en France
entre 2006 et 2015.

Source : Rapport annuel 2015 de 'ABM sur l'activité globale de greffe allogénique, d’aprés les
déclarations d’activité des centres de greffe.

Du fait de la forte toxicité de ce traitement, l'indication d’allogreffe de CSH est aussi
conditionnée par des caractéristiques propres au patient, notamment son age, ses
antécédents médicaux et ses comorbidités. Des scores cliniques ou clinico-
biologiques d’évaluation des comorbidités avant allogreffe ont ainsi été développés
et sont prédictifs de la survie aprés greffe (Sorror, Logan et al. 2015, Vaughn, Storer
et al. 2015). Si l'allogreffe a été initialement réservée aux patients les plus jeunes
(moins de 40 a 45 ans) en raison de la forte toxicité des conditionnements myélo-
ablatifs (MAC) alors utilisés, le développement des conditionnements RIC et NMA a
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permis l'acces a la greffe a des patients plus agés (jusqu’a 70 ans voire plus
actuellement). Ainsi, en 2015, 'dge moyen des patients allogreffés en France était
toujours en augmentation, a hauteur de 45 ans contre 41 ans en 2012 et 37 ans en
2006. Si I'on exclut la population pédiatrique (C’est-a-dire les patients dgés de moins
de 18 ans), 'dge moyen a la greffe était alors de 51 ans en 2015. La proportion des
patients agés de plus de 55 ans est ainsi passée de 33% en 2012 a 41.6% en 2015.
L’évolution de 'age moyen des patients allogreffés de CSH en France au cours des
10 derniéres années est représentée en figure 3.

Types de donneurs

Si les caractéristiques de la maladie et les caractéristiques du patient permettent de
retenir une indication d’allogreffe de CSH, la troisiéme condition a la réalisation de ce
traitement est la disponibilité d’'un donneur, et si possible d’un « bon » donneur. Un
certain nombre de critéres interviennent dans le choix d’'un donneur, au premier rang
desquels figure le degré de compatibilité HLA avec le patient receveur. Il est donc
recherché en priorité un donneur compatible dans la fratrie, dit « géno-identique »
car ayant regu par son pére et sa mére les mémes genes du systeme HLA que le
patient. En I'absence de donneur disponible dans la fratrie, on peut alors rechercher
un donneur volontaire de CSH inscrit sur un fichier international. On parle alors de
donneur « phéno-identique », car ayant le méme phénotype HLA pour les antigénes
testés. Ces antigénes sont généralement au nombre de 10 (HLA A, B, C, DRB1 et
DQ1, avec 2 alléles pour chaque géne), méme si certains centres, notamment aux
Etats-Unis, se contentent d’'une compatibilité sur 8 antigénes en omettant DQ[31, ou
si a I'inverse il est possible d’aller jusqu’a 12 antigénes en incluant HLA DP. Enfin, en
'absence de donneur HLA-compatible 10/10, une allogreffe a partir d’'un donneur dit
alternatif pourra éventuellement étre discutée. Il s’agit alors soit d’'un donneur phéno-

identique présentant une seule incompatibilité HLA (on parle de « mismatch ») et
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donc 9/10, soit d’'un donneur dit « haplo-identique », c’est-a-dire d’'un donneur intra-
familial n’ayant qu’un haplotype (soit la moitié des génes du systéme HLA) en
commun avec le receveur, soit d'une greffe a partir d'une ou 2 unités de sang

placentaire (USP).

Les autres critéres a prendre en considération pour le choix d’'un donneur sont son
statut sérologique pour le cytomégalovirus (CMV), son age, son poids, son sexe, son
nombre de grossesses pour les femmes (corrélé au risque d'immunisation anti-HLA),
son groupe sanguin et de fagon plus secondaire son pays d’origine ou sa préférence
quant a un type de don en particulier (moelle osseuse ou cellules souches du sang

périphérique).

Si depuis 2007 les allogreffes a partir d'un donneur non apparenté sont majoritaires
en France (53.1% des greffes réalisées en 2015, soit environ 1000 a 1100 greffes
par an de fagon stable depuis 5 ans, figure 1), la proportion des greffes apparentées
a quant a elle connu depuis peu une nette augmentation (921 greffes en 2015 contre
710 en 2011, figure 1) du fait principalement du développement des greffes haplo-
identiques (277 allogreffes haplo-identiques ont été réalisées en 2015).

Source des CSH

Un autre facteur a considérer avant la réalisation d’'une allogreffe est la source des
CSH utilisées. En effet, si pendant de nombreuses années les allogreffes ont été
exclusivement réalisées a partir du prélevement d’'un greffon médullaire sous
anesthésie générale par aspiration de la moelle osseuse (MO) au niveau de la créte
iliaque postérieure, I'apparition des facteurs de croissance de la lignée granuleuse
(G-CSF) et les progrés des techniques de cytaphérése ont permis dans les années

1990 le développement de la greffe a partir de cellules souches du sang périphérique
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(CSP) (Matsunaga, Sakamaki et al. 1993). Dans ce cas, le donneur mobilise donc
des CSH par injections répétées de G-CSF, puis ses cellules mononuclées du sang
périphérique, contenant les CSH mobilisées, sont recueillies par cytaphérése. Enfin,
la troisieme source possible de CSH est constituée par le sang présent au niveau du
cordon ombilical, recueilli a la naissance dans certaines maternités spécialisées, puis

congelé et stocké dans des banques de sang placentaire.

En 2015, toujours selon le rapport de 'ABM, la répartition de ces 3 types de sources
de CSH pour les allogreffes réalisées en France était la suivante : CSP dans 67%
des cas, MO dans 26.6% des cas et USP pour les 6.4% restant. A noter que les
greffes a partir d’USP, aprés une période de forte croissance entre 2003 et 2009,
connaissent un déclin depuis quelques années, parallelement au développement des

greffes haplo-identiques.

Les greffons de MO et de CSP ne sont pas équivalents en termes de contenu
cellulaire. En effet, les greffons de CSP sont a la fois plus riches en cellules souches
CD34" (de I'ordre de 3 a 4 fois plus) et en LT CD3" (de I'ordre de 10 fois plus) que
les greffons médullaires. Ainsi, plusieurs études prospectives randomisées ont pu
montrer que la période d’aplasie est plus courte (de I'ordre de 5 a 10 jours de moins)
et les risques de non-prise de greffe et de rechute généralement plus faibles aprés
allogreffe a partir de CSP mais qu’en revanche, le risque de réaction du greffon
contre I'h6te (GVH) est alors plus élevé, surtout dans sa forme chronique (Blaise,
Kuentz et al. 2000, Powles, Mehta et al. 2000, Bensinger, Martin et al. 2001,
Schmitz, Beksac et al. 2002, Anasetti, Logan et al. 2012). Cependant, les données
de ces études montrent aussi globalement que les résultats en termes de survie
globale (OS) ou de survie sans maladie (DFS) sont identiques aprés allogreffe a
partir de CSP ou de MO.
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Conditionnement

En dehors de certains cas trés rares d’allogreffe pour un déficit immunitaire combiné
sévere chez l'enfant, l'injection des cellules du donneur est précédée par un
traitement de type radio- et/ou chimiothérapie appelé conditionnement, ayant pour
but de détruire les cellules leucémiques résiduelles (en cas d’hémopathie maligne),
les CSH et précurseurs hématopoiétiques du receveur (pour « faire de la place » au
greffon) et enfin les cellules immunitaires du receveur, créant ainsi une
immunodépression nécessaire a la prise de greffe. On distingue de fagon
schématique 3 types de conditionnement, en fonction de leurs toxicités et de leurs

propriétés plutdét myélo-ablatives ou plutét immunosuppressives :

1) Les conditionnements MAC, reposant généralement sur I'association d’'une
irradiation corporelle totale (ICT) a 12 Grays (Gy) avec de la chimiothérapie
a forte dose par cyclophosphamide ou sur de la chimiothérapie a forte
dose seule, par busulfan et cyclophosphamide. Les conditionnements de
types MAC sont ceux dont I'activité anti-leucémique propre est la plus forte,
mais ils sont aussi les plus toxiques. lls sont donc réservés aux sujets les

plus jeunes.

2) Les conditionnements RIC ont, comme leur nom l'indique, été congus pour
réduire l'intensité et donc la toxicité des conditionnements a la greffe. lls
peuvent donc étre proposés a des sujets plus agés. lls reposent
essentiellement sur des chimiothérapies a base de doses plus faibles de
busulfan, de melphalan, de thiotepa et de molécules davantage
lymphopéniantes et donc immunosuppressives que myélo-toxiques,
comme la fludarabine, éventuellement associées a du sérum anti-

lymphocytaire (SAL) ou a une ICT a plus faible dose.
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3) Les conditionnements NMA, les moins toxiques, associant généralement
de I'ICT a faible dose (2 Gy) a de la fludarabine, voire une ICT a 2 Gy
seule (on parle aussi de « mini-allogreffe »). Ces derniers peuvent étre
proposés a des sujets ages, méme au-dela de 70 ans. Leur effet anti-
leucémique propre est faible et la prévention du risque de rechute de

I’lhémopathie repose ici essentiellement sur I'effet GVL.

La figure 4 montre les différences d’intensité de dose et de toxicité pour une
sélection de divers conditionnements utilisés en allogreffe de CSH, allant du NMA au
MAC.

( Increasing Requirement of GVT Effect

BU +CY + TBI* /]
BU + TBI*
CY + TBI*
FLU + AraC
BU + CY (x ATG)
BU + Melphalan
CY +BU
1 + FLU + Thi'
FLU + Melphalan
FLU + Treosulfan
FLU + BU (low dose)
Thi' + FLU

Tbit
>

Intensity

rd

Toxicity

Figure 4 : Exemples de conditionnements utilisés en allogreffe de CSH, répartis en fonction de
leur intensité, corrélée a leur toxicité, et de I'importance de leur dépendance vis-a-vis de I'effet
GVL.

Plus un conditionnement est intense, plus il est toxique et moins il nécessite I'effet GVL pour éradiquer
les cellules leucémiques résiduelles.

BU : busulfan; CY : cyclophosphamide; TBI : irradiation corporelle totale; FLU : fludarabine; AraC :
aracytine; ATG : sérum anti-lymphocytaire; B3 anticorps anti-CD45 couplé a de I'iode 131; *: TBl a
forte dose (8 a 13.2 Gy); 1 : TBI a faible dose (2 a 4 Gy). Source : Deeg et al. (Deeg and Sandmaier
2010).
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Complications de I’allogreffe

Si l'allogreffe de CSH est le traitement permettant de prévenir le plus efficacement la
rechute des hémopathies malignes, elle est associée a une forte toxicité et a de
nombreuses complications potentielles faisant réserver ce traitement lourd aux

patients atteints des hémopathies les plus graves et les plus aptes a le tolérer.

Tout d’abord, I'allogreffe ne prévient malheureusement pas la rechute dans tous les
cas, loin de la. L’incidence des rechutes post-allogreffe varie ainsi d’environ 25% des
cas pour les patients greffés pour une LAM en premiére rémission compléte, a plus
de 60% des cas pour les patients greffés en rechute (Alyea, DeAngelo et al. 2010).
Ces rechutes post-greffes sont généralement associées a un pronostic trées sombre
(Mielcarek, Storer et al. 2007, Thanarajasingam, Kim et al. 2013), et ce d’autant plus
gu’elles surviennent de fagon précoce apres la greffe. La rechute de I'hémopathie
initiale constitue ainsi la premiére cause de déces aprés allogreffe géno-identique (a
10 ans de la greffe, environ 15% des patients sont décédés de rechute) (Gratwohl,
Brand et al. 2005).

Ensuite, la réaction immunologique allogénique des LT du donneur, dont on a vu
plus haut qu’elle pouvait étre bénéfique et recherchée pour éradiquer les cellules
leucémiques résiduelles (effet GVL), est aussi associée a un versant néfaste
conduisant a la destruction des tissus sains du receveur : c’est la réaction du greffon
contre I'héte ou GVH, cause majeure de morbi-mortalité aprés greffe (voir chapitre
2). La GVH est ainsi la principale cause de mortalité tardive non liée a la rechute
puisqu’a 10 ans de la greffe, environ 10% des patients sont morts de GVH en cas de

greffe géno-identique (Gratwohl, Brand et al. 2005, Ferrara, Levine et al. 2009).

Aprés la rechute et la GVH, la troisieme grande cause de déces apres allogreffe est
représentée par les complications infectieuses. En effet, a 10 ans de la greffe,

environ 5% des patients sont décédés d’une complication infectieuse (Gratwohl,
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Brand et al. 2005). Ces derniéres peuvent étre trés diverses (bactériennes, virales,
fongiques ou parasitaires) et le risque de survenue de chaque type d’infection varie
en fonction du temps écoulé depuis la greffe et du degré d’'immunosuppression
(Tomblyn, Chiller et al. 2009).

Si la GVH et les infections constituent les 2 principales causes de mortalité non liée a
la rechute (NRM), un grand nombre d’autres complications peuvent survenir apres
allogreffe et sont responsables globalement du décés d’environ 15% des patients a
10 ans (Gratwohl, Brand et al. 2005). Ces complications peuvent étre regroupées en

2 grandes catégories :

» Les complications précoces : comprenant entre autres la maladie veino-
occlusive du foie (ou syndrome d’obstruction sinusoidale), les micro-
angiopathies thrombotiques, I'hnémorragie intra-alvéolaire diffuse ou la cystite

hémorragique.

» Les complications tardives : trés nombreuses et pouvant survenir plus de 10
ou 20 ans aprés l'allogreffe. Elles sont non seulement responsables d’une
mortalité significative, expliquant que méme les patients allogreffés et
survivants a 2 ans de la greffe ont une survie moins bonne que la population
générale (Wingard, Majhail et al. 2011), mais aussi d’'une importante morbidité
avec un impact fort sur la vie sociale et la qualité de vie (Tichelli, Rovo et al.
2009). Citons notamment les complications ophtalmologiques (cataracte,
kérato-conjonctivite), les dysfonctions thyroidiennes, [linfertilité, les
complications cardio-vasculaires (insuffisance cardiaque, accident vasculaire
cérébral, coronaropathie, artériopathie), le syndrome de pneumonie
idiopathique, le syndrome métabolique, la surcharge martiale, 'ostéoporose et
les ostéonécroses avasculaires, les maladies rénales chroniques,
'hypertension artérielle et enfin les cancers secondaires, qu’ils soient
hématologiques ou solides.
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Chapitre 2 : Maladie du greffon contre I’hote (GVH)

Définition

La maladie du greffon contre I'héte (« graft-versus-host disease » = GVH ou GVHD)
est une complication fréquente et grave de l'allogreffe de CSH, responsable d’'une
importante morbi-mortalité. Elle s’inscrit dans le cadre de la réaction immunitaire
allogénique post-greffe au cours de laquelle les cellules immunitaires du donneur,
principalement les LT, reconnaissent comme étrangéres et attaquent les cellules de
'organisme du receveur. Cette réaction allogénique est a l'origine de 2 effets : I'un,
voulu et bénéfique, correspond a ['élimination des cellules cancéreuses ou
leucémiques par le systeme immunitaire du donneur (GVL). L'autre, néfaste et que
I'on cherche a éviter, correspond a la destruction des tissus sains du receveur, c’est
la GVH.

Cliniquement, il existe 2 formes de GVH : la GVH aigué (GVHa) et la GVH chronique
(GVHc), qui difféerent également fortement sur le plan physiopathologique.
Classiquement, la distinction entre ces 2 formes reposait uniquement sur un critére
chronologique, la forme aigué survenant durant les 100 premiers jours suivant la
greffe et la GVHc aprés J100. Cependant, suite au développement des
conditionnements de type RIC et a l'apparition de GVHa retardées (« late-onset
acute GVHD »), cette distinction temporelle est devenue caduque. Ainsi, a I'’heure
actuelle, les diagnostics de GVHa et GVHc reposent uniquement sur des critéres
cliniues. De ce fait, il est également possible que GVHa et GVHc surviennent
concomitamment chez un méme patient, on parle alors de syndrome de
recouvrement (« overlap syndrome »). Si la GVHa est caractérisée sur le plan
clinique par I'atteinte de 3 organes cibles, a savoir la peau, le foie et le tube digestif

(Glucksberg, Storb et al. 1974), la GVHc peut en théorie atteindre tous les organes
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du receveur, mais sa gravité est le plus souvent liée a la présence de lésions
pulmonaires (Jagasia, Greinix et al. 2015). Dans la suite de ce travail, nous nous
focaliserons sur la GVHa, les modeles murins de GVHc étant rares, complexes,
souvent peu pratiques et pas toujours pertinents en termes de délai de survenue des

Iésions et de variété des organes atteints.

Epidémiologie

Chez 'homme, l'incidence de la GVHa est directement liée au degré de disparité
HLA entre le donneur et le receveur. Cependant, méme en cas de donneur géno-
identique, des lésions de GVHa nécessitant une corticothérapie systémique
surviennent dans environ 40% des cas (Ferrara, Levine et al. 2009), du fait de
différences génétiques au niveau d’antigénes mineurs d’histocompatibilité (mHA).

Par ailleurs, un certain nombre d’autres facteurs influencent le développement de la
GVH, notamment 'dge du receveur (et possiblement aussi celui du donneur), le type
de conditionnement regu (incidence plus élevée en cas de MAC), la source des
cellules utilisées comme greffon (risque plus important avec des CSP par rapport a
un greffon de MO, surtout en ce qui concerne la GVHc) et la présence d'une
différence de sexe entre le donneur et le receveur (risque particulierement important

en cas de couple donneuse allo-sensibilisée/receveur masculin) (Deeg 2007).

Globalement, I'incidence de la GVHa de grade 2 a 4 aprés allogreffe est d’environ
50% et pour les patients réfractaires au traitement de premiére ligne par corticoides,
la survie a long-terme est mauvaise, de l'ordre de 5 a 30% (Martin, Rizzo et al.
2012).
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Physiopathologie

Bien que la description de ce qui serait plus tard appelé GVHa remonte aux modéles
murins d’allogreffe réalisés dés les années 1950 par Barnes et Loutit (Barnes, Corp
et al. 1956), la physiopathologie de cette réaction immunologique complexe reste a
ce jour encore imparfaitement connue. En 1966, Bilingham énonce les 3 conditions
nécessaires au développement de la GVH : 1) le greffon doit contenir des cellules
immunocompétentes, 2) le receveur doit exprimer des antigénes tissulaires qui ne
sont pas présents chez le donneur et 3) le patient doit étre incapable de monter une
réponse effectrice pour éliminer les cellules transplantées (Bilingham 1966). En
2006, les critéres de Billingham ont été révisés afin d’'inclure une quatrieme condition
nécessaire au développement de la GVH : les lymphocytes du donneurs doivent étre

capables de migrer dans les tissus cibles de la GVH (Sackstein 2006).

I a été trés clairement démontré que les LT du donneur sont les principaux
médiateurs de la GVH. En effet, en cas de déplétion des greffons en LT, on observe
de faibles taux d’'incidence de GVH (Horowitz, Gale et al. 1990). Malheureusement,
cela s’accompagne également d’'une plus forte probabilité de rechute, par perte de
l'effet GVL, d’'un risque augmenté de non prise ou de rejet de la greffe et d’'une

fréquence plus élevée des infections post-greffe, notamment virales.

La description physiopathologique de la GVHa peut classiquement étre découpée en
3 phases successives, comme décrit principalement par James Ferrara a partir de
données provenant de modeéles murins. Au cours de la premiere, des dégats
tissulaires sont causés par le conditionnement pré-greffe, conduisant a I'activation
des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) du receveur. La deuxiéme phase
correspond a l'activation, la prolifération, la différentiation et la migration des LT du
donneur. Enfin, la troisieme phase est la phase effectrice, au cours de laquelle les
effecteurs cellulaires et inflammatoires (cytokines) aboutissent a la destruction des

tissus cibles. L’ensemble de ces mécanismes est représenté dans la figure 5,
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communément connue sous le nom de « roue » de Ferrara (Ferrara, Levine et al.
2009).

Figure 5: Représentation schématique des mécanismes physiopathologiques de la GVHa,
selon le modéle de la « roue » de Ferrara.

La premiére phase correspond a l'activation des CPA du receveur suite aux dommages tissulaires
causés par le conditionnement. La deuxiéme phase correspond a l'activation des LT du donneur. La
troisieme phase est la phase effectrice, aboutissant a destruction des tissus cibles par I'implication de
différents acteurs cellulaires et médiateurs solubles de l'inflammation.

APC : cellule présentatrice d’antigéne; CTL : lymphocyte T cytotoxique; M® : macrophage; Treg :
lymphocyte T régulateur; IL1: interleukine 1; LPS: lipopolysaccharide. Source: Ferrara et al.
(Ferrara, Levine et al. 2009).
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Activation des CPA du receveur

La premiére étape indispensable au déclenchement d’'une GVHa est I'activation des
CPA du receveur, par la maladie hématologique sous-jacente mais surtout par le
conditionnement pré-greffe. En effet, celui-ci, surtout lorsqu’il comporte une ICT a
forte dose, engendre des lésions tissulaires chez le receveur, surtout au niveau de la
peau et de la muqueuse digestive. Les tissus lésés répondent en produisant des
signaux de danger, en libérant massivement des cytokines pro-inflammatoires
comme le TNFa, l'interleukine (IL) 1 (IL-1) et I'lL-6 (on parle classiquement d’ « orage
cytokinique »), des chimiokines et en conduisant a 'augmentation de I'expression par
les CPA du receveur de molécules d’adhésion, d’antigénes du complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) et de molécules de costimulation (Xun, Thompson et al.
1994, Hill, Crawford et al. 1997). A ce titre, 'augmentation une semaine apres
I'allogreffe du taux plasmatique du récepteur au TNFa de type 1 (TNFR1), qui peut
étre vu comme un marqueur de substitution au TNFa, est fortement corrélée au
développement d’'une GVH, a sa sévérité et a la survie des patients (Choi, Kitko et al.
2008).

Les dégats causés par le conditionnement au niveau du tube digestif jouent un réle
particulierement important, puisqu’ils permettent la translocation de signaux
inflammatoires supplémentaires d’origine microbienne, tel le lipopolysaccharide
(LPS), et majorent ainsi le phénoméne d’activation des CPA du receveur (Hill and
Ferrara 2000). Par ailleurs, au-dela de la simple libération de LPS, le microbiote
semble jouer un réle important dans le déclenchement de la GVHa, mis en évidence
des 1974, et l'incidence de cette derniére, notamment en ce qui concerne I'atteinte
digestive, diminue aprés décontamination par un traitement antibiotique ciblant en
particulier les bactéries anaérobies (van Bekkum, Roodenburg et al. 1974, Beelen,
Elmaagacli et al. 1999, Jenq, Ubeda et al. 2012).
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Les tissus lymphoides secondaires associés a la muqueuse digestive constituent
vraisemblablement le lieu de rencontre initial entres les CPA activées du receveur et
les LT du donneur (Murai, Yoneyama et al. 2003). Si ces CPA du receveur sont 100
a 1000 fois plus « efficaces » pour activer les LT alloréactifs du donneur, par rapport
a des CPA du donneur (Koyama, Kuns et al. 2011), elles ne sont pas indispensables,
puisqu’en leur absence, des cellules non hématopoiétiques du receveur exprimant
aussi le CMH de classe Il, comme les myofibroblastes, peuvent activer les LT du
donneur. De méme, les cellules dendritiques (DC) CD103" du donneur, qui résident
dans le cblon, sont également capables, une fois la GVH déclenchée, d’activer les
LT du donneur aprés migration dans les ganglions mésentériques, ce qui accentue
localement de facon indirecte la stimulation allogénique et la sécrétion de cytokines
(Koyama, Cheong et al. 2015).

Notons enfin qu'une plus forte activation des CPA du receveur pourrait également
étre I'explication au fait que certaines infections virales, notamment a CMV, soient
associées a un risque accru de GVH. En effet, les CPA détectent les infections en
reconnaissant des motifs moléculaires conservés appelés PAMP (pour « pathogen-
associated molecular pattern ») grace a un certain nombre de récepteurs
membranaires, notamment les TLR (pour « Toll-like receptor ») (Akira, Uematsu et
al. 2006). Ainsi, il existe des TLR reconnaissant spécifiquement ’ADN ou I’ARN viral
et qui peuvent donc étre a l'origine de l'activation des CPA en cas d’infection virale,

notamment a CMV.

Activation des lymphocytes T du donneur
Elle est rendue possible par la cooccurrence de 3 signaux indispensables :

» [l'activation du récepteur T (TCR)
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» la balance entre les signaux de costimulation activateurs et inhibiteurs

> les cytokines nécessaires a I'activation et la survie des LT.

L’activation du TCR se fait par sa ligation a un complexe CMH-peptide étranger. Une
incompatibilité entre le CMH du donneur et celui du receveur n’est pas requise pour
le déclenchement de la GVH, puisque cette derniére peut survenir méme en cas de
greffe HLA-compatible 10/10, ce qui signifie que la réponse T a des antigénes
mineurs peut suffire a déclencher une GVH. La cascade de signalisation
intracellulaire aprés stimulation du TCR est en revanche essentielle, notamment la
phosphorylation des kinases Erk1/2 et STAT-3, dont l'inhibition entraine un blocage
de la GVH (Lu, Alpdogan et al. 2008). Par ailleurs, I'intensité du signal TCR, modulée
entre autres par l'affinité de ce TCR pour le complexe CMH/peptide rencontre, la
durée d’interaction entre la CPA et le LT, la densité d’expression du TCR a la surface
du LT et une molécule dénommée cavéoline-1 impliquée dans l'organisation des
microdomaines intracellulaires, détermine le devenir des LT alloréactifs du donneur,
qui en cas de signal trop faible peuvent se convertir in vivo en lymphocytes T
régulateurs (Treg), ce qui a pour conséquence d’atténuer la GVH (Schonle, Hartl et
al. 2016).

La deuxiéme étape indispensable a l'activation des LT du donneur est la présence
de signaux de costimulation (Zeiser, Socie et al. 2016). En leur absence, les LT
deviennent anergiques ou meurent par apoptose. Le principal signal de costimulation
consiste en linteraction entre le récepteur CD28, membre de la superfamille des
immunoglobulines exprimé de fagon constitutive a la surface des LT, et les
molécules CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) présentes a la surface des CPA. A cbté de
l'interaction CD28/B7, un grand nombre de molécules de costimulation peuvent étre
surexprimées a la surface des LT activés au cours de la GVH, parmi lesquelles ICOS
(CD278) (Hubbard, Eng et al. 2005, Taylor, Panoskaltsis-Mortari et al. 2005), CD40
ligand (CD154) (Blazar, Taylor et al. 1997), 4-1BB (CD137) (Blazar, Kwon et al.
2001), CD30 (Blazar, Levy et al. 2004) et OX40 (CD134) (Blazar, Sharpe et al.
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2003). Le blocage de la plupart de ces molécules de costimulation inhibe tres

efficacement la GVH dans des modéles murins.

A I'opposé de ces signaux de costimulation, un certain nombre de molécules de co-
inhibition peuvent étre impliquées dans le contrble de l'alloréactivité. L'expression de
la plupart de ces molécules ou de leurs ligands est induite par des médiateurs pro-
inflammatoires, relachés au cours des dommages tissulaires causés par le
conditionnement ou produits par les LT alloréactifs eux-mémes. Par exemple, la
molécule CTLA-4, dont I'expression est induite aprés activation des LT, est un
récepteur de haute avidité entrant en compétition avec le CD28 pour se lier aux
molécules CD80 et CD86 et qui déclenche un signal inhibiteur (Walunas, Lenschow
et al. 1994). Un premier essai clinique de blocage de la costimulation dans le
contexte de la GVH a montré que I'utilisation de I'abatacept, molécule associant le
domaine extracellulaire de haute avidité de CTLA-4 a une extrémité de type
immunoglobuline IgG1 prolongeant sa demi-vie, induisait une incidence faible de la
GVH, sur un nombre certes trés réduit de patients (n = 10) (Koura, Horan et al.
2013). Parmi les autres molécules co-inhibitrices impliquées dans le contrble de la
GVH, on peut citer programmed death 1 (PD-1) et ses ligands PD-L1 et PD-L2
(Blazar, Carreno et al. 2003), TIM3 et son ligand la galectine 9 (Veenstra, Taylor et
al. 2012), BTLA (Sakoda, Park et al. 2011), LIGHT (TNFSF14) (Xu, Flies et al. 2007),
LAG-3 (Sega, Leveson-Gower et al. 2014), TIGIT (Yu, Harden et al. 2009), B7-H3
(Veenstra, Flynn et al. 2015) et B7-H5 (Flies, Higuchi et al. 2015). Le ciblage de ces
molécules inhibitrices en thérapeutique clinique est également intéressant dans un
contexte on I'on souhaite stimuler I'alloréactivité, par exemple dans des situations de
rechute post-allogreffe. Ainsi, I'ipilimumab, anticorps monoclonal (mAb) antagoniste
anti-CTLA-4, a montré son efficacité clinique dans ce contexte (Bashey, Medina et al.
2009, Davids, Kim et al. 2016).

Au final, le déclenchement de la réaction allogénique dépend de la résultante de
'ensemble des signaux de costimulation et de co-inhibition. Les principales
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molécules de costimulation et de co-inhibition impliquées dans la réaction

allogénique sont représentées en figure 6.

Activating signals Inhibitory signals
Antigen Antigen
presenting T-cell presenting T-cell
cell cell

Figure 6 : Principaux couples ligand/récepteur impliqués dans la costimulation en fonction du
caractére activateur ou inhibiteur des signaux qu’ils déclenchent.

A gauche : Principaux signaux activateurs. A droite : Principaux signaux inhibiteurs.

Source : Zeiser et al. (Zeiser, Socie et al. 2016).

Le troisieme signal nécessaire a une activation persistante des LT alloréactifs est

fourni par des cytokines, essentiellement via leur fixation a la chaine y commune (yc
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ou IL-2RG ou CD132). Comme son nom l'indique, cette derniére est partagée par de
nombreux récepteurs cytokiniques et notamment ceux de l'lL-2, I'lL-7 et I'lL-15, soit
les 3 principales cytokines impliquées dans ce troisieme signal. Dans un modele
murin, le blocage du CD132 entraine une diminution des signaux d’aval, notamment
en ce qui concerne la voie JAKS, et prévient efficacement la GVH (Hechinger, Smith
et al. 2015). De nombreuses autres cytokines ont comme dénominateur commun
I'activation de JAK1 ou JAK2. De fait, le ruxolitinib, un inhibiteur de JAK1 et JAK2, a
montré son efficacité en prévention et/ou traitement de la GVH, chez la souris
comme chez 'homme (Spoerl, Mathew et al. 2014, Carniti, Gimondi et al. 2015,
Zeiser, Burchert et al. 2015). Le ciblage direct de cytokines pro-inflammatoires,
comme I'lL-6, permet également de diminuer la GVH dans des modéles murins et
dans une étude clinique préliminaire (Chen, Das et al. 2009, Tawara, Koyama et al.
2011, Kennedy, Varelias et al. 2014).

Phase effectrice

Aprés l'activation des LT naifs par les 3 signaux décrits ci-dessus, ces derniers étant
le plus souvent délivrés au niveau des organes lymphoides secondaires, les LT
alloréactifs doivent étre capables de migrer au niveau des tissus cibles de la GVH.
Un certain nombre de chimiokines et récepteurs de chimiokines ont été impliqués
dans ce processus, avec un rble variable en fonction du contexte (type de
conditionnement par exemple) et des tissus cibles considérés. Parmi ces molécules,
le blocage du récepteur de chimiokines CCR5 a été particuliérement étudié et illustre
bien les difficultés a tirer des conclusions claires et définitives sur le role précis d’'une
telle molécule dans la GVH. En effet, chez la souris, le blocage de CCRS5 protége de
la GVH dans un modéle de greffe sans irradiation des souris receveuses (Murai,
Yoneyama et al. 1999), tandis qu’a l'inverse, on observe une GVH plus précoce et

plus sévere quand ce blocage est réalisé aprés un conditionnement a base
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d’irradiation (Welniak, Wang et al. 2004). Chez 'homme, on observe une méme
discordance entre les résultats de 2 essais cliniques conduits dans des contextes
différents. En 2012, I'équipe de Reshef a montré que I'administration de maraviroc,
un antagoniste de CCRS, en association avec la prophylaxie standard de la GVH,
prévenait efficacement la survenue de la GVHa, principalement sous ses formes
digestive et hépatique (Reshef, Luger et al. 2012). Quatre ans plus tard, I'étude de
Hammond, utilisant la méme molécule antagoniste, toujours dans des greffes a
conditionnement atténué, montre des résultats opposés, a savoir une absence de

protection de la GVH (Hammond, Heckman et al. 2016).

La phase effectrice proprement dite implique a la fois des acteurs cellulaires et des
meédiateurs solubles de l'inflammation, comme le TNFa, l'interféron-y (IFNy), I'lL-1 et
I'oxyde nitrique, qui peuvent exercer leur propre effet cytotoxique direct (Ferrara and
Deeg 1991, Welniak, Blazar et al. 2007). Les principaux effecteurs cellulaires de la
GVHa sont les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et les cellules NK (Ferrara, Levine
et al. 2009). Le mécanisme de cytotoxicité utilisé par les CTL semble varier en
fonction du tissu cible considéré. Ainsi, au niveau du foie, la cytotoxicité est
essentiellement induite par la voie Fas/Fas-ligand, les hépatocytes exprimant
fortement Fas, tandis qu’au niveau de la peau ou du tube digestif, les CTL utilisent
préférentiellement le systeme perforine-granzyme (van den Brink and Burakoff 2002,
Welniak, Blazar et al. 2007).

Concernant les médiateurs solubles de l'inflammation, leur production est stimulée
au niveau des organes cibles de la GVHa que sont la peau et le tube digestif,
notamment par le LPS qui « profite » des bréches causées au niveau des barriéres
cutanée et muqueuse pour aller activer des récepteurs de type TLR (Hill and Ferrara
2000, Iwasaki and Medzhitov 2004). Le rbéle du TNFa est particulierement
intéressant, puisqu’il peut étre produit a la fois par des cellules du receveur et du
donneur et qu’il agit de 3 fagons différentes a 3 moments clés au cours de la GVH :
1) il active les CPA et augmente la présentation par ces dernieres d’allo-antigénes ;

44



INTRODUCTION - GVH

2) il recrute les effecteurs cellulaires dans les organes cibles via l'induction de
chimiokines inflammatoires ; 3) il induit directement des nécroses tissulaires, comme
son nom l'indique (Piguet, Grau et al. 1987, Hill, Teshima et al. 2000, Brown, Lee et
al. 2002).

Si la GVHa touche préférentiellement certains sites dans I'organisme, a savoir la
peau, le tube digestif et le foie, les mécanismes physiopathologiques responsables
d'une telle ségrégation anatomique sont longtemps restés obscurs. Une étude
récente a mis en lumiére une explication a ce phénoméne (Michonneau, Sagoo et al.
2016). En effet, dans un modele d’allogreffe reposant sur un mismatch d’antigéne
mineur d’histocompatibilité, les auteurs ont pu prouver que les CTL du donneur,
responsables de la GVH et de I'effet GVL, détruisaient bien leurs cibles, c’est-a-dire
les cellules exprimant leur antigéne cognitif, au niveau du foie, mais pas dans les
organes lymphoides (ganglions, rate, moelle osseuse). Cette différence était en
rapport avec une plus grande expression de granzyme B par les CTL présents au
niveau du foie et des autres organes cibles de la GVHa par rapport a ceux situés
dans les organes lymphoides. Surtout, les auteurs ont pu faire la démonstration que
cette différence phénotypique des CTL en fonction des organes n’était pas due a un
processus de migration sélective, mais était plutdbt déterminée par le
microenvironnement spécifique a chaque organe. En [l'occurrence, [lactivité
cytotoxique des CTL était modulée par une variation de I'expression des ligands de
PD-1, dont PD-L1, en fonction des organes, associée a une augmentation de
'expression de PD-1 par les CTL. Ainsi, apres allogreffe, PD-L1 est fortement
exprimé par les CPA présentes au niveau des ganglions lymphatiques, mais pas par
les CPA du foie. Ainsi, les manifestations de l'alloréactivité, a savoir la GVH et I'effet
GVL, sont observées au niveau du foie mais pas au niveau des ganglions. Ces

derniers peuvent donc constituer un site préférentiel de rechute pour ’lhémopathie.
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Classification de la GVHa

Classification de la GVHa chez 'homme

Afin de déterminer la sévérité de la GVHa chez chaque patient, pour choisir au mieux
le traitement a mettre en place et surtout évaluer de fagon précise la réponse a ce
traitement, il est essentiel d’utiliser un score de sévérité reposant sur des criteres
clinico-biologiques a la fois pertinents, faciles a classer en différents stades de

seévérité et si possible objectifs.

Un tel score existe depuis de nombreuses années et est largement utilisé par les
différentes équipes de greffe a travers le monde. Publié initialement par Glucksberg
en 1974 (Glucksberg, Storb et al. 1974), il a été révisé en 1975 (Thomas, Storb et al.
1975) puis a nouveau vingt ans plus tard (Przepiorka, Weisdorf et al. 1995). En
pratique, pour chaque organe cible de la GVHa, le clinicien attribue un score allant
de 0 a 4, en se basant sur des criteres objectifs de jugement (tableau 1). En effet,
pour la peau, ce score est déterminé par le pourcentage de la surface corporelle
atteint par la GVHa ; pour le foie, il dépend du dosage de la bilirubine totale effectué
sur un prélévement sanguin ; enfin, I'atteinte digestive est scorée en fonction du

volume de selles émises par le patient en 24h.

En fonction des scores calculés pour chacun des 3 organes cibles mais aussi de
I'appréciation plus subjective de I'état général du patient, un grade de séveérité global
de la GVHa est déterminé, allant de | a IV (tableau 1). Ce score global peut-étre
recalculé a plusieurs reprises au cours du temps, ce qui en fait un outil d’évaluation
dynamique de la GVHa. Par ailleurs, le score global maximal atteint par chaque
patient est prédictif de la survie, ce qui confirme la pertinence de cette classification

en pratique clinique.
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sévere de |'état général

Tableau 1 : Classification de la GVHa chez ’homme.
A : Evaluation du stade de sévérité pour chaque organe cible. B : Détermination du grade global de la

GVHa.

Adapté de Przepiorka et al. (Przepiorka, Weisdorf et al. 1995).

A
Stade Peau Foie Tube digestif
Rash maculo-papuleux PR .
1 < 25% de la surface St"ggb"r‘fgﬁ,f entre 34 piarrhée > 500 mLjour
cutanée H
) Eﬁtig %%f”é?g’;g”éi“é Bilirubinémie entre 51 Diarrhée > 1000
e et 102 ymol/L mL/jour
surface cutanée
3 Erythrodermie Bilirubinémie entre 103  Diarrhée > 1500
généralisée et 255 pmol/L mL/jour
Erythrodermie ;
4 généralisée avec Bilirubinémie > 255 Eg’:élsgr:vb;coxnsiﬁs
formation de bulles et pumol/L - ’
desquamation
B
Grade Degré d’atteinte des organes cibles
| Stade 1 a 2 cutané, sans atteinte hépatique ni digestive et sans altération
de I'état général
I Stade 1 a 3 cutané ; stade 1 hépatique et/ou digestif ; altération légére de
I'état général
I Stade 2 a 3 cutané ; stade 2 a 4 hépatique et/ou stade 2 a 3 digestif ;
altération marquée de I'état général
Y, Similaire au grade lll, avec atteinte d’organe de stade 2 a 4 et altération

A noter que I'IBMTR (International Bone Marrow Transplant Registry) a établi en

1997 un autre systeme de classement de la GVHa, trés proche de celui de

Glucksberg pour I'évaluation des atteintes cutanée, hépatique et digestive, mais
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supposé moins subjectif car ne prenant pas en compte l'appréciation de [I'état
général du patient (Rowlings, Przepiorka et al. 1997). Ces 2 systémes de
classification de la GVHa ont été comparés de fagcon prospective dans une étude qui
a montré leur concordance et leur quasi-équivalence en termes de prédiction de la
survie, les principales différences consistant en une meilleure prédiction de la survie
précoce (a J100 post-greffe) avec la classification de Glucksberg et un moindre biais
d’évaluation par le clinicien (erreur de classement) avec la classification de 'IBMTR
(Cahn, Klein et al. 2005).

Evaluation clinique de la GVHa chez la souris : principe, intérét et limites des moyens

actuellement utilisés

Il est important de rappeler qu’historiquement, 'allogreffe de CSH est un traitement
qui a d’abord été développé dans des modéles murins, au cours des années 50
(Jacobson, Simmons et al. 1950, Lorenz, Uphoff et al. 1951, Congdon, Uphoff et al.
1952, Lorenz, Congdon et al. 1952). Dans ce contexte de guerre froide et d’utilisation
récente de la bombe atomique a Hiroshima et Nagasaki, ce traitement avait alors
pour objectif de protéger contre les séquelles liées a I'exposition aux irradiations.
Pourtant, dés 1956, Barnes et Loutit ont émis I'hypothése, et démontré, qu’une greffe
de moelle osseuse pouvait aussi exercer un effet thérapeutique anti-leucémique
(Barnes, Corp et al. 1956), ouvrant la voie aux premiéres greffes chez 'homme,
réalisées par E.D. Thomas en 1957 chez 2 patients atteints de LAL (Thomas, Lochte
et al. 1957).

Ainsi, la premiére description de ce qui allait étre dénommé plus tard GVH a
également été faite chez la souris (Barnes, Corp et al. 1956, Billingham 1959). Par la
suite, afin de mieux comprendre la physiopathologie de la GVH, mais aussi et surtout

afin de développer de nouvelles approches thérapeutiques préventives et/ou
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curatives, de nombreux modeles murins de GVH ont été élaborés. Parallélement a
leur mise en ceuvre, s’est imposée la nécessité d’établir une description précise des
manifestations cliniques de la GVH murine et de mettre au point des indicateurs
permettant une évaluation de la sévérité de cette GVH, préalable indispensable a

I’évaluation de I'efficacité des traitements testés.

Initialement, une fagon trés simple mais un peu grossiére (car non spécifique)
d’évaluer la sévérité de la GVH dans les modéles expérimentaux a consisté a suivre
la courbe d’évolution pondérale des souris receveuses en post-greffe ainsi que leur
survie (Blazar, Taylor et al. 1993). Les signes cliniques de la maladie étaient aussi
recherchés, mais non gradés. lls servaient donc uniquement a illustrer des
différences entre les groupes de traitement a partir de souris représentatives. Ainsi,
I'évaluation précise de la GVHa était alors principalement histologique et reposait sur
lappréciation des |Iésions au niveau de chaque organe cible par

I'anatomopathologiste.

Si l'intérét du suivi de la survie des souris greffées comme indicateur de la sévérité
de la GVHa ne fait aucun doute, il est rapidement apparu nécessaire de développer
un score d’évaluation clinique regroupant les principaux signes et symptomes de la
GVHa chez la souris. Idéalement, un tel score devrait étre simple a utiliser, fiable et
efficace, reproductible, corrélé aux lésions histologiques de la GVHa et si possible
prédictif de la survie des souris en cours d’expérimentation. Le premier score clinique
de classement de la GVHa murine a été décrit par Cooke en 1996 (Cooke, Kobzik et
al. 1996). Il repose sur I'’évaluation de 5 critéres cliniques, chacun étant noté de 0 a 2
en fonction de la sévérité de I'atteinte (tableau 2). Ces 5 critéres sont : la perte de
poids, la posture, I'activité, la texture du pelage et I'intégrité de la peau.
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Critére Grade 0 Grade 1 Grade 2

Perte de poids <10% > 10% et < 25% > 25%
Recroquevillement Recroquevillement

Posture Normale observe seulement au sévére, limitant la
repos mobilisation

I Légerement ou Immobile, sauf a la

Activité Normale . L . )
modérément diminuée stimulation
Legerement ou Séveérement

Texture du pelage Normale modérément ébouriffée/mauvais
ébouriffée coiffage
Desquamation au Surfaces de peau

Intégrité de la peau  Normale niveau des pattes ou  dénudée facilement

de la queue

visibles

Tableau 2 : Systéme de gradation de la GVHa chez la souris décrit par I’équipe de Cooke.

Pour chaque critére clinique est attribué un score allant de 0 a 2 en fonction du degré de sévérité. Un
score global sur 10 points est calculé en additionnant les scores déterminés pour chaque critére.
Adapté de Cooke et al. (Cooke, Kobzik et al. 1996).

Le score de Cooke a été repris et utilisé par de nombreuses équipes de recherche a
travers le monde. Il a également servi de modéle pour I'élaboration de nouveaux (et
nombreux) scores cliniques d’évaluation de la GVHa. Certains de ces scores sont
uniquement dédiés a la GVHa cutanée (Anderson, McNiff et al. 2003). Les autres
évaluent la GVHa de fagon plus globale soit en rajoutant au score de Cooke un voire
plusieurs critéres supplémentaires, en général la diarrhée (Wilson, Cullup et al. 2009,
Castor, Rezende et al. 2010, Lai, Chou et al. 2012), soit en le simplifiant Iégérement
en retirant un critére (Doisne, Huber et al. 2015), soit enfin en combinant les 2
approches (Budde, Kolb et al. 2014).

Il est important de préciser que tous ces systemes de classification de la GVHa
murine différent aussi grandement dans la fagon dont ils sont employés par les

différentes équipes de recherches, en termes de fréquence d’utilisation (d’une seule
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évaluation ponctuelle (Cooke, Kobzik et al. 1996, Doisne, Huber et al. 2015) a une
évaluation quotidienne (Wilson, Cullup et al. 2009, Budde, Kolb et al. 2014)) et de
recours ou non a des critéeres éthiques de sacrifice des souris. Ce recours est en
effet trés aléatoire selon les études, y compris quand le méme score clinique est
utilisé (Couturier, Lamarthee et al. 2013, Fu, Wang et al. 2015), et les critéres de
sacrifice retenus correspondent le plus souvent soit a un certain seuil de perte de
poids (Doisne, Huber et al. 2015) soit a une certaine valeur du score clinique calculé
pour chaque souris (Budde, Kolb et al. 2014).

Par ailleurs, le score de Cooke et ceux qui en dérivent sont critiquables sur plusieurs
points. Tout d’abord, leur calcul est en grande partie subjectif (par exemple, la
distinction entre un pelage modérément ou séverement ébouriffé est souvent difficile
a apprécier et peut varier fortement d’'un observateur a 'autre). Par conséquent, la
reproductibilité de ces scores est douteuse et n’a en tout cas jamais été démontrée.
Un systéme de classement plus simple, reposant sur une évaluation binaire de
chacun des critéres (1 point si présent, 0 point si absent), pourrait permettre d’éviter
cet écueil. Une autre limite majeure du systéme de Cooke est 'absence d’évaluation
directe (la perte de poids voire la diminution de I'activité pouvant étre considérées
comme des marqueurs indirects, mais trés peu spécifiques) de I'atteinte digestive,
qui est pourtant une manifestation clinique clé de la GVHa, a haute valeur
pronostique. Ce manque a été comblé dans certains autres scores cliniques décrits
depuis (Wilson, Cullup et al. 2009, Castor, Rezende et al. 2010, Lai, Chou et al.
2012, Budde, Kolb et al. 2014). Enfin, le principal intérét de l'utilisation d’un systéme
de gradation de la GVHa repose sur la pertinence clinique des différents grades ainsi

définis, a savoir :

» leur corrélation aux Iésions histologiques de GVHa (le systéme évalue-t-il

efficacement ce qu’il est censé évaluer ?)
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» leur valeur pronostique (les souris avec un score plus élevé sont-elles
effectivement plus graves ? Ont-elles donc une survie moins bonne que les

souris avec un score plus faible ?)

Or, a notre connaissance, aucun des différents systétmes de gradation de la GVHa
chez la souris na fait la preuve d'une quelconque corrélation aux lésions
histologiques de la maladie, ni d’'une valeur pronostique robuste. De méme, comme
mentionné ci-dessus, aucun de ces scores cliniques n’a été évalué en termes de
reproductibilité entre différents expérimentateurs, avec différents niveaux de pratique
et d’expérience de I'évaluation clinique de la GVHa chez la souris. Par conséquent, il
apparait nécessaire, afin de mieux pouvoir étudier la GVHa expérimentale et évaluer
de nouvelles approches thérapeutiques pour cette derniere, de développer des
scores cliniques a la fois plus simples, plus reproductibles et plus efficaces.

Limites des modéles expérimentaux de GVHa

Si l'utilisation de modéles expérimentaux de la GVHa a considérablement facilité la
compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués au cours de cette
réaction et permis I'exploration de stratégies thérapeutiques innovantes, il faut aussi
avoir conscience des limites de ces modéles murins, limites qui doivent étre prises
en considération avant de tirer des conclusions définitives et d’extrapoler les
résultats des études pré-cliniques a la GVHa observée chez 'homme. En 2009,
Socié et Blazar ont ainsi identifié 5 limites principales des modéles expérimentaux de
GVHa (Socie and Blazar 2009).

La premiére de ces limites est constituée par le conditionnement administré avant la
greffe. Chez la souris, ce dernier repose essentiellement sur I'ICT seule,

généralement administrée en grandes fractions voire sans fractionnement de dose et
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a des débits de dose élevés et non habituellement utilisés chez les patients. A
'inverse, les modeéles murins associant de la chimiothérapie a I'lCT ou reposant sur

de la chimiothérapie seule, situation trés courante en pratique clinique, sont rares.

La deuxieme limite concerne de degré de compatibilité entre donneur et receveur.
Une trés large gamme de combinaisons a été utilisée chez la souris, allant des
modeéles reposant sur une incompatibilité d’antigéne mineur d’histocompatibilité a
des modeles complétement allogéniques, situation jamais rencontrée en clinique.
Par ailleurs, de nombreuses lignées distinctes de souris intervenant dans ces
modéles, ces derniers difféerent aussi par leur contenu en Treg et sous-populations
Th1, Th2 et Th17 et d’'un point de vue physiopathologique. En effet, selon les
modéles, les Teff impliqués dans la GVHa sont soit & prédominance CD4", soit
CD8". Par conséquent, les conclusions tirées dans un modeéle ne sont pas forcément

applicables a un autre modéle ni a '’homme.

La troisieme limite repose sur la source des cellules utilisées pour la greffe. Dans les
modéles murins, afin de disposer d’'une quantité suffisante de LT pour induire la
GVH, des cellules extraites de la rate et/ou des ganglions des souris donneuses sont
généralement ajoutées au greffon de moelle osseuse. Le contenu de ce greffon est
donc différent de celui d’un greffon médullaire recueilli par aspiration en créte iliaque
postérieure chez 'homme (et habituellement dilué par le sang) ou de CSH du sang
périphérique recueillies apres mobilisation par G-CSF.

Le quatrieme point qui pose probléme concerne le fait que les souris utilisées dans
les modéles expérimentaux sont généralement élevées depuis leur naissance dans
un environnement dépourvu d’agents pathogénes spécifiques, ce qui n’est bien
évidemment pas le cas de 'homme. Or, le role des altérations du microbiote dans la
physiopathologie de la GVHa est indiscutable (Zeiser, Socie et al. 2016). La flore
microbienne, propre a chaque animalerie, ainsi que l'utilisation d’antibioprophylaxies

peuvent moduler les réponses immunologiques au cours de la GVH et influer sur les
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effets du conditionnement. Par conséquent, I'extrapolation de données d'un
laboratoire a un autre est compliquée et c’est encore plus vrai lorsqu’il s’agit de les

extrapoler a 'lhomme.

Enfin, la cinquiéme limite des modeles expérimentaux de GVHa est constituée par
'age des souris donneuses et receveuses. En effet, dans la majorité des cas, les
modeéles murins reposent sur I'utilisation de souris adultes jeunes, a la fois en ce qui
concerne les donneuses et les receveuses. A l'inverse, chez 'homme, I'allogreffe de
CSH est de plus en plus frequemment proposée a des sujets agés de plus de 50 ou
60 ans, parfois méme au-dela de 70 ans. Or, I'dge du receveur est un facteur de
risque classique de la GVH et est associé a une diminution de la thymopoiése, une
altération de la fonction des CPA, une diminution de la reconstitution immunitaire T

périphérique et une sensibilité augmentée a l'irradiation.

Prophylaxie de la GVH

Méthotrexate + inhibiteur de calcineurine

Depuis maintenant 30 ans, le traitement standard prophylactique de la GVHa repose
sur l'association de 2 immunosuppresseurs, le méthotrexate (MTX ; antagoniste des
folates) et un inhibiteur de la calcineurine. Le méthotrexate a fait la preuve de son
efficacité en prévention de la GVH dans des modéles précliniques, d’abord chez la
souris (Uphoff 1958) puis chez le chien (Storb, Epstein et al. 1970), avant de devenir
un standard en pratique clinique au cours des années 1970 (Thomas, Storb et al.
1975). La ciclosporine A (CsA), premier inhibiteur de la calcineurine, est apparu a la
fin des années 1970 et a montré son efficacité dans le traitement de la GVHa
(Powles, Barrett et al. 1978). Malheureusement, en monothérapie, la CsA ne prévient

pas plus efficacement la GVHa que le MTX, ni chez le chien (Deeg, Storb et al.
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1981), ni chez 'lhomme, comme en attestent les résultats de 3 essais cliniques

prospectifs (Storb, Deeg et al. 1988).

Finalement, c’est I'association de ces 2 drogues qui s’est montrée la plus efficace,
témoignant d’une synergie responsable d’'une amélioration spectaculaire de la survie
des animaux receveurs dans un modele canin (Deeg, Storb et al. 1982). Ces
résultats précliniques impressionnants ont conduit a la réalisation de 2 essais
cliniques prospectifs chez 'homme, publiés en 1986, et montrant la supériorité de
'association MTX + CsA par rapport a chacune de ces drogues données en
monothérapie, a la fois en prévention de la GVHa et en termes de survie des
patients, établissant ainsi un nouveau standard de traitement (Storb, Deeg et al.
1986, Storb, Deeg et al. 1986). Le suivi a plus long terme de ces 2 essais a été
publié en 2005 (Sorror, Leisenring et al. 2005, Sorror, Leisenring et al. 2005).

Au cours des années 1990, un nouvel inhibiteur de calcineurine est apparu, le
tacrolimus (FK-506). Cependant, en monothérapie chez le chien, le tacrolimus ne fait
pas mieux que le MTX ou la CsA, méme lorsqu'il est associé a la prednisone (Storb,
Raff et al. 1993, Yu, Seidel et al. 1997). Et si I'association MTX + tacrolimus a
également conduit a des résultats précliniques impressionnants (Storb, Raff et al.
1993), 2 essais cliniques prospectifs, randomisés et multicentriques, comparant MTX
+ CsA a MTX + tacrolimus, I'un dans les greffes géno-identiques, l'autre dans les
greffes phéno-identiques, n'ont pas permis d’établir la supériorité de I'association
MTX + tacrolimus (Ratanatharathorn, Nash et al. 1998, Nash, Antin et al. 2000). En
effet, méme si I'incidence globale de la GVHa était a chaque fois plus faible dans le
bras MTX + tacrolimus, la survie des patients était identique entre les 2 bras de
traitement, et méme un peu plus faible dans le bras tacrolimus pour ce qui est de
'étude consacrée aux greffes géno-identiques. Ainsi, le choix entre tacrolimus et
CsA comme molécule associée au MTX en prophylaxie de la GVHa est variable
selon les centres de greffe (de fagon assez schématique, plutét tacrolimus aux Etats-
Unis et plutét CsA en Europe).
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Si I'association MTX + inhibiteur de calcineurine a une efficacité indiscutable en
prophylaxie de la GVHa et est toujours considérée a ce jour comme un standard de
traitement, elle est aussi responsable d'une certaine toxicité (complications
infectieuses, insuffisance rénale, hypertension artérielle, etc...) potentiellement
majorée par certaines interactions médicamenteuses et/ou co-médications. Le
principal challenge dans les années a venir consistera donc a identifier de nouvelles
thérapeutiques prophylactiques au moins aussi efficaces, mieux tolérées et
permettant de diminuer l'incidence de la GVH, si possible sans impact négatif sur

I'effet GVL ni sur la reconstitution immunitaire post-greffe.

Autres molécules efficaces

Un autre agent immunosuppresseur, le mycophénolate mofétii (MMF), agit
également de fagon synergique avec la CsA dans un modéle canin, a la fois pour
prévenir la GVHa et améliorer la prise de greffe aprés conditionnement NMA (Storb,
Yu et al. 1997, Yu, Seidel et al. 1998). Cette association est donc largement utilisée
actuellement aprés conditionnement de type RIC ou NMA, mais n’a pas montré sa
supériorité par rapport au standard MTX + CsA aprés MAC (Bolwell, Sobecks et al.
2004, Nash, Johnston et al. 2005).

Quant au SAL, son utilisation semble pertinente en association avec le standard
MTX + inhibiteur de calcineurine en cas de greffe phéno-identique avec mismatch
(Ayuk, Diyachenko et al. 2008, Kim, Min et al. 2009, Devillier, Furst et al. 2014).
Dans le contexte d'une greffe phéno-identique matchée, 3 essais cliniques ont
montré que le SAL pouvait réduire significativement I'incidence de la GVHa de grade
[lI-IV, mais aucun n’a démontré un avantage en termes de survie des patients
(Bacigalupo, Lamparelli et al. 2001, Wagner, Thompson et al. 2005, Finke, Bethge et

al. 2009). A noter toutefois que les criteres de matching dans 2 de ces études

56



INTRODUCTION - GVH

n’étaient pas conformes aux standards actuels (typage sérologique pour les locus A
et B et moléculaire pour DRB1). Ces résultats ont été confirmés dans une méta-
analyse publiée en 2012, qui incluait cependant des études conduites aussi bien
avec des donneurs géno-identiques que phéno-identiques (Kumar, Mhaskar et al.
2012). Enfin, il convient de noter que le SAL est souvent inclus dans un certain
nombre de schémas de conditionnement de type RIC, et dans ce cas, la prophylaxie
de la GVHa peut reposer sur sa seule association a la ciclosporine, sans nécessité
d’adjonction d’'un autre agent immunosuppresseur (Slavin, Nagler et al. 1998).

Cyclophosphamide post-greffe : vers une révolution de la prophylaxie de la GVH ?

Le développement récent de l'utilisation du cyclophosphamide a forte dose en post-
greffe (PT-Cy) dans les allogreffes haplo-identiques pourrait bien se généraliser a
tous les types de greffe et venir « bousculer » dans les années a venir le standard
actuel de la prophylaxie de la GVHa. La description de I'effet préventif du PT-Cy sur
le rejet d’'une greffe d’'organe solide et I'importance du timing de son administration
dans les 4 jours post-greffe ont été décrits des les années 1960 (Berenbaum and
Brown 1963, Berenbaum and Brown 1964). Ces données ont par la suite été
confirmées dans le contexte de la prévention de la GVH chez la souris (Eto, Mayumi
et al. 1991). Cependant, il aura fallu attendre les années 2000 pour que des premiers
essais cliniques soient rapportés chez ’'homme, dans le contexte des greffes haplo-
identiques (O'Donnell, Luznik et al. 2002, Luznik, O'Donnell et al. 2008).

Le principe du PT-Cy repose sur le fait que, au contraire des lymphocytes
alloréactifs, les CSH perfusées au moment de la greffe ne sont pas sensibles au
cyclophosphamide, grace a la forte quantité d’aldéhyde déshydrogénase qu’elles

contiennent et qui leur permet de convertir le 4-hydroxycyclophosphamide en un
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métabolite non alkylant. Les Treg jouent également un réle important dans

I'établissement d’'un état de tolérance aprés PT-Cy (Luznik, O'Donnell et al. 2012).

Les résultats impressionnants rapportés avec I'utilisation du PT-Cy dans les greffes
haplo-identiques (Luznik, O'Donnell et al. 2008, Kasamon, Luznik et al. 2010,
Brunstein, Fuchs et al. 2011, Munchel, Kesserwan et al. 2011, Bashey, Zhang et al.
2013) ont non seulement contribué au développement récent de ce type de greffe et
donc a 'augmentation des possibilités de trouver un donneur pour un certain nombre
de patients, mais aussi a la conduite d’essais cliniques évaluant le PT-Cy dans les
greffes phéno-identiques et géno-identiques (Luznik, Bolanos-Meade et al. 2010,
Kanakry, Tsai et al. 2014). Un essai clinique randomisé de phase Il est actuellement
en cours dans les greffes avec donneur HLA-compatible, comparant le PT-Cy
comme seule prophylaxie de la GVH versus le standard MTX + CsA
(NCT01749111).

Traitement de la GVHa

Premiere ligne

Le traitement standard de premiére ligne de la GVHa de grade IlI-IV repose sur de la
corticothérapie par méthylprednisolone a la dose 2 mg/kg/j (Martin, Rizzo et al.
2012), a I'exception notable de I'atteinte digestive haute isolée (anorexie, nausées,
vomissements, dyspepsie), qui répond a des doses plus faibles de corticothérapie
systémique (1 mg/kg/j de méthylprednisolone) associées a un traitement topique par
beclométhasone (Hockenbery, Cruickshank et al. 2007). De méme, une GVHa de
grade |, correspondant a une atteinte cutanée isolée touchant moins de 50% de la
surface corporelle, est volontiers traitée par des dermocorticoides seuls.
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Globalement, ce traitement de premiére ligne permet d’obtenir 50 a 70% de
réponses, dont 30 a 55% de réponses complétes (Martin, Rizzo et al. 2012). Ces
résultats, bien que non négligeables, ne sont pas satisfaisants et il est clairement
souhaitable de les améliorer. Dans ce but, des doses initiales plus élevées de
corticoides (10 mg/kg/j) ont été testées, mais n'ont pas prouvé leur supériorité par
rapport a la dose standard (Van Lint, Uderzo et al. 1998). Il a également été tenté
d’améliorer le traitement de premiére ligne en associant une deuxiéme molécule
d’emblée a la corticothérapie. Quatre molécules ont ainsi été testées dans une
méme étude randomisée de phase Il : le MMF, 'etanercept (récepteur soluble anti-
TNFa), le denileukin diftitox (molécule combinant I'lL-2 a la toxine diphtérique,
entrainant donc la mort des cellules exprimant le récepteur a I'lL-2) et la pentostatine
(analogue des purines) (Alousi, Weisdorf et al. 2009). L'association corticoides +
MMF s’est révélée étre la plus efficace et a donc été sélectionnée pour étre testée au
cours dun essai de phase Il contre [l'association corticoides + placebo.
Malheureusement, cet essai de phase Il n'la montré aucun bénéfice de I'ajout du
MMF a la corticothérapie (Bolanos-Meade, Logan et al. 2014).

A l'opposé de ces stratégies de renforcement du traitement de premiére ligne, et afin
de limiter les nombreux effets indésirables liés a la corticothérapie, une tentative de
réduction de la dose initiale de cette derniére a aussi été évaluée dans un essai
randomisé de phase lll. Celui-ci n’a certes pas montré d’'impact défavorable sur la
survie (dans les limites statistiques de I'étude dont ce n’était pas I'objectif principal),
mais a en revanche révélé que chez les patients avec GVHa de grade = 2 et atteinte
cutanée prédominante, une plus faible dose initiale de corticoides était associée a un
recours plus fréquent a un deuxiéme traitement immunosuppresseur (Mielcarek,
Furlong et al. 2015).
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Deuxieme ligne et au-dela

Le traitement de deuxiéme ligne de la GVHa est moins clairement défini. Les
molécules qui sont ou ont été les plus classiquement utilisées dans ce contexte sont
le SAL, les anti-TNFa (etanercept, infliximab), le MMF, la photo-chimiothérapie
extracorporelle, le méthotrexate, I'alemtuzumab, le sirolimus et les mAb anti-
récepteur de I'lL-2 (basiliximab, daclizumab) (Martin, Rizzo et al. 2012). Aucun agent
n'a clairement fait la preuve de sa supériorité par rapport aux autres. Le taux de
réponses complétes aprés traitement de deuxieme ligne de la GVHa se situe en
moyenne aux alentours de 30 a 35% et la survie des patients pour lesquels un tel
traitement a d0 étre initié est globalement mauvaise, de I'ordre de 50% a 6 mois.
Plus récemment, une nouvelle molécule a montré des résultats préliminaires
relativement prometteurs dans ce contexte : le ruxolitinib, inhibiteur de JAK1/2, qui
permet d’obtenir un taux de réponse global > 80%, 46% de réponses complétes et
une OS a 6 mois de 79% (Zeiser, Burchert et al. 2015).
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Chapitre 3 : Lymphocytes T réqulateurs (Treq)

Définition

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont une sous-population lymphocytaire T
CD4" naturellement présente dans le systéme immunitaire et indispensable a son
homéostasie et au maintien d’'un état de tolérance envers les antigénes du soi. Ces
Treg sont capables d’exercer un effet suppresseur in vitro et in vivo sur I'activation, la
prolifération et les fonctions effectrices, comme la production de cytokines, d’un large
panel de cellules du systéme immunitaire, au premier rang desquels les LT
conventionnels CD4" (Tconv), mais aussi les LT CD8", les cellules NK et NKT, les
lymphocytes B (LB) et les CPA (Sakaguchi, Miyara et al. 2010).

Ainsi, les Treg jouent un role majeur dans la protection vis-a-vis des maladies auto-
immunes, de l'allergie et des désordres immunologiques en général, mais aussi pour
linstallation et le maintien d’'un état de tolérance dans le domaine des greffes
allogéniques, que ce soit en transplantation d’organes solides ou de CSH, et pour la
tolérance materno-feetale durant la grossesse. lls sont également impliqués en
canceérologie, puisque certaines tumeurs peuvent recruter des Treg pour échapper a
limmunité anti-tumorale (Nishikawa and Sakaguchi 2010), et en infectiologie
(Wohlfert and Belkaid 2008).

Historique

Si I'existence de cellules suppressives au sein du systéme immunitaire a été

suspectée des le début des années 1970 (Gershon and Kondo 1970), il a fallu
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attendre 1995 pour que la population lymphocytaire T régulatrice et son réle dans le
maintien de la tolérance aux antigénes du soi mais aussi aux antigénes étrangers,
soient clairement identifiés chez la souris par I'équipe de Shimon Sakaguchi
(Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995).

Cellules T suppressives

Les travaux fondateurs de Gershon et Kondo ont permis de montrer que certains LT,
différents des T « helper », pouvaient freiner la réponse immunitaire. Ces LT
suppresseurs ont ensuite été étudiés sur le plan phénotypique, par I'analyse des
marqueurs Lyt-1 et Lyt-2, correspondant respectivement a CD5 et CD8. Ainsi, les LT
suppresseurs étaient majoritairement Lyt-2" et correspondaient donc aux LT CD8", et
en plus faible proportion Lyt-1* Lyt-2, équivalant aux LT CD4", notamment en ce qui
concerne ceux supprimant les réactions de type hypersensibilité retardée (Green,
Flood et al. 1983). Les LT suppresseurs CD8" exprimaient la molécule I-J, supposée
étre un facteur clé associé a leur fonction suppressive. Malheureusement, en 1983,
I'étude du géne du CMH de la souris en biologie moléculaire a révélé que la région |-
J, supposée coder la molécule |-J et étre localisée au sein de ce gene, n'existait pas
(Kronenberg, Steinmetz et al. 1983). Cette découverte a été un coup de frein terrible
a la recherche sur les cellules T suppressives, cette dénomination allant jusqu’a étre

bannie du vocabulaire de certains immunologistes (Bloom, Salgame et al. 1992).

Par la suite, les phénomenes de suppression des réponses immunitaires impliquant
des LT ont davantage été rattachés a une capacité de sécrétion de cytokines
suppressives ou régulatrices qu’a une authentique fonction suppressive intrinséque
et propre a ces LT. C'est ainsi qu'ont été décrites dans les années 1990 les
populations Tr1 (Groux, O'Garra et al. 1997), induite in vitro a partir de LT naifs et
sécrétant de I'lL-10, et Th3, sécrétant du TGFB (Chen, Kuchroo et al. 1994).
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Lymphocytes T CD4" avec activité suppressive de I'auto-immunité

Parallelement a I'étude des cellules T suppressives, qui reposait essentiellement sur
'induction expérimentale d’un état de tolérance ou de suppression vis-a-vis d’un
antigene exogéene particulier, une autre approche de la recherche sur les
mécanismes suppresseurs du systeme immunitaire a consisté a étudier comment les
maladies auto-immunes pouvaient se développer en échappant aux mécanismes

naturels de tolérance au soi.

Ainsi, des 1969, Nishizuka et Sakakura ont pu montrer que la thymectomie néonatale
(réalisée entre J2 et J4 de vie) chez la souris conduisait a une destruction ovarienne
(Nishizuka and Sakakura 1969), initialement supposée étre en rapport avec un déficit
en une prétendue hormone a tropisme ovarien, mais dont il a plus tard pu étre
montré qu’il s’agissait en réalité d’'un mécanisme auto-immun, comme attesté par la
présence, aprés thymectomie, de dégats tissulaires inflammatoires au niveau
d’autres organes et I'apparition d’auto-anticorps circulants tissus-spécifiques. Selon
les souches de souris utilisées, il a ainsi été montré que la thymectomie pouvait
induire le développement de Iésions de thyroidite, de gastrite, d’orchite, de prostatite
ou de sialadénite (Kojima and Prehn 1981). Chez le rat, la thymectomie a l'age
adulte, suivie de séquences d’irradiation sublétale bihebdomadaires, conduit
également au développement d’'une thyroidite auto-immune ou d’un diabéte de type
1 en fonction des souches utilisées (Penhale, Farmer et al. 1973, Penhale, Stumbles
et al. 1990, Fowell and Mason 1993).

Une étape fondamentale a été la démonstration que, dans les 2 modéles décrits ci-
dessus, l'injection de LT provenant d’animaux syngéniques, et en particulier de LT
CD4" ou de thymocytes matures CD4" CD8’, inhibait le développement des
manifestations auto-immunes (Penhale, Irvine et al. 1976, Sakaguchi, Takahashi et
al. 1982). A l'inverse, en cas de lésions auto-immunes établies, le transfert adoptif

des LT CD4" issus des souris malades a des souris syngéniques déficientes en LT
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est capable d’induire les mémes manifestations auto-immunes chez ces souris
receveuses, les LT jouant alors un rble de « helper » pour la production d’auto-
anticorps ou d’effecteurs de la destruction tissulaire auto-immune a médiation

cellulaire (Sakaguchi, Takahashi et al. 1982).

L’ensemble de ces résultats indique que le thymus normal produit constamment une
population de LT CD4" avec une activité suppressive vis-a-vis de 'auto-immunité. lls
suggeérent également qu’il pourrait exister 2 types de LT CD4" en périphérie chez les
souris et rats normaux et non traités : I'un potentiellement capable de déclencher des
maladies auto-immunes et 'autre capable de les prévenir (Sakaguchi, Fukuma et al.
1985).

Lymphocytes T CD4" CD25" naturels : réle dans la tolérance au soi

L’existence supposée de ces 2 sous-populations de LT CD4" aux propriétés
opposées a logiguement conduit les équipes de recherche a essayer de les
distinguer en analysant lI'expression différentielle de certaines molécules a leur
surface. Ainsi, en 1985, I'équipe de Sakaguchi a pu montrer que la population
suppressive de l'auto-immunité était comprise dans la fraction CD4* CD5™"
(Sakaguchi, Fukuma et al. 1985). En effet, dans un modéle de transfert adoptif de LT
CD4" issus des splénocytes de souris BALB/c normales a des souris BALB/c
« nude » athymiques et donc déficientes en LT de fagon congénitale, on observe, en

cas de déplétion ex vivo des cellules CD4* CD5™"

avant transfert, le développement
spontané de multiples manifestations auto-immunes chez les souris receveuses au
bout de quelques mois. En revanche, le co-transfert de LT CD4" non traités avec les
LT CD4" CD5™""* inhibe I'auto-immunité. Ces données ont ensuite été confirmées
par d’autres équipes, en utilisant d’autres souches de souris (Sugihara, Izumi et al.

1988).
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Selon le méme principe, Powrie et Masson ont montré en 1990 chez des rats

B gvant transfert entrainait

athymiques que la déplétion en cellules CD4" CD45R
de multiples manifestations auto-immunes et une maladie systémique proche de la
GVH (Powrie and Mason 1990). L'intérét du marqueur CD45RB pour différencier les
LT CD4" inducteurs de I'auto-immunité de ceux supprimant ces manifestations a par
la suite été confirmé dans 2 autres études (Morrissey, Charrier et al. 1993, Powrie,
Leach et al. 1993). Enfin, 'équipe de McKeever a quant a elle souligné I'importance
du marqueur RT6.1 pour distinguer ces 2 sous-populations lymphocytaires T cheze

le rat (McKeever, Mordes et al. 1990).

Finalement, la recherche d’un marqueur de surface plus spécifique que CD5 et
CD45RB pour définir la population T CD4" suppressive a conduit I'équipe de
Sakaguchi a s’intéresser a la chaine a du récepteur a I'lL-2, a savoir la molécule
CD25, puisque les LT CD25" sont confinés a la fois dans les fractions CD4" CD5™"
et CD4" CD45RB™"® (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Les auteurs ont ainsi pu
montrer que le transfert de splénocytes provenant de souris BALB/c sauvages, aprés
déplétion en LT CD4" CD25, induisait chez les receveuses BALB/c nude
athymiques des maladies auto-immunes prouvées sur les plans histologique et
sérologique. Surtout, l'incidence de ces manifestations auto-immunes était plus
elevée et le nombre d'organes atteints plus grand (estomac, thyroide, ovaires,
glandes surrénales, rein, articulations, glandes salivaires, ilots de Langerhans) qu'en
cas de transfert de LT CD5™"® ou CD45™" isolés & partir des mémes splénocytes. Le
co-transfert d’'un faible nombre de LT CD4" CD25" avec les LT CD25 suffisait en
revanche a prévenir 'auto-immunité. Sur le méme principe, I'équipe de Sakaguchi a
montré en 1996 que linjection des LT CD4" CD25" peu aprés thymectomie
néonatale prévenait le développement des manifestations auto-immunes (Asano,
Toda et al. 1996). Enfin, la preuve que ces cellules naturellement anergiques et
suppressives étaient produites au niveau du thymus a été apportée en 1999, toujours
par la méme équipe (ltoh, Takahashi et al. 1999).
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Par ailleurs, I'équipe de Sakaguchi a également montré l'intérét de cette population T
CD4" CD25" au-dela du contexte des maladies auto-immunes. Pour cela, cette
équipe a utilisé 2 modeles de réaction immunitaire ciblant des antigénes étrangers,
en l'occurrence un modele de greffe de peau allogénique et un modele
d'immunisation par des protéines xénogéniques. Dans les 2 cas, la reconstitution des
souris nude athymiques par des LT CD4" CD25" maijorait les réponses immunitaires
dirigées contre la peau allogénique et les protéines xénogéniques, tandis que la
reconstitution par des LT CD4" CD25" normalisait ces réponses (Sakaguchi,
Sakaguchi et al. 1995).

Au total, ces travaux pionniers et majeurs de Sakaguchi ont donc permis la
caractérisation de la sous-population lymphocytaire T CD4" CD25" dotée d'une
fonction suppressive, produite au niveau du thymus et impliquée dans la tolérance
naturelle aux antigénes du soi et le contréle des réponses immunitaires dirigées
contre les antigénes du non soi. Cette population allait dorénavant étre dénommée
Treg. Il faudra en revanche attendre 2001 pour que les Treg humains CD4" CD25™"
soient caractérisés (Baecher-Allan, Brown et al. 2001, Dieckmann, Plottner et al.
2001, Jonuleit, Schmitt et al. 2001, Levings, Sangregorio et al. 2001, Ng, Duggan et

al. 2001).

Foxp3 : le régulateur clé de la lignée Treg
Découverte

L’étape majeure de la description phénotypique des Treg a été la découverte en
2001 du géne forkhead box P3 (Bennett, Christie et al. 2001, Brunkow, Jeffery et al.
2001, Wildin, Ramsdell et al. 2001), plus communément appelé FOXP3, puis la

description en 2003 de son réle fondamental dans le développement et la fonction de
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ces cellules régulatrices (Fontenot, Gavin et al. 2003, Hori, Nomura et al. 2003,
Khattri, Cox et al. 2003). Des mutations entrainant une perte de fonction du gene
FOXP3 ont initialement été décrites chez les patients atteints du syndrome IPEX et
leur équivalent murin, correspondant aux souris de phénotype Scurfy. Le syndrome
IPEX se caractérise par une dérégulation immunologique, une polyendocrinopathie
et une entéropathie, liées a I'’X. La conséquence de ces mutations de FOXP3, est un
déficit en Treg fonctionnels a l'origine du développement des manifestations auto-
immunes du syndrome IPEX.

Structure et fonction

La protéine Foxp3, qui est composée de 431 acides aminés et codée par 11 exons,
est un facteur de transcription comportant a son extrémité C-terminale un domaine
Forkhead, qui permet sa liaison a 'ADN et sa localisation dans le noyau (Brunkow,
Jeffery et al. 2001, Lopes, Torgerson et al. 2006, Ziegler 2006). Comme les autres
membres de la famille Foxp, Foxp3 agit a la fois comme un répresseur et un
activateur transcriptionnel (Schubert, Jeffery et al. 2001, Wu, Borde et al. 2006,
Marson, Kretschmer et al. 2007, Zheng, Josefowicz et al. 2007). L’extrémité N-
terminale de Foxp3, en plus d’étre nécessaire et suffisante a la médiation de son
effet répresseur transcriptionnel (Lopes, Torgerson et al. 2006, Li and Greene 2007,
Li, Samanta et al. 2007), contribue a la régulation épigénétique puisqu’elle
correspond au site d’interaction entre Foxp3, les histones acétyltranférases (HAT) et
les histones désacétylases (HDAC) (Li, Samanta et al. 2007).

Contrairement a la souris qui exprime une seule isoforme de Foxp3, il existe
plusieurs isoformes chez 'homme, les principales étant Foxp3a, a savoir la protéine
entiére, et Foxp3b, une isoforme qui ne comprend pas I'exon 2 (Allan, Passerini et al.

2005). Si ces 2 isoformes sont exprimées a des niveaux équivalents, I'expression
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ectopique de lisoforme Foxp3b suffit a convertir des Tconv en Treg dotés de
capacités suppressives (Allan, Passerini et al. 2005, Du, Huang et al. 2008).
Contrairement a Foxp3a, qui peut étre présent a la fois dans le noyau et le
cytoplasme, I'expression de Foxp3b est confinée au noyau puisque cette isoforme
est dépourvue du signal d’exportation nucléaire contenu dans I'exon 2 (Li, Samanta
et al. 2006).

Régulation transcriptionnelle

En tant que facteur de transcription, Foxp3 va moduler I'expression de certains
geénes clés conduisant au phénotype Treg. En I'occurrence, il est capable d’induire
une répression de l'expression de I'lL-2, I'IlL-4 et I'IFNy, en interagissant avec
d’autres facteurs de transcription, comme NFAT, NF-kB et les facteurs de la famille
Runx (Runx1, Runx2 et Runx3) (Bettelli, Dastrange et al. 2005, Wu, Borde et al.
2006, Ono, Yaguchi et al. 2007). A noter cependant que linteraction directe entre
Foxp3 et NFAT n’a jamais été clairement démontrée chez 'homme, contrairement a

la souris (Schubert, Jeffery et al. 2001, Lopes, Torgerson et al. 2006).

Comme décrit plus haut, a cété de son effet répresseur transcriptionnel, Foxp3 peut
également agir comme un activateur et induire I'expression d’autres génes majeurs
dans la détermination du phénotype Treg, a savoir les génes TNFRSF18, codant
GITR, IL2RA, codant le récepteur CD25, et CTLA4 (Chen, Rowell et al. 2006, Wu,
Borde et al. 2006, Camperio, Caristi et al. 2012).

Par ailleurs, la médiation des effets de Foxp3 dépend également de sa capacité a
interagir avec d’autres facteurs de transcription (voir plus bas) et avec des protéines
impliquées dans les modifications épigénétiques, comme les HAT ou les HDAC (Li,
Samanta et al. 2007).
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Modulation de la signalisation intracellulaire

L’'un des principaux effets de Foxp3 est de moduler les cascades de signalisation
intracellulaires en aval des récepteurs de surface. Ainsi, I'activité diminuée de la voie
AKT/mTOR dans les Treg dépend de I'expression de Foxp3 (Han, Patterson et al.
2012). Une des conséquences de la diminution de la phosphorylation et donc de
'activité d’AKT dans les Treg aprés engagement du TCR ou du récepteur de I'lL-2
est la faible activité du complexe mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex
1). Ce phénomeéne est amplifié par I'hnyperphosphorylation d’'une autre kinase, AMPK,
qui inhibe mMTORC1 (Laplante and Sabatini 2009, Michalek, Gerriets et al. 2011). Or,
comme son nom I'indique, ce complexe peut étre inhibé pharmacologiquement par la
rapamycine, dont I'effet ciblera donc préférentiellement les Tconv, tout en épargnant
relativement les Treg (Battaglia, Stabilini et al. 2006, Strauss, Czystowska et al.
2009, Lu, Qian et al. 2010). L’activité réduite d’AKT entraine également une hypo-
phosphorylation de Foxo, ce qui permet le maintien de I'expression de ce facteur
dans le noyau, condition nécessaire a sa fixation sur le promoteur de Foxp3 et donc
a la régulation (positive) de I'expression de Foxp3, formant ainsi une boucle de

rétrocontréle (Harada, Elly et al. 2010, Ouyang, Beckett et al. 2010).

Un autre effet de Foxp3 sur la signalisation intracellulaire est l'interruption du signal
calcique induit par le TCR, qu’il entraine de fagon indirecte en interagissant avec
NFAT (Wu, Borde et al. 2006, Vaeth, Schliesser et al. 2012). A linverse, la
phosphorylation de STATS5, induite par I'lL-2, est augmentée dans les Treg (Zeiser
and Negrin 2008).

Concernant I'expression des kinases, certaines sont réprimées dans les Treg par
rapport aux Tconv, notamment CDK1, CDK6 et I'Aurora kinase B, toutes les 3
impliquées dans la progression du cycle cellulaire, ce qui contribuerait au phénotype
hypo-prolifératif des Treg in vitro (Konig, Probst-Kepper et al. 2012). D’autres
kinases, comme STK4 et STK10, impliquées dans l'adhésion et la migration
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cellulaires et donc probablement importantes pour leur fonction suppressive in vivo,
ont au contraire une expression augmentée dans les Treg. Toutefois, une régulation
directe de I'expression de ces kinases par Foxp3 n’a pas encore été clairement

prouveée.

Le recrutement de la kinase PKCO dans la synapse immunologique est un
événement clé pour I'activation de NF-kB et NFAT induite par le TCR (Isakov and
Altman 2012). Or, ce processus est franchement diminué dans les Treg (Zanin-
Zhorov, Ding et al. 2010). Les conséquences fonctionnelles de la faible activité de
NF-kB ainsi que le réle de NFAT dans les Treg ne sont pas encore trés clairs. En
effet, si la sous-unité c-Rel de NF-kB est essentielle pour le développement des Treg
(Ruan, Kameswaran et al. 2009, Vang, Yang et al. 2010), son activité est également
réprimée par sa liaison a Foxp3 (Loizou, Andersen et al. 2011). De méme, si NFAT
semble aussi jouer un role dans le développement des Treg (Oh-Hora, Komatsu et
al. 2013), son activité est inhibée par Foxp3 dans les Treg matures, contrairement a
ce qui se passe dans les Tconv (Wu, Borde et al. 2006, Vaeth, Schliesser et al.
2012). L’interaction de Foxp3 avec NF-kB et NFAT passe entre autres par le
récepteur nucléaire PPARYy, qui est fortement exprimé par les Treg résidant dans le
tissu adipeux (Cipolletta, Feuerer et al. 2012) et est capable d’inhiber les activités de
NF-kB et NFAT (Choi and Bothwell 2012).

Enfin, Foxp3 lui-méme peut étre phosphorylé, bien que la kinase responsable de
cette phosphorylation ne soit pas encore connue (Nie, Zheng et al. 2013). Cette

phosphorylation de Foxp3 serait essentielle pour la fonction des Treg.

Les principales perturbations des voies de signalisation dans les Treg en aval du
complexe TCR/CD28 et du récepteur de I'lL-2 sont schématisées dans la figure 7.
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Figure 7 : Altération des voies de signalisation en aval du récepteur a I'lL-2 et du complexe
TCR/CD28 dans les Treg.

En vert sont entourées les molécules dont I'expression ou l'activité est augmentée dans les Treg,
tandis qu’en rouge sont entourées celles dont I'expression ou l'activité est diminuée. Les fléches
noires pointues indiquent une activation et celles se terminant par une barre indiquent une inhibition.
Les fleches grises indiquent un déplacement.

IL-2R : récepteur a I'lL-2 (CD25). Source : Vent-Schmidt et al. (Vent-Schmidt, Han et al. 2014).

Expression de Foxp3 au-dela des Treg

Si Foxp3 a été considéré pendant plusieurs années comme le facteur de
transcription définissant la lignée Treg, on sait désormais que ce n’est pas tout a fait
exact, puisque son expression n’est pas restreinte a la lignée T régulatrice (Allan,

Crome et al. 2007, Ziegler 2007). En effet, les Tconv peuvent également exprimer
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Foxp3, mais dans ce cas, il s’agit toujours d’'une expression transitoire et a un niveau
plus faible que dans les Treg (McMurchy, Di Nunzio et al. 2009). Surtout,
I'expression transitoire de Foxp3 n’est pas suffisante pour conférer aux LT une
fonction suppressive (Morgan, van Bilsen et al. 2005, Gavin, Torgerson et al. 2006,
Allan, Crome et al. 2007, Tran, Ramsey et al. 2007, Broady, Yu et al. 2009), méme si
cela a été sujet a controverse (Pillai, Ortega et al. 2007, Zheng, Manzotti et al. 2008).
Pour reprogrammer des Tconv en Treg en utilisant une méthode de thérapie
génique, il faut en effet étre capable d’induire une expression stable et a haut niveau
de Foxp3 (Allan, Alstad et al. 2008). A l'inverse, le phénotype régulateur peut étre

rapidement éteint en stoppant I'expression de Foxp3 (Allan, Song-Zhao et al. 2008).

Interaction entre les « master regulators » Foxp3, T-bet, GATA-3 et ROR-yt

Contrairement a ce qui avait été initialement admis, la modulation du phénotype et
de la fonction des Treg ne dépend pas exclusivement de Foxp3, mais peut faire
intervenir également des facteurs de transcription classiquement associés a d’autres
sous-types de la lignée T, comme T-bet pour les Th1 ou ROR-yt pour les Th17
(Vent-Schmidt, Han et al. 2014). Le niveau d’expression relatif de ces différents
facteurs dits « master regulators » en anglais, va permettre de réguler plus finement
le phénotype de chaque cellule et déterminer son caractére plus ou moins
suppressif, ainsi que ses capacités migratoires et son potentiel de plasticité vers une
autre lignée (Crome, Wang et al. 2010, Marwaha, Leung et al. 2012). Ces facteurs

de transcription ne sont donc pas mutuellement exclusifs.

Le facteur de transcription T-bet régule I'expression des récepteurs de chimiokines et
des cytokines associées a la lignée Th1, comme I'lFNy ou CXCR3, et son expression
réprime celle de Foxp3, prévenant ainsi le développement de Treg induits (Wei,

Duramad et al. 2007). Pourtant, 'lFNy joue un réle important dans la prévention du
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rejet d’allogreffe et de la GVH assurée par les Treg (Sawitzki, Kingsley et al. 2005,
Koenecke, Lee et al. 2012). L'exposition de Treg a de I'lFNy et/ou de [I'lL-12,
cytokines de polarisation Th1, leur confére des propriétés apparentées aux cellules
Th1, comme un début d’expression de T-bet et de CXCR3, bien que ces cellules
demeurent suppressives et capables de migrer vers les sites inflammatoires a
médiation Th1 (Koch, Thomas et al. 2012). Cependant, dans certaines conditions,
ces Treg « Th1-like » pourraient devenir pathogénes et contribuer a I'auto-immunite.
De tels Treg producteurs d'IFNy et dotés de capacités suppressives diminuées ont
ainsi pu étre isolés dans le sang de patients atteints de sclérose en plaque (SEP) ou
de diabéte auto-immun (Dominguez-Villar, Baecher-Allan et al. 2011, McClymont,
Putnam et al. 2011).

De la méme fagon, il existe des données dans la littérature en faveur d’une
coopération transcriptionnelle, plutét qu’'une simple compétition, entre Foxp3 et les
facteurs de transcription associés a la lignée Th2 que sont GATA-3 et IRF4. En effet,
le r6le de ces facteurs dans le bon fonctionnement des Treg a été démontré,
notamment pour le controle des réponses inflammatoires de type Th2 (Zheng,
Chaudhry et al. 2009, Wang, Su et al. 2011, Wohlfert, Grainger et al. 2011). Par
ailleurs, les Treg murins comme humains sont également capables de se convertir
en Th2 (Wan and Flavell 2007, Wang, Souabni et al. 2010, Hansmann, Schmid| et al.
2012). La encore, I'équilibre entre tolérance et immunité est fragile, car si les Treg
Th2-like sont essentiels pour contréler les réponses Th2 (Kim, Kim et al. 2010), ils
pourraient également jouer un réle pathologique comme cela a été montré dans un
modéle murin d’asthme allergique induit par le virus respiratoire syncytial
(Krishnamoorthy, Khare et al. 2012).

Enfin, une co-expression et une coopération entre les facteurs de transcription Foxp3
et ROR-yt (RORC2 chez 'homme), a aussi été observée. Par conséquent, grace a
cette interaction avec ROR-yt, Foxp3 est capable de réguler également le
développement des Th17 (Vent-Schmidt, Han et al. 2014). Le devenir fonctionnel de
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l'interaction Foxp3/ROR-yt est modulé par la concentration de TGFB (Zhou, Lopes et
al. 2008). En effet, en présence d’'une concentration élevée de TGFB, Foxp3 va
exercer un effet suppresseur sur ROR-yt et réprimer I'expression d’lL-17, favorisant
le développement en Treg. A l'inverse, en cas de faible concentration en TGF(3 et en
présence d’IL-6 et d’'IL-21, on observe une expression des récepteurs a I'lL-17 et a

I'lL-23, favorisant la différenciation en Th17.

L’origine des cellules Foxp3™ IL-17" fait par ailleurs encore débat puisque des études
ont montré qu’elles pourraient provenir soit de Treg ayant acquis la faculté de
produire de I'lL-17 (Koenen, Smeets et al. 2008, Miyara, Wing et al. 2009), soit de
cellules Th17 dont la production cytokinique est intrinséquement régulée par Foxp3
(McMurchy, Gillies et al. 2013). Quoi qu’il en soit, par homologie avec les Treg Th1-
like ou Th2-like, les Treg Th17-like auraient besoin de ces caractéristiques associées
au phénotype Th17 pour migrer efficacement vers les sites inflammatoires a
médiation Th17 et y exercer leur effet suppresseur (Chaudhry, Rudra et al. 2009,
Duhen, Duhen et al. 2012), mais ils pourraient aussi perdre leurs capacités
suppressives et jouer un rdle pathologique en sécrétant de I'lL-17 (Koenen, Smeets
et al. 2008, Miyara, Wing et al. 2009).

Caractérisation phénotypique des Treg
CD4 et CD25

Comme nous l'avons vu plus haut, c’est I'étude de I'expression de la molécule CD25,
qui a permis la premiére caractérisation phénotypique des Treg qui sont CD4" et
CD25" de fagon constitutive (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Chez la souris, les
Treg représentent ainsi 5 8 10% des LT CD4" (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).

Chez 'hnomme, l'isolement des Treg parmi les cellules CD4" sur la seule base du
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marqueur CD25 est plus complexe, ce qui explique que leur caractérisation soit
survenue assez tardivement apres l'identification des Treg chez la souris, puisque
seules les cellules exprimant fortement CD25 possédent des capacités suppressives,
ce qui représente seulement 1 & 2% des T CD4" (Baecher-Allan, Brown et al. 2001).
Plus récemment, 'amélioration de la caractérisation phénotypique des Treg humains
a permis une réévaluation de cette proportion de Treg circulants chez 'lhomme, qui
est estimée a 6% environ, soit un taux assez semblable a celui décrit chez la souris
(Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006, Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).

Si le marqueur CD25 a permis la premiere description phénotypique des Treg, son
expression n’est pas spécifique a cette sous-population lymphocytaire, puisque les
Tconv peuvent aussi exprimer la chaine a du récepteur a I'lL-2 apres activation
(Ortega, Robb et al. 1984). Il est donc rapidement apparu nécessaire d’identifier
d’autres marqueurs de surface permettant de mieux caractériser la population Treg

et si possible de faciliter son isolement par tri cellulaire.

CTLA-4 et GITR

Ainsi, au début des années 2000, deux nouveaux marqueurs ont été décrits a la
surface des Treg : CTLA-4 (Read, Malmstrom et al. 2000, Salomon, Lenschow et al.
2000, Takahashi, Tagami et al. 2000) et GITR (McHugh, Whitters et al. 2002,
Shimizu, Yamazaki et al. 2002).

CTLA-4 (ou CD152) est une molécule capable d’induire une inhibition de I'activation
et de la prolifération des Tconv via sa fixation aux récepteurs CD80 (B7-1) et CD86
(B7-2) exprimés a la surface des CPA (Linsley, Brady et al. 1991). Il s’agit donc
d’'une molécule essentielle a la fonction suppressive des Treg, mais également d’'un

régulateur de leur homéostasie et de leur fréquence en conditions « steady-state »
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(Tang, Teijaro et al. 2008). Initialement, il a été rapporté que les cellules CD4"
CD25"™" exprimaient CTLA-4 de fagon constitutive en intracellulaire (Baecher-Allan,
Brown et al. 2001, Levings, Sangregorio et al. 2001). En fait, la proportion de Treg
exprimant CTLA-4 en intracellulaire est trés variable selon les études et dépend
aussi en partie du tissu étudié. En effet, certains auteurs retrouvent une forte
expression de CTLA-4 par les Treg, de l'ordre de 50 a 90% de ces cellules dans le
sang périphérique de donneurs sains ou de nouveau-nés (Lim, Broxmeyer et al.
2006, Rueda, Wells et al. 2015), tandis que pour d’autres, cette proportion serait
plutét située entre 20 et 25% (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016). En revanche, il
semblerait que les Treg situés dans la muqueuse rectale expriment plus fortement
CTLA-4. Chez la souris, ces pourcentages varient également avec le tissu étudié, de
I'ordre de 50% pour les Treg situés dans les organes lymphoides secondaires contre
seulement 25% dans le sang périphérique (McHugh, Whitters et al. 2002, Lages,
Suffia et al. 2008). L’age des souris étudiées a aussi une influence et est associé a

une augmentation du pourcentage des Treg CTLA-4".

GITR (CD357) est un membre de la superfamille des récepteurs au TNF jouant un
réle crucial dans le développement thymique des Treg, en augmentant la sensibilité
de ces Treg a I'lL-2 (Mahmud, Manlove et al. 2014). Cependant, le réle de GITR
dans les Treg périphériques reste sujet a controverse, puisque sa stimulation
conduirait selon les études soit a la prolifération de Treg fonctionnels (Liao, Nayak et
al. 2010), soit a une diminution des capacités suppressives de ces Treg (Shimizu,
Yamazaki et al. 2002). Il a également été montré récemment que GITR inhibait
I'induction de cellules Foxp3® au profit d’'une polarisation Th9 via des modifications
épigénétiques (Xiao, Shi et al. 2015). Environ 10 a 15% des Treg humains dans le
sang périphérique expriment le marqueur GITR (Li, Mahesh et al. 2003, Rodriguez-
Perea, Arcia et al. 2016), mais cette proportion s’éléve a 40% dans la lamina propria
de la muqueuse colique (Makita, Kanai et al. 2004). Chez la souris, GITR est
exprimée par au moins 75 a 80% des Treg (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).
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Si la description des marqueurs CTLA-4 et GITR a permis une meilleure
caractérisation phénotypique des Treg, ils présentent la méme limite que la molécule
CD25, a savoir gqu’ils ne sont pas spécifiques des Treg et peuvent aussi étre
exprimés par les Tconv aprés activation (Walunas, Lenschow et al. 1994, Shimizu,
Yamazaki et al. 2002).

Foxp3

Comme évoqué plus haut, Foxp3 est probablement le meilleur marqueur actuel pour
caractériser les Treg et faire la distinction entre ces Treg et les Tconv, méme si son
expression n’est pas strictement restreinte a la population T régulatrice. Cependant,
comme il s’agit d'un facteur de transcription par définition intracellulaire et donc
seulement accessible a un marquage apres une étape de perméabilisation, son

utilisation n’est pas possible pour faire du tri cellulaire.

CD127

La caractérisation phénotypique des Treg humains a été grandement facilitée par
'étude de la chaine a du récepteur a I'lL-7, a savoir la molécule CD127, qui est
exprimée faiblement a la surface des Treg, a la différence des Tconv (Liu, Putnam et
al. 2006, Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006). Ainsi, il est actuellement considéré
que la meilleure facon d’isoler des Treg humains consiste a sélectionner les cellules
CD4* CD25"* et CD127™""®" (yu, Li et al. 2012), méme si I'utilisation du marqueur
CD127 a aussi ses limites puisqu’environ 15% des cellules CD25" CD1277"""
n’expriment pas Foxp3 (Liu, Putnam et al. 2006, Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006)

et qu’a linverse un peu moins de 10% des cellules CD25" Foxp3® conservent une
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forte expression du CD127 (Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006). De plus, le niveau
d’expression de CD127 est variable, y compris chez des individus sains (Santegoets,
Dijkgraaf et al. 2015), et peut étre aussi diminué a la surface des Tconv dans un
contexte d’activation chronique de ces Tconv, comme par exemple au cours d’'une
infection par le VIH, ou apres leur activation in vitro (Alves, van Leeuwen et al. 2008,
Del Pozo-Balado Mdel, Leal et al. 2010).

A I'heure actuelle, le panel minimal requis pour définir les Treg humains comprend
donc les marqueurs CD3 (antigéne commun aux LT), CD4, CD25, CD127 et Foxp3
(Santegoets, Dijkgraaf et al. 2015).

L’intégrine aE (CD103)

Chez 'homme, la proportion des Treg du sang périphérique exprimant le marqueur
CD103" varie selon les études de moins de 5% a 9% (Lim, Broxmeyer et al. 2006,
Venken, Hellings et al. 2008, Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016). L'intégrine aE/B7
reconnait la cadhérine épithéliale et caractérise une sous-population de Treg
spécialisée dans les échanges avec I'environnement épithélial. Ces Treg CD103"
produisent de plus grandes quantités d’'IL-10 et possedent une plus forte capacité
suppressive par rapport aux Treg CD103" (Lehmann, Huehn et al. 2002). Chez la
souris, la proportion des Treg issus des organes lymphoides secondaires exprimant
le CD103 est plus importante, de I'ordre de 24% (McHugh, Whitters et al. 2002,
Barthlott, Bosch et al. 2015, Yuan, Dee et al. 2015). Chez 'homme comme chez la
souris, cette proportion de Treg CD103" est augmentée dans la muqueuse digestive,
notamment pour les Treg situés dans la lamina propria (jusqu'a 80% de cellules

CD103" chez la souris).
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PD-1

La proportion de Treg humains exprimant PD-1 varie de 4% dans le sang
périphérique a 17% dans la muqueuse rectale (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).
Cependant, dans certaines conditions comme par exemple en cas d’infection virale
chronique, cette expression peut étre augmentée (Park, Park et al. 2015). Dans ce
contexte, en se fixant a son ligand PD-L1 exprimé par les LT CD8", PD-1 entraine
une inhibition de la prolifération et du relargage de cytokines pro-inflammatoires par
ces cellules, ce qui constitue un nouveau meécanisme suppresseur des Treg,

récemment identifié.

Par ailleurs, des travaux chez la souris ont montré qu’l existait une
compartimentalisation de I'expression de PD-1, puisque 90% des Treg isolés a partir
des rates et ganglions de souris n'expriment pas de fagon significative PD-1 a leur
surface, mais en revanche I'expriment en intracellulaire (Raimondi, Shufesky et al.
2006). Un tel phénotype a aussi été confirmé pour les Treg humain circulants.
Toutefois, le niveau d’expression de PD-1 a la surface des Treg chez la souris reste
controversé, puisque d’autres auteurs ont rapporté une expression par plus de 50%
des Treg présents dans les tissus lymphoides (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).
Cela pourrait s’expliquer entre autres par le fait que I'expression membranaire de
PD-1 est majorée dans les LT activés, notamment aprés stimulation du TCR
(Raimondi, Shufesky et al. 2006).

OX40 (CD134)

OX40 est une molécule de costimulation appartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF qui est exprimée de fagon constitutive a la surface des Treg, mais

dont I'expression peut aussi étre induite sur les Tconv aprés activation (McHugh,
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Whitters et al. 2002). Cette molécule est exprimée par environ 10% des Treg
humains (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016), mais chez la souris, cette proportion
grimpe jusqu’a 60% des Treg dans la rate des souris BALB/c et 80% des Treg
présents dans la muqueuse colique (Abe, Ueha et al. 2008, Griseri, Asquith et al.
2010). Si OX40 a pour réle de promouvoir la survie et la prolifération des Tconv et
des LT CD8" (Goulding, Tahiliani et al. 2011), sa fonction précise dans 'homéostasie
des Treg reste controversée. En effet, certaines équipes ont montré que la voie de
signalisation déclenchée par 'engagement d’OX40 stimulait la prolifération et la
survie des Treg in vitro et in vivo (Takeda, Ine et al. 2004, Zheng, Wang et al. 2004,
Elpek, Yolcu et al. 2007). A linverse, une autre étude a suggéré qu’OX40 n’avait
aucun effet sur ’'homéostasie des Treg (Vu, Xiao et al. 2007). De méme, OX40 serait
selon les études responsable d’'une baisse des capacités suppressives des Treg
(Valzasina, Guiducci et al. 2005, Vu, Xiao et al. 2007), ou nécessaire au maintien de
cet effet suppresseur (Takeda, Ine et al. 2004). Par ailleurs, OX40 inhiberait
fortement I'expression du gene FOXP3 (Vu, Xiao et al. 2007).

ICOS

ICOS (CD278) est une molécule de costimulation et un marqueur d’activation des LT
impliqué dans la promotion des réponses T effectrices, notamment Th1, Th2 et Th17,
mais aussi des cellules T helper folliculaires (Simpson, Quezada et al. 2010, Crotty
2011). Cependant, des données plus récentes montrent également une implication
d'ICOS dans le développement et la fonction suppressive des Treg. En effet, la
signalisation par ICOS est nécessaire a I'effet suppresseur des Treg Foxp3™ dans
certains modéles d’auto-immunité (Herman, Freeman et al. 2004, Prevot, Briet et al.
2010, Kornete, Sgouroudis et al. 2012). De plus, I'expansion des Treg aprés
stimulation par leur antigéne cognitif fait aussi intervenir ICOS (Burmeister, Lischke

et al. 2008). Par ailleurs, I'expression de la molécule ICOS a été associée a la
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production d’IL-10 par les LT CD4" en général (Bonhagen, Liesenfeld et al. 2003) et
permet d’identifier en particulier un sous-type de Treg exercant leur effet suppresseur
via la sécrétion d’'IL-10 (Ito, Hanabuchi et al. 2008). ICOS permet enfin de contrdler
I'expansion et la maintenance des Treg mais aussi leur production d’IL-10 au cours

de certaines infections, notamment parasitaires (Redpath, van der Werf et al. 2013).

Les principaux marqueurs des Treg et leurs niveaux d’expression chez 'lhomme et la

souris sont représentés dans le tableau 3.

Humans* Mice'
Markers for Treg detection PB° RM* LN Spleen
CD4"CD25" 14-5+2.9 n.d. 143+ 1.3 152 + 0-4
CD4" FoxP3' 6-4 +0-9 9.3+ 4.1 11-2 +0-4 13+26
CD4" FoxP3'CD25" 4.9+ 1.1 7:5+ 2.4 9:6 + 03 102 *1
CD4 "' FoxP3"CD127""~ §1+1d s ) n.d. n.d.
CDh4"CD25"CD127""~ 60+ 15 6-5* 32 n.d. n.d.
Phenotype of CD4 ' FoxP3" Tregs
CD25 51:6 +9:1 454+ 11-2 84-3+ 2.5 827+ 06
CTLA-4 23+ 104 49.3 + 13-4 n.d. n.d.
GITR 10:3 +55 n.d. 75 * 14-1 76-7 * 8.7
CD103 9.3 +3.8 21-5+ 10:7 n.d. n.d.
PD-1 4-4 +3.7 16-8 + 12 66-3 = 146 65-5 + 7-1
OX-40 n.d. n.d. 62-8 = 10-5 62:3 + 3.8

Tableau 3 : Principaux marqueurs des Treg et leurs niveaux d’expression dans le sang et
différents tissus chez ’lhomme et la souris.

Pour chaque marqueur est indiqué en pourcentage le niveau d’expression par la population Treg
(moyenne +/- déviation standard) au niveau du sang périphérique et de la muqueuse rectale chez
’homme et des ganglions lymphatiques et de la rate chez la souris.

PB : sang périphérique; RM : muqueuse rectale; LN : ganglions lymphatiques; n.d. :
Adapté de Rodriguez-Perea et al. (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).

non déterminé.
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Mécanismes d’action des Treg

L’identification des mécanismes par

INTRODUCTION - TREG

lesquels les Treg exercent leur effet

suppresseur, ainsi que des différents acteurs cellulaires ou moléculaires impliqués

dans cet effet, est une étape fondamentale pour la compréhension de I'établissement

d’'un état de tolérance et un préalable indispensable a la découverte de nouvelles

cibles thérapeutiques potentielles.
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Figure 8 : Principaux mécanismes utilisés par les Treg pour exercer leur effet suppresseur.
(a) Sécrétion de cytokines inhibitrices; (b) Cytolyse; (c) Induction de perturbations métaboliques; (d)

Ciblage des DC.

cAMP : adénosine monophosphate cyclique; MHC : complexe majeur d’histocompatibilité; 1DO :
indoléamine 2,3-dioxygénase. Source : Vignali et al. (Vignali, Collison et al. 2008).
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La médiation de I'effet suppresseur des Treg implique en effet une grande variété de
mécanismes qui peuvent étre schématiquement regroupés en 4 grandes catégories :
la sécrétion de cytokines inhibitrices, la cytolyse, l'induction de perturbations

meétaboliques et enfin le ciblage des DC (figure 8).

Sécrétion de cytokines inhibitrices

Trois cytokines inhibitrices ont été associées a la médiation de I'effet suppresseur
des Treg : I'lL-10, le TGFp et I'lL-35.

L’importance de I'lL-10 dans la fonction des Treg dépend en grande partie du modéle
expérimental utilisé, de la maladie étudiée et de l'organe cible impliqué dans le
processus pathologique. En effet, la production d’'IL-10 par les Treg est essentielle
pour la prévention des maladies inflammatoires de I'intestin dans les modéles murins
(Asseman, Mauze et al. 1999), pour I'échappement des tumeurs a la réponse
immunitaire anti-tumorale (Bergmann, Strauss et al. 2007, Loser, Apelt et al. 2007),
pour la protection contre I'asthme et l'allergie (Hawrylowicz and O'Garra 2005,
Joetham, Takeda et al. 2007), pour linduction d'une tolérance materno-foetale
(Schumacher, Wafula et al. 2007) ou dans certains modéles d’hépatite (Erhardt,
Biburger et al. 2007) ou d’encéphalite auto-immune (Mann, Maresz et al. 2007). A
inverse, un déficit de production en IL-10 par les Treg ne s’associe pas au
développement d’'une auto-immunité systémique (Rubtsov, Rasmussen et al. 2008)
et certaines études in vitro ont montré que I'lL-10 n’était pas essentielle pour la
fonction suppressive des Treg (Takahashi, Kuniyasu et al. 1998, Dieckmann, Plottner
et al. 2001).

Le réle du TGFB dans la fonction des Treg a également été sujet a controverse,

puisque comme pour l'IL-10, il a été montré dans un premier temps que cette
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molécule n’était pas nécessaire pour que les Treg exercent leur effet suppresseur
(Takahashi, Kuniyasu et al. 1998, Piccirillo, Letterio et al. 2002). Cependant, d’autres
études in vitro et in vivo ont montré le contraire et souligné notamment l'importance
du TGF exprimé a la surface des Treg (Nakamura, Kitani et al. 2001, Green, Gorelik
et al. 2003). Le TGFB produit par les Treg a aussi été associé au contréle de la
réponse immunitaire dirigée contre Mycobacterium tuberculosis (Kursar, Koch et al.
2007), a la suppression des réponses allergiques (Joetham, Takeda et al. 2007), a la
prévention de la colite dans un modéle de maladie inflammatoire de lintestin (Li,
Wan et al. 2007) et a l'inhibition de la réponse immunitaire anti-tumorale (Hilchey, De
et al. 2007, Strauss, Bergmann et al. 2007).

En 2007, une nouvelle cytokine inhibitrice a été découverte : I'lL-35, qui est exprimée
de fagon constitutive par les Treg, mais pas par les Tconv, y compris lorsque ceux-ci
sont activés (Collison, Workman et al. 2007). Cette molécule est constituée de la
sous-unité a de I'lL-12 associée a la sous-unité 3 de I'lL-27. Cette derniére est codée
par le géne EBI3 dont I'expression est régulée par le facteur de transcription Foxp3,
d’ou sa restriction aux Treg. Les Treg Ebi3” ou I112a” ont une réduction significative
de leur activité suppressive in vitro et ne sont plus capables in vivo de contrdler la
prolifération des T effecteurs (Teff) et de guérir des |ésions de colite dans un modeéle
de maladie inflammatoire de lintestin. Par ailleurs, I'expression ectopique de I'lL-35
par des LT naifs suffit a leur conférer une activité régulatrice, tandis que [l'utilisation
d’'IL-35 recombinante permet de supprimer la prolifération des LT in vitro (Collison,
Workman et al. 2007).

Suppression par cytolyse

Si l'induction d’une cytolyse via la sécrétion de granzyme est un mécanisme de

cytotoxicité bien connu pour les cellules NK et les LT cytotoxiques CD8", il n’est pas
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restreint & ces deux types cellulaires chez 'homme et certains LT CD4" peuvent
également étre dotés d’une telle activité cytotoxique. C’est notamment le cas des
Treg naturels activés, qui sont capables de produire de la granzyme et de la
perforine pour induire la mort cellulaire d’'une cellule cible (Grossman, Verbsky et al.
2004).

Chez la souris, a l'inverse de 'homme, les T CD4+ ne sont pas cytolytiques.
Pourtant, il a été montré que les Treg murins exprimaient la granzyme B (McHugh,
Whitters et al. 2002, Herman, Freeman et al. 2004) et surtout que les Treg issus de
souris déficientes pour la granzyme B avaient une diminution de leur capacité
suppressive in vitro (Gondek, Lu et al. 2005). Ce mécanisme de suppression
granzyme B-dépendant se caractérise par I'induction d’une apoptose des T CD4"
CD25’, indépendamment de la production de perforine.

Par ailleurs, cette mort cellulaire induite par les Treg via la sécrétion de granzyme B
ne se limite pas aux LT, puisque d’autres cellules peuvent étre ciblées, comme par
exemple les LB, selon un mécanisme cette fois-ci partiellement dépendant de la
perforine (Zhao, Thornton et al. 2006). Dans le microenvironnement tumoral, 5 a
30% des Treg expriment la granzyme B et peuvent tuer les cellules NK et les T CD8"
cytotoxiques anti-tumoraux selon le méme mécanisme (Cao, Cai et al. 2007). Les
Treg peuvent aussi cibler les DC, via la production de perforine (Boissonnas,
Scholer-Dahirel et al. 2010).

Enfin, l'effet cytolytique des Treg peut passer par des molécules autres que celles
impliquées dans le systéme perforine/granzyme. En effet, les Treg peuvent aussi
induire I'apoptose des Tconv via la voie TRAIL-DR5 (Ren, Ye et al. 2007). Une autre
étude a montré I'importance de la galectine-1, qui est surexprimée par les Treg
murins et humains et dont le déficit entraine une diminution de leur capacité

suppressive (Garin, Chu et al. 2007). Une voie plus classique d’induction d’apoptose,
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a savoir la voie Fas/Fas-ligand, a été impliquée plus récemment dans la suppression

des T CD8" (mais pas CD4") par les Treg (Strauss, Bergmann et al. 2009).

Induction de perturbations métaboliques

Cette catégorie regroupe des mécanismes de suppression variés ayant tous comme
caractéristigue commune d’aboutir a I'apoptose des Tconv suite au déclenchement

de perturbations des voies métaboliques nécessaires a leur survie.

Le premier de ces mécanismes consiste en une consommation de I'lL-2 rendue
possible par I'expression forte et constitutive du CD25 par les Treg, ce qui entraine,
pour les Tconv situés a proximité de ces Treg, une privation en IL-2 et donc une mort
par apoptose (Pandiyan, Zheng et al. 2007). |l est toutefois important de préciser que
ce concept reste sujet a controverse, puisque plusieurs études ne soutiennent pas
cette théorie (Duthoit, Mekala et al. 2005, Fontenot, Rasmussen et al. 2005, Oberle,
Eberhardt et al. 2007). En dehors de ce simple mécanisme de consommation,
'appauvrissement en IL-2 a proximité immédiate des Tconv est probablement aussi
facilité par le fait que les Treg sont capables d’inhiber la production d’IL-2 par ces
mémes Tconv et donc de freiner leur activation autocrine et paracrine (Thornton and
Shevach 1998).

Un autre mécanisme suppresseur passant par des perturbations métaboliques réside
dans la capacité des Treg a produire de I'adénosine. Cela est rendu possible par
'expression simultanée des récepteurs CD39 et CD73 a la surface des Treg, qui
permettent la transformation d’ATP en AMP puis en adénosine (Kobie, Shah et al.
2006, Borsellino, Kleinewietfeld et al. 2007, Deaglio, Dwyer et al. 2007). L’adénosine
extracellulaire peut alors se fixer sur le récepteur AzaR sur les Tconv ce qui a pour

effet d’induire une inhibition de leur fonction et notamment de leur production de
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cytokines pro-inflammatoires (Romio, Reinbeck et al. 2011), mais aussi de favoriser
la génération de Treg induits (iTreg) via linhibition de la synthése d’IL-6 et la
sécrétion de TGFB (Zarek, Huang et al. 2008). |l existe également un mécanisme
indirect de suppression des Tconv par I'adénosine, puisque cette derniere peut aussi
se fixer sur un récepteur a la surface des CPA et notamment des DC, ce qui entraine
un blocage de leur maturation et l'induction d’'un phénotype tolérogéne avec une
diminution franche de la production d’IL-12 et de TNFa (Hasko, Szabo et al. 1996,
Hasko, Kuhel et al. 2000, Wilson, Ross et al. 2009).

Les Treg sont enfin capables de transférer directement aux Teff de 'AMPc, second
messager puissamment inhibiteur de la prolifération et de la synthése d’'IL-2 par ces
LT, a travers des jonctions lacunaires membranaires (« gap junctions ») (Bopp,
Becker et al. 2007).

Ciblage des cellules dendritiques

Les Treg peuvent exercer un effet suppresseur indirect sur les Tconv, via leur
interaction avec les DC dont ils peuvent moduler la maturation et la fonction, ce qui
aura un retentissement sur I'activation des Tconv par ces mémes DC. Nous avons
déja vu plus haut que les Treg pouvaient cibler ces DC via la synthése d’adénosine
ou en induisant leur mort cellulaire par la perforine. Cependant, I'effet des Treg sur
les DC s’exerce principalement via l'interaction de molécules membranaires, avec 2
axes principaux : 'axe CTLA-4/CD80 ou CD86 et 'axe LAG-3/ CMH de classe |I.

Comme déja mentionné plus haut, la molécule CTLA-4 est exprimée de fagon
constitutive par les Treg et est nécessaire a la médiation d’'une activité suppressive
maximale par ces Treg in vivo (Read, Malmstrom et al. 2000). En cas de blocage du

CTLA-4 par un mAb ou d’utilisation de Treg déficients pour le CTLA-4, on observe
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une perte de la suppression exercée par ces Treg sur les Tconv via les DC (Serra,
Amrani et al. 2003, Oderup, Cederbom et al. 2006). Par ailleurs, l'interaction CTLA-
4/CD80 ou CD86 régule positivement la synthese d’indoléamine 2,3-dioxygénase
(IDO) par les DC. Or, I'IDO est une molécule puissamment inhibitrice des Tconv, qui
est capable de produire des métabolites pro-apoptotiques a partir du catabolisme du
tryptophane (Fallarino, Grohmann et al. 2003, Mellor and Munn 2004). Il a également
eté décrit que les Treg pouvaient induire une répression de l'expression des
molécules de costimulation (CD80 et CD86) a la surface des DC (Cederbom, Hall et
al. 2000). Le mécanisme de cet effet a été élucidé en 2011 : par un processus de
trans-endocytose, la molécule CTLA-4 exprimée a la surface des Treg est capable
de capturer les molécules CD80 et CD86 et d'induire leur dégradation (Qureshi,
Zheng et al. 2011).

LAG-3 (pour « lymphocyte activation gene 3 », également appelé CD223) est un
homologue de la molécule CD4 doté d’une capacité de liaison de trés haute affinité
aux molécules du CMH de classe Il. Comme CTLA-4, LAG-3 est nécessaire a 'effet
suppresseur maximal des Treg (Huang, Workman et al. 2004). En se fixant aux
molécules CMH de classe |l exprimées par les DC immatures, elle empéche leur
maturation et diminue leurs propriétés immunostimulatrices (Liang, Workman et al.
2008).

Il convient également de mentionner la neuropiline 1 (Nrp-1) qui, si elle ne module
pas directement la maturation ou les capacités de costimulation des DC, permet
d’augmenter la durée de la synapse immunologique entre les Treg et les DC
immatures (Sarris, Andersen et al. 2008). Or, Nrp-1 est exprimée par la grande
majorité des Treg mais pas par les T helper naifs. Cela confére donc un avantage
sélectif a ces Treg, qui vont pouvoir interagir de fagon plus prolongée avec les DC

immatures en I'absence de stimuli pro-inflammatoires et de signaux de danger.
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Enfin, il est important de noter que si la plupart des études se sont focalisées sur
'action des Treg sur les DC, il a aussi été prouvé que les Treg humains étaient
capables d’interagir avec la fonction dautres CPA, notamment Iles
monocytes/macrophages (Taams, van Amelsfort et al. 2005, Tiemessen, Jagger et
al. 2007).

Mécanismes suppresseurs recemment élucidés

Deux nouveaux mécanismes par lesquels les Treg peuvent exercer leur effet
suppresseur ont été plus récemment mis en évidence. Nous les évoquerons
brievement ici, puisqu’ils sont davantage détaillés dans d’autres sections de cette
introduction. Tout d’abord, par I'expression membranaire de PD-1, les Treg sont
capables d’induire la mort cellulaire, principalement des LT CD8" exprimant PD-L1
(Park, Park et al. 2015). Par ailleurs, ils peuvent aussi libérer le récepteur au TNFa
de type 2 (TNFR2) exprimé a leur surface et ainsi bloquer I'action pro-inflammatoire
du TNFa soluble et notamment 'induction d’autres médiateurs de I'inflammation (van
Mierlo, Scherer et al. 2008).

Treg naturels et Treg induits

Les Treg Foxp3® peuvent étre divisés en 2 grandes catégories, selon leur origine :
les Treg naturels (nTreg), développés dans le thymus a partir de cellules T
possédant un TCR de haute affinité pour les complexes CMH/peptide du soi, et les
Treg adaptatifs ou induits (iTreg), générés en périphérie aprés stimulation

antigénique in vivo (Lan, Fan et al. 2012).
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Il existe par ailleurs 2 autres catégories de cellules suppressives induites proches
des iTreg et que nous ne traiterons pas dans la suite de ce travail, a savoir les
cellules Tr1, qui sont CD4" et produisent de I'lL-10, et les cellules Th3, qui produisent
du TGFB (Okamura, Fujio et al. 2012). Les Tr1 et Th3 ont bien une fonction

suppressive, mais elles sont en revanche Foxp3'.

Sélection thymique des nTreg

Comme évoqué ci-dessus, les nTreg sont sélectionnés et développés dans le
thymus. A la différence de Tconv naifs, les Treg naifs sortant du thymus sont
fonctionnellement matures (c’est-a-dire capables de prévenir l'auto-immunité et
d’exercer in vitro leur effet suppresseur) et ont été préalablement stimulés par leur
antigene cognitif, avant d’éventuellement le rencontrer a nouveau en périphérie
(Sakaguchi, Takahashi et al. 1982, Itoh, Takahashi et al. 1999). Les thymocytes
Foxp3® et leurs précurseurs Foxp 3~ sont soumis a la sélection positive puis a la
sélection négative dans le thymus via leur interaction avec les complexes
CMH/peptide du soi exprimés par les cellules stromales thymiques (Sakaguchi,
Yamaguchi et al. 2008). Il a ainsi été montré que les Treg possédent des TCR avec
une affinité plus forte pour les complexes CMH/peptide exprimés au niveau du
thymus par rapport aux autres cellules T (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008),
suggérant que les LT les plus auto-réactifs sont dirigés au cours de la sélection
thymique vers la lignée Treg (figure 9). La protéine Aire, contrdlant I'expression par
une partie des cellules épithéliales de la médullaire thymique d’antigénes spécifiques
des tissus, comme [linsuline par exemple, joue un réle fondamental dans le
développement et la sélection des Treg spécifiques de ces antigénes, et le déficit en
cette protéine Aire s’accompagne de manifestations d’auto-immunité
(Aschenbrenner, D'Cruz et al. 2007).
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Figure 9 : Destinée des précurseurs thymiques en fonction de l'intensité du signal TCR
déclenché lors de leur interaction avec les complexes CMH/peptide du soi.

L’absence d’avidité pour les antigénes du soi conduit & une mort cellulaire par négligence au stade de
sélection positive. A 'opposé, une avidité trop importante induit également la mort cellulaire au stade
de la sélection négative. Les thymocytes dirigés vers la lignée Treg ont une avidité intermédiaire entre
celle, faible, permettant la sélection positive puis la différenciation en Tconv et celle, trop forte,
conduisant a la délétion au cours de la sélection négative.

Adapté de Fazekas et al. (Fazekas de St Groth 2007).

L’intensité de linteraction entre les molécules de costimulation et leurs ligands
semble également jouer un role dans la sélection des nTreg, puisque les déficits en
CD28, CD40, CD11a/CD18 (LFA1) ou CD80/CD86 conduisent tous a une diminution
du nombre de Treg CD4" CD25" aussi bien dans le thymus qu’en périphérie
(Sakaguchi 2005). Par ailleurs, comme montré dans la figure 10, si l'avidité de
l'interaction entre les thymocytes et les cellules stromales semble déterminante pour
leur différenciation en Treg, il apparait en revanche que I'expression de Foxp3 n’est
pas requise au stade initial de détermination de la lignée Treg dans le thymus, mais
apparait juste apres celui-ci (Gavin, Rasmussen et al. 2007, Lin, Haribhai et al.

2007).
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Figure 10 : Développement thymique des nTreg.

Les thymocytes Foxp3™ & un stade CD4" CD8" tardif ou CD4" CD8 précoce enclenchent le
programme de différenciation en Treg quand ils recoivent des signaux provenant de I'interaction entre
leurs TCR et les complexes CMH/peptide du soi exprimés par les cellules stromales thymique, mais
aussi entre leurs molécules accessoires (par exemple CD28) et leurs ligands (CD80/86) et/ou via des
cytokines produites par les cellules stromales. L’expression de Foxp3, acquise suite a cette
détermination de lignée, confére une activité suppressive (Sup®) et stabilise la fonction et le phénotype
des Treg (notamment I'expression de CD25).

MHC/Pep : complexe CMH/peptide du soi. Source : Sakaguchi et al. (Sakaguchi, Yamaguchi et al.
2008).

Induction de Treg en périphérie

Si la génération de nTreg semble répondre a un besoin de contrbler I'auto-immunité,
la production d’iTreg pourrait résulter d’'une stimulation a partir d’antigénes étrangers,
provenant par exemple de la flore intestinale ou d’allergénes alimentaires ou de

I'environnement (Curotto de Lafaille and Lafaille 2009).

In vitro, les iTreg peuvent étre induits a partir de cellules CD4" CD25  Foxp3™ en
présence d'IL-2 et de TGFB (Horwitz, Zheng et al. 2008, Zhou, Wang et al. 2010,
Zheng 2012) (figure 11). L’acide rétinoique facilite également la différenciation des
LT naifs en Treg en présence de TGF[3, tout en inhibant I'induction de Th17 par I'lL-6
(Benson, Pino-Lagos et al. 2007, Coombes, Siddiqui et al. 2007, Mucida, Park et al.
2007, Sun, Hall et al. 2007).
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Figure 11 : Différenciation des cellules T CD4" naives en différents sous-types de LT effecteurs
ou en iTreg.

En fonction de I'environnement cytokinique dans lequel ils se trouvent, les LT CD4" naifs pourront se
différencier soit en Th1, soit en Th2, soit en Th17, soit en iTreg. A I'inverse, les nTreg sont générés
directement au niveau du thymus, organe dans lequel ils acquiérent I'expression de Foxp3. Les
facteurs de transcription clés de chaque sous-type de différenciation des LT sont figurés a l'intérieur
des cellules correspondantes. Sont également représentées les principales cytokines produites par
chacun de ces sous-types cellulaires ainsi que les grands domaines physiologiques ou pathologiques
dans lesquels ils sont impliqués.

RA : acide rétinoique. Source : Sakaguchi et al. (Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008).

Différences fonctionnelles entre nTreg et iTreg

D’un point de vue fonctionnel, il existe des différences entre les nTreg et les iTreg,

puisque par exemple, les nTreg inhibent les réponses B en tuant directement les LB,
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alors que les iTreg exercent un effet suppresseur sur les LB sans les détruire (Lin,
Chen et al. 2013).

Les nTreg sont par ailleurs dotés d’une certaine plasticité, puisque dans des
conditions inflammatoires, notamment en présence d’IL-6, ils peuvent acquérir
phénotype Th17 (Zheng, Wang et al. 2008, Lu, Wang et al. 2010, Kong, Lan et al.
2012). A l'inverse, les iTreg, bien qu’ils soient capables d’exprimer comme les nTreg
des molécules associées au phénotype Th1 comme T-bet, CXCR3 et I'lFNy en
présence d’lL-22, ne montrent pas la méme plasticité et sont plus stables dans des
conditions inflammatoires, a la fois in vitro et in vivo (Koch, Tucker-Heard et al. 2009,
McClymont, Putnam et al. 2011, Kong, Lan et al. 2012).

En revanche, le phénotype des nTreg, illustré par le niveau d’expression de Foxp3 et
leur activité suppressive, est plus stable que celui des iTreg en cas de restimulation
antigénique in vitro en I'absence de TGF[ (Floess, Freyer et al. 2007). Or, la stabilité
de l'expression de Foxp3 est conditionnée par les modifications épigénétiques
survenant au niveau d’'une région du promoteur de FOXP3 riche en CpG, appelée
TSDR (Treg-specific demethylated region) (Polansky, Schreiber et al. 2010). Ces
modifications épigénétiques peuvent étre utilisées pour différencier les nTreg des
iTreg, puisque ces derniers sont majoritairement méthylés au niveau de TSDR, ce
qui leur confére l'instabilité de leur phénotype, alors que les nTreg ont une région
TSDR déméthylée (Floess, Freyer et al. 2007, Lal and Bromberg 2009, Lal, Zhang et
al. 2009, McClymont, Putnam et al. 2011).

Helios et Nrp-1 : des marqueurs spécifiques des nTreg ?

Une facon plus simple de distinguer les nTreg des iTreg consiste a étudier les

différences d’expression de marqueurs cellulaires entre ces 2 populations, qu’il
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s’agisse de marqueurs membranaires ou intracellulaires. Ainsi, si les 2 populations
expriment les marqueurs clés de la lignée Treg, comme CD25, Foxp3, GITR ou
CTLA-4, les nTreg expriment plus fortement PD-1, Nrp-1, Helios (Ikzf2) et CD73
(Yadav, Louvet et al. 2012, Lin, Chen et al. 2013). Cependant, parmi ces marqueurs

difféeremment exprimés, seuls Helios et Nrp-1 pourraient étre spécifiques des nTreg.

Helios a en effet été reconnu en 2006 comme le premier marqueur spécifique des
nTreg (Sugimoto, Oida et al. 2006). Ce facteur de transcription est exprimé par 100%
des nTreg thymiques, tandis que les iTreg induits par le TGFB n’expriment pas
Helios, ni in vitro ni in vivo (Lin, Chen et al. 2013). Ces données ont été confirmées
par I'épigénétique, puisque les Treg Foxp3™ Helios™ ont une région TSDR totalement
déméthylée alors que dans les Treg Foxp3™ Helios’, cette région est méthylée a
hauteur de 45% (Kim, Bhairavabhotla et al. 2012). Cependant, des résultats plus
récents ont clairement remis en cause ce statut de marqueur spécifique des nTreg
attribué a Helios. En effet, I'équipe d’Akimova a montré que I'expression d’Helios
pouvait étre induite au cours de I'activation et la prolifération des LT et régressait
dans des conditions de repos, a la fois en ce qui concerne les Treg humain et murins
mais aussi les Tconv CD4" et CD8" (Akimova, Beier et al. 2011). Une autre équipe a
également démontré qu’Helios pouvait étre exprimé par les iTreg Foxp3*, a la fois in
vitro et in vivo (Gottschalk, Corse et al. 2012). Enfin, I'équipe de Zabransky a
rapporté que la stimulation de LT CD4" naifs in vitro par des microbilles anti-
CD3/CD28 en présence d’'IL-2 et de TGF permettait d’obtenir au bout de 48 heures
environ 30% de cellules Foxp3™ Helios™ (versus moins de 1% avant stimulation)
(Zabransky, Nirschl et al. 2012). Ces iTreg Helios™ expriment plus fortement GITR et
CD103 et sont dotés d'une fonction suppressive plus forte que les Treg

conventionnels.

Nrp-1 est un récepteur pour des membres de la famille du VEGF (vascular
endothelial growth factor) qui promeut I'angiogenése et agit également comme un

récepteur pour la famille de la sémaphorine (Rossignol, Pouyssegur et al. 2003). La

95



INTRODUCTION - TREG

description initiale de Nrp-1 comme marqueur des Treg remonte a 2004 (Bruder,
Probst-Kepper et al. 2004). Le niveau d’expression de Nrp-1 est élevé dans les Treg
CD4" CD25" et corrélé a celui de Foxp3. Si Nrp-1 joue un rdle dans la fonction
suppressive des Treg (voir plus haut), elle ne semble pas impliquée dans leur
différenciation ni leur maturation (Corbel, Lemarchandel et al. 2007). Il a été montré
que les Treg Nrp-1" avaient des capacités suppressives supérieures aux Treg Nrp-1-
(Battaglia, Buzzonetti et al. 2008). Il est également apparu que Nrp-1 était un
récepteur de haute affinité pour le TGF[3, dont la fixation promeut I'activité des Treg
via une signalisation par la voie SMAD2/3 (Glinka and Prud'homme 2008, Glinka,
Stoilova et al. 2011). Enfin, plus récemment, 2 papiers ont identifié Nrp-1 comme un
marqueur permettant de distinguer les nTreg des iTreg, méme si, comme pour
Helios, il n'est pas totalement spécifique des nTreg puisqu'un faible niveau
d’expression de Nrp-1 peut étre détecté au sein d’'une population d’'iTreg (Weiss,
Bilate et al. 2012, Yadav, Louvet et al. 2012).

L’interleukine 2 (IL-2) : une cytokine essentielle pour les Treg

La découverte des Treg ayant coincidé avec la description de leur expression forte et
constitutive du CD25, a savoir la chaine a du récepteur a I'lL-2, un rble de cette

cytokine dans leur fonction a tres vite été envisage.

Roéle de I'lL-2 dans 'homéostasie du systeme immunitaire

L’IL-2 est une cytokine produite essentiellement par les Tconv activés, dont on a
longtemps cru, du fait de ses effets sur la prolifération des LT in vitro, qu’elle était la
cytokine majeure nécessaire a la prolifération et la différenciation de ces LT
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(Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008). Pourtant, les souris déficientes pour I'lL-2 ne
présentent pas d’altération sévere du développement et de la fonction des LT
(Schorle, Holtschke et al. 1991, Malek and Bayer 2004). A l'inverse des Tconv, les
Treg ne produisent pas d’IL-2, du fait, comme nous l'avons vu plus haut, d’'une
répression de la transcription de son géne par Foxp3 (Wu, Borde et al. 2006, Ono,
Yaguchi et al. 2007), ce qui rend ces Treg hautement dépendants de I'lL-2 exogéne.
Ainsi, I'lL-2 joue un réle majeur dans 'homéostasie du systéme immunitaire, comme
schématisé dans la figure 12, puisqu’elle est au cceur d’'une boucle de rétrocontréle

entre les Tconv et les Treg, qui fait également intervenir les CPA.
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Figure 12 : Réle de I'lL-2 dans I’homéostasie du systéme immunitaire.

Foxp3, en association avec d’autres facteurs de transcription et des co-activateurs ou co-répresseurs,
réprime la transcription du géne de I'lL-2 dans les Treg, rendant ces cellules hautement dépendantes
de I'lL-2 exogéne (produite principalement par les LT activés non Treg) pour leur maintenance et leur
fonction. Foxp3 active aussi I'expression de génes codant des molécules associées au phénotype
Treg, telles CD25, CTLA-4 et GITR, et confére une activité suppressive aux Treg, qui vont alors
pouvoir inhiber directement la prolifération et I'activation des LT non Treg ou moduler la fonction des
CPA activant ces mémes LT non Treg.

APC : cellule présentatrice d’antigéne; IL-2R : récepteur a I'lL-2 (CD25). Source : Sakaguchi et al.
(Sakaguchi, Yamaguchi et al. 2008).
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Signalisation par le récepteur de I'lL-2

La médiation des effets de I'lL-2 sur les LT passe par sa fixation a son récepteur,
constitué de 3 sous-unités: la chaine a (ou CD25), la chaine  (ou CD122),
commune aux récepteurs de I'lL-2 et de I'lL-15, et la chaine yc (ou CD132),
commune aux récepteurs de I'lL-2, I'lL-4, I'lL-7, I'IL-9, I'IL-15 et I'lL-21 (Malek and
Bayer 2004). La fixation de I'lL-2 sur la chaine a entraine son association aux 2
autres sous-unités et donc la formation d’un hétérotrimére (figure 13). L’initiation de
la transduction du signal est assurée par l'activité tyrosine kinase des molécules
JAK1 et JAK3, associées respectivement a la chaine 3 et a la chaine yc, qui vont
phosphoryler des résidus tyrosine au niveau des parties intracytoplasmiques des
chaines B et yc, mais aussi se phosphoryler entre elles. Le signal est ensuite
transmis par I'adaptateur SHC, qui se fixe a I'extrémité de la chaine B et active les
voies des MAPK et de PISK/AKT. Une autre voie passe par la phosphorylation de la
molécule STAT5 (ou STAT3), entrainant sa dimérisation et sa translocation dans le
noyau, ou elle va pouvoir réguler I'expression de genes cibles. L’ensemble de ces
signaux aboutit a la prolifération et la survie cellulaires, ainsi qu’a la différenciation en

cellules effectrices.

Réle de I'lL-2 dans le développement, la fonction et la survie des Treg

Le réle majeur de I'lL-2 dans le développement des Treg a été démontré dans
plusieurs travaux et notamment dans les modéles de souris déficientes pour I'lL-2
évoqués plus haut, qui ont montré que ces souris développaient non seulement des
manifestations auto-immunes et inflammatoires sévéres de fagon spontanée, mais
avaient aussi une réduction franche du nombre de cellules CD4* CD25", bien que
leur nombre global de LT soit normal, de méme que les sous-populations CD4" et
CD8" (Schorle, Holtschke et al. 1991, Suri-Payer, Amar et al. 1998).

98



INTRODUCTION - TREG

Survival
Transcriptional regulation
Effector differentiation

Figure 13 : Signalisation par le récepteur de I'IL-2.

(a) En 'absence d’IL-2, les 3 sous-unités du récepteur a I'lL-2 (les chaines a, 3 et yc) ne sont pas pré-
assemblées a la surface des LT les exprimant. (b) En présence d'IL-2, il y a formation d'un
hétérotrimére conduisant a l'initiation de la transduction du signal grace a I'activité tyrosine kinase des
molécules JAK-1 et JAK-3. Les principales molécules impliquées dans les 3 grandes voies de
signalisation ensuite activées (voie des MAP kinases, voie PISK/AKT et voie STATS), ainsi que leur
état phosphorylé (P) ou non sont représentés.

IL-2Ra : chaine a du récepteur a I'lL-2; IL-2RB : chaine B du récepteur a I'lL-2; yc: chaine y
commune. Source : Malek et al. (Malek and Bayer 2004).

A linverse, dans des modéles murins de moelle chimérique produisant

conjointement des cellules déficientes ou non pour l'IL-2, on n’observe ni auto-
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immunité ni inflammation et les Treg sont générés normalement (Almeida, Legrand
et al. 2002). Par ailleurs, les souris déficientes pour la chaine 8 du récepteur a I'lL-2
(CD122) sont atteintes des mémes manifestations auto-immunes et inflammatoires
que les souris déficientes en CD25 et ces manifestations peuvent étre prévenues par
I'injection de cellules CD4" CD25" (Willerford, Chen et al. 1995, Suzuki, Zhou et al.
1999, Malek, Yu et al. 2002). Le développement des Treg est également inhibé dans
les souris porteuses de LT déficients en STAT5a et STAT5b, molécules impliquées
dans la signalisation en aval de la chaine B du récepteur a I'lL-2, comme mentionné
plus haut (Burchill, Yang et al. 2007, Yao, Kanno et al. 2007). Chez 'homme, le
déficit en CD25, qui s’accompagne de manifestations auto-immunes et allergiques
séveres, n'est pas différenciable du syndrome IPEX et serait causé par une
dysfonction ou un déficit en Treg (Caudy, Reddy et al. 2007).

Une preuve du réle clé joué par I'lL-2 non pas seulement pour le développement
mais aussi pour la survie des Treg a été apportée par la démonstration que la
neutralisation de l'IL-2 circulante par un mAb anti-IL-2 administré a des souris
immunocompeétentes entrainait une baisse sélective des Treg chez ces souris, ce qui
s’accompagnait de manifestations auto-immunes (Setoguchi, Hori et al. 2005). Il a
aussi été prouvé que I'lL-2 était requise pour le maintien de I'expression de Foxp3 et
de CD25 par les nTreg et entrainait une augmentation de leurs capacités
suppressives, au moins in vitro (Fontenot, Rasmussen et al. 2005, Shevach, DiPaolo
et al. 2006).

Enfin, in vitro comme in vivo, I'lL-2 entraine une expansion de la lignée T régulatrice
(Takahashi, Kuniyasu et al. 1998, Thornton, Piccirillo et al. 2004, Zorn, Nelson et al.
2006) et nous avons également vu plus haut qu’elle permettait la génération d’iTreg,
conjointement avec le TGFB. L’ensemble de ces données démontre donc que I'lL-2

est un facteur clé pour le développement, la fonction et |la survie des Treg.
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Délinéation fonctionnelle et dynamique de différenciation des Treg humains
Treg au repos (rTreg) et Treg actives (aTreg)

Chez 'homme, les cellules CD4" Foxp3® peuvent aussi étre divisées en 3 sous-
populations en fonction de l'expression du marqueur CD45RA, associée a un
phénotype naif, et de lintensité d’expression de Foxp3 (Miyara, Yoshioka et al.
2009). Les 3 sous-populations ainsi identifiées correspondent aux Treg au repos
CD45RA" Foxp3™@®® (rTreg), aux Treg activés CD45RA™ Foxp3™" (aTreg) et aux
cellules CD45RA" Foxp3™®*® non Treg (figure 14). Si ces 3 sous-populations différent
donc de par leur phénotype, cette classification a surtout lintérét d’identifier des
sous-populations distinctes sur le plan fonctionnel. En effet, si les rTreg et les aTreg
sont dotés de capacités suppressives in vitro, ce n’est pas le cas des cellules
CD45RA" Foxp3™"* En revanche, ces derniéres produisent de grandes quantités
d’IL-2 et/ou d’'IFNy et contiennent les cellules Foxp3®™ ROR-yt" a potentiel de
différenciation Th17.

Les rTreg proliferent aprés stimulation du TCR in vitro et ne sont donc pas
anergiques. De plus, cette stimulation entraine une augmentation de leur expression
de Foxp3 et permet ainsi leur conversion en aTreg. Cette conversion des rTreg en
aTreg a également été observée in vivo. D’ailleurs, la plupart des aTreg détectés in
vivo proviennent de la conversion de rTreg suivant leur activation et leur prolifération
plutdt que de cellules CD4" Foxp3". Les rTreg sont capables d’exercer leur effet
suppresseur a la fois durant et aprés leur prolifération et leur conversion en aTreg. A
linverse, les aTreg, qui correspondent a un stade terminal de différenciation,
meurent aprés prolifération et aprés avoir exercé leur effet suppresseur. Les aTreg
peuvent aussi supprimer la prolifération des rTreg selon un mécanisme de

3fa|ble

rétrocontréle négatif. Quant aux cellules CD45RA™ Foxp , elles perdent leur

expression de Foxp3 lorsqu’elles proliferent.
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CD45RA

“k.fﬁ [l
FoxP3

Figure 14 : Délinéation fonctionnelle des Treg en fonction de I'expression des marqueurs
Foxp3 et CD45RA.

L’étude de I'expression des marqueurs Foxp3 et CD45RA sur les lymphocytes T CD4" permet
d'identifier 3 sous-populations cellulaires exprimant Foxp3. (I) Treg au repos CD45RA* Foxp3™®®: (I1)
Treg activés CD45RA” Foxp3™"; (I1l) Cellules CD45RA” Foxp3™™° non Treg.

Source : Miyara et al. (Miyara, Yoshioka et al. 2009).

La population des aTreg est caractérisée par I'expression de marqueurs associés
aux cellules T CD4" récemment activées, comme GITR, le récepteur Fas (CD95),
CTLA-4 et bien sar CD25 (Sakaguchi, Miyara et al. 2010). Le caractére hypo-
répondeur des aTreg in vitro, initialement attribué a de I'anergie, semble en réalité
davantage lié a une susceptibilité accrue a I'apoptose aprés activation et durant
'exercice de leur effet suppresseur (Fritzsching, Oberle et al. 2005, Ashley and
Baecher-Allan 2009, Miyara, Yoshioka et al. 2009). De fait, les aTreg proliférent
fortement in vitro et in vivo, comme démontré par des tests d'incorporation de
glucose marqué au tritium, lI'expression du marqueur de prolifération Ki67 et
'expansion clonale de Treg exprimant un TCR donné (Vukmanovic-Stejic, Zhang et
al. 2006, Miyara, Yoshioka et al. 2009). Par ailleurs, pour exercer leur effet
suppresseur in vitro, les aTreg doivent étre restimulés par leur TCR (Baecher-Allan,
Brown et al. 2001, Dieckmann, Plottner et al. 2001, Jonuleit, Schmitt et al. 2001,
Levings, Sangregorio et al. 2001, Taams, Vukmanovic-Stejic et al. 2002). Bien que
les aTreg expriment le marqueur CD45RO (dont I'expression est mutuellement

exclusive de celle de CD45RA), classiquement associé au phénotype mémoire des
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Tconv, aucune preuve n'a a ce jour été faite de I'existence de réponses mémoires
des Treg, rendant le terme de « Treg mémoires » inapproprié (Sakaguchi, Miyara et
al. 2010).

La proportion des différentes sous-populations de Treg varie en fonction de I'age et
du contexte physiologique ou pathologique (Miyara, Yoshioka et al. 2009) . Si les
rTreg sont trés majoritaires dans le sang de cordon, les aTreg sont facilement
détectables chez I'adulte et leur proportion augmente avec I'dge. Chez les patients
atteints de sarcoidose, une granulomatose d’origine inconnue, la proportion des
aTreg est considérablement augmentée et celle des rTreg diminuée. A linverse,
dans le contexte d’'une maladie auto-immune comme le lupus, ce sont les aTreg qui
sont diminués et les rTreg augmentés. Il est également intéressant de noter que
3faible

chez ces patients lupiques, la proportion des cellules non Treg CD45RA" Foxp

est aussi franchement augmentée.

Intérét du marqueur HLA-DR

Les aTreg, également dénommeés Treg effecteurs, peuvent a leur tour étre divisés en
2 sous-populations en fonction de I'expression de HLA-DR (Sakaguchi, Miyara et al.
2010). Ce marqueur est exprimé par environ un tiers des Treg effecteurs présents
dans le sang de sujets adultes (Baecher-Allan, Brown et al. 2001) et permet
d’'identifier une sous-population de aTreg au stade le plus terminal de leur
différenciation en cellules effectrices. Les Treg HLA-DR" sécrétent plus rapidement
des cytokines et ont une activité suppressive plus puissante que ceux n’exprimant
pas HLA-DR et correspondent in vitro a la différenciation de ces Treg HLA-DR™ aprés
activation et expansion (Baecher-Allan, Wolf et al. 2006, Putnam, Brusko et al.
2009). L’évolution des Treg et des Tconv vers différents stades de différenciation et

d’activation a partir de leur sortie du thymus, ainsi que I'expression des principaux
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marqueurs caractérisant chacun de ces stades, sont schématisées dans la figure
15.

FOXP3~

CD45RA* CD45RO- FOXP3'e*

CD127* CD25 HLA-DR™ CD45RA* CD45RO-

CD95~ CTLA4~ CD127"°*/~ CD25" HLA-DR .
CD95 CTLA4- »

FOXP3low FOXP3hi \
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Figure 15 : Différenciation des lymphocytes T conventionnels et régulateurs.

Expression des marqueurs phénotypiques associés a chaque stade de différenciation des Tconv
(cellules bleues, a gauche) et des Treg (cellules rouges, a droite). Ces 2 lignées cellulaires sont
générées dans le thymus, d’ou émigrent des cellules naives CD45RA". L’activation de ces cellules
naives en périphérie induit leur différenciation respectivement en Tconv activés puis mémoires et Treg
effecteurs puis effecteurs terminaux (caractérisés principalement par I'expression de HLA-DR). Des
cellules proches des Treg (« Treg-like »), provenant de la conversion de cellules initialement
originaires de la lignée Tconv, participent aussi au compartiment des Treg CD45RA™ en périphérie et

ont un profil d’expression des marqueurs de différenciation semblable aux Treg naturels.
Source : Sakaguchi et al. (Sakaguchi, Miyara et al. 2010).
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Chapitre 4 : Imnmunothérapie de la GVHa reposant sur les Treg

Role des Treg pour contrdler les réactions allogéniques

L’'importance des Treg dans le contrOle de lalloréactivité a été décrite dés la
découverte de ces cellules en 1995. En effet, 'équipe de Sakaguchi a montré qu’en
I'absence des cellules T CD4" CD25", les souris rejetaient plus rapidement des
greffes de peau (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Il a ensuite été prouvé dans des
modeéles gestationnels que les Treg étaient indispensables a la tolérance envers les
allo-antigenes paternels, puisque des souris femelles lymphopéniques et
reconstituées avec des populations T déplétées en Treg détruisaient les foetus issus
de leur accouplement avec des males allogéniques (Aluvihare, Kallikourdis et al.
2004). De méme, le traitement de souris femelles par un mAb anti-CD25 juste avant
I'accouplement avec des males allogéniques conduit au rejet des feetus, alors que ce
n’est pas le cas quand les 2 parents sont syngéniques (Darrasse-Jeze, Klatzmann et
al. 2006).

Il a ensuite été montré que les Treg pouvaient prévenir le rejet de greffe et que cet
effet était spécifique des allo-antigénes exprimés dans le greffon (Gregori, Casorati
et al. 2001, Hara, Kingsley et al. 2001, Chiffoleau, Beriou et al. 2002, Graca, Cobbold
et al. 2002, Graca, Thompson et al. 2002). En effet, les Treg prélevés chez une
souris rendue tolérante a un greffon allogénique, grace a des traitements
immunosuppresseurs, et injectés a des souris naives, rendait ces souris tolérantes
aux mémes allo-antigénes, sans nécessité d’adjoindre un quelconque traitement
immunosuppresseur. Cette tolérance était bien spécifique, puisqu’en cas d’allogreffe
a partir d’'un troisiéeme fond génétique, les souris ayant regu les Treg étaient alors

capables de rejeter les greffons.
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Dans le contexte de lallogreffe de CSH, le réle des Treg dans linduction de
tolérance et la prise de greffe chez des souris recevant une irradiation subléthale
suivie d’une injection de moelle allogénique a été démontré en utilisant aussi bien
des Treg allo-spécifiques générés a partir de Treg du receveur cultivés en présence
de CPA du donneur (Joffre, Gorsse et al. 2004), que des Treg polyclonaux provenant
du donneur (Hanash and Levy 2005) ou des Treg provenant d’un fond génétique
différent du donneur et du receveur, a condition dans ce dernier cas d’y associer un

traitement par rapamycine (Steiner, Brunicki et al. 2006).

L’utilisation des Treg a des fins thérapeutiques peut s’appréhender globalement de 2
facons : soit en cherchant a stimuler directement leur prolifération et leur fonction in
vivo, par injection d’'une substance ciblant plus ou moins spécifiquement ces Treg et
capable de déclencher de tels effets, soit en injectant directement des Treg,
généralement aprés une phase d’expansion ex vivo, on parle alors de transfert
adoptif. Les résultats de ces 2 stratégies thérapeutiques dans le traitement de la

GVHa seront détaillés dans la suite de ce chapitre.

Traitement de la GVHa par injection d’IL-2 : résultats chez la souris

Le role clé de I'lL-2 pour la prolifération, la fonction et la survie des Treg a conduit a
la conception de protocoles thérapeutiques reposant sur son administration afin
d’induire une expansion des Treg in vivo. L’avantage de cette méthode est d’éviter
les difficultés inhérentes a I'élaboration d’une stratégie de thérapie cellulaire reposant
la production en quantités suffisantes de Treg humains en conditions de grade

clinique (voir plus loin).
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Propriétés immunorégulatrices de I'lL-2 a faible dose

L’utilisation de I'lL-2 comme un agent immunosuppresseur est relativement récente,
puisqu’elle avait été initialement utilisée a fortes doses afin, au contraire, de stimuler
les réponses immunitaires antivirales (chez des patients séropositifs pour le VIH) et
anti-tumorales (chez des patients porteurs de mélanomes ou de carcinomes rénaux
métastatiques) (Rosenberg, Yang et al. 1994, Levy, Durier et al. 2003, Ahmadzadeh
and Rosenberg 2006, Weiss, Letimier et al. 2010). Pourtant, son administration a
faible dose permet de contréler les réactions auto-immunes et inflammatoires
chroniques, probablement en stimulant la fonction des Treg (Koulmanda, Budo et al.
2007, Tang, Adams et al. 2008, Wilson, Pesce et al. 2008, Webster, Walters et al.
2009, Grinberg-Bleyer, Baeyens et al. 2010, Koreth, Matsuoka et al. 2011, Saadoun,
Rosenzwajg et al. 2011). Il a par exemple été montré que le traitement de souris
NOD avec de faibles doses d’IL-2 prévenait le développement du diabete de type 1
et était méme capable de corriger un diabéte déja établi (Tang, Adams et al. 2008,
Grinberg-Bleyer, Baeyens et al. 2010). Dans ce dernier cas, I'IlL-2 entraine une
expansion et une activation sélective de la population Treg dans le pancréas, sans

affecter les Tconv pathogénes.

Prévention de la GVHa par I'lL-2 en monothérapie

L’utilisation de I'lL-2 dans des modéles murins pour prévenir la GVHa remonte
pourtant au début des années 1990, c'est-a-dire avant méme la découverte des
Treg. Dans ces travaux pionniers conduits par I'équipe de David Sachs,
'administration d’IL-2 pendant 3 jours permettait de prévenir la GVH expérimentale
tout en préservant I'effet GVL (Sykes, Romick et al. 1990, Sykes, Romick et al. 1990,
Sykes, Abraham et al. 1993). Cependant, cette efficacité de I'lL-2 en monothérapie

n’'a pas été retrouvée par d’autres équipes (Shin, Baker et al. 2011, Perol, Martin et
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al. 2014), que ce soit en cas d’administration de I'lL-2 au souris donneuses afin
d’enrichir le greffon en Treg, ou en cas d’administration aux souris receveuses apres
la greffe. Cette absence d’efficacité était en rapport avec 'activation des Tconv suite
a linduction par I'lL-2 de I'expression du CD25 sur ces cellules. Par ailleurs, dans
une expérience de xéno-GVH conduite par I'’équipe de Piaggio, 'administration d’IL-2
a faible dose conduisait bien a une augmentation de la fréquence des Treg, mais ne
permettait pas d’'inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires par les Tconv,
ni de prévenir la GVH (Perol, Martin et al. 2014).

La discordance entre les résultats de I'équipe de Sachs et ceux publiés plus
récemment ne semble pas provenir d’'une différence entre les doses utilisées par ces
équipes, puisque dans le papier de I'équipe de Piaggio, un large panel de doses a
éte testé, comprenant a la fois la dose qui avait montré son efficacité dans le diabéte
auto-immun, mais aussi des doses plus faibles, tout aussi inefficaces, et des doses
plus fortes, qui non seulement ne prévenaient pas la GVHa mais accéléraient son
développement et la mortalité des souris. Un des facteurs pouvant expliquer les
différences entre ces études est plus vraisemblablement le type de GVH étudié,
puisqu’il s’agissait d’'un modeéle totalement allogénique dans les papiers de I'équipe
de Sachs et d’'un modeéle parent dans F1, équivalent murin d’'une greffe haplo-
identique, dans I'étude de I'équipe de Piaggio. Un autre facteur pourrait étre le fait
que les IL-2 recombinantes humaines utilisées dans ces études ne provenaient pas

du méme fabricant.

Quant a la discordance entre I'efficacité de 'lL-2 a faible dose dans le diabéte auto-
immun et les résultats plus controversés obtenus dans la GVHa, elle résulte
probablement du fait que le diabéte est une maladie auto-immune et inflammatoire
chronique, lentement progressive et surtout spécifique d’organe, tandis que la GVHa
est une maladie systémique et hautement inflammatoire impliquant environ 10% de
'ensemble du répertoire T du donneur (Shlomchik 2007). Dans ce contexte précis,
'administration d’'IL-2 augmente et prolonge I'expression du CD25 par les nombreux
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LT alloréactifs activés, et cette expression forte leur permet d’entrer en compétition
avec les Treg pour la fixation de I'lL-2, entrainant une perte de son action sélective

sur la population Treg.

Association IL-2 + rapamycine

Si l'intérét de I'lL-2 en monothérapie dans la GVHa semble donc pour le moins limitée,
son association a d’autres drogues, ciblant notamment les Tconv alloréactifs, pourrait
étre intéressante. Un des traitements immunosuppresseurs candidats a une telle
association est la rapamycine. En effet, nous avons vu plus haut que la rapamycine,
inhibant le complexe mTORC1 qui est faiblement activé dans les Treg, permettait
d’avoir un effet suppresseur sur les Tconv sans altérer la fonction des Treg.
L’association IL-2 + rapamycine a ainsi prouvé son efficacité en transplantation,
notamment dans un modéle murin de greffe de peau allogénique (Pilon, Petillon et
al. 2014). Dans le contexte de la GVHa, l'intérét de cette association a également été
montré (Shin, Baker et al. 2011, Satake, Schmidt et al. 2014). L’équipe de Negrin a
notamment prouvé que l'administration d’IL-2 et de rapamycine entraine 1) une
augmentation du nombre de Treg du donneur, par expansion des nTreg et
stimulation de la génération d’iTreg; 2) une baisse des Tconv; et 3) une
amélioration de la survie des souris par baisse de la mortalité liee a la GVH.
Cependant, il existe la encore des résultats contradictoires dans la littérature,
puisque dans le modéle de xéno-GVH de I'équipe de Piaggio, I'association IL-2 +

rapamycine est tout aussi inefficace que I'lL-2 seule (Perol, Martin et al. 2014).
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Traitement de la GVH par injection d’IL-2 : résultats chez ’lhomme

Chez 'homme, le traitement par IL-2 a faible dose a été testé dans la GVH, mais il
s’agissait alors de patients atteints de GVHc et non pas de GVHa (Koreth, Matsuoka
et al. 2011). Les résultats de cette étude de phase | en escalade de dose conduite au
Dana Farber Cancer Institute de Boston sont toutefois intéressants, puisqu’ils
montrent que chez 29 patients atteints d’'une GVHc cortico-résistante, le traitement
par injections quotidiennes en sous-cutané de faibles doses d’IL-2 pendant 8
semaines permettait d’obtenir une réponse clinique objective (en I'occurrence une
réponse partielle), observée au niveau de différents sites atteints par la GVHc, chez
12 patients sur les 23 évaluables (soit 52%). De plus, tous les patients traités ont
présenté une augmentation du nombre de Treg dans le sang, avec un pic
correspondant a plus de 8 fois la valeur avant traitement, sans que les Tconv ne
soient affectés. Ainsi, le ratio Treg/Tconv a été augmenté en médiane jusqu’a 5 fois
sa valeur basale. Ces augmentations du nombre de Treg et du ratio Treg/Tconv
étaient durables tout au long du traitement par IL-2, puis déclinaient a I'arrét de celui-
ci. Les Treg ainsi stimulés in vivo exprimaient bien Foxp3 et étaient capables de
supprimer des Tconv autologues in vitro. Par ailleurs, la dose de corticoides regue
par les patients a pu étre diminuée en moyenne de 60%. Enfin, concernant la
toléerance au traitement par IL-2, celle-ci était plutét bonne jusqu'a une dose

maximale de 1 x 10° Ul/m?jour.

Concernant les mécanismes responsables de l'efficacité de I'lL-2 dans la GVHg, ils
correspondent a ceux qui étaient attendus avec un tel traitement, a savoir
'augmentation sélective de la prolifération des Treg, de leur exportation a partir du
thymus et de leur résistance a I'apoptose, 'ensemble de ces processus conduisant a
la restauration de leur homéostasie, qui est perturbée dans le contexte de la GVHc
(Matsuoka, Koreth et al. 2013).
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En 2016, I'équipe de Boston a publié une étude de phase Il selon le méme protocole,
toujours dans la GVHc cortico-résistante, chez 35 nouveaux patients (Koreth, Kim et
al. 2016). La durée du traitement a en revanche été allongée a 12 semaines, avec
possibilité pour les patients répondeurs de poursuivre par la suite le traitement au
long cours. Les résultats de cette étude confirment ceux observés au cours de la
phase |, puisque 20 patients sur les 33 évaluables (61%) ont présenté une réponse
clinique. Les données sur I'impact du traitement sur les populations Treg et Tconv
sont également superposables a I'étude de 2011. En revanche, 2 facteurs ont pu étre
associés a une plus forte probabilité de réponse au traitement, a savoir une initiation
plus précoce de celui-ci et un ratio Treg/Tconv plus élevé avant traitement et/ou 1
semaine aprés son initiation. Le traitement prolongé par IL-2 était par ailleurs bien

toléré et associé a des réponses cliniques et immunologiques persistantes.

Il faut toutefois garder en téte que ces résultats, aussi encourageants soient-ils, ne
présagent en rien d’'une quelconque efficacité de I'lL-2 a faible dose dans la GVHa
chez 'homme, puisque la GVHa et la GVHc sont deux entités distinctes, qui different
notamment sur le plan physiopathologique, méme si la plupart des traitements
généralement utilisés dans la GVH ont fait la preuve de leur efficacité a la fois dans
sa forme aigué et dans sa forme chronique (corticoides, inhibiteurs de la
calcineurine, mycophénolate mofétil, SAL, etanercept, alemtuzumab, photo-
chimiothérapie extracorporelle, etc...) (Wolff, Schleuning et al. 2011, Martin, Rizzo et
al. 2012). En l'occurrence, il n'existe a ce jour aucune étude de I'lL-2 a faible dose

dans la GVHa chez 'lhomme.
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Transfert adoptif de Treg dans la GVHa : résultats chez la souris

Preuve de principe et dissociation des effets GVH et GVL

Les premiéres études démontrant 'importance des Treg dans le controle de la GVHa
ont été réalisées chez la souris et publiées a partir de 2002. Dans un premier temps,
il a été montré que la déplétion des Treg naturellement présents dans le greffon
avant injection de ce dernier accélérait la GVHa, aussi bien dans des modéles de
greffe totalement allogéniques que semi-allogéniques (Cohen, Trenado et al. 2002,
Hoffmann, Ermann et al. 2002, Taylor, Lees et al. 2002, Valzasina, Guiducci et al.
2005). A Tlinverse, le fait d’injecter en plus du greffon des Treg du donneur
fraichement isolés prévenait efficacement la GVHa, a condition d’utiliser une forte
dose de Treg, équivalente au nombre de LT du donneur présents dans le greffon
(Cohen, Trenado et al. 2002, Hoffmann, Ermann et al. 2002). Par ailleurs, cette
protection vis-a-vis de la GVHa semble étre conférée uniquement par la sous-
population de Treg CD62L" (Ermann, Hoffmann et al. 2005).

Afin de préserver au maximum l'effet GVL, certaines équipes ont proposé d’injecter
les Treg de fagon décalée par rapport a la greffe, pour « laisser le temps » aux LT
alloréactifs d’éradiquer les cellules leucémiques résiduelles tout en intervenant
suffisamment tét pour prévenir efficacement la GVHa (Jones, Murphy et al. 2003).
Cependant, si une injection a J10 post-greffe est efficace dans un modéle de greffe
avec mismatch d’antigene mineur d’histocompatiblité, il faut, en cas de modéle semi-
allogénique (parent dans F1), pré-activer les Treg avant injection et ne les
administrer pas plus tard que 2 jours aprés la greffe afin d’obtenir un résultat
satisfaisant. Une autre équipe a démontré qu'il n’était pas forcément nécessaire de
décaler dans le temps linjection des Treg, puisque linjection a JO de Treg
fraichement isolés prévenait efficacement la GVH sans pour autant abroger I'effet
GVL (Edinger, Hoffmann et al. 2003).
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Expansion ex vivo

Dans l'optique d’une application thérapeutique chez 'homme, il apparait clair, avec
les techniques actuelles et au vu de la rareté des Treg dans le sang périphérique,
qu’il semble illusoire de recueillir une quantité suffisante de Treg « frais » a partir
d’'un seul donneur pour envisager un transfert adoptif. Il est donc indispensable de
passer au préalable par une phase d’expansion ex-vivo de ces Treg. Cette approche
a donc été testée dans un premier temps chez la souris, et il a effectivement été
montré qu’elle était faisable et que les Treg polyclonaux obtenus apres stimulation
par mAb anti-CD3 ou microbilles anti-CD3/CD28 en présence d’IL-2, et injectés a JO,
prévenaient la GVHa (Taylor, Panoskaltsis-Mortari et al. 2004, Xia, Kovochich et al.
2004, Trenado, Sudres et al. 2006), comme cela avait déja été prouvé pour des Treg
fraichement isolés. Ici aussi, seule la sous-population de Treg CD62L" était efficace

pour exercer ce controle.

Importance de la spécificité antigénique des Treg

Une donnée importante a prendre en considération avant d’envisager une thérapie
cellulaire par les Treg est la spécificité antigénique de ces Treg. En effet, il a été
démontré que des Treg spécifiques des antigénes du receveur (rsTreg), obtenus a
partir d’'une population poly-spécifique de Treg par stimulation in vitro avec des CPA
du receveur, étaient plus efficaces que des Treg polyclonaux pour prévenir la GVHa,
tout en favorisant la reconstitution immunitaire post-greffe (Trenado, Charlotte et al.
2003, Trenado, Sudres et al. 2006, Gaidot, Landau et al. 2011). De méme, dans le
domaine des maladies auto-immunes ou des greffes d’organes solides, des Treg
spécifiques sont bien plus efficaces que des Treg polyclonaux (Gregori, Casorati et
al. 2001, Hara, Kingsley et al. 2001, Tang, Henriksen et al. 2004, Tarbell, Yamazaki
et al. 2004, Sagoo, Ali et al. 2011). Cela est probablement li¢ au fait que pour
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exercer un effet suppresseur maximal, les Treg doivent étre activés par leur TCR
(Takahashi, Kuniyasu et al. 1998, Thornton and Shevach 2000, Piccirillo and
Shevach 2001, Shevach, McHugh et al. 2001), ce qui explique sans doute également
le fait que les Treg obtenus aprés culture ont une fonction suppressive supérieure
aux Treg fraichement isolés. Aprés activation par leur TCR, les Treg exercent un
effet suppresseur de proximité, dit « bystander », sur tous les Tconv, quelle que soit
leur spécificité antigénique (Takahashi, Kuniyasu et al. 1998, Thornton and Shevach
2000, Shevach, McHugh et al. 2001).

Treg spécifiques d’un seul antigene exogéne

Ce concept d'effet bystander a réecemment connu un nouveau développement,
puisque l'utilisation de Treg spécifiques d’'un seul antigéne sont capables, apres leur
activation in vivo par leur antigéne cognitif, de prévenir efficacement une maladie
systémique comme la GVHa (Martin, Gregoire et al. 2013). Le rationnel derriére cette
étude repose sur la difficulté de trier les Treg avec une pureté élevée en conditions
de grade clinique, faisant craindre, en cas de production de rsTreg, une
contamination du produit de thérapie cellulaire par des Tconv alloréactifs a fort
potentiel d'induction de GVH. L’idée est donc ici d’utiliser des Treg spécifiques d’un
seul antigéne dit exogene, c'est a dire exprimé ni chez le receveur ni chez le
donneur. Ainsi, dans cette situation, les potentiels Tconv contaminants seraient
inoffensifs, puisque non alloréactifs. Les Treg utilisés dans cette étude étaient des
Treg spécifiques de I'antigéne male HY (HY-Treg). Ces derniers ont été obtenus
aprés culture en stimulant un pool de Treg polyclonaux CD62L* avec des DC
autologues CD8" préalablement chargées avec le peptide HY, en présence d’IL-2.
En utilisant un modéle de greffe semi-allogénique (parent dans F1), ou les souris
receveuses sont des males et les souris donneuses des femelles, les HY-Treg

préviennent aussi efficacement la GVHa que des rsTreg. A l'inverse, dans le cas ou
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les souris receveuses et donneuses sont toutes des femelles et ou donc I'antigéne
HY n’est pas exprimé, les HY-Treg ne peuvent pas étre activés et ils ne protégent
pas de la GVHa. En revanche, la simple administration du peptide HY durant les
premiers jours post-greffe suffit a activer efficacement in vivo les HY-Treg, qui
contrélent alors parfaitement la GVHa. L’avantage de ce systéeme est donc de
pouvoir activer spécifiquement et a la demande, selon un systéme on/off, les Treg

thérapeutiques.

Transfert adoptif de Treg dans la GVHa : essais cliniques

Contraintes liées a une telle stratégie chez ’homme

Bien que la thérapie cellulaire par transfert adoptif de Treg ait montré son efficacité
pour contrdler la GVHa dans des modéles murins depuis maintenant 15 ans,
plusieurs obstacles ont retardé son application clinique chez 'homme. Tout d’abord,
nous avons vu que les études pré-cliniques ont montré que seule une forte dose de
Treg injectée, proche de celle des Tconv, pourrait induire un état de tolérance. Par
consequent, compte tenu de la faible proportion des Treg dans le sang périphérique
des donneurs, la production d’'une quantité suffisante de Treg thérapeutiques
implique de passer par une étape de purification ex vivo de ces Treg en conditions
de grade clinique, c'est-a-dire par sélection magnétique sur colonne, puis
généralement par une phase d’expansion, toujours ex vivo, des Treg ainsi purifiés.
Malheureusement, le tri magnétique permet seulement de générer un produit de
thérapie cellulaire enrichi en Treg, mais pas une population pure de Treg. Le
pourcentage de pureté en Treg peut certes étre amélioré au cours de la phase
d’expansion, mais il se situe malgré tout généralement aux alentours de 60-70%
(Brunstein, Miller et al. 2011, Di lanni, Falzetti et al. 2011). Par conséquent, il existe

un risque de contamination du produit de thérapie cellulaire par des Tconv a haut
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potentiel alloréactif, ce qui pose bien évidemment probleme dans ce contexte de

prévention ou de traitement de la GVHa.

Une autre approche pourrait consister a induire une population Treg in vitro a partir
de cellules CD4" CD25", mais dans ce cas, l'instabilité des iTreg, par rapport a des
nTreg, concernant I'expression de Foxp3, le profil de méthylation de I'ADN, le
phénotype et les capacités suppressives, pourrait mettre en péril I'efficacité de cette

stratégie.

Etant données les contraintes énumérées ci-dessus, les premiers essais cliniques de
transfert adoptif de Treg humains ont consisté en une injection précoce des Treg,
soit juste avant, soit juste apres l'injection des CSH (Brunstein, Miller et al. 2011, Di
lanni, Falzetti et al. 2011). En effet, dans ce contexte, I'environnement
lymphopénique créé par le conditionnement de la greffe permet une expansion in
vivo des Treg injectés et limite donc la problématique liée a la dose de cellules
nécessaire pour obtenir une protection. De plus, en cas d’injection précoce, les
potentiels Tconv contaminants posent moins de probléme puisqu’ils permettent
également de favoriser la prise de greffe et I'effet GVL.

Premiére expérience chez 'lhomme

Une exception notable aux principes énoncés ci-dessus concerne cependant le tout
premier rapport de transfert adoptif de Treg humains aprés expansion ex vivo, publié
en 2009 (Trzonkowski, Bieniaszewska et al. 2009). En effet, les 2 patients ainsi
traités I'ont été de fagon curative, c’est-a-dire apreés l'installation des lésions de GVH.
De plus, les Treg ont dans cette étude été purifiés a partir des cellules mononucléées
issus d’'un don de sang (et non pas recueillies par cytaphérése), par sélection

magnétique des cellules CD4" puis tri cellulaire par cytométrie en flux des cellules
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CD4* CD25°" CD127. Ces cellules étaient ensuite soumises & une phase

d’expansion ex vivo en présence d’IL-2 pendant au maximum 3 semaines.

Le premier patient traité présentait une GVHc sévére et cortico-dépendante. |l a regu
une seule injection de Treg a la dose de 1 x 10°/kg (90% de ces cellules étant
Foxp3®) ce qui a permis a la fois une amélioration clinique et une diminution
significative des doses de médicaments immunosuppresseurs. Le second patient
souffrait d'une GVHa sévére réfractaire a de multiples traitements et a recu 3

injections consécutives, entrainant une amélioration clinique modérée et transitoire.

Etude de Brunstein et al.

En 2011 ont été publiés les 2 premiers essais cliniques évaluant le transfert adoptif
de Treg aprés allogreffe pour prévenir la GVH. Le premier a été conduit par I'équipe
de Brunstein (Brunstein, Miller et al. 2011). Il s’agit d’'une étude de phase | en
escalade de dose testant I'injection a J1 de la greffe (+/- une deuxiéme dose a J15)
de Treg ayant subi au préalable une phase d’expansion ex vivo. Vingt-trois patients
atteints d’hémopathies malignes de haut risque (8 LAM, 3 LAL, 8 lymphomes, 3
leucémies lymphoides chroniques et 1 leucémie prolymphocytaire) ont été inclus
dans cette étude et tous sauf 1 ont recu une greffe a partir de 2 USP, aprés un
conditionnement associant de la fludarabine, du cyclophosphamide et de la TBI a 2
Gy. La prophylaxie de la GVHa reposait sur I'association mycophénolate mofétil +
ciclosporine ou sirolimus et la greffe était donc suivie d’'une injection de Treg a J1,

avec pour 14 patients une 2°™ dose de Treg injectée a J15.

De fagon remarquable, les Treg injectés dans cette étude provenaient d'une
troisieme USP, partiellement HLA-compatible avec le receveur (4/6 a 6/6), mais non

nécessairement matchée avec les 2 USP utilisées pour la greffe de CSH. Les Treg
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ont été obtenus aprés sélection magnétique sur colonne (CliniMACS) des cellules
CD25" présentes dans I'USP, puis culture de ces cellules pendant 18 jours en
présence de billes recouvertes de mAb anti-CD3/anti-CD28 d’une part et d’IL-2
d’autre part. Aprés cette phase d’expansion, 75% des cellules étaient CD4* CD25™"
et 64% étaient CD4" CD127 Foxp3®. Tous les produits de thérapie cellulaire ainsi

générés étaient dotés d’'une capacité suppressive in vitro.

Dix-sept patients (74%) ont regu la dose de Treg prévue selon le protocole, les 5
autres ayant recu une dose plus faible en raison d’'une expansion insuffisante des
Treg in vitro. Aprés injection de doses allant de 1 a 30 x 10° Treg/kg, aucune toxicité
entrainant une limitation de dose n’a été rapportée. La persistance in vivo des Treg
injectés a été étudiée chez 7 patients, avec un pic a J+2 et une disparition aprés 14
jours. Par comparaison avec une cohorte historique de 108 patients traités avec le
méme conditionnement et la méme prophylaxie de la GVH, mais n’ayant pas regu de
Treg, il nNa pas été observé d’augmentation de la fréquence des infections
opportunistes (39% a J100), des rechutes (incidence cumulée = 32%), des non-
prises de greffe (1 patient a d0i recevoir une 2°™
11%) et de la NRM (9% a J100). La DFS était également équivalente entre les 2

groupes. En revanche, les incidences de GVHa de grade Il a IV et de GVHc étaient

greffe ; chimérisme mixte a J100 =

significativement plus basses dans la cohorte de patients ayant regu des Treg (43%

versus 61% et 14% versus 26% respectivement).

A noter cependant que, concernant le risque infectieux, I'équipe de Brunstein a
finalement rapporté dans une nouvelle publication de 2013 qu’il y aurait
potentiellement un risque augmenté d’infections virales précoces (principalement des
viremies a HHV6), survenant dans les 30 jours suivant l'injection des Treg dérivés
d’USP, du fait d’'une suppression des réponses immunitaires (Brunstein, Blazar et al.
2013). Cependant, aucune augmentation du risque d’infection opportuniste a plus

long terme n’a été observée.
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Etude de Di lanni et al.

L’étude de I'équipe de Di lanni, publiée également dans Blood en 2011, a livré des
résultats encore plus surprenants, puisqu’elle a rapporté des incidences de GVHa et
GVHc extrémement basses dans un contexte de greffes haplo-identiques avec
injection de Tconv, certes a doses relativement faibles, mais sans aucune
prophylaxie de la GVH autre que les Treg injectés (Di lanni, Falzetti et al. 2011).
Dans cet essai, 28 patients atteints d’hémopathies malignes (22 LAM, 5 LAL et 1
lymphome non-Hodgkinien de haut grade) ont recu un conditionnement comprenant
une TBI a 8 Gy, du thiotepa, de la fludarabine et du cyclophosphamide, suivi d’'une
injection de Treg « frais » & J-4 puis des cellules souches CD34" et des Tconv
(fraction négative d'un tri CliniMACS avec anti-CD19) a JO, ces 3 fractions cellulaires
provenant toutes d’un seul et méme donneur et étant injectées séparément. Encore
une fois, les patients ne recevaient ni ciclosporine, ni aucun autre traitement

immunosuppresseur apres la greffe.

Concernant les doses de cellules recues, elles étaient de 0.5 x 10° Tconv/kg et 2 x
10° Treg/kg pour les 4 premiers patients, puis 1 x 10° Tconv/kg et 2 x 10° Treg/kg
pour les 17 suivants et enfin 2 x 10° Tconv/kg et 4 x 10° Treg/kg pour les 5 derniers
patients. A noter que 2 patients n'ont pas recu de Tconv en raison d’'un niveau
d’expression de Foxp3 < 50% dans la préparation de Treg. Dans cette étude, les
Treg ont été obtenus a partir de cellules mononucléées du sang périphérique
recueillies par cytaphérése, puis sélection des cellules CD8" et CD19" par séparation
magneétique sur colonne CliniMACS et enfin sélection positive aprés tri CD25 sur une
2°™e colonne. Le produit cellulaire ainsi obtenu avait une pureté moyenne de 92.7%
en cellules CD4* CD25", avec 33.6% de cellules CD25°", 69.2% Foxp3* et 16.6%

CD127". La capacité suppressive moyenne était de 67%.

Concernant les résultats de cette étude, une bonne prise de greffe, avec chimérisme

de type donneur durable, a été observée chez 26 patients sur 28. Seulement 2 de

119



INTRODUCTION - TREG ET GVHA

ces 26 patients évaluables ont présenté une GVHa de grade = 2, et aprés un suivi
médian de 11.2 mois, aucun patient n’a présenté de manifestations de GVHc. Le
second objectif principal de cette étude était d’étudier la reconstitution immunitaire
post-greffe. Par comparaison avec une cohorte historique de greffes haplo-
identiques dites « standard », la reconstitution des populations T CD4" et CD8"
spécifiques dirigées contre Aspergillus fumigatus, Candida albicans, le CMV,
'adénovirus, le virus herpés simplex, le virus de la varicelle et du zona et le
toxoplasme était significativement plus précoce dans la cohorte de patients ayant
recu des Treg. Il a également été observé une incidence plus faible des réactivations
a CMV et aucun patient n’a présenté de maladie a CMV. Le transfert adoptif de Treg
n‘avait pas non plus d’'impact négatif sur la reconstitution des populations NK, qui
était méme plus rapide, en particulier en ce qui concerne les clones NK alloréactifs.
Enfin, concernant la survie des patients, 13 sont décédés, essentiellement de causes
infectieuses, un seul a rechuté et la DFS aprés un suivi médian de 12 mois est de
46.1%.

Résultats plus récents

En 2014, I'équipe italienne de Pérouse a rapporté une actualisation de sa cohorte de
patients adultes atteints de LAM ou LAL de haut risque et greffés en haplo-identique
avec injection de Treg a J-4 et de CSH et Tconv a JO, dans le but d’étudier tout
particuliérement si le co-transfert de Treg et de Tconv prévenait efficacement ou non
la rechute leucémique post-greffe, autrement dit, si 'action protectrice vis-a-vis de la
GVH s’accompagnait bien d’'une préservation de I'effet GVL (Martelli, Di lanni et al.
2014). Sur les 43 patients (33 LAM, 10 LAL) ainsi traités, 25 ont regu le
conditionnement décrit dans la publication de 2011 de Di lanni (dont 24 ont déja été
rapportés dans ce méme papier); les 18 suivants ont regu un conditionnement

légerement différent dans le but de réduire le risque de complications extra-
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hématologiques et notamment de maladie veino-occlusive du foie. Les doses
moyennes de cellules recues étaient de 9.7 x 10° CD34%/kg, de 2.5 x 10° Treg/kg et
de 1.1 x 10° Tconv/kg. Aprés un suivi médian de 46 mois, seulement 2 patients sur
les 41 évaluables (5%) ont rechuté de leur hémopathie. Par comparaison avec une
cohorte de contréle historique de 114 greffes haplo-identiques dont les
caractéristiques des patients et le conditionnement regu étaient globalement
équivalents a ceux inclus dans [I'étude, l'incidence cumulée de rechute était
significativement plus faible dans la cohorte ayant recu des Treg et des Tconv (5%
versus 21%, P = 0.03). Surtout, en analyse multivariée, le fait d’avoir regu
immunothérapie adoptive était le seul facteur associé a une réduction du risque de
rechute. Concernant les autres parametres évalués en post-greffe, 95% des patients
ont obtenu un chimérisme 100% donneur et l'incidence de la GVHa de grade = 2
était de 15% (équivalente a la cohorte historique), confirmant les excellents résultats
observés dans I'étude de 2011. Un seul patient a développé des lésions de GVHc.
Quant a la reconstitution immunitaire spécifique anti-infectieuse, elle était améliorée

par rapport aux greffes haplo-identiques historiques.

L’équipe de Brunstein a quant a elle publié une nouvelle étude en 2016, selon le
méme protocole que celle de 2011, a la différence prés que, dans le but d’augmenter
la dose de Treg injectés, les cellules CD25" sélectionnées & partir dUSP étaient
soumises a une phase d’expansion en présence de cellules K562 modifiées
(appelées KT64/86) pour exprimer le récepteur Fc de haute affinité (CD64) et le
CD86, ligand naturel du CD28 (Brunstein, Miller et al. 2016). En effet, la méme
équipe avait préalablement montré qu’une seule restimulation des Treg par des APC
exprimant le CD64 et le CD86 conduisait a une expansion franche de ces Treg, qui
dans le méme temps conservaient leur niveau d’expression de Foxp3 et une
puissante capacité suppressive (Hippen, Merkel et al. 2011). On sait par ailleurs que
dans les modéles murins, un ratio Treg/Tconv d’au moins 1:1 est nécessaire pour
prévenir de fagcon significative la survenue de la GVHa. Or, aprés double greffe de
sang de cordon, cela implique une dose de Treg au moins égale a 15 x 10%kg, c'est-
121



INTRODUCTION - TREG ET GVHA

a-dire bien plus que les doses injectées dans I'étude de 2011. Onze patients ont été
traités par injection de Treg obtenus selon le protocole décrit ci-dessus (2 patients
avec une dose de 3 x 10° Treg/kg ; 4 patients & 10 x 10° Treg/kg ; 1 patient & 30 x
10° Treg/kg; 4 patients & 100 x 10° Treg/kg) et comparés a une cohorte
concomitante de 22 patients traités de fagon identique mais n’ayant pas recgu
d’injection de Treg. Il est intéressant de noter que la dose de Treg la plus faible
utilisée dans cette étude correspond a la dose la plus forte injectée dans I'étude de
2011. Les cellules injectées étaient en médiane a 97% CD4" CD25" et a 87% CD4"
Foxp3® CD127". Concernant la tolérance du traitement, aucune toxicité dose-
limitante n’a été observée, y compris a 100 x 10° Treg/kg. De facon intéressante, le
fait d’augmenter la dose de Treg s’est traduit par une augmentation du pic de Treg in
vivo a J3, mais pas par une persistance plus prolongée de ces Treg dans le sang
des receveurs, puisque comme précédemment rapporté dans I'étude de 2011, les
Treg injectés n’étaient plus détectable aprés J14. Les résultats de cette étude en
termes d’incidence de GVH sont trés encourageants, puisque seulement 9% des
patients ayant recu des Treg ont développé une GVHa de grade II-1V a J100, contre
45% dans la cohorte controle (P = 0.05). Aprés un suivi médian de 20 mois et 28
mois respectivement pour les survivants des cohortes Treg et contrdle, aucun patient
n’a développé de GVHc dans le groupe Treg contre 14% dans le groupe contréle.
Aucune différence n'a été observée entre les 2 groupes en ce qui concerne (i) la
récupération hématologique post-greffe, que ce soit pour les polynucléaires
neutrophiles (PNN) ou les plaquettes, (ii) la prise de greffe et (iii) la densité
d’'infections bactériennes, virales et fongiques avant J100. En revanche, la
récupération des cellules CD4" et d’'un sous-type de lymphocytes naifs CD4"
CD45RA* CCR7" était plus rapide chez les patients ayant regu des Treg. Concernant
le risque de rechute, dont on pouvait légitimement craindre qu’il soit plus important
apres injection de Treg, les résultats sont similaires entre les 2 groupes de
traitement (33% pour la cohorte Treg versus 40% pour la cohorte contrble), de méme
que laNRM,laDFSa1anetl'OSa1an.
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Il convient enfin de signaler également la communication, au dernier congrés de
I'association américaine d’hématologie en décembre 2016, d’'un nouvel essai clinique
de transfert adoptif de Treg dans la GVH, méme si le contexte est ici différent
puisqu’il s’agit d’une intervention thérapeutique (et non préventive), la premiére
rapportée a ce jour chez 'homme, et qu’il concerne uniquement des patients atteints
de GVHc et non de GVHa (Johnston, Armstrong et al. 2016). Dans cet essai de
phase |, 10 patients souffrant de GVHc cortico-résistante ou cortico-dépendante
aprés allogreffe géno-identique ont été inclus. Les Treg du donneur ont été enrichis
par sélection immuno-magnétique des cellules CD25" & partir du produit de 2
cytaphéréses consécutives, puis purifiés par cytométrie en flux a haute vitesse
permettant d’isoler la population CD4* CD127™"® | ’essai a été conduit en escalade
de dose, avec 3 doses testées : 1 x 10° Treg/kg, 5 x 10° Treg/kg et 1.5 x 10° Treg/kg.
La quantité médiane de Treg isolés a partir de chaque donneur était de 1.9 x 108
cellules, avec une pureté allant de 87% a plus de 99%. La fonction suppressive de
ces Treg a été validée in vitro. Aucun effet indésirable en rapport avec la perfusion
des Treg n’a été observé, notamment aucune exacerbation de GVHc ni
déclenchement de GVHa. Six patients sur les 10 inclus ont présenté une
amélioration ou une stabilité de leurs lésions de GVHc, les 4 autres ayant dl
démarrer un nouveau traitement immunosuppresseur dans les 2 mois suivant
l'injection des Treg en raison d’'une absence de réponse ou d’'une progression de leur
maladie. Tous les patients étaient en vie aprés un suivi > 150 jours post-injection des
Treg. Ces résultats, obtenus aprés une seule et unique injection de Treg, sont
encourageants et démontrent la faisabilité d’'une injection de Treg frais du donneur
jusqu’a une dose de 1.5 x 10° cellules/kg, permettant de passer outre la phase
d’expansion de ces Treg ex vivo. L’efficacité de ce protocole pourrait par ailleurs étre
renforcée par une répétition des injections de Treg, éventuellement combinée a

I’'administration d’'IL-2 a faible dose.
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Chapitre 5 : L’axe TNFa/récepteur au TNFa de type 2 (TNFR2) et son

role dans la fonction des Treq

Le TNFa et ses récepteurs

Comme son nom l'indique, le tumor necrosis factor alpha (TNFa) a été découvert lors
de I'étude de la régression de tumeurs induite par le LPS. L’équipe d’O’Malley a ainsi
montré que cette régression n’était pas liée a un effet direct du LPS, mais rendue
possible par l'induction d’'un facteur sérique, qu’ils ont nommé tumor necrotizing
factor (O'Malley, Achinstein et al. 1962), renommé par la suite tumor necrosis factor
(Carswell, Old et al. 1975). Le TNFa est une molécule produite par les cellules du
systeme immunitaire, dont les LB, les LT, les NK, les macrophages et les DC
(Aggarwal 2003). Cette cytokine pléiotropique est impliquée dans un trés grand
nombre de processus pathologiques, puisqu’elle est capable d’'induire I'apoptose, la
prolifération cellulaire, l'inflammation, une immunomodulation, la réplication virale,
I'allergie, I'arthrite, le choc septique, l'insulino-résistance ou des manifestations auto-
immunes, ces effets dépendant entre autres choses du type cellulaire ciblé
(Aggarwal 2000).

Le TNFa peut se fixer sur 2 types de récepteurs cellulaires : le récepteur au TNFa de
type 1 (TNFR1, également appelé TNFR60) et le récepteur au TNFa de type 2
(TNFR2, également appelé TNFR80) (Hohmann, Remy et al. 1989, Brockhaus,
Schoenfeld et al. 1990). Si I'expression du TNFR1 est ubiquitaire, celle du TNFR2
est restreinte aux cellules endothéliales et du systéme immunitaire. |l a également
été montré que le TNFa soluble, qu’il soit monomérique ou trimérique, pouvait se
fixer a la fois sur TNFR1 et TNFR2, mais que s'il était capable d’activer ainsi TNFR1,
il n'induisait en revanche qu’'un signal faible voire absent via TNFR2, qui est

préférentiellement activé par le TNFa lié a la membrane cellulaire (Grell, Douni et al.
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1995, Grell, Wajant et al. 1998). Cette différence s’explique en partie par une plus
grande affinité du TNFR1 pour le TNFa soluble et par le fait que la formation
d’agrégats de complexes TNF/TNFR2 a la surface cellulaire soit probablement
nécessaire a la transduction du signal (Mukai, Nakamura et al. 2010). Par ailleurs, il
existe aussi des formes solubles des récepteurs au TNFa, probablement du fait de la
libération dans le milieu extracellulaire des parties extra-membranaires des
récepteurs TNFR1 et TNFR2, aprés leur clivage (Diez-Ruiz, Tilz et al. 1995). La
concentration sérique de ces récepteurs solubles semble corrélée a I'intensité de la
stimulation par le TNFa et est déclenchée par I'administration de TNFa a des
patients (Lantz, Malik et al. 1990).

Différences fonctionnelles entre les récepteurs TNFR1 et TNFR2

D’un point de vue fonctionnel, TNFR1 induit des signaux pro-apoptotiques tandis que
TNFR2 stimulerait plutot la prolifération et la survie cellulaires (Aggarwal 2003). En
effet, 'une des différences structurelles entre ces 2 récepteurs est I'existence d’un
domaine de mort cellulaire dans la partie intra-cytoplasmique de TNFR1, capable de
fixer TRADD et FADD. Dans les LT, I'activation de TRADD et de FADD conduit a
I'activation de caspases et a la mort cellulaire (Faustman and Davis 2013). Une autre
voie apoptotique qui peut étre ainsi déclenchée est 'activation de RIP par TRADD. A
l'inverse, la partie intra-cytoplasmique de TNFR2 posséde un domaine de liaison a
TRAF2, qui a son tour peut se lier a TRAF1, TRAF3, clAP1 et clAP2 (Rothe, Wong
et al. 1994, Rothe, Sarma et al. 1995). Ces protéines activent ensuite d’autres
molécules de signalisation, aboutissant au final a I'activation de NF-kB (qui est libéré
de son inhibiteur IkBa), MAPK et AP-1, qui induisent la survie cellulaire. Il existe
cependant aussi des arguments pour penser que les 2 types de récepteurs au TNFa

coopérent pour la transduction du signal (Weiss, Grell et al. 1998, Mukhopadhyay,
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Suttles et al. 2001). Les principales voies de signalisation déclenchées par les

récepteurs TNFR1 et TNFR2 sont schématisées dans la figure 16.
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Figure 16 : Signalisation induite par le TNF via TNFR1 et TNFR2.

Généralement, une signalisation exclusive via TNFR1 entraine 'activation d’'une cascade d’activation
de médiateurs intracellulaires conduisant a I'apoptose. Ce phénoméne dépend du type cellulaire, de
I'état d’activation de la cellule et du cycle cellulaire. A I'inverse, une signalisation exclusive via TNFR2,
en particulier dans les LT fortement activés, induit le déclenchement de voies de survie cellulaire
pouvant aussi résulter in fine en une prolifération cellulaire.

Source : Faustman et al. (Faustman and Davis 2010).
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Quoi qu’il en soit, si le role de TNFR1 dans la médiation de l'effet cytotoxique induit
par le TNFa est connu depuis de nombreuses années, la fonction biologique précise
de TNFR2 est restée plus longtemps énigmatique (Aggarwal 2003). On sait
désormais que TNFR2 est impliqué dans la protection vis-a-vis des maladies auto-
immunes, des maladies cardiaques, des affections démyélinisantes et
neurodégénératives et des maladies infectieuses (Faustman and Davis 2013). Ainsi,
un traitement par agoniste de TNFR2 détruit sélectivement les clones T autoréactifs,
sans atteindre les LT « sains », dans le sang de patients atteints de diabete de type
1 ou d’autres maladies auto-immunes (Ban, Zhang et al. 2008). De méme, dans un
modeéle d’infarctus du myocarde chez la souris, TNFR2 favorise la réparation et la
régenération tissulaire, tandis que TNFR1 joue un réle délétére (Wang, Crisostomo
et al. 2008). Concernant les maladies neurologiques, il a par exemple été montré
dans un modéle murin d’ischémie rétinienne que TNFR2 était associé a une
neuroprotection alors que TNFR1 promouvait le neurodégénération (Fontaine,
Mohand-Said et al. 2002).

Le TNFa : une molécule également immunosuppressive ?

Le TNFa est reconnu comme une cytokine majeure de l'inflammation et nous avons
vu plus haut qu’elle jouait notamment un réle tres important dans la physiopathologie
de la GVHa, en étant impliquée a différentes étapes clés (Xun, Thompson et al.
1994, Hill, Crawford et al. 1997). Ce réle physiopathologique prépondérant est a
l'origine de l'utilisation des anti-TNFa pour le traitement de la GVH (Martin, Rizzo et
al. 2012).

Cependant, il existe aussi dans la littérature un certain nombre d’éléments faisant
suspecter I'existence de propriétés immunosuppressives paradoxales du TNFa. En

effet, dans le modéle murin « classique » du diabéte auto-immun, I'injection de TNFa
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aux souris NOD a un effet paradoxal sur les Treg et le développement du diabéte en
fonction de I'age des souris traitées (Yang, Tisch et al. 1994, Wu, Hua et al. 2002).
En effet, en cas d’injection du TNFa en période néonatale, ce dernier accélére la
survenue et augmente la fréquence du diabéte tout en réduisant le nombre de Treg
dans le thymus et la rate des souris traitées, alors qu’il conduit a I'effet exactement
inverse en cas d’administration a des souris agées de 4 a 5 semaines. Un effet
protecteur vis-a-vis du diabéte chez des souris NOD adultes a également été
retrouvé dans autre étude ou les souris recevaient des injections répétées d’'un
agoniste du TNFa (Jacob, Aiso et al. 1990). Dans un autre modéle murin de maladie
auto-immune, le traitement par TNFa retarde le développement de la néphropathie
lupique et améliore la survie des souris (NZB x NZW) F1 (Jacob and McDevitt 1988,
Gordon, Ranges et al. 1989). Par ailleurs, les Treg expriment le récepteur TNFR2
(Annunziato, Cosmi et al. 2002), ce qui signifie que le TNFa pourrait stimuler leur

prolifération et leur survie.

L’effet anti-inflammatoire paradoxal du TNFa, qui permet de protéger contre des
pathologies auto-immunes, semble survenir notamment en cas d’exposition
chronique, ce qui suggére que la dose et la durée d’exposition au TNFa pourraient
moduler son effet sur les Tconv comme sur les Treg (Cope, Liblau et al. 1997,

Zganiacz, Santosuosso et al. 2004, Zakharova and Ziegler 2005).

Des données cliniques viennent aussi corroborer ces observations puisqu’il a été
rapporté qu’un certain nombre de pathologies auto-immunes pouvaient se
développer chez les patients recevant un traitement par anti-TNFa (Ramos-Casals,
Brito-Zeron et al. 2008). Par exemple, des exacerbations cliniques et radiologiques
de SEP ou le déclenchement de telles manifestations chez des patients ne souffrant
pas de SEP au préalable ont été observés sous anti-TNFa (van Oosten, Barkhof et
al. 1996, Mohan, Edwards et al. 2001). Des exacerbations ou le développement de
Iésions de psoriasis ont aussi été rapportés (Ko, Gottlieb et al. 2009, Sfikakis 2010).

De plus, jusqu’a 80% des patients sous anti-TNFa développent des anticorps anti-

128



INTRODUCTION - TNFa/TNFR2

nucléaires et pour certains d’entre eux un authentique lupus (De Bandt, Sibilia et al.
2005, De Rycke, Baeten et al. 2005). Enfin, l'induction de lésions de vascularite a

aussi été observée (Ramos-Casals, Brito-Zeron et al. 2008).

TNFR2 et Treg

Implication des Treg dans leffet anti-inflammatoire paradoxal du TNFa : réle du
recepteur TNFR2

L’observation de cet effet anti-inflammatoire et immunosuppresseur paradoxal du
TNFa a poussé I'équipe de Chen a émettre I'hypothése que les Treg pourraient
éventuellement étre impliqués dans ce mécanisme, et ce d’autant plus qu’il a été
montré que les thymocytes humains CD4" CD25" exprimaient de fagon constitutive
TNFR2 (Annunziato, Cosmi et al. 2002). Cette hypothése a été validée en plusieurs
étapes (Chen, Baumel et al. 2007). Dans un premier temps, les auteurs ont pu
apporter la preuve que les Treg de la souris, aussi bien au repos qu’apres activation,
expriment fortement le récepteur TNFR2, a un niveau bien supérieur a celui des
Tconv (32% versus 8% au repos et 47% versus 33% aprés stimulation du TCR). En
revanche, I'expression de TNFR1 est pratiquement indétectable a la surface des
Treg comme des Tconv, quel que soit leur état d’activation. Cette expression
préférentielle de TNFR2 (mais pas de TNFR1) par les Treg a depuis été confirmée
par d’autres études, comme illustré en figure 17 (Okubo, Mera et al. 2013). Ensuite,
I'équipe de Chen a montré que I'inhibition de la prolifération des Tconv par les Treg,
bien gu’initialement abrogée en présence de TNFa, était restaurée en cas
d’exposition plus prolongée. Le TNFa était par ailleurs capable de lever I'état
'anergie caractéristique des Treg en réponse a la stimulation de leur TCR et de
provoquer a l'inverse leur expansion. Les Treg qui ont proliféré en présence de TNFa

et d’'IL-2 expriment également plus fortement CD25 et Foxp3, ont un niveau de
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phosphorylation de STATS plus élevé et une capacité suppressive augmentée. Cette
augmentation de I'expression de Foxp3 par les Treg en présence de TNFa est
spécifique, car non retrouvée avec d’autres cytokines pro-inflammatoires comme I'lIL-
18 ou I'lL-6. Enfin, ces données ont été confirmées in vivo dans un modele murin de
péritonite polymicrobienne (la ponction et ligation caecale), qui mime un sepsis
humain et est caractérisé par une élévation rapide des concentrations sériques de
TNFa. Aprés ponction et ligation caecale chez des souris sauvages, on observe,
comme attendu dans un tel contexte septique (Monneret, Debard et al. 2003, Venet,
Pachot et al. 2004), une augmentation significative des Treg spléniques a J1 et J2,

alors que ce n’est pas le cas lorsque des souris TNFR2™ sont utilisées.

Il semble par ailleurs que l'importance de I'axe TNFa/TNFR2 ne soit pas équivalente
entre les nTreg et les iTreg. En effet, une étude a montré que seuls les nTreg avaient
besoin du signal TNF pour exercer leur fonction in vivo (Housley, Adams et al. 2011).
Ce phénomeéne pourrait expliquer la variabilité des réponses observées avec les
traitements anti-TNFa dans différentes maladies, en fonction du role prépondérant

joué par les nTreg ou les iTreg dans ces processus pathologiques.

R1
R2
R3

10? ! 102 10’ 10

TNFR2

CD4* counts
CD4* counts

Figure 17 : TNFR2 est préférentiellement exprimé par les Treg par rapport aux Tconv.

A gauche : L'étude de I'expression du CD25 par les cellules CD4" permet d’identifier 3 sous-
populations cellulaires. R1 : cellules CD4* CD25™", correspondant aux Treg; R2: cellules CD4"
CD25™""*; R3: cellules CD4" CD25". Au milieu : L’expression de TNFR1 est identique et faible dans
les 3 sous-types cellulaires. A droite : L’expression de TNFR2 est plus forte au niveau des Treg.
Source : Okubo et al. (Okubo, Mera et al. 2013).
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L’expression de TNFRZ2 permet de caractériser les Treg les plus suppresseurs et est
corrélée a lI'expression de Foxp3

En 2008, la méme équipe publie une nouvelle étude davantage focalisée sur
'association entre I'expression de TNFR2 par les Treg et leurs capacités
suppressives (Chen, Subleski et al. 2008). Cette étude montre que TNFR2 est
exprimé préférentiellement par les Treg présentant un phénotype « mémoire » et
activé (c'est-a-dire CD45RB™"*® CD62L™"*® et CD44™"), sous-population exprimant
fortement les marqueurs CD69, CD103, GITR et CTLA-4 et dotée des capacités
suppressives les plus fortes, tandis que les Treg naifs (CD45RB™" CD62L™" et
CD44%™"*®) n’expriment pas TNFR2. In vitro, les cellules CD4" CD25" TNFR2*, qui
représentent environ 30 a 40% des Treg, ont une capacité suppressive extrémement
forte, encore supérieure a celle des cellules CD4" CD25" CD103". Pourtant, CD103
était jusque-la reconnu comme le marqueur définissant la sous-population de Treg
avec la fonction suppressive la plus forte (Lehmann, Huehn et al. 2002). De fagon
encore plus surprenante, les cellules CD4" CD25 TNFR2®, habituellement non
reconnues comme des Treg, exercent un effet suppresseur modéré mais supérieur a
celui des cellules CD4" CD25" et TNFR2". Au total, TNFR2 est donc un marqueur
permettant d’identifier les Treg présentant un phénotype activé et dotés des

capacités suppressives les plus fortes.

Chez 'homme, il existe une corrélation entre I'expression de Foxp3 et celle de
TNFR2 (Chen, Subleski et al. 2010). Environ 85% des cellules CD4" Foxp3™ du sang
périphérique expriment TNFR2 a un niveau élevé d’intensité de fluorescence
moyenne (MFI), contre seulement 20% pour les cellules Foxp3™. Cette corrélation est
également soutenue par le fait que méme les populations CD4* CD25™"'® Foxp3* et
CD4" CD25 Foxp3® expriment TNFR2 a des niveaux trés supérieurs a leurs
équivalents Foxp3~. Notons enfin que dans la population CD4" CD25™" Foxp3®,

correspondant classiquement aux Treg fonctionnels, pres de 100% des cellules
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expriment TNFR2 (97.4-100%), avec le niveau de MFI le plus élevé observé dans

cette étude.

Il en résulte que TNFR2 pourrait étre un excellent marqueur de substitution a Foxp3,
dans l'optique de faire du tri cellulaire, a la maniére de ce qui avait été prouve pour la
faible expression de CD127 (Seddiki, Santner-Nanan et al. 2006). En effet, le
pourcentage de cellules exprimant Foxp3 est équivalent dans les populations CD4"
CD25" TNFR2* et CD4" CD25" CD127™"®" (Chen, Subleski et al. 2010). En se
basant sur ce phénotype CD4" CD25" TNFR2" pour définir la population Treg, on
observe chez des donneurs sains qu’elle représente environ 5 a 12% des LT CD4"
du sang périphérique, soit un pourcentage légérement supérieur a ce qui avait été
jusqu’a présent décrit chez ’'homme et davantage superposable aux taux observeés
chez la souris (Rodriguez-Perea, Arcia et al. 2016).

Enfin, aprés stimulation du TCR, les cellules CD4" CD25" TNFR2" sont anergiques
et inhibent fortement la prolifération et la production d’IFNy par les Tconv, ce que ne
sont pas capables de faire les cellules CD4* CD25" TNFR2 et CD4" CD25 TNFR2",
ce qui confirme que la co-expression des marqueurs CD25 et TNFR2 doit étre
utilisée pour identifier au mieux les Treg humains fonctionnels (Chen, Subleski et al.
2010).

Sécrétion de TNFR2 soluble : un nouveau mécanisme suppresseur des Treg

Le récepteur TNFR2 pourrait par ailleurs jouer un réle direct dans l'action anti-
inflammatoire des Treg et constituer un nouveau mécanisme d’action davantage
ciblé sur les médiateurs impliqués dans les réponses inflammatoires de la phase
aigué que sur l'inhibition de la prolifération des LT proprement dite. Il a en effet été

prouve, a la fois chez la souris et chez 'homme, qu’aprés activation des Treg par
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stimulation de leur TCR, ces derniers étaient capables de libérer le TNFR2 exprimé a
leur surface (van Mierlo, Scherer et al. 2008). Ce TNFR2 soluble peut alors fixer le
TNFa et inhiber ainsi son action pro-inflammatoire, a la maniere de ce que ferait de
facon plus artificielle un traitement par etanercept. Cette capacité de production de
TNFR2 soluble par les Treg est environ 50 fois plus importante que celle observée
chez les cellules CD4" CD25" et apparait dissociée de leur action suppressive sur les
Tconv. En effet, les Treg provenant de souris TNFR2-KO ne sont plus capables de
bloguer I'action du TNFa in vitro, alors qu’ils conservent leur fonction inhibitrice de la
prolifération des Tconv. Ces résultats ont été confirmés in vivo, dans une expérience
de stimulation de la production d’IL-6 par injection de LPS chez la souris, dont on sait
gu’elle est modulée par le TNFa. Dans cette expérience, les Treg provenant de
souris sauvages inhibent bien la production d’IL-6 en réponse a l'injection de LPS

alors que ce n’est pas le cas des Treg provenant de souris TNFR2-KO.

Réle du TNFa dans la stabilité phénotypique des Treg et boucle d’amplification

TNFR2 joue également un rdle important dans la stabilité phénotypique et
fonctionnelle des Treg, notamment aprés stimulation du TCR et/ou dans un
environnement inflammatoire (Chen, Wu et al. 2013). En effet, le TNFa est capable
de maintenir le niveau d’expression de Foxp3 dans ces contextes, et cet effet est
aboli en cas dutilisation d’'un mAb anti-TNFR2 (mais pas anti-TNFR1) ou de Treg
déficients pour TNFR2.

Par ailleurs, le TNFa est lui-méme capable d’augmenter, en association avec I'lL-2,
'expression des membres de la superfamille des récepteurs au TNF que sont
TNFR2, 4-1BB et OX40 a la surface des Treg, ce qui constitue une boucle
d’amplification de ses effets sur cette population suppressive (Nagar, Jacob-Hirsch et

al. 2010, Hamano, Huang et al. 2011). En effet, a cété du rble déja démontré de
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TNFR2, l'induction de I'expression de 4-1BB et OX40 pourrait promouvoir a son tour
la prolifération des Treg, tout en maintenant voire en majorant leurs puissantes

capacités suppressives.

L’association TNFa + IL-2 est par ailleurs capable de convertir des Treg initialement
TNFR2 en Treg TNFR2", ou autrement dit, de convertir des Treg non fonctionnels
en Treg fonctionnels (Hamano, Huang et al. 2011). Cela est rendu possible par
'induction de I'expression de TNFR2 a la surface des Treg par I'lL-2, puis son
amplification par le TNFa. Ces effets de l'association TNFa + IL-2 semblent
spécifiques de la lignée Treg et ne sont pas observés si I'on traite de la méme fagon
une population de Tconv. De plus, le TNFa est aussi capable de stimuler I'expression
de TNFR2 et de Foxp3 par les Treg indépendamment de I'lL-2 (Hamano, Huang et
al. 2011).

Controverse

L’effet du TNFa sur les Treg reste cependant sujet a controverse. En effet, certaines
études montrent que chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoide (PR), un
traitement par anti-TNFa, en l'occurrence linfliximab, permettait 1) de restaurer la
capacité des Treg a transmettre un phénotype suppresseur aux Tconv et a inhiber
leur prolifération et leur production de cytokines ; 2) de diminuer I'apoptose
spontanée des Treg observée chez ces patients; 3) de restaurer une forte
expression de FoxP3 par les Treg ; 4) d’augmenter significativement le nombre de
Treg circulants chez les patients répondant au traitement (Ehrenstein, Evans et al.
2004, Toubi, Kessel et al. 2005, Valencia, Stephens et al. 2006). D’autres études
conduites sur des Treg humains ont montré que le TNFa inhibait I'action suppressive

des Treg in vitro, ce qui s’associait a une diminution de I'expression de Foxp3 ou a
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son inactivation (Valencia, Stephens et al. 2006, Nagar, Jacob-Hirsch et al. 2010,
Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010, Nie, Zheng et al. 2013).

Ces résultats pourraient toutefois avoir été biaisés par le fait d’avoir conduit ces tests
de suppression en présence de TNFa, plutdét que d’avoir pré-incubé les Treg avec
cette cytokine (Nagar, Jacob-Hirsch et al. 2010, Zanin-Zhorov, Ding et al. 2010). Or
le TNFa a un effet de co-stimulation propre sur les Tconv, les rendant probablement
davantage résistants a I'effet suppresseur des Treg. Il reste bien une étude ayant
montré une perte de l'action suppressive des Treg aprés pré-exposition au TNFa
(Nie, Zheng et al. 2013), mais ces résultats n'ont pas pu étre reproduits par 2
équipes qui ont beaucoup travaillé sur 'importance de 'axe TNFa/TNFR2 dans les
Treg et qui s’accordent a dire que le TNFa n’inhibe pas la capacité suppressive des
Treg humains (Zaragoza, Chen et al. 2016). Quant au fait que I'un des effets a long
terme des traitements anti-TNFa soit une augmentation du nombre de Treg associée
a une majoration de leur fonction suppressive (Ehrenstein, Evans et al. 2004,
Nadkarni, Mauri et al. 2007), cela pourrait passer une augmentation de la
différenciation des iTreg plutét que par une action directe du TNFa sur les nTreg
(Nadkarni, Mauri et al. 2007).

Nous avons vu plus haut que si TNFR2 était préférentiellement exprimé par les Treg,
il pouvait I'étre également, a un moindre niveau, par les Tconv. Il est par conséquent
intéressant d’étudier aussi les conséquences de l'expression de TNFR2 par ces
Tconv. Cela a été fait dans une étude publiée en 2010, qui a montré que I'expression
de TNFR2 par les cellules CD4" Foxp3  n’était pas associée a linduction de
propriétés suppressives chez ces cellules (Chen, Hamano et al. 2010). En revanche,
elle leur confére une résistance a l'action suppressive des Treg, ce qui va dans le
sens de I'hypothése, soulevée ci-dessus, d’'une résistance accrue des Tconv a
'action suppressive des Treg lorsque les tests de suppression sont réalisés en

présence de TNFa.
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Treg et Tconv : vers une interaction bidirectionnelle ?

L’'importance de linteraction TNFa/TNFR2 pour stimuler la prolifération et les
capacités suppressives des Treg pourrait suggérer qu'’il existe peut-étre un dialogue
entre Tconv et Treg. En effet, si les nombreux mécanismes par lesquels les Treg
peuvent exercer un effet suppresseur sur les Tconv ont été largement étudiés
jusqu’ici, on ne peut pas en dire autant des éventuels mécanismes par lesquels les
Tconv pourraient influer sur les Treg. La relation entre Treg et Tconv a donc pendant

longtemps été congue comme étant a sens unique.

Or, une étude a montré que les Tconv, et plus particulierement les Teff impliqués
dans des mécanismes inflammatoires pathologiques, pouvaient de fagon paradoxale
stimuler la prolifération et les capacités suppressives des Treg (Grinberg-Bleyer,
Saadoun et al. 2010). En effet, dans un modéle murin de diabéete auto-immun, si
l'injection de Teff spécifiques des ilots de Langerhans induit bien un diabéte, leur co-
transfert avec des Treg également ilots-spécifiques est associé a une protection vis-
a-vis de la maladie, du fait d’'une stimulation par ces Teff, au niveau du pancréas et
de ses ganglions drainants, de la prolifération et des capacités suppressives des
Treg. Si cette fonction helper des Teff CD4™ n’est pas dépendante de I'lL-2, elle
semble en revanche impliquer des membres de la famille du TNF et est notamment

partiellement dépendante du TNFa.

Les aspects mécanistiques d’'un tel « boost » ont été davantage étudiés dans une
nouvelle étude de la méme équipe, publiée en 2015 (Baeyens, Saadoun et al. 2015).
Pour qu’il puisse s’exercer, il faut que les Teff comme les Treg soient activés par
leurs antigénes cognitifs, que ceux-ci soient identiques ou non. De plus, les
médiateurs de ce boost difféerent en fonction du contexte inflammatoire dans lequel il
survient. Dans des conditions inflammatoires Iégeéres, il implique essentiellement le

TNFa, OX40L et les DC plasmacytoides, tandis qu’en cas de forte inflammation, sa
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médiation est assurée par le TNFa et I'lL-2. Enfin, si les Treg proliferent déja

activement d’eux-mémes, on n’observe pas de boost additionnel par les Teff.

Il est également intéressant de noter que ce phénoméne de boost a aussi été
observé entre les LT CD8" et les Treg, puisque dans un modeéle d’infection virale au
virus Friend, les Teff CD8" sont capables de stimuler la prolifération et I'activation
des Treg VB5" spécifiques de super-antigénes viraux et que cet effet passe par
I'interaction entre le TNFa exprimé a la surface de ces Teff CD8" et le récepteur
TNFR2 exprimé par les Treg (Myers, Joedicke et al. 2013, Joedicke, Myers et al.
2014).
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Premiére partie : Mise au point et validation d’un nouveau systéme

d’évaluation clinique de la GVHa chez la souris

Le premier objectif de ce travail de thése, préalable indispensable a la réalisation
d’expériences modifiant potentiellement le cours naturel de la GVHa chez la souris, a
consisté a développer un nouveau systeme de gradation clinique de la GVHa
murine, permettant autant que possible de surmonter les principales limites des

systémes d’évaluation actuellement a disposition.

Pour cela, nous avons décidé de reprendre le score clinique développé par I'équipe
de Cooke (Cooke, Kobzik et al. 1996) et de le simplifier en évaluant chaque critere
de fagon binaire (absent ou présent) et en substituant le critere « activité », jugé trop
peu spécifique, trop variable au cours du temps et trop subjectif dans son évaluation,
par le critére « diarrhée », correspondant a une atteinte clinique majeure de la GVHa,
non incluse dans le systéme de Cooke bien qu’associée a un fort impact pronostique
au moins dans la GVHa humaine, et dont I'évaluation est finalement assez simple a

condition d’étre justement faite de fagon dichotomique.

Dans le but de prouver sa pertinence quel que soit le degré de compatibilité entre les
souris donneuses et receveuses, nous avons ensuite testé notre nouveau systéme
de gradation clinique dans différents modeles d’allogreffe de CSH chez la souris :
incompatibilité mineure, modele semi-allogénique (équivalent d’'une greffe haplo-
identique chez I'hnomme) ou modéle complétement allogénique (incompatibilité

majeure totale).

Nous avons également cherché a évaluer la présence d’'une éventuelle corrélation

entre le score clinique déterminé grace a notre systéme pour chaque souris
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receveuse et la sévérité des lésions histologiques de GVHa observées dans

différents organes cibles apres sacrifice de cette méme souris.

Un autre objectif était d’essayer de démontrer que notre nouveau score clinique était
capable a un instant t de prédire efficacement la survie des souris greffées, quel que
soit le traitement que ces souris auraient pu éventuellement recevoir au préalable

pour prévenir la GVHa.

Enfin, le dernier objectif de la premiére partie de ce travail de these a été de tester la
reproductibilité de notre score clinique simplifié en faisant évaluer en aveugle et au
cours du temps, par 3 expérimentateurs différents et n’ayant pas le méme niveau

d’entrainement, des souris greffées dans 2 combinaisons génétiques distinctes.

140



OBJECTIFS

Seconde partie : Etude du role de ’axe TNFa/TNFR2 dans le

controle de GVHa par les Treq

La seconde partie de ce travail de thése avait pour objectif d’étudier I'importance de
I'interaction entre le TNFa, notamment celui produit par les LT du donneur, et le

récepteur TNFR2 exprimé par les Treg dans le contrble de la GVHa par ces Treg.

En effet, les démonstrations récentes de I'importance du récepteur TNFR2 pour la
prolifération et les capacités suppressives des Treg d’une part (Chen, Baumel et al.
2007, Chen, Subleski et al. 2008), et de la capacité des Teff a stimuler également,
dans un modeéle de diabéte auto-immun et via la sécrétion de TNFa, la prolifération
et la fonction suppressive des Treg d’autre part (Grinberg-Bleyer, Saadoun et al.
2010), nous ont conduit a émettre 'hypothése que I'effet protecteur conféré par ces
Treg dans des modeéles murins de GVHa était peut-étre dépendant de l'interaction
entre le TNFa, en particulier celui produit par les LT alloréactifs du donneur, et le
TNFR2.

Notre objectif a donc été ici de tester I'impact du blocage de l'interaction entre le
TNFa et le récepteur TNFR2 exprimé par les Treg dans notre modéle,
précédemment décrit (Martin, Gregoire et al. 2013), de contréle de la GVHa par des
HY-Treg. Afin de renforcer la robustesse de nos résultats, nous avons choisi de

bloquer cette interaction de 3 fagons différentes :

» En utilisant des Treg déficients pour le récepteur TNFR2

» En utilisant un mAb bloquant anti-TNFR2

» En utilisant des LT provenant de souris donneuses déficientes pour le
TNFa (dans ce dernier cas, seul I'effet du TNFa produit par les LT du

donneur est donc évalué)
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Outre I'impact de ce blocage sur la survie des souris et sur le développement de
|ésions cliniques de GVHa, nous avons également cherché a déterminer son effet
sur le phénotype des Treg et Tconv in vivo, notamment en ce qui concerne le niveau
d’expression de certains marqueurs comme Foxp3 et CD25 pour les Treg et la

capacité a sécréter des cytokines pro-inflammatoires pour les Tconv.

142



RESULTATS

143



RESULTATS - PREMIER ARTICLE

Premier article

« Simple, reproducible and efficient clinical grading system for murine models

of acute graft-versus-host disease »

Article soumis a Biology of Blood and Marrow Transplantation en janvier 2017

Avoir a disposition un outil fiable pour évaluer la GVHa dans les modéles
expérimentaux est un préalable indispensable a la conduite d’'une recherche pré-
clinique de bonne qualité dans ce domaine, afin d’élucider les mécanismes
physiopathologiques de cette maladie et, surtout, de tester de nouvelles approches

thérapeutiques.

Si, chez 'hnomme, il existe depuis de nombreuses années une classification
pronostique de la GVHa reposant sur la détermination assez objective de stades de
sévérité pour 3 critéres clinico-biologiques, I'évaluation clinique de la GVHa chez la
souris a reposé initialement sur des criteres assez peu spécifiques, bien que
pertinents, comme la courbe d’évolution pondérale en post-greffe ou la survie des
souris receveuses, puis sur des scores cliniques pas toujours simples a utiliser en
pratique courante et dont en tout cas aucun n’a réellement fait la preuve de sa
performance (valeur pronostique et corrélation aux Iésions histologiques de la

maladie) ni de sa reproductibilité.

Dans ce premier article, nous proposons donc un nouveau score clnique d’évaluation
de la GVHa expérimentale reposant sur ['appréciation assez simple, car
dichotomique, de 4 parametres visuels combinée a I'évaluation objective de la perte
pondérale des souris receveuses. Nous démontrons que ce nouveau systéeme de

gradation est la fois prédictif de la survie, corrélé a la sévérité des Iésions
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histologiques de GVHa et repoductible. Nous validons également la pertinence de
cet outil dans diverses combinaisons génétiques entres souris donneuses et

receveuses.
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Abstract (words)

Acute graft-versus-host disease (aGVHD) represents a challenging complication after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT). Despite the intensive
pre-clinical research in the field of prevention or treatment of aGVHD, and the
presence of a well-established clinical grading system to evaluate human aGVHD,
such a valid tool is still lacking for the evaluation of murine aGVHD. Indeed, several
scoring systems have been reported, but none of them has been properly evaluated
and they share some limitations: they incompletely reflect the disease, rely on
severity stages that are distinguished by subjective criteria and are not easy to
discriminate, which could render each assessment more time-consuming, and their
reproducibility among different experimenters is uncertain. Consequently, clinical
murine aGVHD description is often based merely on animal weight loss and
mortality. Here, we propose a simple scoring system of aGVHD relying on the binary
(yes or no) evaluation of 5 important visual parameters that reflect the complexity of
the disease without the need to sacrifice the mice. We show that this scoring system
is consistent with the histological staging of aGVHD across several donor/recipient
mice combinations. This system is also predictive of the survival of recipient mice

when used early after transplant, and is highly reproducible between experimenters.
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Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) is the treatment of
choice for many malignant hematological disorders, such as acute leukemias or the
myelodysplastic syndrome (Thomas, Storb et al. 1975). Although this cell-based
therapy allows for a good prevention of disease relapse through the eradication of
residual leukemic cells by donor T cells, the so-called graft-versus-leukemia effect
(GVL) (Horowitz, Gale et al. 1990), the harmful counterpart of GVL, known as graft-
versus-host disease (GVHD), is responsible for the destruction of the recipient’s
normal cells and tissues, and is a major cause of post-transplant morbidity and
mortality. GVHD accounts for 15-30% of deaths after allo-HSCT and its incidence
can be as high as 60-80% of transplant recipients in case of one-antigen HLA
mismatched unrelated donor (Ferrara, Levine et al. 2009). Acute GVHD (aGVHD)
usually occurs during the first 3 months after transplant and typically affects 3 target

organs: skin, intestinal tract, and liver.

To improve the outcome of patients suffering from aGVHD, or even prevent its
occurrence, many preclinical studies, mainly conducted in mice, have focused on this
disease over the past decades. The indispensible prerequisite to properly assess the
efficacy of a therapeutic approach of aGVHD, is to be able to efficiently and easily
evaluate and grade the intensity and/or severity of this condition throughout the
experiment. For the assessment of human aGVHD, a simple and efficient clinical

grading system has been widely used for decades (Przepiorka, Weisdorf et al. 1995).
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Regarding murine aGVHD, the situation is less clear. A rapid analysis of the literature
reveals at least two approaches: aGVHD is either described merely through animal
weight curve evolution and mortality, or evaluated according to a multiplicity of
clinical scoring systems that have usually been adapted/modified in each laboratory
from the one originally described by Cooke et al. in 1996 (Cooke, Kobzik et al. 1996).
To our knowledge, none of these many grading systems that have been described
(Cooke, Kobzik et al. 1996, Anderson, McNiff et al. 2003, Mutis, van Rijn et al. 2006,
Wilson, Cullup et al. 2009, Castor, Rezende et al. 2010, Lai, Chou et al. 2012,
Budde, Kolb et al. 2014, Doisne, Huber et al. 2015) (table 1), has been properly
evaluated in terms of reproducibility, consistency with histological findings, prediction
of survival, and validity in multiple donor/recipient mice genetic combinations.
Moreover, most of them share several drawbacks. First of all, even though symptoms
related to gut aGVHD, mainly diarrhea, are a major clinical feature of this disease in
humans and mice, reflecting a high degree of severity, most of the murine clinical
grading systems, including the one reported by Cooke et al., do not include a specific
evaluation of these symptoms. The main reason for this absence is the fact that
these scores were usually developed to capture differences in severity for each
clinical parameter and one can easily figure out that quantitating daily stool volume or
frequency in mice would be virtually impossible. However, stating for each mouse if
diarrhea is present or not is quite easy, by simple examination of the anal area or
emission of liquid stool at manipulation. Another reason mentioned to explain the lack
of diarrhea evaluation is the fact that some of the other clinical parameters evaluated
in the scores, such as weight loss, hunching or activity, could probably reflect

cachexia and be associated with gut aGVHD. However, these clinical signs are not
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specific at all and seem to be more related to a poor clinical condition, whatever the
cause of this weakness. The second limitation of clinical grading systems of murine
aGVHD, could be the separation of each item into several severity stages, usually
scored from O to 2. Although, this was originally intended to increase the ability to
easily distinguish different stages for each item, just like in the human grading
system, it seems that the distinction between the three severity stages is often hard
to make, and could impact on the reproducibility of the evaluation between 2 different
observers. This is probably due to the fact that, unlike human grading system, most
of the items in murine scoring systems are not separated into different stages
according to objective measurements, but rather thanks to a subjective assessment
of their intensity. Finally, the use of a more simple, i.e. binary evaluation of each item
(“yes or no”), apart from being less subjective, could also be less time-consuming as

compared to a stratified classification.

Therefore, we developed and tested an adaptation of the murine clinical grading
system described by Cooke et al. (Cooke, Kobzik et al. 1996), based on the binary
evaluation (absence = 0 or presence = 1) of five essential signs and symptoms of the
disease (Table 1) over time. This tool allows us to overcome all the above-mentioned
limitations of the currently used grading systems. Moreover, we show that it is highly
reproducible, consistent with histological features of the disease and applicable
through a wide variety of genetic combinations. It is also a powerful predictor of mice

survival.
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Materials and Methods

Mice

Wild-type BALB/c (H-2%), DBA2 (D2, H-2°%), C57BL/6 (B6, H-2°), C3H (H-2"),
B6C3HF1 (B6xC3H, H-2*°) and B6D2F1 (B6xD2, H-2°%) mice were purchased from
Harlan Laboratories (Gannat, France) and Charles River Laboratories (Saint-
Germain-Nuelles, France). Mice were housed under specific pathogen-free
conditions. All experimental protocols were approved by the local ethics committee
(authorization N° 11/12/12-5B) and are in compliance with European Union

guidelines.

GVHD and transplantation models

Eight-to-twelve weeks-old recipient B6C3F1, B6D2F1, C3H or D2 female mice
received a 10-Gray irradiation followed by retro-orbital infusion of 10x10° bone
marrow (BM) cells (B6 or BALB/c) + 2x10° CD3" (B6 or BALB/c) conventional T cells
(Tconv). BM and T cell suspensions were prepared using leg bones and splenocytes
as previously described (Cohen, Trenado et al. 2002, Gaidot, Landau et al. 2011,

Martin, Gregoire et al. 2013).

Acute GVHD grading
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Acute GVHD clinical score was calculated 3 times a week. Each of the 5 following
parameters was scored 0 (if absent) or 1 (if present): weight loss > 10% of initial
weight, hunching posture, skin lesions, dull fur, and diarrhea attested by liquid stool
production at time of mice manipulation or its presence at the anal area. Dead mice
received a total score of 5 until the end of experiment. Mice were sacrificed in case of
weight loss > 30% of initial weight or upon reaching the maximal clinical grade (i.e.

5/5).

Histology

After mice death or sacrifice, small and large bowel, liver, lung and skin samples
were fixed in 4% formaldehyde solution and embedded in paraffin. For each organ,
5-um sections were stained with H&E for histological examination. One pathologist
analyzed the slides in a blinded fashion to assess the intensity of GVHD. Six
parameters were scored for small and large bowel according to a zero to five point
scale described by Hill et al. (surface colonocyte lesions or villous blunting, crypt
regeneration, crypt epithelial cell apoptosis, crypt loss, lamina propria inflammation,
and mucosal ulceration) '8 seven parameters for the liver according a zero to three
point scale (portal inflammation, bile ducts lesions, periportal necrosis, endothelialitis,
lobular necro-inflammatory activity, zonal necrosis, sinusoidal lymphocytosis) °;
three parameters for the lung according to a zero to three point scale described by
Cooke et al. (periluminal lymphocytic sheaths, alveolar/interstitial lymphocytic

infiltrates, the percentage of involved tissue) (Cooke, Kobzik et al. 1996); three
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parameters for the skin according to a zero to three point scale described by Ferrara
et al. (basal cell layer vacuolization, epidermal and follicular dyskeratosis, and

) (Ferrara, Guillen et al. 1986) Scores of each item

epidermal and dermal lymphocytic infiltrate

were added together to provide a total score for each organ.

Statistical analysis

Prism (GraphPad Software) was used for statistical analysis. Kaplan-Meier survival
curves were compared using the log-rank test. For analysis of aGVHD clinical
grading curves, the area under curve (AUC) was calculated for each mouse then t-
test or one-way ANOVA with post-hoc analysis were performed depending on the

number of compared variables.
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Results

The clinical grading system is consistent with the histological evaluation of

aGVHD

Three different models of mismatched BM transplantation were performed: fully-
allogeneic (B6 > C3H females); semi-allogeneic (B6 - B6C3F1 females); and
minor-antigen mismatch (BALB/c - D2 females). Recipient mice were lethally
irradiated and then received freshly isolated BM cells with CD3" Tconvs at day 0 in
order to induce aGVHD. In the fully or semi-allogeneic combinations in our hands, all
mice died with characteristic clinical signs of aGVHD by day 30 and 45, respectively
(not shown). When donors and recipients differed for minor antigens, the defining
clinical signs of aGVHD mainly included hunching posture, skin lesions, and dull fur,
but not weight loss or diarrhea. Mice had to be sacrificed at day 45 due to prostrated
posture and consequently for ethic reasons. Clinical scores of aGVHD were
calculated three times per week according to the Materials and Methods section,
starting from day 10 after transplant. Indeed, we estimated that clinical signs
occurring before day 10 were mostly induced by the conditioning regimen rather than
by aGVHD. Of note, in mice transplanted with BM alone, we never detected any
clinical signs of GVHD and 100% of them survived until day 60 (n=25). In order to
correlate the clinical observations with the histopathological signs of the disease,
mice showing different grades of aGVHD were sacrificed (i.e. at different time points)
and target organs of aGVHD (skin, lung, liver, small intestine and colon) (Markey,
MacDonald et al. 2014) were examined by a blinded pathologist to assess the
intensity of aGVHD as illustrated (Figure 1a). When we looked at each target organ,
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in the fully allogeneic combination, we observed a clear correlation between clinical
scores and histopathological scores in the liver, lung, small intestine, and colon.
Regarding the skin, the histopathological scores were constantly high, irrespective of
the clinical score (Supplementary Figure S1). In the semi-allogeneic combination, a
good correlation was observed in the skin, and colon, and to a lesser degree in the
liver and lung (Supplementary Figure S2). In aGVHD due to minor antigen disparities
between donors and recipients, we observed quite modest signs of aGVHD in all
studied target organs (Supplementary Figure S3). Importantly, when summing up the
scores of all target organs of aGVHD for each mouse, we observed a complete
correlation between our new clinical grading system and the histological scores in all
of the three combinations (Figure 1b, ¢ and d) or in a mix of mice regardless of their
genetic background (Figure 1e). Such a correlation was observed for high, moderate,
or low histologic aGVHD characterization i.e. the higher the clinical score, the higher
the histological score. These data suggest that our grading system provides a
complete and precise evaluation of the clinical lesions of aGVHD. This grading scale
can be applied all along the duration of the experiment and the disease, in a

complete and constant correlation with its histological counterpart.

The clinical grading system is predictive of mice survival

To assess the capacity of our grading system to predict mice survival after allo-
HSCT, we used our experimental model in which aGVHD was prevented by transfer

of therapeutic donor regulatory T cells (Treg) (Martin, Gregoire et al. 2013). In a
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retrospective meta-analysis, we merged clinical (Figure 2a) and survival (Figure 2b)
data from 10 independent experiments in which 93 mice received (i) donor BM cells
+ Tconvs (GVHD control group) or (ii) donor BM cells + Tconvs + Tregs (treatment 1)
or (iii) donor BM cells + Tconvs + Tregs + an additional treatment that inhibited Treg
effect (treatment 2), as previously reported (Leclerc, Naserian et al. 2016). We
evaluated the survival of mice according to their clinical score of aGVHD calculated
at day 20 (mice with a clinical score of 5 or dead before day 20 were excluded) post-
transplant, irrespective of their assigned treatment. This time cut-off point was
selected because, as shown by our previous experiments using this model, the first
symptoms of aGVHD usually start to develop around day 15. Our results reveal a
remarkable increase in the probability of survival for mice with grade 0 or 1 at day 20
as compared with those graded 2 or more (Figure 2). Importantly, these two curves
perfectly differentiate mice that received therapeutic Treg (86% of mice graded O or 1
at day 20) from mice that did not or that received the inhibitory treatment. These
results prove that our clinical grading system is a simple tool that efficiently predicts

survival of mice early after transplant.

The clinical grading system is reproducible among experimenters

One of the main drawbacks of the currently used grading systems is that by dividing
each criterion into several severity stages according to mostly subjective parameters,
the global score calculated for each mouse is highly dependent on the experimenter

and its reproducibility is at least uncertain. To test the reproducibility of our approach,
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we selected two models of semi-allogeneic BM transplantation (B6 - B6C3F1
females and B6 - B6D2F1 females) and performed four independent experiments.
Three separate experimenters, of whom two were completely blinded, graded the
mice three times a week using our clinical grading system. Experimenter 1 was the
first author of this manuscript whereas both experimenters 2 and 3 had limited or no
experience in grading aGVHD. A fourth experimenter trained experimenters 2 and 3
to score aGVHD. Our results show very similar clinical scores over time in both
genetic combinations, with a degree of concordance that even seemed to increase
as aGVHD lesions got fully established, suggesting the high reproducibility of our

grading system (Figure 3).
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Discussion

The clinical grading system developed by Cooke et al. in 1996 (Cooke, Kobzik et al.
1996) can be considered as the reference of murine aGVHD assessment, having
been used directly or with minor adaptations by multiple research teams worldwide
during the last 2 decades, in a multiplicity of aGVHD models and mice combinations.
However, neither the reproducibility of this grading system and its derivatives, nor its
correlation to histological findings and capacity to predict survival has ever been
properly tested. We also believe that it could be improved in terms of ease of use,

reproducibility and completeness of the clinical features assessed.

The key point of the adaptation of Cooke’s scoring system that we propose is its
simplicity (yes or no) that facilitates the reproducibility among different experimenters.
To our knowledge, this is the first time that the reproducibility of a murine clinical
grading system has been properly tested and demonstrated. Of course, one could
argue that using this scoring system 3 times per week could be time-consuming. We
used this frequency in order to strongly validate the relevance of our system over

time, but we recommend using it once to twice a week in routine practice.

We also demonstrated that our grading system strongly correlates with histological
scoring, regardless of allogeneic diversities or genetic background of the mice. This
also renders the complete evaluation of aGVHD possible via visual parameters that
neatly reflect the complexity of the disease without the need to sacrifice the mice.
Interestingly, as observed in this work, the disease can reach different target organs

depending on the genetic combination that is used (see Supplementary Figures 1-3);
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yet our grading system appears unaffected by these disparities. Rather, as illustrated
by the minor antigen mismatch BALB/c - D2 combination, it enabled us to collect
further clinical information in a combination in which weight loss and survival of
recipient mice, the two mostly used criteria, were not affected by aGVHD.
Additionally, when applying this scoring system at day 20 post-transplant without
considering the treatment administered to recipient mice, we were able to establish a

strong predictive factor for survival.

In conclusion, we report a new clinical grading system for murine aGVHD, adapted
from the one described by Cooke et al. (Cooke, Kobzik et al. 1996), in order to
overcome some of its limitations. For the first time, we show that such a scoring
system, apart from being simple, is highly reproducible, correlated to the severity of
histological lesions of aGVHD and predictive of survival. If adopted by other research
teams, we believe this comprehensive and transversal grading system could be used
as an accurate tool to compare results acquired by different teams and become a

new standard for murine aGVHD evaluation.
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Table 1. Main references for aGVHD grading

Name and Date Criteria Points for each criteria Total points Frequency Time of sacrifice
Kenneth R. Cooke Weight loss, Posture, Oto2 10 Weekly weighting + At the end of experiment
et al 1996 Activity, Fur texture, Skin scoring at the time of
(ref 8) integrity analysis
Britt E. Anderson et al | Skin ulcers with different | Skin ulcers less than 1 cm? 39 Every 3 days At the end of experiment
2003 size of alopecia, The site | =1, between 1 and 2 cm?
(ref 5) of skin lesion =2, morethan2em?=3 +
0.3 points for each site of
skin disease (ears, tails,
paws)
Tuna Mutis Weight loss, mobility, 0 to 2 for mobility 5 + weight loss was >10% Weekly Weight loss was >10%,
et al 2006 General appearance 0, normal fur; 1, ruffled and the scores for general
(Xeno GVHD) fur; 2, ruffled fur + red appearance and mobility
(ref11) swollen skin; 3, ruffled fur at least 1
+ red swollen skin +
patchy alopecia)
John Wilson Weight loss, Posture, Oto2 12 Daily Overall score 25
et al 2009 Activity, Fur texture, Skin
(ref12) integrity, diarrhea
Marina G. M. Castor Weight loss, Posture, Oto2 14 Every 2 days At the end of experiment
Et al 2010 Activity, Fur texture, skin
(ref 7) integrity, diarrhea, and
occult blood in feces
Hsiu-Yu Lai et al 2012 Weight loss, Posture, Oto2 11 Twice a week At the end of experiment
(ref 10) Activity, Fur texture, Skin | For diarrhea No (0) or yes
integrity, Diarrhea (1)
Holger Budde Posture, Activity, Fur/Skin Oto2 8 Daily Overall score =6
etal 2014 and Diarrhea
(ref 6)
Jean-Marc Doisne Weight loss, Posture, Oto2 8 At the time of sacrifice 20% or 25% of weight loss
etal 2015 Activity, and Fur texture depending on the protocol
(ref 9)
Naserian S. et al 2016 Weight loss, Hunched No =0 5 3 times per week 1) Weight loss more
posture, Fur texture, Skin Yes=1 than 30%

integrity, Diarrhea

and/or 2) overall score of

Parameters taken into account for each type of clinical grading
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Figure 1. Correlation between clinical and histological scores of aGVHD. (A) Histopathological
examination of aGVHD was assessed by a blinded pathologist in the skin (x100), liver (x100), lung
(x100), small intestine (x25, x25, x100) and colon (x100) of transplanted animals, as illustrated in
correlation with the clinical grade of transplanted animals. (B, C and D) Clinical grade (x axis) and
histological grade corresponding to the sum of scores calculated for each target organ (y axis) are
represented. (E) Correlation between clinical and histological scores of GVHD after compiling all the

data in all the donor-recipient genetic combinations.

167



>

i g i

GVHD clinical grade

vy

100

RESULTATS - PREMIER ARTICLE

=B Treatment 1 n=37

-8= GVHD control n=31
Hokk [
ns [
o [-t- Treatment 2 n=25

T T T T
10 20 30 40 50 60 70

Days after transplant

=B~ Grade 0/1 n=43
Hedede
-§- Grade 2/+ n=50

80+

60+

40+

20+

Percentage of survival

M

10 20 30 40 50 60 70

Days after transplant

Figure 2. Retrospective meta-analysis from 10 independent experiments. (A) Evolution of clinical
scores over time for each group of recipient mice. (B) Survival curves established for mice displaying
no or mild (grade 0-1) versus moderate to severe (grade 2-5) clinical aGVHD at day 20 post-
transplant. Survival and clinical scoring data were compiled from 10 aGVHD experiments including 97

transplanted mice.
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Figure 3. Reproducibility of the grading system among different experimenters. Three different
experimenters independently scored aGVHD during 20 days in 4 independent experiments performed

in two different genetic combinations.
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Supplemental figure 1. Correlation between clinical and histological scores of GVHD in fully
allogeneic BMT. Histopathological scores of GVHD were assessed by a pathologist in a blinded
fashion in skin, liver, lung, small intestine and colon of transplanted animals. Clinical grade (x axis)
and histological grade (y axis) for each organ are represented.
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Supplemental figure 2. Correlation between clinical and histological scores of GVHD in semi-
allogeneic BMT. Histopathological scores of GVHD were assessed by a pathologist in a blinded
fashion in skin, liver, lung, small intestine and colon of transplanted animals. Clinical grade (x axis)
and histological grade (y axis) for each organ are represented.
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Supplemental figure 3. Correlation between clinical and histological scores of GVHD in minor Ag
disparity BMT. Histopathological scores of GVHD were assessed by a pathologist in a blinded fashion
in skin, liver, lung, small intestine and colon of transplanted animals. Clinical grade (x axis) and
histological grade (y axis) for each organ are represented.
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Second article

« Control of GVHD by regulatory T cells depends on TNF produced by T cells
and TNFR2 expressed by regulatory T cells »

Article publié dans le volume 128, numéro 12 de Blood daté du 22 septembre 2016

Les Treg sont capables de controler la GVHa en supprimant les réponses T
alloréactives. En revanche, les potentiels effets des LT du donneur sur les Treg ne
sont pas connus. Il a été suggéré dans un modéle de diabéte auto-immun que les
Teff pouvaient paradoxalement stimuler via la production de TNFa la prolifération et
les capacités suppressives des Treg, formant ainsi une boucle de rétrocontréle
négatif. Nous avons testé cette hypothése dans le contexte particulier de réaction

allogénique systémique qu’est la GVHa.

Pour cela, nous avons utilisé 3 méthodes distinctes de blocage de l'interaction entre
le TNFa et son récepteur de type 2 (TNFR2) exprimé préférentiellement par les Treg,
a savoir 'administration de Treg n’exprimant pas TNFR2, le traitement des souris
receveuses par un mAb bloquant anti-TNFR2 ou I'injection de Tconv ne produisant
pas de TNFa. Dans les 3 modeéles, nous avons pu montrer que l'effet protecteur des
Treg était aboli en cas de perte du signal TNF, notamment celui fourni par les LT du
donneur. Ce phénoméne a été observé quel que soit le type de Treg étudié (Treg
polyclonaux endogénes du donneur, Treg thérapeutiques spécifiques d’un seul

antigéne exogéne ou spécifiques d’antigénes du receveur).

Les résultats de notre étude indiquent que I'axe TNFa/TNFR2 régule in vivo la
fonction des Treg dans le contexte de la GVHa. Le ciblage de TNFR2 pourrait donc

étre un moyen efficace de moduler 'effet de ces Treg aprés allogreffe de CSH, soit
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pour les stimuler grace a l'utilisation d’'un agoniste, et ainsi prévenir ou traiter la GVH,
soit au contraire pour les inhiber dans le but d’augmenter la réponse allogénique,

dans le cas des rechutes post-allogreffe notamment.

Enfin, nos résultats améliorent également notre compréhension des mécanismes
complexes régulant la fonction des Treg et ouvrent la voie a la modulation de I'effet
de ces cellules régulatrices dans d’autres contextes, tels l'auto-immunité ou la

cancérologie.
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Regular Article

TRANSPLANTATION

Control of GVHD by regulatory T cells depends on TNF produced by
T cells and TNFR2 expressed by regulatory T cells

Mathieu Leclerc,?* Sina Naserian,"?* Caroline Pilon,' Allan Thiolat,'? Gaélle H. Martin,"? Charlotte Pouchy,*
Claude Dominique,® Yazid Belkacemi,"® Frédéric Charlotte,® Sébastien Maury,"'” Benoit L. Salomon,* and
José L. Cohen'®

"Université Paris-Est, Unité mixte de recherche S955, Université Paris Est Créteil, Créteil, France; INSERM, U955, Equipe 21, Créteil, France; *Assistance
Publique Hépitaux de Paris (APHP), Hopital H. Mondor—A. Chenevier, Centre d'Investigation Clinique Biothérapie, Créteil, France; *Sorbonne Universités,
UPMC Université Paris 06, INSERM, Centre Nationale de la Recherche Scientifique, Centre d'Immunologie et des Maladies Infectieuses (CIMI-Paris),
Paris, France; *APHP, Hopital H. Mondor—A. Chenevier, Service d'oncologie-radiothérapie, Créteil, France; SAPHP, Hépital Pitié-Salpétriere, Service
d'anatomo-pathologie, Paris, France; and APHP, Hépital H. Mondor-A. Chenevier, Service d'hématologie clinique, Créteil, France

Therapeutic CD4*Foxp3* natural regulatory T cells (Tregs) can control experimental
graft-versus-host disease (GVHD) after allogeneic hematopoietic stem cell transplanta-
* Invivo Treg effect depends on | tion (allo-HCT) by suppressing conventional T cells (Tconvs). Treg-based therapies are
TNFa produoed by T cells. currently tested in clinical trials with promising preliminary results in allo-HCT. Here, we
« TNF/TNFR2 interaction hypothesized that as Tregs are capable of modulating Tconv response, it is likely that the
represents a novel immune inflammatory environment and particularly donor T cells are also capable of influencing
checkpoint therapy to Treg function. Indeed, previous findings in autoimmune diabetes revealed a feedback
. mechanism that renders Tconvs able to stimulate Tregs by a mechanism that was par-

modulate alloreactivity after ¥ A ; ;
_HCT tially dependent on tumor necrosis factor (TNF). We tested this phenomenon during
allo-HCT. alloimmune response in our previously described model of GVHD protection using
antigen specific Tregs. Using different experimental approaches, we observed that control of GVHD by Tregs was fully abolished by
blocking TNF receptor type 2 (TNFR2) or by using TNF-deficient donor T cells or TNFR2-deficient Tregs. Thus, our results show that
Tconvs exert a powerful modulatory activity on therapeutic Tregs and clearly demonstrate that the sole defect of TNF production by
donor T cells was sufficient to completely abolish the Treg suppressive effect in GVHD. Importantly, our findings expand the
understanding of one of the central components of Treg action, the inflammatory context, and support that targeting TNF/TNFR2
interaction represents an opportunity to efficiently modulate alloreactivity in allo-HCT to either exacerbate it for a powerful

antileukemic effect or reduce it to control GVHD. (Blood. 2016;128(12):1651-1659)

Introduction

Acute graft-versus-host disease (GVHD) is one of the major causes of

morbidity and mortality following allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HCT). In murine models, cell therapy using CD4 "
CD25"#"Foxp3 ™ regulatory T cells (Tregs) was shown to efficiently
prevent GVHD'™ without hampering immune reconstitution® or the
graft-versus-leukemia (GVL) effect. > The efficacy and reproducibility
of this therapy in preclinical models over the past 15 years by different
groups in different mouse models using murine or human polyclonal
or antigen-specific Treg cells led to the development of clinical trials
with promising preliminary results.”” The mechanisms enabling this
action rely on the ability of Tregs to directly act on conventional T cells
(Tconvs).**'” Here, we hypothesize that as Tregs are capable of
modulating Tconv response. likewise Tconvs also modulate Treg
action, resulting in an effective feedback mechanism.

Tumor necrosis factor (TNF) constitutes a likely candidate for
mediating the effect of Tconvs on Tregs for several reasons: (1) This
cytokine is abundantly produced during the cytokine storm following

allo-HCT."" (2) In the setting of autoimmunity, TNF was previously
shown to boost proliferation and suppressive activity of Tregs by
signaling through its type 2 receptor (TNFR2).'*"'® This was observed
in mice and humans, both in healthy individuals and type 1 diabetes
patients.'®"™ (3) Tregs express higher levels of TNFR2 compared with
Teonvs, and Tregs expressing the highest level of TNFR2 are most
suppressive in mice and humans,'>'*13

The role of TNF/TNFR2 interaction in the control of GVHD
by Tregs has not been studied. Addressing this question may help
us to better understand the physiopathology of the disease. It is
also relevant in regard to anti-TNF treatment that is sometimes
administered to patients with severe GVHD. The activation of
TNF receptor type 1 (TNFR1) could be associated with increased
inflammation and tissue damage in allo-HCT'” and blocking this
pathway could ameliorate GVHD by reducing cell death of gastro-
intestinal cells. Thus. one may hypothesize that anti-TNF treatment
would have a beneficial effect by blocking TNFR1 triggering but a

Submitted February 18, 2016; accepted July 27, 2016. Prepublished online as
Blood First Edition paper, August 9, 2016; DOl 10.1182/blood-2016-02-
700849.
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Figure 1. TNFo/TNFR2 disruption using anti-TNFR2 blocking mAb p ive effect of Treg after allo-HCT. (A-B) [B6 x C3H]F1 female mice underwent total

body irradiation (TBI) followed by transplantation with B6 BM cells plus T cells or with B6 BM cells plus T cells supplemented with HY-Tregs. HY peptide was administered at
day 0, 1, 3, and 6, and mice were treated or not with anti-TNFR2 administered at day 0, 2, and 4. The experiment was performed twice, and the resulting survival (A) and
clinical score (B) data were pooled and compared among the 3 groups of mice. (C-D) Experimental groups were constituted of mice grafted with B6 BM cells plus T cells
treated or not with anti-TNFR2 administered at day 0, 2, and 4. The experiment was performed twice, and the resulting survival (C) and clinical score (D) data were pooled.
Mice were euthanized in case of weight loss >30% of initial weight or maximal clinical grade (ie, 5/5). Kaplan-Meier survival curves were compared using log-rank test. For
analysis of GVHD clinical grading curves, AUC was calculated for each mouse, and then Student ¢ test or 1-way ANOVA with post hoc analysis was performed depending on
number of comparatives. ns, nonsignificant. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

detrimental effect by blocking TNFR2 triggering on Tregs, the latter ~ Laboratories (Saint-Germain-Nuelles. France). TNF '~ and TNFRs1b

phenomenon being assessed in this work. Here, we explored the (TNFR2 ') mice were purchased from the Jackson Laboratory (Bar Harbor,

hypothesis that in the context of Treg-based therapy of GVHD, ME). All mice were on a C57BL/6 background. Mice were housed under

Tconvs regulate Tregs via TNFR2 signaling. Using 3 different specific pathogen-free conditions. All experimental protocols were approved
: ) " ; by the local ethics committee (authorization number 11/12/12-5B) and are in

experimental approaches to prevent TNF/TNFR2 interaction, we B Y N ——

showed that the suppression of GVHD obtained by transfer of Tregs P pe # >

strongly depended on TNFR2 expressed by Tregs and TNF produced Treg preparation

by Tconvs.
Tregs were prepared as previously described.”” Briefly. spleens and lymph nodes
from C57BL/6 female mice were collected and mechanically dilacerated. Cell
suspension was stained with biotin-coupled anti-CD25 monoclonal
antibody (mAb) (7D4: BD Biosciences, San Diego, CA), followed by
Methods anti-biotin microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France), and CD25" cells
Mice were positively selected through magnetic large selection column (Miltenyi

Biotec). Selected cells were stained with the following mAb’s: CD4—fluorescein
Wild-type (WT) C57BL/6 (B6 H-2") and B6C3HF1 (H-2"*") mice were isothiocyanate (FITC; eBioscience, San Diego, CA), CD62L~phycoerythrin
purchased from Harlan Laboratories (Gannat, France) and Charles River  (PE: eBioscience), CD25-biotin (BD Biosciences), and streptavidin-PE-Cy5
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Figure 2. TNFo/TNFR2 disruption using TNFR2-KO Tregs abolishes the protective effect of Treg after allo-HCT. [B6 x C3H]F1 female mice underwent TBI followed by
transplantation with B6 BM cells plus T cells or with B6 BM cells plus T cells supplemented with HY-Tregs produced from WT B6 or from TNFR2-deficient mice in order to
prevent GVHD. HY peptide was administered at day 0, 1, 3, and 6. The experiment was performed twice, and the resulting survival and clinical score data were pooled.
Kaplan-Meier survival curves (A) and curves of evolution of GVHD clinical score (B) over time were compared between the 3 groups of mice. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

(eBioscience). CD4 " CD25"" CD62L"E" cells were then sorted using a MoFlo
Legacy (Beckman Coulter, Villepinte, France), with a purity of 99%. For
HY -Treg preparation, cells were cultured for 3 to 4 weeks in the presence
of recombinant murine interleukin-2 (IL-2) (10 ng/mL: PeproTech,
Neuilly-sur-Seine. France) and weekly stimulated with CD8" dendritic
cells previously loaded with the HY peptide (10 pg/mL, N-15-S, NY;
PolyPeptide. Strasbourg, France) in the presence of granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (20 ng/mL: PeproTech). CD8" dendritic cells
were isolated from splenocytes of C57BL/6 mice, as previously de-
seribed.”” For recipient-specific (rs)-Treg preparation, cells were cultured
for 3 to 4 weeks in the presence of recombinant murine IL-2 and weekly
stimulated with irradiated total splenocytes from C3H female mice, as
previously described.®'"

GVHD and transplantation models

Eight- to 12-week-old recipient B6C3HF1 female mice received a 10 Gy
irradiation followed by retro-orbital infusion of 10 X 106 bone marrow
(BM)cells +2 X 106 CD3" T cells, with or without HY-Treg cellsina 1:1 ratio
(ie, 2 X 106 HY-Treg cells). BM and T-cell suspensions were prepared using leg
bones and splenocytes, respectively, as previously described. All infused cells
were isolated from female C57BL/6 mice (semi-allogeneic model). As recipient
and donor mice were females, HY-Treg cells were activated in vivo by repeated
retro-orbital infusions of 100 pg of the HY peptide (at DO. D1, D3, and D6). as
previously described.*” For rs-Treg experiments, mice were transferred with
rs-Treg cells in a 1:1 ratio.

Antibody treatment

Anti-TNFR2 (TR75-54.7) mAb was purchased from Bio X Cell (West Lebanon,
NH). Recipient mice were treated with 3 intraperitoneal injections of 500 g of
the antibody on days 0, 2, and 4.

GVHD clinical grading

GVHD clinical score was calculated 2 to 3 times per week. Each of the 5
following parameters was scored () (if absent) or 1 (if present): weight loss > 10%
of initial weight, hunching posture, skin lesions, dull fur, and diarrhea. Dead mice
received a global score of 5. Mice were euthanized in case of weight loss >30%
of initial weight or maximal clinical grade (ie, 5/5).

Histopathological examination

Livers, lungs, skin, and small and large bowel samples were preserved in Bouin’s
fixative and embedded in paraffin. For these organs, 5-pm-thick sections were
stained with hematoxylin and eosin for histological examination as previously
described.*"" Briefly, 1 pathologist analyzed slides in a blinded fashion to assess
the intensity of GVHD. GVHD lesions in each sample were scored according to a
semiquantitative scoring system described by Hill et al with minor modifications.”!

Flow cytometry

Two weeks after transplantation (ie, at D13, DO being the date of transplantation
and Treg cell injection), recipient mice were euthanized and their spleens
collected. Because of the low proportion of Treg cells among splenocytes and the
low overall spleen cellularity at D13, cell suspensions obtained for each spleen
were enriched in CD4" and CD8" cells after labeling with anti-CD4 and
anti-CD8 microbeads (Miltenyi Biotec) and positive magnetic selection
through large selection columns (Miltenyi Biotec). Selected cells were
then stained with the following mAb’s: CD4-FITC. CD4-allophycocyanin and
CD4-Vioblue (Miltenyi Biotec), Foxp3-PE-Cy5 and Foxp3-V450 (eBioscience),
CD25-PE-Cy7 (eBioscience), CD62L-PE (eBioscience), inducible T-cell
costimulator (ICOS)-PE (eBioscience), cytotoxic T lymphocyte associated protein
4 (CTLA4)-biotin (followed by streptavidin-PE-Cy7: eBioscience), interferon +y
(IFNv)-PE (Miltenyi Biotec), TNFa-FITC (Miltenyi Biotec), and CD8«-FITC
(eBioscience). Intracellular Foxp3 staining was performed according to the
manufacturer’s instructions, using the Foxp3 staining buffer set from eBioscience.
For intracellular cytokine staining, cells were restimulated with 1 pg/mL PMA
(Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) and 0.5 pg/mL lIonomicyn
(Sigma Aldrich) for 5 h, in the presence of GolgiPlug (1 pL/mL: BD Biosciences).
Events were acquired on a FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences) and
analyzed using FlowJo software vX.0.7 (FlowJo LLC, Ashland, OR).

Statistical analysis

Prism (GraphPad Software) was used for statistical analysis. Kaplan-Meier
survival curves were compared using log-rank test. For analysis of GVHD
clinical grading curves, area under curve (AUC) was calculated for each
mouse, and then Student 7 test or 1-way analysis of variance (ANOVA) with
post hoc analysis was performed depending on the number of comparatives. For
cytometry analysis, we have normalized the mean fluorescence intensity (MFI)
values with T-cell + Treg-cell control group. Then we used unpaired. 2-tailed
Student 1 tests for generation of P values.
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Figure 3. TNFo/TNFR2 disruption using anti-TNFR2 blocking mAb i ki duction by donor CD4 and CD8 T cells. [B6 x C3H]F1

female mice underwent TBI followed by transplantation with B6 BM cells plus T cells treated or nol wnh anu-TNFRZ administered at day 0, 2, and 4. Mice were euthanized,
and donor CD4" and CD8" T cells were analyzed at day 14 posttransplantation in the spleen of grafted animals. Mean absolute numbers of splenocytes and percentage of
CD4" and CD8" donor T cells are determined as well as intracellular IFNy and TNF« production. Each plot represents a mouse; Student t test analysis was performed to
compare the anti-TNFR2 mAb effect on T cells. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

Results

TNFR2 plays a pivotal role in Treg-mediated prevention

of GVHD

prevented by transfer in female recipients of donor Tregs specific for the
exogenous (ie. nondonor, nonrecipient) HY antigen at time of HCT,
followed by their in vivo reactivation by HY peptide immunization.™”
In a semi-allogeneic condition C57BL/6 — [B6xC3H|F1 of BM trans-
plantation, GVHD protection at 1:1 Treg/Tconv ratio strictly depends

To assess the role of TNF on GVHD protection by Treg administration, ~ on HY immunization. We evaluated the role of TNFR2 in Treg-
we first used our recently described model in which the disease was  mediated GVHD protection using a blocking anti-TNFR2 mAb
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Figure 4. TNFa/TNFR2 disruption and its effect on GVHD do not depend on the antigen specificity of therapeutic Tregs. (A-B) [B6 x C3H]F1 female mice underwent
T8I followed by transplantation with (1) B6 BM cells plus 2 x 10° T cells or (2) B6 BM cells plus 2 x 10° T cells supplemented with 2 x 10° rs-Tregs or (3) BM cells plus
2 x 10° T cells collected from TNFu-deficient mice supplemented with 2 < 10° rs-Tregs. HY peptide was administered at day 0, 1, 3, and 6, and mice were treated or not with
anti-TNFR2 administered at day 0, 2, and 4. The resulting survival (A) and clinical score (B) data were compared among the 3 groups of mice. Mice were euthanized in case of
weight loss >30% of initial weight or maximal clinical grade (ie, 5/5). Kaplan-Meier survival curves were compared using log-rank test. For analysis of GVHD clinical grading
curves, AUC was calculated for each mouse, and then 1-way ANOVA with post hoc analysis was performed. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.



BLOOD, 22 SEPTEMBER 2016 - VOLUME 128, NUMBER 12

RESULTATS - SECOND ARTICLE

Treg FUNCTION DEPENDS ON TNF TO CONTROL GVHD 1655

A + & BM + Teells (WT) n=18
« o BM + Tcells (WT) + Tregs n=13
* L.m BM+ Teells (TNFa-KO) + Tregs  n=15
100 4
. &
§ 60
s
=
S 40
w
©
20 4
0 T T T
0 20 40 60
Days after transplantation
C s [© BM + Toslls (W) weh
8 BM + Teells (TNFu-KO) n=17
100 4
80 -
£ 604
=
-
=
S 40
w
20 4
0 + - T
0 20 40 60
Days after transplantation

B o - BM +Tcells (WT)
: -+ BM + Tcells (WT) + Tregs
* L BM + Teells (TNFu-KO) + Tregs

GVHD clinical grade

Days after transplantation

D - [-6- BM + Teells (WT)
8 BM + Teells (TNFu-KO)

GVHD clinical grade

T

0 20 40 60
Days after transplantation

Figure 5. TNFo/TNFR2 disruption using TNF«-KO donor T cells abolishes protective effect of Treg after allo-HCT. (A-B) [B6 x C3H]F1 female mice underwent TBI
followed by transplantation with B6 BM cells plus T cells or with B6 BM cells plus T cells supplemented with HY-Tregs or B6 BM cells plus T cells collected from TNFa-deficient
mice instead of WT B8 mice and supplemented with HY-Tregs. HY peplide was administered at day 0, 1, 3, and 6. The experiment was performed 4 times, and the resulting
survival (A) and clinical score (B) data were pooled and compared among the 3 groups of mice. (C-D) Experimental groups were constituted of mice grafted with B6 BM cells
plus T cells or T cells collected from TNFa-deficient mice instead of WT B6 mice. The experiment was performed twice, and the resulting survival (C) and clinical score (D)
data were pooled. Mice were euthanized in case of weight loss >30% of initial weight or maximal clinical grade (ie, 5/5). Kaplan-Meier survival curves were compared using
log-rank test. For analysis of GVHD clinical grading curves, AUC was calculated for each mouse, and then Student f test or 1-way ANOVA with post hoc analysis was

performed depending on number of comparatives. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

(Figure 1A-B). Mice transferred with Tconvs developed severe
GVHD that was prevented by the cotransfer of HY-Tregs. The
beneficial effect of Treg administration was fully abolished in mice that
were treated with the blocking anti-TNFR2 mAb. These latter mice
displayed high clinical GVHD scores and decreased survival, as
compared with HY-Treg-treated control mice. In order to assess
whether a higher Treg/Tconv ratio could overcome the disadvantage
because of TNFR2 blockade, we reproduced the same experiment
doubling the number of HY-Treg infused in recipient mice (2:1 Treg/
Tconv ratio). Even with this increased number of therapeutic Tregs,
blocking TNFR2 fully abolished the Treg-dependent GVHD protection
(supplemental Figure 1, available on the Blood Web site).

We then used TNFR2-deficient HY -specific Tregs, obtained from
TNFR2-knockout (KO) mice, to confirm that the Treg control of
GVHD by TNFR2 was mediated by TNFR2 expression by Tregs.
Whereas TNFR2-sufficient control Tregs fully protected from GVHD,
TNFR2-deficient Tregs completely failed to prevent the disease

(Figure 2). Survival of the mice and clinical scores of GHVD were
identical in mice receiving donor Tconvs alone and mice receiving
donor Teonvs and TNFR2-deficient Tregs.

We then assess the role of TNFR2 in Treg-mediated protection in
another transplant setting. Tregs naturally present in the donor T-cell
inoculum were present in sufficient number to attenuate GVHD
because their depletion accelerated the disease.'* Here, we observed
that blocking TNFR2 led to a similar GVHD aggravation. Indeed. in
mice grafted with BM cells and whole T cells containing Tregs at
physiological level, administration of the blocking anti-TNFR2 mAb
induced an accelerated GVHD (Figure 1C-D). Histological analyses
performed at day 14 confirmed the exacerbated GVHD in the liver
(P < .001) and a trend to an increase of GVHD for the small intestine
and the colon of anti-TNFR2-treated mice (supplemental Figure 2).
Surprisingly, we observed a reduced GVHD in the skin of grafted
animals after anti-TNFR2 mAb treatment. This could be explained
by the distinct biological feature of cutaneous Tregs vs Tregs of
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Figure 6. TNF&/TNFR2 disruption using TNF«-KO donor T cells

by donor CD4 and CD8 T cells. [B6 x C3H]F1 female

P
mice underwent TBI followed by transplantation with B6 BM cells plus T cells or T cells collecled 'rom TNFa-deficient mice instead of WT B6 mice. Mice were euthanized, and
donor CD4" and CD8" T cells were analyzed at day 14 posttransplantation in the spleen of grafted animals. Mean absolute numbers of splenocytes and percentage of CD4*

and CD8" donor T cells are ined as well as ir

IFNy and TNF« production. Each plot represents a mouse; Student t test analysis was performed to compare

mice transferred with WT or TNFa-deficient donor T cells. *P < .05; **P < .01; ***P < .001.

other tissues, including a specific pattern of homing receptors as re-
cently reviewed,”” which may modify their sensitivity to TNF/TNFR2
signaling.

The number of splenocytes collected at day 14 importantly varied
between the 2 groups of mice. Whereas spleens of mice grafted with
T cells contain 65.4 X 10° = 2.2 cells, this number fell sharply to
123 X 10° = 9.6 in mice treated with anti-TNFR2 mAb, probably
reflecting an accelerated GVHD. We next evaluated the effect of
blocking TNFR2 on cytokine production in the spleen of mice
developing GVHD after transfer of WT donor T cells. Mice treated with
the anti-TNFR2 mAb had an increase in IFNvy and TNFa production
in both CD4 and CDS8 donor T cells (Figure 3).

In order to reinforce the robustness of our observations, we used a
third transplant setting consisting of infusing Tregs that were rendered
specific for recipient-type alloantigen (namely, rs-Treg) instead of
HY-Treg to prevent GVHD. Whereas GVHD was prevented by
rs-Treg administration, this protective effect was fully abolished
when using anti-TNFR2 mAb (Figure 4).

Thus, using 2 different approaches (anti-TNFR2 mAb and TNFR2-
deficient Tregs) and different types of Tregs (Tregs of the T-cell
inoculum, therapeutic HY-Tregs, or rs-Tregs), we demonstrate that the
control of GVHD by Tregs is TNFR2 dependent.

TNF produced by Tconvs is critical for the control of GVHD
by Tregs

TNF can be produced by multiple cell types after allo-HCT. Because
donor T cells are key actors of GVHD and one of the major TNF
producers,'' we evaluated whether GVHD prevention by Tregs would
be maintained when using TNFa-deficient donor T cells collected from
TNFa-deficient mice. We first compared GVHD in mice transferred
with TNFa-deficient and TNF-sufficient whole donor T cells in the
absence of additional therapeutic Tregs. Both groups developed a
similar clinical GVHD (Figure 5C-D). However, histological and
biological analyses performed at day 14 showed that mice receiving
TNFa-deficient T cells developed a more severe GVHD compared

with mice transferred with TNF-sufficient T cells. Histological scores
in the liver and small intestine were higher in the former mice com-
pared with the latter mice (supplemental Figure 3). Also, numbers of
splenocytes were reduced in mice transferred with TNFa-deficient
T cells compared with TNFa-sufficient T cells. This was associated
with an increase in IFN+y production in both CD4 and CD8 donor
T cells in mice receiving TNFa-deficient T cells (Figure 6).

We then assessed whether GVHD protection by therapeutic HY-
specific Tregs was maintained when donor T cells were TNF deficient.
Although the cotransfer of HY-specific Tregs protected from GVHD in
mice receiving TNF-sufficient T cells, this beneficial Treg effect
was entirely lost with TNFa-deficient donor T cells (Figure 5A-B).
Actually, we even observed that mice grafted with TNFa-deficient
donor T cells supplemented with Tregs experienced an even greater
degree of GVHD (trends in an accelerated mortality) compared
with mice receiving only TNFa-deficient donor T cells. The loss
of GVHD protection by Tregs when TNF-deficient T cells were
transferred was confirmed when therapeutic rs-Tregs were injected
in place of HY-Tregs (Figure 4). Thus, TNFa produced specifically by
donor T cells is required for the Treg suppressive effect in GVHD.

After allo-HCT, TNF/TNFR2 blockade reduces Foxp3 and
activation marker expression on Tregs

To analyze by what mechanism the control of GVHD by Tregs
depends on TNF/TNFR2 interaction, we measured the proportion and
activation markers of Tregs in the spleen collected at day 13 in mice
grafted with HY-Tregs and either WT T cells treated with anti-TNFR2
mAb or TNF-deficient T cells. First, the expression level of Foxp3
was significantly reduced when TNF/TNFR2 interaction was inhibited
in both settings, whereas Treg proportions remained unchanged
(Figure 7A-B). This lower Foxp3 expression among whole Tregs
was characterized by a reduced proportion of Foxp3"#"-expressing
cells and an increased proportion of Foxp3™-expressing cells
in both experimental models (supplemental Figure 4). A likely
explanation would be that, in the absence of TNFR2 signaling in Tregs,
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Figure 7. Blockade of the TNFo/TNFR2 interaction reduces Foxp3 and activation markers expressions in Tregs used to prevent GVHD. GVHD experiments were
reproduced using “anti-TNFR2" mAb treatment (A) or T cells collected from TNFa-deficient mice (B). Splenocytes from grafted animals were harvested at day 13
posttransplantation and enriched in CD4" and CD8" T cells through positive magnet lection using large ion columns (Miltenyi Biotec). Depending on the marker
evaluated, Tregs were stained with CD4-FITC, CD4-allophycocyanin or CD4-Vicblue, Foxp3-PE-Cy5 or Foxp3-V450, and CD25-PE-Cy7, ICOS-PE, CTLA4-biotin.
Intracellular Foxp3 staining was performed using the Foxp3 staining buffer set from eBioscience. Cells were gated on CD4" Foxp3™ T cells except for the percentage of
Foxp3 (up), which is gated on CD4" T cells. For each marker, the strategy of gating is indicated on the left of the figure. Each dot represents a single mouse. For each group of
mice, horizontal lines represent mean value and standard error of the mean. MF| values are represented as ratio of the measured value for each sample to the mean value
of the control group (ie, the group of mice receiving BM cells plus T cells and Treg cells). We have normalized the MFI values with T-cell + Treg control group. Then we used
unpaired, 2-tailed Student ¢ tests for generation of P values. *P < .05; **P < .01; ***P < .001; ****P < .0001.

Foxp3 would be downmodulated, suggesting that TNF stabilized Foxp3 ~ Tregs in this context. Finally, we evaluated the expression of ICOS

expression in Tregs. We further analyzed the expression of CD25, the «
chain of the IL-2 receptor constitutively expressed at the Treg cell
surface membrane, We observed a dramatic decrease of the percentage
of CD25" cells and CD25 expression level among Tregs when
anti-TNFR2 mAb was administered to grafted mice. Because in
experimental allo-HCT CD25 expression is upregulated by IL-22
these results suggest that TNFa increased IL-2 responsiveness of

and CTLA4, which are important molecules in Treg biology. In
both models of inhibition of TNF/TNFR2 interaction, ICOS and
CTLA-4 expressions were reduced compared with controls, with a
more pronounced effect in mice treated with the anti-TNFR2 mAb
than mice grafted with TNFa-deficient T cells (Figure 7), probably
reflecting the more complete abrogation of TNF signaling in the
presence of the mAb.
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Discussion

Here. we describe in the context of alloreactive immune responses a
novel feedback mechanism by which Tconvs boost Treg activation.
Indeed, we clearly demonstrate that the protection of GVHD by
Tregs in allo-HCT strictly depends on TNF produced by effector
T cells and TNFR2 expressed by Tregs. We believe our findings
are solid because they rely on 3 different experimental approaches
(blocking TNFR2 mAb, TNFR2-deficient Tregs, and TNFa-
deficient Teonvs) and using 3 types ol protective Tregs (polyclonal
Tregs present at physiological level in the T-cell inoculum, therapeutic
HY-Tregs, and therapeutic rs-Tregs). If a similar phenomenon exists in
human, TNF-TNFR2 interaction would be critical in the control of
GVHD by Tregs in allo-HCT performed either in routine or in ¢linical
trials when therapeutic Tregs are injected.

These findings are in accordance with recent reports showing that, in
the context of autoimmune diabetes, effector T-cell activation was able
1o boost Treg cell expansion, favoring disease control, a phenomenon
partly dependent on TNE."*'%2* Our results extend, in an allo-HCT
setting, the observation that Tconvs exert a powerful boost of Treg
activity. We also demonstrate for the first time that the sole defect of
TNF production by donor T cells was sufficient to completely abolish
the Treg suppressive effect in GVHD. Our findings expand our un-
derstanding of the diverse and complex effects of inflammation on
Treg biology. Indeed, it was shown that some inflammatory factors,
such as IL-6 or IL-4, promoted Foxp3 downmodulation and Treg
instabi]ity.lﬁ‘z(’ To the contrary, our study suggests that another in-
flammatory factor, TNF, maintained a high level of Foxp3 in Tregs in
an inflamed environment. This is consistent with previous data in the
context of autoimmune diseases in mice'® and with our recent findings
that TNF increased Foxp3 expression in human Tregs in vitro.”’

These results shed light on the conflicting data regarding the effect
of anti-TNF drugs. These agents are widely used in the treatment of
various autoimmune diseases. However, they are not efficient in all
patients, and there are numerous reports describing paradoxical
exacerbation of the initial disease or the occurrence of new autoim-
mune syndromes.”™*" Similarly, a number of clinical studies failed to
demonstrated efficacy for anti-TNF treatment in preventing or treating
GVHD.™* Qur results support that the potential benefit of anti-TNF
drugs in GVHD patients may also be counteracted by the inhibition of
Treg function, thus promoting a vigorous alloreactive T-cell response.

Finally, we believe that our results pave the way for a novel immune
checkpoint therapy to modulate alloreactivity after allo-HCT. Indeed,
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the TNF/TNFR2 signaling pathway represents a potential target for
modulating alloreactivity. We previously observed that ex vivo Treg
depletion from donor lymphocyte infusions could improve the GVL
effect. ™ TNF inhibition could also potentiate the GVL effect of
donor lymphocyte infusions by blocking Treg effect with a much
more simple and direct procedure. On the other hand, the alloreactivity
could be strongly reduced to control GVHD by using TNFR2 agonist
molecules in order to expand Tregs ex vivo.'” Indeed. it was recently
observed that serum of recipient animals during acute GVHD induced
Treg activation and enhanced their suppressive function through a
TNE-dependent mechanism without inhibiting the GVL effect.* These
2 aspects remain to be confirmed both in experimental GVHD and
in xeno-GVHD induced by human cells. This represents a potential
therapeutic strategy to tailor the intensity of the alloreactive response o
the particular need over the course of the patient disease.
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Supplemental figure 2. Effect of TNFa/TNFR2 disruption using anti-TNFR2 blocking mAb on
histo-pathological signs of GVHD. [B6 x C3H]F1 female mice underwent TBI followed by
transplantation with B6 BM cells plus T cells treated or not anti-TNFR2 administered at day, 0, 2
and 4. Mice were sacrificed and target organs of GVHD were analyzed at day 14 post-
transplantation. T-test analysis was performed to compare anti-TNFR2 mAb treated mice to GVHD
control mice. ns: non significant; *: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001.
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Supplemental figure 3. Effect of TNFa/TNFR2 disruption using TNFa KO donor T cells on histo-
pathological signs of GVHD. [B6 x C3H]F1 female mice underwent TBI followed by transplantation
with B6 BM cells plus T cells treated or not anti-TNFR2 administered at day, 0, 2 and 4. Mice were
sacrificed and target organs of GVHD were analyzed at day 14 post-transplantation. T-test
analysis was performed to compare mice grafted with TNF KO donor T cells to GVHD control
mice. ns: non significant; *: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001.
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Supplemental figure 4: Blockade of the TNFa/TNFR2 interaction reduces Foxp3
expression in Tregs used to prevent GVHD. GVHD experiments were reproduced using
(up) anti-TNF mAb treatment or (down) T cells collected from TNFa-deficient mice.
Splenocytes from grafted animals were harvested at day 13 post-transplantation and
enriched in CD4* and CD8"* cells through positive magnetic selection using large selection
columns (Miltenyi Biotec). Cells were then gated on CD4* cells. MFI values are represented
as ratio of the measured value for each sample to the mean value of the control group (i.e.
the group of mice receiving BM cells plus T cells and T reg cells). We have normalized the
Mean Fluorescence Intensity (MFI) values with T cell + Treg control group. Then, we
compared Foxp3hieh, Foxp3™ and Foxp3'** expression on CD4+ cells. We used unpaired,
two-tailed Student’s t tests for generation of p-values. ns: non significant; *: P < 0.05; **: P <
0.01; ***: P < 0.001; ****: P < 0.0001.
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Un nouveau standard pour la gradation de la GVHa chez la souris ?

Au cours de ce travail de thése, nous avons donc développé un nouveau systéme de
gradation cliniqgue de la GVHa murine (tableau 4). Conformément aux objectifs que
nous nous étions fixés, nous avons pu démontrer pour la premiére fois qu'un tel

systéme d’évaluation était :

» Fortement corrélé aux lésions histologiques de cette maladie au niveau
de divers organes cibles, y compris, dans le cas du poumon, en ce qui
concerne un organe dont l'atteinte n'est pas directement évaluée

cliniguement

» Un puissant outil de prédiction de la survie des souris greffées, puisque
son utilisation a J20 post-greffe dans un modéle semi-allogénique
(parent dans F1) permet de séparer les souris en 2 groupes, I'un avec
une survie de 90% a 2 mois de la greffe et 'autre avec une survie

inférieure a 20% a J60

» Reproductible puisque les scores calculés en aveugle et de fagon
indépendante par différents observateurs montrent un haut niveau de

concordance

Les perspectives ouvertes par un tel outil sont nombreuses. D’une part, la forte
corrélation aux Iésions histologiques de la GVHa, et ce quel que soit le degré de
compatibilité ou le fond génétique des souris donneuses et receveuses, permet une

évaluation complete et fiable des lésions de GVHa de fagon simple, car purement
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visuelle, et sans avoir besoin de sacrifier les souris receveuses. Ce score clinique
pourrait donc permettre a I'avenir de réduire le recours a I'anatomopathologie et donc
le sacrifice précoce de souris en cours d’expérimentation pour évaluer de fagon
fiable la GVHa.

Critére Absent Présent
Perte de poids > 10% 0 point 1 point
Posture recroquevillée 0 point 1 point
Lésions cutanées 0 point 1 point
Diarrhée 0 point 1 point
Pelage ébouriffé 0 point 1 point

Tableau 4 : Nouveau score clinique d’évaluation de la GVHa chez la souris, développé au cours
de ce travail de thése.

Le score global sur 5 points est obtenu en additionnant les scores déterminés pour chaque critere.
Les souris obtenant un score de 5 ou ayant perdu au moins 30% de leur poids initial sont sacrifiées.
Les souris décédées (« naturellement » ou par sacrifice) sont scorées 5 jusqu’a la fin de 'expérience.

Par ailleurs, si I'atteinte préférentielle de certains organes cibles de la GVHa semble
étre influencée par la combinaison génétique utilisée, ce n’'est pas le cas de notre
systéme de gradation clinique, qui évalue la GVH de fagon globale. Ce systéme
apporte également une plus-value par rapport a I'évaluation plus simple, mais
classiqguement utilisée, de la GVHa par les seules courbes d’évolution pondérale et
de survie. En effet, la GVHa moins létale et moins sévére généralement observée
dans certaines combinaisons génétiques avec mismatch d’antigéne mineur
d’histocompatibilité, ne s’accompagne pas toujours de variations significatives des
courbes d’évolution pondérale et de survie des souris greffées. Or, méme dans ce
contexte, les scores cliniques déterminés avec notre systeme de gradation différent

entre les souris receveuses.

190



DISCUSSION

La capacité de notre score clinique a prédire la survie des souris receveuses montre
surtout sa puissance et sa pertinence, bien que l'intérét de ce pouvoir prédictif en
tant que tel soit moindre dans des modéles expérimentaux qu’en pratique clinique.
Pourtant, le fait d’établir un score définissant différents niveaux de sévérité n'a de
sens et d’intérét que si ces différents stades sont effectivement corrélés au pronostic.
Or, a notre connaissance, cela n’avait jamais été montré avec les scores cliniques
d’évaluation de la GVHa murine développés jusqu’a présent. Dans notre étude,
certaines souris receveuses avaient recu un traitement protecteur de la GVHa par
injection de Treg et la simple ségrégation en fonction du score clinique calculé a J20
a permis de faire apparaitre 86% de ces souris dans le groupe ayant des lésions

minimes ou absentes (score de 0 ou 1).

La notion de reproductibilité de I'évaluation est fondamentale pour tout systéme de
classification ou de gradation. Chez 'homme, le score clinique d’évaluation de la
GVHa présente 'avantage de reposer essentiellement sur des critéres objectifs de
mesure d’'un paramétre clinique ou biologique pour distinguer les différents stades de
sévérité attribuables pour chaque critére : la surface corporelle atteinte, le taux de
bilirubinémie et le volume quotidien des selles émises par le patient, avec pour
chacun de ces items des valeurs seuils définissant les différents stades. Seule
'appréciation de I'état général du patient est plus subjective, bien qu’elle soit aussi
assez simple a déterminer. Chez la souris, a I'inverse, en dehors de la mesure du
poids des receveuses, 'ensemble des critéres utilisés dans les différents scores
cliniques décrits jusqu’a présent reposent sur une appréciation subjective. Il est par
exemple délicat de faire la distinction entre un pelage modérément ou sévérement
ebouriffé et il est aisé de comprendre qu’une telle détermination est sujette a un haut
niveau de variabilité entre différents expérimentateurs. Ainsi, notre besoin d’établir un
nouveau score clinique d’évaluation de la GVHa murine est réellement né des
difficultés rencontrées en utilisant ceux déja existant, notamment en termes de

reproductibilité.

Pour remédier a cela, nous avons donc choisi de simplifier I'évaluation de chaque

parametre du score en déterminant uniquement si chaque critére était présent ou
191



DISCUSSION

non. En plus d’étre moins sujet a variation, le calcul du score est alors beaucoup plus
simple et donc plus rapide a effectuer. Surtout, nous avons pu apporter la preuve de
la reproductibilité de cette méthode en la faisant appliquer par 3 expérimentateurs
différents, dont 2 avaient une expérience limitée voire nulle dans le domaine de
'évaluation de la GVHa murine et intervenaient en aveugle. Il est par ailleurs
intéressant d’observer que, pour chaque expérience, la concordance entre les
évaluations des différents observateurs semble s’accroitre au cours du temps, au fur
et a mesure que les Iésions de GVHa s’installent de fagon plus franche et plus

stable.

Bien évidemment, notre proposition de score reste imparfaite et présente elle aussi
certaines limites. Tout d’abord, comme ceux précédemment publiés, notre score
n’évalue pas directement I'atteinte hépatique de la GVHa, bien qu’il soit corrélé au
degré de sévérité de [latteinte hépatique en histologie, au moins dans une
combinaison totalement allogénique. Chez 'homme, l'atteinte hépatique, pourtant
associée a un certain degré de gravité comme en témoigne l'impact du stade
hépatique sur le grade global de la GVHa (un stade 1 hépatique isolé correspond a
un grade Il global, et un stade 2 isolé correspond a un grade lll), est assez peu
parlante cliniquement, ou en tout cas associée a assez peu de signes cliniques
spécifiques en dehors d’un ictere cutanéo-muqueux surtout marqué dans les stades
avancés. Chez la souris, c’est encore plus compliqué et I'évaluation de la GVHa
hépatique sur des seuls criteres cliniques parait illusoire. Pour les équipes souhaitant
travailler plus spécifiquement dans ce domaine, notre score clinique ne permettra
donc pas d’éviter le recours a I'anatomopathologie ou éventuellement a des analyses

biologiques.

Par ailleurs, si I'on regarde organe par organe et non de fagon globale, la corrélation
entre I'évaluation clinque de la GVHa et les Iésions histologiques est dans certains
cas imparfaite, notamment en ce qui concerne le poumon. Cela dit, concernant ce
dernier, il faut aussi garder en téte qu’il ne s’agit pas, contrairement aux autres
organes analysés en histologie, d’'un site classique d’atteinte clinique de la GVHa. A

l'inverse, d’aprés nos résultats, 'organe ou la corrélation entre les stades clinique et
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histologique semble la plus forte est clairement le colon et le fait d’avoir intégré
I'évaluation de la diarrhée dans notre systéme de gradation n’y est probablement pas

étranger.

Une autre critique qui peut étre faite a notre score clinique est le relatif manque de
spécificité de la plupart des critéres évalués. En effet, en dehors de la peau et de la
diarrhée, pour laquelle contrairement a 'homme il n’y a ici que peu d’autres causes
possibles en dehors de la GVHa, les souris étant élevées dans un environnement
dépourvu d’agents pathogenes spécifiques et ne recevant pas d’autre traitement que
celui testé, les autres parameétres inclus dans notre score (perte de poids, posture
recroquevillée et dans une moindre mesure l'atteinte du pelage) refletent davantage

une altération de I'état général plutét que d’authentiques lésions de GVHa.

Le corollaire de ce constat est qu'un certain nombre d’autres facteurs peuvent
conduire a l'apparition d’'un ou plusieurs de ces signes, au premier rang desquels
lirradiation regue lors du conditionnement a la greffe. En effet, a la dose de 10 Gy,
cette derniére s’accompagne systématiquement d’une perte de poids, généralement
supérieure a 10% mais allant parfois jusqu'a 20% voire plus, avec un nadir
généralement situé aux alentours de J3 puis une phase de récupération aboutissant
a un retour au poids initial entre J5 et J10, mais parfois plus tardivement. Cette perte
de poids s’accompagne volontiers d’'une baisse d’activité avec posture recroquevillée
au repos mais parfois aussi a la marche, et plus rarement d’atteinte des poils voire
de la peau. C’est pour cette raison que nous avons choisi au cours de nos
expériences de ne commencer a grader les souris receveuses qu’'a partir de J10.
Cependant, dans certaines combinaisons génétiques et notamment en cas de
modéle totalement allogénique, les signes de GVHa peuvent apparaitre dés J10 et il
peut donc quand méme y avoir une période de recouvrement entre les effets de
lirradiation et de la GVHa sur ces manifestations cliniques, rendant délicate

I'évaluation de la GVHa durant cette période.

Enfin, il peut également étre reproché a ce travail le fait qu'au cours des expériences
utilisées rétrospectivement pour déterminer le caractere prédictif sur la survie du
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score calculé a J20 post-greffe, les expérimentateurs n’évaluaient pas les souris en
aveugle, mais connaissaient au contraire le groupe de traitement de chacune d’elle.
Cela introduit donc un biais de jugement qui peut avoir eu un impact sur la

détermination de ces scores.

Malgré les limites évoquées ci-dessus, nous pensons que notre score d’évaluation
clinique de la GVHa murine est a la fois le plus simple a utiliser et le plus performant
des scores cliniques décrits a ce jour. |l a donc a notre sens le potentiel pour devenir
le nouveau standard de la gradation de la GVHa expérimentale, a condition, bien
évidemment, d’étre adopté assez massivement par les différentes équipes de
recherche travaillant sur la GVHa a travers le monde, comme cela avait pu étre le
cas pour le score développé par I'équipe de Cooke (Cooke, Kobzik et al. 1996), cité
prés de 200 fois dans la littérature. Si cela venait a se produire, nous pensons qu'il
pourrait constituer un outil fiable et performant pour harmoniser les pratiques entre
les différentes équipes de recherche et favoriser l'interprétation voire la comparaison

des résultats obtenus dans différents laboratoires.
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Ciblage de TNFR2 : Une nouvelle immunothérapie ?

Importance de l'interaction TNFa/TNFR2 pour le contréle de la GVHa par les

Treg

Nos résultats démontrent clairement le role fondamental joué par 'axe TNFa/TNFR2
dans le controle de la GVHa par les Treg. En effet, en bloquant I'interaction entre le
TNFa et TNFR2 de 3 fagons différentes, en utilisant respectivement un mAb bloquant
anti-TNFR2, des Treg déficients pour TNFR2 ou des Tconv ne produisant pas de
TNFa, nous avons pu montrer qu’a chaque fois, I'effet protecteur des Treg était aboli
(figure 18).

Cette perte de protection n’était pas compensée par l'utilisation d’'un ratio Treg/Tconv
plus élevé et concernait aussi bien les Treg thérapeutiques administrés a JO pour
prévenir la GVHa, que les Treg naturellement présents au sein de I'inoculum de LT
injectés pour la déclencher. En effet, par analogie avec ce qui avait été observé dans
les expériences de déplétion des LT en Treg avant injection, le traitement des souris
receveuses par un anti-TNFR2 en l'absence de toute administration de Treg
thérapeutiques conduit également a une accélération de la GVHa et au
développement de lésions histologiques plus séveres, notamment au niveau du foie
et du tube digestif. Enfin, I'efficacité du blocage de TNFR2 ne semble pas non plus
étre dépendante de la spécificité antigénique des Treg utilisés, puisqu’elle est
observée aussi bien avec des HY-Treg, spécifiques d’'un seul antigéne exogéne,
qu’'avec des rsTreg, population oligoclonale des Treg spécifiques des antigénes du

receveur.
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Figure 18 : Effet de I'interaction entre Tconv et Treg impliquant le couple TNFa/TNFR2 et
blocage de cet axe selon 3 méthodes différentes.

A: Les Tconv et les Treg sont chacun activés via leur TCR par une CPA présentant un complexe
CMH/peptide. Le TNFa produit, entre autres, par les Tconv et les CPA peut se fixer sur le récepteur
TNFR2 préférentiellement exprimé par les Treg, ce qui conduit a leur expansion et stimule leur activité
suppressive. Ces Treg vont alors pouvoir a leur tour supprimer l'activation et la prolifération des
Tconv. B: Les Treg n'exprimant pas le récepteur TNFR2 ne peuvent plus fixer le TNFa. C:
L'utilisation d’'un mAb bloquant anti-TNFR2 va empécher la fixation du TNFa sur le récepteur TNFR2,
sans l'activer. D : L’absence de production de TNFa par les seuls Tconv du donneur suffit a inhiber
I'effet suppresseur des Treg sur ces mémes Tconv.

Treg TNFR2-KO : Treg « knock-out » pour le géne codant TNFR2; mAb : anticorps monoclonal; Tconv
TNFa-KO : Tconv « knock-out » pour le géne codant le TNFa. Adapté de Bilate et al. (Bilate and
Lafaille 2010).

Outre son effet sur la survie des souris et sur le développement de lésions cliniques
et/ou histologiques de GVHa, nous avons démontré que le blocage de l'interaction
TNFa/TNFR2 entrainait également des modifications phénotypiques des Treg et des
Tconv. En effet, concernant les Tconv (aussi bien CD4" que CD8"), le traitement par

mAb anti-TNFR2 conduit a une augmentation de leur capacité de production de
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cytokines pro-inflammatoires, notamment de TNFa et d’'IFNy. En cas d’utilisation de
Tconv TNFa-KO, on observe aussi une augmentation de la production d’IFNy par les
LT CD4" et CD8". Cet effet est donc vraisemblablement le reflet de la levée du frein
exercé par les Treg sur ces Tconv, méme si un effet additif propre de I'anticorps sur
la faible proportion de Tconv TNFR2" ne peut étre formellement exclu. Quant aux
Treg, le blocage de I'axe TNFa/TNFR2 entraine une diminution de leur niveau
d’expression de Foxp3 sans modifier la proportion de ces Treg dans la rate des
souris receveuses, suggérant que le TNFa est nécessaire a la stabilisation de
'expression de Foxp3 par les Treg. Ces données sont en accord avec les résultats
produits par d’autres équipes, qui démontrent qu'en présence de TNFa, les Treg
expriment plus fortement Foxp3 (Chen, Baumel et al. 2007, Pierini, Strober et al.
2016, Zaragoza, Chen et al. 2016). L'effet du blocage de 'axe TNFa/TNFR2 sur le
phénotype des Treg ne se limite cependant pas a I'expression de Foxp3, puisqu’il
entraine également une diminution de I'expression d’autres marqueurs associés a

leur état d’activation et/ou a leur fonction suppressive, tels CD25, ICOS et CTLA-4.

Les Tconv sont capables de réguler in vivo la fonction des Treg

De facon remarquable, nous avons pu démontrer dans un modéle ou les souris
recevaient pourtant comme conditionnement une ICT a forte dose, traitement
clairement associé au déclenchement d’'un orage cytokinique et donc a une
production massive de TNFa, qu’en bloquant la seule production de cette cytokine
par les LT du donneur, I'effet protecteur des Treg était aboli. Par conséquent, le
TNFa produit plus spécifiquement par les Tconv inducteurs de la GVHa est
nécessaire a la bonne fonction suppressive des Treg.

Ainsi, nos résultats démontrent dans le contexte d’'une réaction immunitaire
allogénique ce qui avait déja été évoqué dans l'auto-immunité (Grinberg-Bleyer,
Saadoun et al. 2010), a savoir qu’il existe bel et bien un « dialogue » entre les Teff et
les Treg et que par conséquent les Teff sont aussi capables d’agir sur les Treg et de
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moduler leur fonction. Si a cet égard, 'axe TNFao/TNFR2 semble jouer un rdle
majeur, nous avons vu en introduction que d’autres couples ligand/récepteur
pouvaient étre impliqués, notamment OX40L/OX40 et IL-2/récepteur a [IL-2
(Baeyens, Saadoun et al. 2015).

Ce concept novateur élargit notre champ de connaissance sur les facteurs régulant
la fonction des Treg et révolutionne la conception de linteraction entre Treg et
Tconv, puisque jusqu’aux premiers travaux de I'équipe de Benoit Salomon (Grinberg-
Bleyer, Saadoun et al. 2010), cette derniére avait toujours été pergue comme étant a
sens unique. Les résultats produits par nos 2 équipes démontrent pourtant bien
'existence d’'une boucle de rétrocontréle par laquelle les Tconv pathogénes
impliqués dans l'auto-immunité ou la réaction allogénique sont capables de stimuler

les Treg qui vont a leur tour exercer un effet suppresseur sur ces Tconv.

Par ailleurs, ce travail illustre les mécanismes complexes et divers, voire
paradoxaux, par lesquels I'environnement inflammatoire influe sur la biologie des
Treg. En effet, s’il a été montré que certaines cytokines pro-inflammatoires comme
I'lL-4 ou I'lL-6 entrainent une instabilité des Treg et une dérégulation de I'expression
de Foxp3 (Laurence, Amarnath et al. 2012, Feng, Arvey et al. 2014), nous apportons

la preuve que d’autres cytokines, comme le TNFa, peuvent avoir I'effet inverse.

TNFR2 : la clé des résultats contrastés observés avec les anti-TNFa dans le

traitement de la GVH ?

Le réle majeur joué par le TNFa dans la physiopathologie de la GVHa, notamment
pour I'activation des CPA du receveur, l'induction de chimiokines pro-inflammatoires
permettant le recrutement des effecteurs cellulaires au niveau des organes cibles,
mais aussi du fait de sa capacité a induire de la nécrose tissulaire, a logiquement
conduit a [l'utilisation des anti-TNFa, a savoir I'etanercept (protéine de fusion

associant la fraction p75 du récepteur soluble au TNF au fragment Fc d’une
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immunoglobuline de type I1gG1) et linfliximab (mAb chimérique anti-TNFa), dans le
traitement de la GVHa dés le début des années 2000 (Andolina, Rabusin et al. 2000,
Kobbe, Schneider et al. 2001). Pourtant, plus de quinze ans plus tard,
I'enthousiasme suscité par ces traitements anti-TNFa est pour le moins retombé, du
fait de 'absence de bénéfice de I'ajout ce ces molécules au traitement standard de la
GVHa, que ce soit en prophylaxie (Hamadani, Hofmeister et al. 2008) ou en curatif
(Alousi, Weisdorf et al. 2009, Couriel, Saliba et al. 2009) et de l'absence
d’amélioration du taux de réponse et de la survie par rapport aux traitements de 2°™
ligne déja existant (Xhaard, Rocha et al. 2012). Seul l'etanercept semble
véritablement garder une place en 20me ligne pour certains équipes, dans le
traitement des GVHa digestives corticorésistantes (Busca, Locatelli et al. 2007),
méme s’il existe la encore des études montrant des résultats plus contrastés (Park,

Lee et al. 2014).

Nos résultats semblent indiquer que le bénéfice potentiel des traitements anti-TNFa
dans la GVHa pourrait étre compensé par I'effet délétere de ces traitements sur la
fonction des Treg, ce qui expliquerait au moins en partie le caractere relatif de leur
efficacité dans cette indication. Plusieurs études se sont intéressées a I'expression
du TNFR1 soluble chez les patients traités par anti-TNFa pour une GVHa et ont
montré qu’une baisse du niveau d’expression du TNFR1 soluble était associée a une
réponse au traitement (Uberti, Ayash et al. 2005, Levine, Paczesny et al. 2008, Choi,
Stiff et al. 2012). En revanche, nous n’avons pas connaissance d’une étude
rapportant I'évolution du niveau d’expression de TNFR2 dans un tel contexte. Les
résultats de ce travail de thése montrent qu’il serait particulierement intéressant
d’étudier cette expression de TNFR2, au niveau des Treg comme des Tconv,
notamment en comparant son niveau avant traitement et son évolution sous

traitement entre les patients répondeurs et non répondeurs aux anti-TNFa.
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TNFR2 : une cible pour stimuler spécifiquement les Treg

Le réle déterminant joué par la fixation du TNFa sur le récepteur TNFR2 pour
stimuler la prolifération et les capacités suppressives des Treg combiné au fait que le
récepteur TNFR2 a une expression bien plus restreinte que TNFR1 et est justement
exprimé préférentiellement par les Treg par rapport aux Tconv (Annunziato, Cosmi et
al. 2002, Aggarwal 2003, Chen, Baumel et al. 2007, Chen, Subleski et al. 2008),
ouvre la voie au ciblage de TNFR2 pour stimuler spécifiquement les Treg in vitro et
surtout in vivo. Cela semble d’autant plus intéressant qu’en ciblant uniquement les
Treg TNFR2", on provoque une expansion sélective des Treg dotés des capacités
suppressives les plus fortes (Chen, Subleski et al. 2008) et les plus stables sur le
plan phénotypique dans un environnement inflammatoire (Chen, Wu et al. 2013). |l
est donc légitime d’en espérer une plus grande efficacité dans le contexte d’'une

thérapie cellulaire pour traiter une maladie trés inflammatoire comme la GVHa.

In vitro, le ciblage de TNFR2 peut s’envisager de 2 fagons : soit en utilisant
directement du TNFa (Chen, Baumel et al. 2007), soit en développant des agonistes
de TNFR2. La seconde solution présente I'avantage de ne pas cibler également
TNFR1, dont I'expression est ubiquitaire et donc présente aussi au niveau des LT en
général et des Treg en particulier, bien qu’a un niveau nettement inférieur a celui de
TNFR2. Par ailleurs, le fait que le récepteur TNFR2 ait plus d’affinité pour le TNFa
membranaire que soluble (Grell, Douni et al. 1995) pourrait aussi renforcer
I'interaction préférentielle du TNFa ajouté au milieu de culture avec TNFR1. Pour ces
raisons, le développement de méthodes de prolifération ex vivo des Treg humains

via l'utilisation d’'un agoniste de TNFR2 a connu un essor récent.

Le premier protocole ainsi rapporté a été publié en 2013 (Okubo, Mera et al. 2013).
Dans cette étude, les auteurs ont utilisé un agoniste de TNFR2 associé a de I'lL-2,
de la rapamycine et des anticorps anti-CD3 et CD28. Cette combinaison s’est
montrée plus efficace que la méme stratégie sans I'agoniste de TNFR2. En effet, si
dans les 2 cas les Treg CD25™"
CTLA-4, TNFR2, CD62-L et Fas et négatifs pour CD127, la population de Treg
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obtenue avec l'agoniste de TNFR2 était plus homogene sur le plan phénotypique,
notamment en ce qui concerne I'expression des marqueurs de surface HLA-DR,
ICOS, CD45RO et les récepteurs de chimiokine CXCR3, CCR4, CCR6 et CCR7. En
particulier, HLA-DR, dont nous avons vu en introduction que son expression par les
Treg était associée a des capacités suppressives augmentées et correspondait a un
stade terminal de différenciation en Treg effecteurs, est 'un des marqueurs dont
'expression était la plus stimulée par I'agoniste de TNFR2. En outre, dans cette
étude, les Treg cultivés en présence de I'agoniste étaient bien ceux qui exergaient
I'effet suppresseur le plus puissant sur les LT CD8", mais aussi ceux qui exprimaient
le moins le facteur de transcription T-bet et les cytokines pro-inflammatoires TNFa et
IFNy. Enfin, cette étude a également permis de valider la supériorité d’'un agoniste de
TNFR2 par rapport au TNFa pour obtenir de fagon optimale une expansion de Treg

fortement suppresseurs.

En 2016, deux nouvelles équipes, celle de Chopra en Allemagne et celle de He en
Hollande, ont démontré la possibilité de faire proliférer des Treg humains in vitro en
utilisant un agoniste de TNFR2, avec ou sans rapamycine (Chopra, Biehl et al. 2016,
He, Landman et al. 2016). A nouveau, par rapport aux méthodes classiques
d’expansion des Treg avec mAb anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’IL-2 +/-
rapamycine, qui conduisent a I'obtention d’une population de Treg généralement
hétérogéne et n'empéchent pas la production de cytokines pro-inflammatoires telles
que I'lFNy et I'lL-17A, l'utilisation d’'un agoniste de TNFR2 semble permettre d’obtenir
une population plus homogéne de Treg, au phénotype stable et aux plus fortes
capacités suppressives (He, Landman et al. 2016). Ces Treg présentent une
hypométhylation du géne FOXP3 et ont une faible capacité de production de

cytokines pro-inflammatoires.

Au total, comme illustré en figure 19, les méthodes d’expansion ex vivo des Treg par
l'utilisation d’'un agoniste de TNFR2 pourraient permettre d’obtenir un produit de
thérapie cellulaire de meilleure qualité qu’avec les méthodes actuelles, car a la fois
plus riche en Treg (environ 2 fois plus d’aprés I'étude de I'équipe de Faustman

(Okubo, Mera et al. 2013)), mais aussi contenant une population plus homogéne de
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Treg aux fortes capacités suppressives, et pourraient donc a la fois faciliter la
production de quantités suffisantes de Treg pour une application thérapeutique chez
'homme et améliorer encore les résultats déja prometteurs de la thérapie cellulaire
par les Treg dans la GVHa (Brunstein, Miller et al. 2011, Di lanni, Falzetti et al.
2011).

Naturally occuring T

reg

Expansion with anti-CD3, anti-CD28, IL-2, rapamycin

TNFR2 agonist TNFR2 antagonist

No further
treatment

"O) ) ®

Enhanced proliferation of T, __ ) . Suppressed proliferation of T_
Potent suppressors of proliferating T cells Heterogeneous T, phenotype

Homogeneous ng phenotype Heterogeneous Twg phenotype

Figure 19 : Optimisation de I’expansion ex vivo des Treg humains grace a un agoniste de
TNFR2.

Trois protocoles d’expansion ex vivo des Treg humains sont ici schématisés. Le protocole standard
comprend une stimulation par anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’IL-2 et de rapamycine (fleche du
milieu). Les 2 autres protocoles correspondent a I'ajout soit d’'un agoniste de TNFR2 (fleche de
gauche), soit d’'un antagoniste de TNFR2 (fleche de droite). Si 'antagoniste de TNFR2 conduit a une
moins bonne prolifération des Treg par rapport au protocole standard, I'agoniste entraine lui a la fois
une expansion supérieure des Treg mais aussi une plus grande homogénéité de leur phénotype,
caractérisé par une capacité suppressive plus forte.

Source : Okubo et al. (Okubo, Mera et al. 2013).
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Concernant la stimulation in vivo des Treg par le TNFR2, l'avantage de cette
méthode réside dans le fait, comme cela avait été montré avec I'lL-2 a faible dose
(Koreth, Matsuoka et al. 2011, Saadoun, Rosenzwajg et al. 2011), de pouvoir
eventuellement traiter de fagon efficace certaines réactions auto ou allo-immunes par
les Treg sans avoir recours au transfert adoptif de ces cellules, ni donc a une phase
d’expansion ex-vivo. Or, nous avons vu en introduction qu’un tel transfert adoptif était
beaucoup plus compliqué a mettre en place en conditions de grade clinique, sans
compter le caractére chronophage de la phase d’expansion ex vivo. Ici encore, le fait
de cibler spécifiquement les Treg les plus suppresseurs et les plus stables sur le plan
phénotypique, pourrait améliorer les résultats déja observés avec I'expansion in vivo

des Treg via l'injection d’IL-2 a faible dose.

Ciblage de TNFR2 dans la GVHa et les maladies auto-immunes

Les résultats prometteurs de I'expansion ex-vivo des Treg par un agoniste de TNFR2
appellent de leur veoeux la réalisation d'études pré-cliniques in vivo avant une
eventuelle application chez 'lhomme. A cet égard, 2 études publiées en 2016 ont
rapporté des premiers résultats trés encourageants chez la souris dans le contexte
de la GVHa.

Tout d’abord, celle de Chopra et al., déja évoquée plus haut, dont les résultats sont
remarquablement complémentaires des notres (Chopra, Biehl et al. 2016). En effet,
si nous avons démontré qu’un blocage de linteraction entre le TNFa et le récepteur
TNFR2 exprimé par les Treg induisait une perte de I'effet protecteur conféré par ces
Treg dans la GVHa expérimentale, I'équipe de Chopra montre a l'inverse que le
traitement de souris receveuses par un agoniste de TNFR2 permet une expansion in
vivo des Treg et prolonge efficacement la survie de ces souris en diminuant la

sévérité des Iésions de GVHa qu’elles développent.
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Pour cela, les auteurs ont dans un premier temps congu un agoniste de TNFR2,
dénommé STAR2. Ce dernier correspond a un variant du TNF murin organisé en
nonameére et rendu spécifigue de TNFR2 par la substitution de 2 acides aminés
empéchant sa fixation a TNFR1. lls ont ensuite pu montrer in vitro que STAR2
permettait bien d’induire une expansion et une activation des Treg, mais pas des
Tconv. Cette activation était objectivée par I'expression des marqueurs CD103,
ICOS, CD69 et CD44. Quant a I'expansion des Treg provoquée par STAR2, elle était
équivalente a celle déclenchée en présence d’lL-2, mais aussi indépendante de cette
derniére. En revanche, ces 2 molécules n'ont pas montré d’effet additif sur la
prolifération des Treg. La stimulation par STAR2 ne modifie par ailleurs pas les
capacités suppressives des Treg et n’induit pas la conversion de Tconv naifs en
iTreg. Enfin, en vue de I'application potentielle de sa stratégie chez 'homme, I'équipe
de Chopra a également développé un équivalent humain de STAR2, qui permet de

faire proliférer les Treg humains in vitro, comme mentionné plus haut.

Ensuite, les auteurs ont testé STAR2 in vivo chez la souris et ont confirmé les
résultats observeés in vitro, a savoir que STAR2 induisait une expansion sélective des
Treg et I'expression de marqueurs d’activation par ces cellules, sans effet indésirable
constaté sur la production de cytokines pro-inflammatoires. Dans un modéle murin
de GVHa totalement allogénique (FVB [H-29] - C57BL/6 [H—2b]), le traitement des
souris receveuses par STAR2 avant la greffe augmente leur survie de 16 jours en
meédiane pour les souris non traitées a plus de 40 jours pour les souris traitées. Cet
allongement de la survie s’accompagne d’une amélioration des autres parameétres
d’évaluation de la GVHa murine, a savoir de la perte de poids, du score clinique et
du score histologique des lésions de GVHa. Cet effet protecteur de STAR2
administré en pré-greffe est rendu possible par la radiorésistance spécifique des
Treg par rapport aux autres cellules du systéme immunitaire. Il est aussi aboli en cas
d’utilisation de souris receveuses déficientes pour TNFR2 ou aprés élimination
sélective des Treg des souris receveuses avant la greffe. Enfin, il est associé a une
préservation de I'effet GVL et ne semble pas perturber la reconstitution immunitaire

anti-CMV apres la greffe.
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Le seconde étude, publiée par I'équipe de Robert Negrin (Pierini, Strober et al.
2016), a consisté a incuber des Treg thérapeutiques pendant une courte durée en
présence de TNFa et d’IL-2. Ce régime préparatif des Treg augmente leur niveau
d’expression de Foxp3, mais aussi de marqueurs d’activation ou associés a leur
fonction suppressive, comme CD25, CD69, CTLA-4, LAG-3, CD62L, le TGFf et I'lL-
10. Cet effet activateur du TNFa semblait bien spécifique des Treg et n’était pas
observé avec les Tconv CD4" Foxp3'. Le second effet du TNFa observé sur les Treg
in vitro est une augmentation de leur pouvoir prolifératif. Mais la ou cette étude est
particulierement intéressante, c’est quand les Treg ainsi préparés ex vivo sont
ensuite utilisés pour du transfert adoptif. En effet, ils permettent d’améliorer les
scores cliniques des souris receveuses dans un modele murin de GVHa, de leur faire
prendre du poids et d’allonger leur survie, et ce dés un ratio tres déséquilibré de 1
Treg pour 10 Tconv, alors que ce n’est pas le cas pour des Treg n’ayant pas été pré-
incubés avec le TNFa. Ce résultat est d’autant plus intéressant en termes
d’application thérapeutique potentielle chez 'homme qu’il permet donc d’envisager
une thérapie cellulaire efficace en utilisant un nombre plus restreint de cellules. Or la
difficulté a obtenir un nombre suffisant de Treg est justement une des barriéres au

développement de stratégies de transfert adoptif chez 'lhomme.

Par ailleurs, les auteurs ont aussi montré que le conditionnement des LT provenant
des souris donneuses par incubation avec du TNFa avant leur injection aux souris
receveuses, conduit lui aussi a une GVHa moins sévére qu’avec des LT non pré-
incubés, probablement par un effet du TNFa sur les Treg présents parmi les LT des
donneuses, puisque cet effet bénéfique du TNFa est perdu en cas de déplétion
préalable des LT en Treg. Enfin, cette étude a également pu montrer que l'effet
bénéfique sur la GVHa du « priming » des Treg par le TNFa ne s’accompagnait pas
d’'une perte de l'effet GVL.

Au total, la mise en perspective des résultats de notre étude et de celles de Chopra
et Pierini témoigne donc d’une efficacité in vivo du ciblage du récepteur TNFR2
exprimé par les Treg, au moins dans le domaine de la réaction allogénique complexe

gu’est la GVHa. La confirmation de ces données dans des modéles de xéno-GVHa,
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permettant I'évaluation préclinique in vivo sur des cellules humaines, pourrait ouvrir
la voie a la réalisation de premiers essais cliniques de phase | chez ’'homme, et ce
d’autant plus qu’un agoniste humain du TNFR2 a déja été développé par I'équipe de
Chopra et a montré son efficacité in vitro (Chopra, Biehl et al. 2016). Si un tel
traitement s’avérait bien toléré et aussi efficace que suggéré dans les modéles
expérimentaux, son développement pourrait révolutionner la prévention et/ou le

traitement de la GVHa.

Bien évidemment, le ciblage du récepteur TNFR2 a également un fort potentiel
thérapeutique dans le champ des maladies auto-immunes, pour lesquelles le rdle
physiopathologique des Treg et leur efficacité pour controler ces maladies n’est plus
a démontrer (Lourenco and La Cava 2011). Ainsi, la PR, le lupus érythémateux
systémique, la SEP, le diabéte auto-immun mais aussi les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin sont autant d’exemples de pathologies pour lesquelles un
traitement par un agoniste de TNFR2 pourrait avoir un intérét et mériterait en tout

cas d’étre testé.

Intérét du blocage spécifique de TNFR2 pour le traitement des rechutes post-

allogreffe

En allogreffe de CSH, le principal effet thérapeutique de la procédure reposant,
surtout en cas de conditionnement RIC ou NMA, sur l'effet GVL, on peut dans
certaines situations chercher a non pas freiner l'alloréactivité, comme on I'a vu
jusqu’ici dans le contexte de la GVH, mais au contraire a la stimuler. C’est
notamment le cas dans les rechutes post-allogreffe ou en cas de chimérisme mixte

persistant ou de début de rejet de la greffe.

Ainsi, I'une des options thérapeutiques souvent employées pour traiter et parfois
prévenir les rechutes aprés allogreffe, consiste a réinjecter au patient des

lymphocytes de son donneur (Castagna, Sarina et al. 2016). Ce traitement,
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communément appelé DLI pour « donor lymphocyte infusion », n’est pas sans risque
puisque ce « boost» de [lalloréactivité s’accompagne parfois logiquement de
manifestations de GVH (sur un versant aigu et/ou chronique) et peut entrainer plus
rarement une aplasie du greffon. Pour éviter une trop forte toxicité pouvant étre

fatale, les DLI sont généralement administrées en escalade de dose.

Le réle des Treg comme frein a l'efficacité d’une telle stratégie a été suggéré par
'observation que le contenu des produits de thérapie cellulaire regus par des
patients ayant obtenu une réponse durable apres DLI était moins riche en Treg que
celui de patients n’ayant pas présenté une telle réponse (Hicheri, Bouchekioua et al.
2008). Il a donc ensuite été envisagé, afin d’augmenter l'efficacité des DLI, de
procéder a une déplétion en Treg des cellules mononuclées du sang périphérique
prélevées chez le donneur avant leur réinjection au patient. Cette approche a montré
sa faisabilité et son efficacité d’abord chez des patients dits « réfractaires a
I'alloréactivité » c’est-a-dire ayant regu au moins une DLI standard au préalable et
n‘ayant présenté a aucun moment depuis l'allogreffe des signes cliniques de GVH
(Maury, Lemoine et al. 2010), puis en premiére ligne de traitement de la rechute
post-greffe, avec ou sans traitement cytoréducteur préalable (Nikiforow, Kim et al.
2016). Elle semble d’autant plus efficace qu’une déplétion des Treg endogeénes est
également réalisée via I'administration d’'une chimiothérapie lymphopéniante au

patient avant la réinjection (Maury, Lemoine et al. 2010).

Dans cette optique, les résultats de notre travail nous permettent d’envisager une
approche alternative visant soit a une incuber préalablement les cellules du donneur
avec un mAb antagoniste de TNFR2, soit a administrer directement un tel mAb aux
patients en rechute, de fagon combinée ou non a une DLI, afin d’inhiber in vivo la
fonction des Treg endogenes et/ou exogenes. Le récepteur TNFR2 peut ainsi étre vu
comme un nouveau point de contréle du systéme immunitaire (« immune
checkpoint ») dont l'inhibition pourrait lever le frein exercé par les Treg et stimuler les
réponses immunitaires, en particulier allogéniques mais aussi anti-tumorales, au

méme titre que pour les anti-PD-1 et les anti-CTLA-4, dont certains ont justement
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montré leur efficacité dans les rechutes post-allogreffe (Bashey, Medina et al. 2009,
Davids, Kim et al. 2016, Yared, Hardy et al. 2016).

Intérét du blocage spécifique de TNFR2 pour le traitement du cancer

Etant donné le réle fondamental joué par les Treg dans I'échappement des tumeurs
aux réponses immunitaires anti-tumorales (Nishikawa and Sakaguchi 2010), le
champ d’application d’un blocage spécifique de TNFR2 pourrait s’étendre bien au-
dela des simples rechutes d’hémopathies post-allogreffe et concerner la
cancérologie en général. Certains types de tumeurs semblent plus particulierement
sensibles aux traitements visant a stimuler la réponse immunitaire anti-tumorale,
notamment le mélanome meétastatique (Larkin, Chiarion-Sileni et al. 2015, Postow,
Chesney et al. 2015, Robert, Long et al. 2015), le cancer pulmonaire non a petites
cellules (Brahmer, Reckamp et al. 2015, Gettinger, Horn et al. 2015), le carcinome a
cellules rénales (Motzer, Escudier et al. 2015) ou, en hématologie, le lymphome de
Hodgkin (Ansell, Lesokhin et al. 2015, Younes, Santoro et al. 2016). Le traitement
par anti-TNFR2 pourrait donc avoir un intérét notamment dans ces cancers-la, mais
aussi dans d’autres cancers pour lesquels il a été montré que le nombre de Treg
infiltrant la tumeur et/ou la diminution du ratio LT CD8%/Treg au sein de la tumeur
étaient associés a un plus mauvais pronostic, comme les cancers du sein, de

I'estomac et de I'ovaire (Nishikawa and Sakaguchi 2010).

De méme, un certain nombre d’autres cancers comme ceux de la téte et du cou, du
foie, du pancréas et du tube digestif ont été associés a une augmentation de la
proportion de Treg présents dans le sang périphérique ou a un nombre important de
Treg infiltrant la tumeur elle-méme ou ses ganglions de drainage. Par conséquent,
dans ces cancers aussi, il existe un rationnel pour l'utilisation d’un traitement ciblant

les Treg, tel qu’'un antagoniste de TNFR2.
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Si les immunothérapies ciblant PD-1 et CTLA-4 sont en train de littéralement
révolutionner le traitement du cancer, et en particulier celui du mélanome
meétastatique, en améliorant la survie des patients d’'une fagon spectaculaire et quasi-
inédite a ce jour, le traitement par anti-TNFR2 pourrait donc lui aussi rejoindre cet
arsenal thérapeutique des immunothérapies ciblées du cancer (figure 20) et est en
tout cas porteur de promesses qui méritent d’étre investiguées a 'avenir. Une étude
publiée en 2013 est venue étayer cette possibilité (Chopra, Riedel et al. 2013). En
effet, les auteurs ont pu montrer dans un modéle expérimental de métastases
pulmonaires de mélanome induites par le TNFa que la formation et le
développement de ces métastases étaient favorisés par le recrutement de Treg au
niveau du poumon. En revanche, en I'absence d’expression de TNFa ou de TNFR2
par les cellules du systéme immunitaire, on observait une diminution de la croissance
des métastases, qui s’accompagnait d’'un infiltrat cellulaire moins riche en Treg au
niveau des poumons. Ces données suggerent un rble de I'activation des Treg par le
TNFa via son interaction avec le récepteur TNFR2 pour créer un environnement
tolerogéne au niveau des sites métastatiques et empécher ainsi le systéme
immunitaire de controler le développement et la croissance des métastases

tumorales.

Plus récemment, une équipe de Taiwan a apporté la preuve que le TNFa pouvait
non seulement induire, via TNFR2, une expansion des Treg effecteurs impliqués
dans la suppression des LT CD8" anti-tumoraux, mais était aussi capable
d’augmenter I'activité suppressive de ces Treg vis-a-vis des effecteurs de 'immunité
anti-tumorale (Chang, Lin et al. 2015). Par ailleurs, dans un contexte de
lymphodéplétion induite par le cyclophosphamide, dont il a été prouvé qu’elle
favorise la ré-expansion rapide des Treg supprimant lI'immunité anti-tumorale,
comme observé aussi apres irradiation (Baba, Watanabe et al. 2012), I'utilisation
d’'un anti-TNFa permet de prévenir la résurgence rapide des Treg effecteurs et
d’'inhiber fortement la croissance tumorale. Cette étude soutient donc également
l'intérét d’un blocage spécifique de l'interaction TNFa/TNFR2 pour inhiber les Treg

effecteurs et augmenter les réponses immunitaires anti-tumorales.
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Enfin, dans une étude trés récente, de I'équipe de Faustman a testé pour la premiére
fois in vitro I'effet d’'un traitement par mAb antagoniste de TNFR2 sur I'immunité anti-
tumorale, dans le but d’inhiber spécifiquement les Treg (Torrey, Butterworth et al.
2017). Dans des expériences de culture de LT CD4", ils ont montré dans un premier
temps qu’un tel traitement inhibait la prolifération des Treg et la libération de TNFR2
soluble, et favorisait 'expansion des Teff. Par ailleurs, I'effet des mAb antagonistes
de TNFR2 semble plus spécifique des Treg intra-tumoraux, puisqu’ils entrainaient la
mort cellulaire des Treg isolés dans le liquide d’ascite de patientes atteintes de
cancers de I'ovaire d’'une fagon plus marquée que pour les Treg issus de donneurs
sains. A linverse, la prolifération des Teff provenant de ces tumeurs est plus

importante en présence d’anti-TNFR2 que celle de Teff issus de sujets sains.
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Figure 20 : Stimulation de 'immunité anti-tumorale par le blocage des points de contréle du
systéme immunitaire ou par I'inhibition de I’effet des Treg via un anti-TNFR2.

A : Limmunité anti-tumorale est inhibée a la fois par les Treg et par les points de controle du systéme
immunitaire, telle I'interaction entre PD-1 et PD-L1, comme illustré ici, mais aussi CTLA-4. PD-1 est
exprimé par les LT anti-tumoraux et son ligand PD-L1 par les cellules tumorales et certaines cellules
du systeme immunitaire comme les macrophages. B : Le blocage de I'axe PD-1/PD-L1, grace a
I'utilisation de mAb bloquants anti-PD-1 ou anti-PD-L1, renforce I'immunité anti-tumorale. Le méme
phénoméne pourrait étre observé en inhibant la stimulation des Treg par leur récepteur TNFR2 grace
a un mAb bloquant anti-TNFR2, ce qui permettrait de lever le frein exercé par ces Treg sur les LT anti-
tumoraux.

mAb : anticorps monoclonal.
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Ciblage de TNFR2 : une équation a plusieurs inconnues ?

Si nous avons vu en introduction que I'effet du TNFa sur la fonction suppressive des
Treg était encore sujet a controverse, certaines équipes ayant démontré qu’il
diminuait leurs fonctions suppressives au lieu de les augmenter (Valencia, Stephens
et al. 2006, Nagar, Jacob-Hirsch et al. 2010), il semblerait que ce soit aussi le cas
dans le contexte particulier du role joué par ces Treg pour contréler 'immunité anti-
tumorale, méme si la littérature a ce sujet est encore assez pauvre. En effet, une
étude récente, a montré que l'utilisation d’un agoniste, et non pas d’'un antagoniste,
de TNFR2 était une immunothérapie particulierement prometteuse dans le cancer
(Williams, Mistry et al. 2016). Si cette étude confirme bien la pertinence du ciblage de
TNFR2 pour stimuler 'immunité anti-tumorale, ses résultats vont exactement a
I'opposé de ceux mentionnés plus haut et des perspectives ouvertes par nos travaux.
En effet, dans I'’étude rapportée par I'équipe de Williams, le traitement des souris par
un agoniste de TNFR2 dans un modéle de tumeur colorectale inhibe la croissance
tumorale, augmente l'infiltrat de LT CD8" au sein des tumeurs ainsi que le ratio Teff
CD8/Treg et stimule la production d’'IFNy et I'expression d'ICOS par ces cellules T
CD8".

Comment, dés lors, s’y retrouver avec des résultats aussi contradictoires ? La clé
pourrait résider dans le réle joué par les autres types cellulaires exprimant TNFR2 en
dehors des Treg et leur importance relative dans ces différents modéles, notamment
en ce qui concerne les cellules NK (Xu, Chakrabarti et al. 2007, Almishri,
Santodomingo-Garzon et al. 2016) et les LT CD8". En I'occurrence, dans le papier
de I'équipe de Williams, les cellules NK comme les LT CD8" présents au sein de la
tumeur exprimaient TNFR2, bien qu’a un niveau moindre par rapport aux Treg, alors
que ce n’était pas le cas par exemple des LT CD8" présents dans la rate de ces
mémes souris ou de souris saines. Par conséquent un effet direct de I'agoniste sur
ces cellules effectrices infiltrant la tumeur peut avoir contribué a I'effet anti-tumoral

observé.
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Par ailleurs, comme le TNFa lui-méme est capable d’induire une augmentation de
'expression de TNFR2 a la surface des Treg (Hamano, Huang et al. 2011), I'effet du
ciblage de TNFR2 pourrait varier aussi en fonction du contexte plus ou moins
inflammatoire dans lequel un tel ciblage est envisagé. En effet, si dans une maladie
trés inflammatoire comme la GVHa, le niveau d’expression de TNFR2 par les Treg
est alors trés élevé (proche de 100%, données personnelles non publiées), ce n'est
peut-étre pas toujours le cas dans certains cancers et dans ce cas le ciblage
préférentiel de la population Treg via TNFR2 pourrait étre perdu au profit d’autres
populations cellulaires. Une étude récente est en faveur d'un tel effet différentiel de
'axe TNFa/TNFR2 sur les Treg en fonction du contexte inflammatoire. Dans ce
travail, les auteurs ont montré que le mAb anti-TNFa adalimumab était capable de
promouvoir, de fagon paradoxale, I'expression du TNFa membranaire par les
monocytes et son interaction avec TNFR2 exprimé par les Treg de patients souffrant
de PR, conduisant a une expansion de ces Treg fonctionnels capables de supprimer
la réponse Th17 et la production d’IFNy (Nguyen and Ehrenstein 2016). De fagon
remarquable, cet effet de I'adalimumab n’était en revanche pas retrouvé avec des
Treg provenant de donneurs sains, sans doute en raison d’un niveau d’expression
plus faible du TNFa membranaire sur les monocytes et de TNFR2 sur les Treg dans
un contexte non inflammatoire. De méme, si I'etanercept était utilisé a la place de
'adalimumab, on n’observait pas non plus d’expansion des Treg provenant de
patients atteints de PR, probablement du fait d'une moindre avidité de I'etanercept
pour le TNFa membranaire exprimé par les monocytes. Par conséquent, I'effet d’'un
traitement anti-TNFa sur les Treg peut aussi varier en fonction de la molécule

utilisée.

Un facteur de complexité supplémentaire pouvant influencer I'effet des traitements
ciblant TNFR2 est le fait que dans un certain nombre de tumeurs hématologiques,
comme la leucémie lymphoide chronique, le lymphome folliculaire (Hui, Satkunam et
al. 2006), le myélome multiple (Rauert, Stuhmer et al. 2011), le lymphome B diffus a
grandes cellules (Nakayama, Yokote et al. 2014) ou le lymphome de Hodgkin
(Nakayama, Yokote et al. 2014), les cellules tumorales elles-mémes peuvent

exprimer (fortement dans le cas du lymphome de Hodgkin) TNFR2. Par conséquent,
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il ne peut étre exclu qu’un traitement ciblant TNFR2 ait un effet propre et direct sur
ces cellules tumorales. D’ailleurs, cette expression de TNFR2 par les cellules
tumorales ne semble pas non plus limitée aux hémopathies, puisqu’elle a aussi été
rapportée dans certains cancers solides comme le carcinome rénal a cellules claires
(Al-Lamki, Wang et al. 2016), le cancer du célon (Hamilton, Simmons et al. 2011) et
le cancer de l'ovaire (Torrey, Butterworth et al. 2017). Dans le papier récent de
I'équipe de Faustman déja évoqué plus haut, les auteurs ont méme pu montrer que
la culture d’'une lignée cellulaire de cancer de 'ovaire exprimant TNFR2 en présence
de mAb antagoniste de TNFR2 conduisait a la mort des cellules tumorales de fagon
dose-dépendante (Torrey, Butterworth et al. 2017), ce qui semble confirmer la

possibilité d’un effet anti-tumoral direct de cet anticorps.

Conclusion

En conclusion, les facteurs influant sur les effets du ciblage de TNFR2 en
thérapeutique humaine sont probablement beaucoup plus complexes et nombreux
qu’il n’y parait et varient vraisemblablement selon le contexte physiopathologique
étudié (auto-immunité, GVH, cancérologie...). Quoi qu’il en soit, les données que
nous rapportons, confrontées a celles déja présentes dans la littérature, plaident
fortement en faveur de l'intérét d’'une stimulation des Treg via TNFR2, que ce soit ex
vivo pour produire une population de Treg a la fois plus riche, plus homogene et plus
suppressive, mais aussi directement in vivo par injection d’'un agoniste, au moins
dans le contexte de la GVHa. lls ouvrent également la voie au ciblage de TNFR2 par
un antagoniste dans le domaine des rechutes post-allogreffe ou en cancérologie,
méme si la variabilité des mécanismes alors impliqués ainsi que les effets sur
différents types cellulaires en fonction du contexte particulier de chaque tumeur
méritent d’étre davantage étudiés et éclaircis au cours de futures études pré-

cliniques.
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Résumé en francais

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) jouent un réle majeur dans la modulation de l'alloréactivité
aprés allogreffe de cellules souches hématopoiétiques et permettent notamment de contréler la
réaction du greffon contre 'héte (GVH) dans des modéles expérimentaux. Le potentiel thérapeutique
des Treg est donc trés important dans ce domaine, mais aussi dans l'auto-immunité ou en
cancérologie. Cependant, de nombreuses barrieres rendent difficile I'élaboration de stratégies
thérapeutiques reposant sur le transfert adoptif de Treg chez I'homme et une meilleure
compréhension des facteurs et mécanismes contrélant la prolifération et les capacités suppressives
de ces cellules permettrait de les cibler directement et si possible spécifiquement in vivo.

Dans ce travail, aprés avoir élaboré un nouveau systéeme d’évaluation clinique de la GVH chez la
souris et démontré sa simplicité, sa reproductibilité et sa performance, nous avons pu montrer que
I'action suppressive des Treg dans la GVH dépendait de linteraction entre le TNFa produit par les
lymphocytes T conventionnels (Tconv) du donneur et le récepteur TNFR2 exprimé par les Treg. En
effet, en bloquant cette interaction de 3 facons différentes, a savoir par un anticorps monoclonal
bloquant anti-TNFR2, ou en utilisant soit des Treg n’exprimant pas TNFR2 soit des Tconv ne
produisant pas de TNFa, nous avons a chaque fois montré que I'effet protecteur des Treg était aboli
en l'absence du signal TNF. Le récepteur TNFR2 étant exprimé préférentiellement par les Treg par
rapport aux Tconv, nos résultats ouvrent la voie au ciblage des Treg in vivo via TNFR2, soit pour
activer ce récepteur par un agoniste et donc stimuler les Treg afin de contréler la GVH, soit a 'inverse
pour bloguer 'axe TNFa/TNFR2 par un antagoniste et ainsi inhiber les Treg, ce qui permettrait alors
de lever un frein a l'alloréactivité dans les situations ou I'on cherche a la stimuler pour renforcer I'effet
anti-tumoral, comme par exemple dans le cas des rechutes post-allogreffe.

Abstract in English

Regulatory T cells (Tregs) are key players involved in the modulation of alloreactivity after
hematopoietic stem cell transplantation. Indeed, Tregs can prevent graft-versus-host disease (GVHD)
in experimental models. Therefore, the therapeutic potential of these cells in GVHD is substantial, as it
is in other fields like auto-immunity or oncology. However, many obstacles still make the application of
cellular therapy strategies based on the adoptive transfer of Tregs in humans quite complicated. A
better understanding of factors and mechanisms that control the proliferation and suppressive
capacities of Tregs could allow for a direct and specific targeting of these cells in vivo.

In this work, after designing a new clinical grading system for murine GVHD and demonstrating its
ease of use, reproducibility and performance, we have shown that the suppressive action of Tregs in
GVHD depends on the interaction between TNFa produced by donor conventional T cells (Tconvs)
and TNFR2 expressed by Tregs. Using 3 different ways to block this interaction, i.e. with an anti-
TNFR2 blocking monoclonal antibody, or Tregs that do not express TNFR2 or donor Tconvs that
cannot produce TNFa, we were able to show in each situation that blocking TNF signaling resulted in
a loss of protection by Tregs. TNFR2 being highly expressed by Tregs as compared with Tconvs, our
results pave the way for in vivo targeting of Tregs through TNFR2, either to activate this receptor with
an agonist and therefore stimulate Tregs to control GVHD, or to block the TNFa/TNFR2 axis with an
antagonist and in this case inhibit Tregs, which could boost alloreactivity, as expected in some
particular settings like post-transplant relapse.




