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Résumé

Les maladies allergiques sont devenues un enjeu de santé publique majeur en raison d’une
prévalence en constante augmentation ces dernieéres années, d’un risque accru de choc
anaphylactique et de I’absence de traitement curatif existant. Les allergies alimentaires sont
caractérisees par une évolution fréquente vers le choc anaphylactique. Les lymphocytes T
régulateurs (Treg), cellules permettant le maintien de I’homéostasie immunitaire et le controle
des réponses, sont au centre du processus de regulation des réponses allergiques. Il a été
démontré qu’il existait un déficit quantitatif et qualitatif de ces cellules chez les patients
allergiques et que les manifestations allergiques étaient exacerbées en 1’absence de Treg.
L’induction, in vivo, de ces cellules semble donc étre une alternative thérapeutique
prometteuse afin de prévenir et traiter les maladies allergiques en particulier, 1’allergie
alimentaire.

L’interleukine-2 (IL-2), cytokine du systéme immunitaire permettant la survie, I’expansion et
la différenciation des lymphocytes, notamment les Tregs lorsqu’elle est utilisée a faible dose,
constitue une avancée thérapeutique majeure. L’objectif de cette thése a ¢été¢ d’évaluer le
potentiel thérapeutique de 1’IL-2 faible dose dans 1’allergie alimentaire. L'IL-2 faible dose
induit ’expansion et I’activation de Treg permettant la mise en place d’une protection contre
les manifestations cliniques d'allergie alimentaire dans deux modeles de souris avec
I'ovalbumine et l'arachide. L’abolition de cet effet clinique chez les souris dont les Treg ont
été éliminés démontre la contribution majeure des Treg dans l'efficacité de la thérapie IL-2.
Les mécanismes associés a la protection peuvent étre corrélés a une modification locale de la
balance Thl / Th2 et une inhibition du recrutement et de I'activation des mastocytes.

Nous avons démontré que I’IL-2 induit une protection clinique durable, supérieure a 7 mois,
aussi bien lorsqu’elle est administrée de fagcon préventive (avant la phase de sensibilisation),
que curative (aprés la sensibilisation ou le déclenchement de I’allergie). Cette protection a
long terme est également dépendante des Treg dans la mesure ou leur déplétion entraine la
perte de protection de souris. Ces résultats, combinés a 1’absence visible d’augmentation des
Treg en fin de protocole, nous ont conduits a caractériser les mécanismes immunorégulateurs
inhérents a ce contrble effectif a distance et sur le long terme apres traitement, en analysant
notamment les sous populations de cellules régulatrices particulierement efficace pour
controler les réponses allergiques. Les résultats préliminaires obtenus, qu’il conviendra de
reproduire, ne nous permettent pas de conclure clairement quant a la sélection des Treg
spécifiques de I’allergene, ou de sous population de Treg, réputées protectrices dans 1’allergie.

Toutefois, nos résultats constituent la preuve de concept de 1’utilisation de I’IL-2 faible dose
dans I’allergie alimentaire. De méme 1’IL-2 a également montré son efficacité dans un modele
murin d’allergie respiratoire (ovalbumine). Nous avons aussi démontré que des voies
d’administration alternatives étaient possibles, notamment la voie orale. De ce fait, un essai
clinique de phase II testant I’administration d’IL-2 faible dose dans la rhinoconjonctivite va
prochainement étre mise en place par notre centre d’investigation clinique. Ainsi, nous
esperons developper une nouvelle biothérapie, sdre, efficace et peu colteuse, dans la prise en
charge thérapeutique des allergies.

MOTS CLES : Allergie, interleukine 2, biothérapie, traitement curatif, Treg spécifiques de
I’antigene, pTreg.



Abstract

Regulatory T cells (Treg) are pivotal for maintenance of immune self-tolerance, and also
regulate immune responses to exogenous antigens, including allergens. Both decreased Treg
number and function have been reported in allergic patients, offering new therapeutic
perspectives. The in vivo induction of these cells therefore, appears to be a promising
therapeutic option in order to prevent and treat allergic diseases in particular, food allergy.

Interleukin-2 (IL-2), allowing the survival, expansion and differentiation of lymphocytes,
especially Treg when used at low doses, is a major therapeutic advance. Here, we evaluated
the ability of low dose IL-2 (intraperitoneal route to control) allergy in an experimental model
of food allergy.

Low dose IL-2 (Id-IL-2) induced Treg expansion and activation that elicited protection
against clinical manifestations of food allergy in two mouse models with ovalbumin and
peanut. This clinical effect was lost in Treg-depleted mice demonstrating the major
contribution of Treg in Id-IL-2 efficacy. Also, protection from allergy could be explained by a
Treg-dependent local modification of the Th1/Th2 balance and an inhibition of mast cell
recruitment and activation.

Then, preventive and therapeutic effects of Id-IL-2 were observed over a 7-month period,
highlighting its long-term efficacy. This long-term protection is also dependent on Treg
insofar as their depletion results in the loss of protection of mice. These results, with the loss
of increase of Treg at the end of the protocol, led us to better characterize the
immunoregulatory mechanisms involved in the Id-IL2 long term efficacy, in particular by
analyzing subpopulations of Treg particularly effective in controlling allergic responses. The
preliminary results obtained, which should be reproduced, do not allow us to conclude clearly
to the selection of allergen-specific Treg, or Treg subpopulation involved in the regulation of
allergic responses.

However, our results demonstrate the proof of concept of the use of low-dose IL-2 in food
allergy. Similarly IL-2 has also shown its efficacy in a mouse model of asthma (ovalbumin).
Alternative routes of administration were also demonstrated, including oral route. As a result,
a clinical trial testing low-dose IL-2 in rhinoconjunctivitis will soon be initiated by our center.
The present data show for the first time the therapeutic potential of Id-1L-2 for the treatment
of food allergy, and should prompt hope, in the therapeutic management of allergies. Patients
will be offered the first curative treatment developed in food allergies to improve their quality
of life.

Keywords: Allergy, Interleukin 2, biotherapy, therapeutic option, allergen-specific Treg,
peripheral Treg.
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Avant-Propos

L’allergie, aussi appelée hypersensibilité, est une manifestation clinique observée lors
d’une réaction immunitaire exacerbée contre un antigéne non pathogeéne, 1’allergéne. Tout
comme les autres formes d’allergies, 1’allergie alimentaire, manifestation clinique contre un

allergene alimentaire (trophallergéne) constitue un enjeu de santé publique majeur.

L’allergie alimentaire concerne principalement des enfants vivant dans les pays
industrialisés. Dans une moindre mesure, la population adulte est également concernée par
I’allergie alimentaire. Globalement, le nombre de personnes souffrant d’allergie alimentaire
dans le monde est estimé entre 200 et 250 millions de personnes (Mills et al. 2007). Par
ailleurs, I’allergie alimentaire constitue la cause principale d’anaphylaxie chez les enfants de 0
a 14 ans. Le nombre de réactions sévéres a connu un accroissement de 28% en 5 ans en
France (Moneret-Vautrin 2008). Ces chiffres laissent présager la crainte d’une forte
augmentation sur les prochaines années de cas graves avec risque de déces suite a un choc
anaphylactique. De ce fait, une augmentation des dépenses de santé est attendue alors que
I’allergie constitue déja une part non négligeable dans le budget des systémes de santé. Les
chiffres disponibles sont basés sur des estimations en raison d’un manque d’étude fiable
disponible a ce jour. Ainsi, I’allergie alimentaire représenterait une dépense se situant entre 23
et 100 milliards d’euros, selon les régions du monde étudiées (W. Yu, Freeland, et Nadeau
2016).

Un autre probléme majeur réside dans le fait que 1’arsenal thérapeutique de 1’allergie
alimentaire est trés limité. Outre les traitements symptomatiques, il existe dans le cadre des
allergies alimentaires deux grands types de traitements prescrits aujourd’hui : le traitement
reposant sur le régime d’éviction et le traitement du choc anaphylactique par stylo auto-
injecteur d’adrénaline. Toutefois, leur prescription s’heurte a certaines limites de ces
traitements notamment en raison d’un risque de dénutrition secondaire dans le premier cas
(Groetch et Nowak-Wegrzyn 2013) et d’un mésusage du stylo auto-injecteur chez plus de la

moitié des patients souffrant d’allergie sévere dans le deuxiéme cas (O’Keefe et al. 2014).

De méme, I’immunothérapie spécifique (ITS), seule méthode actuelle pour traiter
durablement les allergies, s’heurte a un probléme de tolérance et d’efficacité dans le cadre de
’allergie alimentaire. Bien que des efforts considérables aient été faits ces derniéres années

avec notamment 1’essor de nouvelles voies d’administration de I’antigéne, I'ITS posséde
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I’inconvénient majeur de la ré-administration de I’allergéne en cause, pouvant provoquer des
réactions potentiellement graves chez le patient. 1l est donc nécessaire de développer de
nouvelles thérapies basées sur une meilleure compréhension de la physiopathologie de

I’allergie.

L’allergie alimentaire est caractérisée par une déviation des réponses immunitaires
vers une réponse de type T helper de type 2 (Th2), responsable de la synthése
d’Immunoglobuline (Ig) de type E (IgE) expliquant les symptomes cliniques. Des données
récentes obtenues chez I’Homme ou 1’animal montrent que les manifestations cliniques de
I’allergie sont exacerbées en cas d’absence congénitale (Torgerson et al. 2007) ou de
déplétion expérimentale des Treg (Kanjarawi et al. 2011) alors méme qu’ils sont
indispensables pour réguler les réactions allergiques. Ces caractéristiques leur conférent un
fort potentiel thérapeutique comme cela a déja été montré dans des modeéles de transfert

adoptif dans I’allergie alimentaire (Yamashita et al. 2012).

Notre laboratoire posséde une expertise dans 1’utilisation de 1’interleukine (IL) 2 (IL-
2) a faible dose comme immunothérapie immuno-régulatrice. Aprés avoir démontré que 1’IL-
2 faible dose permettait une expansion préférentielle des Treg (Klatzmann et Abbas 2015;
Grinberg-Bleyer et al. 2010), I’utilisation de cette immunothérapie a connu un essor
considérable dans le cadre d’essais cliniques afin de traiter des maladies auto-immunes
(Saadoun et al. 2011; Hartemann et al. 2013; von Spee-Mayer et al. 2015; Hordinsky M et
Kaplan DH 2014) ou de rejets allogéniques (Koreth et al. 2011). Ainsi, I’utilisation des Treg
comme outil thérapeutique devient aisée, 1’'IL-2 faible dose permet de s’affranchir des
difficultés techniques de sélection et d’expansion des Treg in vitro rencontrées dans le cadre
de protocoles de thérapie cellulaire classique. Un tel traitement n’avait jamais été testé dans le

cadre d’une maladie allergique.

Ainsi, I’objectif de cette theése a été d’établir la preuve de concept de 'utilisation d’IL-
2 faible dose comme outil thérapeutique de 1’allergie dans une étude préclinique utilisant un
modele murin d’allergie alimentaire a 1’ovalbumine. Les résultats obtenus, ayant permis la
publication d’un article scientifique, seront exposés et discutés plus loin dans cette these. De
méme, une revue sur le sujet a été publiée en 2017. Surtout, ces résultats sont a I’origine d’un
essai clinique (Rhinil-2, PHRC 2016), testant 1’administration d’IL-2 faible dose chez des
patients souffrant de rhinite allergique au pollen de Bouleau (Bet v 1) avec un syndrome oral

associ¢ a la consommation de pomme (Mal d 1). Ainsi, si les résultats obtenus chez 1’animal
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sont confirmés chez I’Homme, 1’IL-2 constituera une avancée thérapeutique majeure laissant

présager de son efficacité dans tout type d’allergie.
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Premiére Partie - De la découverte des lymphocytes T
régulateurs... a leur utilisation en thérapie: Un bref

historique.

La premiére partie de cette these sera consacree a la présentation des lymphocytes T
régulateurs (Treg) qui se situent au cceur de I’immuno-régulation induite par 1’IL-2 faible
dose. Nous reviendrons sur les grandes étapes de leur découverte et de leur caractérisation,
soulignant également leur complexicité compte tenu des différentes sous-populations de Treg
aujourd’hui décrites. De méme, nous aborderons les principaux mécanismes employés par les
Treg afin de réguler les réponses immunitaires et de maintenir une tolérance périphérique.
Ceci permettra d’introduire le potentiel thérapeutique des Treg, point qui sera abordé dans la

deuxieéme partie de cette these.

1. Identification d’une population thymique ayant des propriétés

régulatrices : I'origine des lymphocytes T régulateurs.

Le systeme immunitaire adaptatif est capable de réagir contre une multitude
d’antigénes pathogenes d’origine tumorale, infectieuse ou environnementale. La trés grande
diversité du répertoire des récepteurs des cellules T (TCR, T cell receptor) obtenue par
recombinaison génétique dans le thymus permet la reconnaissance de ces antigenes.
Cependant, la capacité du systeme immunitaire adaptatif a générer au hasard cette diversité du
répertoire conduit a I’émergence de clones capables de réagir contre des antigenes du soi ou
des antigenes de 1’environnement non pathogeénes. Malgré la mise en place, dans le thymus,
de mécanismes immunologiques de sélection négative, ces clones T auto-réactifs peuvent
échapper a cette sélection et atteindre les compartiments périphériques. Ainsi, afin de
préserver la tolérance a ces antigenes non pathogeénes, les lymphocytes T régulateurs
représentent une population cellulaire essentielle dans le maintien de cette tolérance. Ces Treg
constituent une sous population de lymphocytes T (LT) CD4" a activité immunosuppressive.
lls représentent entre 5 et 10% des LT CD4" présents dans le sang périphérique chez
I’Homme et jouent un réle majeur dans la régulation de réponses auto-immunes, allergiques et

dans le contrdle de ’homéostasie immunitaire.
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i. Les Treg avant 1995 : une population suppressive nécessitant une

meilleure caractérisation phénotypique.

Les premiéres preuves de I’existence de cellules suppressives ont été établies au début
des années 60 par les observations de Miller. La thymectomie néonatale en combinaison avec
une greffe allogénique de thymus permet la mise en place d’une tolérance et le non rejet d’un
greffon cutané allogénique de méme fond génétique que la souris donneuse (J. F. A. P. Miller
1962). Ceci apporte, pour la premiére fois, la preuve que le thymus constitue le siege de la
mise en place de la tolérance au soi. D’autres expériences ont ensuite consolidé ces données.
Différents groupes ont observé que la thymectomie réalisée 3 jours apres la naissance conduit
au développement spontané de manifestations inflammatoires tissulaires et a la production
d’auto-anticorps spécifiques de protéines du soi, caractéristiques de manifestations auto-
immunes (Taguchi et Nishizuka 1981). De méme, différentes équipes, ont rapporté des 1973,
que la thymectomie suivie d’une irradiation totale réalisée chez le rat a 1’age adulte conduit
également a I’émergence de manifestations auto-immunes, notamment une thyroidite associee
a la présence d’auto-anticorps anti-thyroglobuline (Penhale et al. 1973), ou encore un diabete
de type 1 (DT1) (Penhale et al. 1990; Fowell et Mason 1993). Dans ces conditions, le transfert
adoptif de CD4" issus de nouveaux nés, a des souris thymectomisées, conduit alors &
I’établissement de manifestations auto-immunes chez ces souris (S. Sakaguchi, Takahashi, et
Nishizuka 1982). A I’inverse, les lymphocytes T CD4" ou les thymocytes simples positifs
CD4"CD8" provenant de souris normales sont capables d’inhiber les réactions auto-immunes
induites par la thyméctomie néonatale (S. Sakaguchi, Takahashi, et Nishizuka 1982; Asano et
al. 1996). Ainsi, ces résultats démontrent dans un premier temps, ’existence de cellules
régulatrices dérivant directement des thymocytes capables de prévenir les manifestations

auto-immunes.

Par la suite, les travaux ont cherché a mieux caractériser la population lymphocytaire
ayant des propriétés régulatrices au sein des LT CD4", notamment en identifiant des
marqueurs de surface spécifiques. L’équipe de Sakagushi a largement contribué a la
découverte de ces nouveaux marqueurs. Elle a pu observer que chez les souris ayant subi une
thymectomie néonatale et souffrant de pathologies auto-immunes, les LT CD4" CD5" étaient
diminués (S. Sakaguchi et al. 1985). Le CD5 fut proposé comme le premier marqueur
membranaire des lymphocytes Treg. Ceci a été conforté par les expériences de transfert
adoptif de LT CD4" exprimant fortement le CD5, ayant permi de controler les manifestations

auto-immunes chez la souris (S. Sakaguchi et al. 1985). Néanmoins, les expériences réalisées
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par la suite ont remis en cause le CD5 comme marqueur des Treg. En effet, le transfert de
lymphocytes T CD4" CD5"" & des souris athymiques et déficientes en LT (Souris Nude) ou a
des souris normales dont les lymphocytes T ont été éliminés (sérum anti-thymocytes +
irradiation) conduit a 1’émergence de manifestations auto-immunes severes (S. Sakaguchi et
al. 1985; Sugihara et al. 1988). Ces résultats suggerent que le CD5 est exprimé
différentiellement sur des lymphocytes T CD4" ayant des fonctions opposées. Des
expériences similaires ont éte réalisées par Powrie et al. dans le début des années 90 et ont
permis de mettre en avant une expression différentielle du CD45RC (chez le rat) ou CD45RB
(chez la souris) sur les lymphocytes T CD4+ conventionnels (CD45RC" / CD45RB™) et ceux
ayant des propriétés régulatrices (CD45RC'™" / CD45RB"") (Powrie et Mason 1990; Powrie
et al. 1993). Toutefois, ces marqueurs restent non-satisfaisants dans la mesure ou ils peuvent
étre exprimés par d’autres cellules. Ainsi, la quéte de nouveaux marqueurs des Treg, plus
spécifiques que le CD5 ou le CD45RC/CD45RB s’est intensifiée.

ii. 1995 et I'identification du CD25 : un tournant dans I'analyse des

Treg.

L’identification du CD25 (chaine alpha du récepteur a 1’IL-2) comme marqueur des
lymphocytes Treg par I’équipe de Sakagushi, découle des observations obtenues par les
expériences exposées dans la partie précédente. En effet, Sakagushi et son équipe ont observé
que le CD25 était également présant sur les lymphocytes T CD4" exprimant fortement le CD5
ou faiblement le CD45RB, deux sous populations de lymphocytes T CD4" aux propriétés
régulatrices (S. Sakaguchi et al. 1995). Ainsi, le transfert de splénocytes dont les LT CD25"
ont été éliminés, a des souris athymiques, conduit a I’induction de manifestations auto-
immunes de sévérité supérieure comparativement a un transfert de lymphocytes T
CD4*CD5"" ou CD4"CD45RB". A Iinverse, I’injection de CD4*CD25" induit clairement
une inhibition du développement de manifestations auto-immunes (S. Sakaguchi et al. 1995).
De plus, il a été observé que les lymphocytes T CD4"CD25" apparaissaient autour du 3éme
jour aprés la naissance, au niveau périphérique, chez une souris normale. Ceci permet
d’expliquer les résultats obtenus et notamment 1’observation de manifestations auto-immunes
chez les souris ayant subit une thymectomie néonatale, empéchant le développement
thymique de ces cellules régulatrices. Enfin, I’administration de CD4°CD25" provenant de
souris normales a des souris venant de subir une thyméctomie prévient 1’apparition des

manifestations auto-immunes (Asano et al. 1996). Ces résultats suggerent le caractere
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indispensable du développement thymique de ces cellules dans le contréle des réactions

immunitaires auto-immunes.

Le CD25 est donc utilisé depuis pour I’indentification des Treg dans les différentes
publications, aussi bien chez la souris (CD4*CD25™), que chez ’'Homme (CD4"CD25"). De
méme, la seule expression de CD25 (chaine alpha du récepteur a 1’IL-2) a la surface de la
cellule est souvent utilisée comme critére de tri ex-vivo des Treg et reste satisfaisante chez la
souris. Cependant les lymphocytes T conventionnels (Tconv) peuvent également exprimer le
CD25. Cette expression de CD25 sur les Tconv est inductible par différents signaux
d’activation (Roncador et al. 2005). Néanmoins, le niveau d’expression du CD25 sur les
Tconv activés est inférieur au niveau d’expression du CD25 sur les Treg (Kuniyasu et al.
2000). En raison de cette expression différentielle du CD25 a la surface des Tconv et des Treg

il reste indispensable de caractériser les Treg par un marqueur encore plus spécifique.

iii. FOXP3:le marqueur idéal ?

Le facteur de transcription FOXP3 (Forkhead Box Protein 3) a été identifie en 2001
suite a la caractérisation, chez la souris et chez ’Homme, de deux syndromes « auto-
immuns » relativement similaires, associés a un défaut de FOXP3. Ainsi les souris SCURFY
qui développent spontanément des manifestations auto-immunes et inflammatoires séveres et
le syndrome IPEX (Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked
syndrome), qui induit chez I’THomme des manifestations auto-immunes impactant plusieurs
organes et des allergies sévéres, sont tous deux liés a une mutation du gene codant le FOXP3
(Brunkow et al. 2001; Bennett et al. 2001). De facon intéressante, les manifestations auto-
immunes caractérisant le syndrome SCURFY sont de méme nature que celles produites lors
de la déplétion des lymphocytes CD4*CD25". Ceci a conduit & identifier un réle possible de
FOXP3 dans la fonction des Treg. Notamment, en 2003 il a été rapporté que 1I’expression de
FOXP3 était essentielle pour la différenciation et la fonction des Treg (Hori, Nomura, et
Sakaguchi 2003; Fontenot, Gavin, et Rudensky 2003). Aujourd’hui, FOXP3 est considéré
comme le meilleur marqueur pour identifier les Treg bien que certaines limites persistent.
Alors que FOXP3 est constitutivement exprimé par les Treg, il a été rapporté chez I’Homme
que sous certaines conditions, les Tconv activés peuvent également exprimer transitoirement
FOXP3 sans acquérir de propriétés immuno-régulatrices (Banham, Powrie, et Suri-Payer
2006; Tran, Ramsey, et Shevach 2007). A I’inverse, une sous population de Treg chez
I’Homme (CD45RA'FOXP3'°W) ne possede pas d’activité suppressive, mais a I’inverse, est

capable de produire des cytokines pro-inflammatoires (Miyara et al. 2009). Enfin, il existe de
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veritables sous populations de Treg a activité immunosuppressive, n’exprimant pas forcement
le FOXP3. Ces sous populations vont étre décrites dans le chapitre 2. Ainsi, I’expression de
FOXP3 seul chez ’Homme n’est pas une condition nécessaire, ni suffisante afin de conférer
des propriétés régulatrices aux cellules. Enfin, FOXP3 étant une protéine nucleaire, elle ne
peut pas étre utilisée pour trier des Treg maintenus vivants. Chez 1’Homme, il a pu étre
montré que I’expression de la protéine de surface CD127 (chaine alpha du récepteur a I’IL-7)
est inversement corrélée a celle de FOXP3, ce qui permet ainsi d’identifier plus
specifiquement les Treg sur la base de marqueurs de surface (W. Liu et al. 2006, 127; Seddiki
et al. 2006).

iv. Développement thymique des Treg.

Les expériences de thymectomie réalisées dans les années 60 démontrent que le
thymus constitue le site de différenciation des Treg. De méme, il a été montré que des
anomalies de développement thymique conduit a une diminution du nombre de Treg (J. M.
Kim et Rudensky 2006). Ces tTreg, appelés « Thymus-derived » Treg en raison de 1’origine
de leur différenciation, représentent la majorité des Treg de I’organisme. lls expriment a haut
niveau le CD25 et le FOXP3.

Le développement thymique des Treg est encore sujet a de nombreuses recherches. Il
est maintenant admis que D’expression de FOXP3 apparait majoritairement au stade de
thymocyte simple positif CD4" au niveau de la zone médullaire thymique, méme si un faible
pourcentage de thymocytes doubles négatifs CD4'CD8 de la zone corticale expriment
également le FOXP3 (Barra et al. 2015).

D’une maniére plus générale, le développement thymique des tTreg dépend fortement
de l’affinité et de I’avidit¢ de son TCR - restreint aux molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de type II (CMH-II) - ainsi que de la rencontre avec les différentes

cellules présentatrices d’antigéne (APC) thymiques présentant les antigenes du soi.

L’engagement et la spécificité du TCR jouent un rdle tres important dans la sélection
thymique des Treg (Hsieh, Lee, et Lio 2012). En effet, Sakagushi et al ont observé, chez des
souris ou les LT n’expriment qu’un seul TCR spécifique d’un antigéne étranger (souris
transgéniques pour un TCR spécifique de 1’Ovalbumine croisées en fond RAG-/-), I’absence
quasi compléte de Treg (Itoh et al. 1999). Ainsi, en absence d’antigéne du soi, les Treg ne
peuvent pas se différencier dans le thymus. Cette expérience fut la premiére a mettre en avant

le role essentiel d’un signal TCR dans la différenciation thymique des Treg. De méme,
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I’affinité ou 1’avidité du TCR des thymocytes pour les antigénes du soi sont egalement
déterminantes dans la différenciation en Treg. Cela a été démontré a ’aide de modeles
transgéniques dont les LT expriment un TCR spécifique de I’hémagglutinine (HA) ou de
I’ovalbumine (OVA). Lorsque ces souris sont croisées avec des souris exprimant HA ou OVA
dans le thymus, la différenciation en Treg est favorisée (Apostolou et al. 2002; Jordan et al.
2001). De plus, un précurseur reconnaissant un antigéne pour lequel il est faiblement
specifique ne se différencie pas en Treg. Ainsi, la différenciation des Treg dans le thymus est
bas¢ sur la force de Ilinteraction TCR-CMH Il. On estime que I’interaction TCR-
CMH/peptide de force intermédiaire permet 1’induction du développement des Treg, alors
qu’une interaction de force trés élevée induit la sélection négative des clones auto-réactifs. A
I’inverse un signal faible TCR-CMH/peptide, permet aux cellules d’engendrer leur processus

de maturation afin de devenir des Tconv naifs (Hsieh, Lee, et Lio 2012).

La disponibilité des APC thymiques joue également un réle important dans le
développement des Treg. Notamment, les cellules épithéliales thymiques médullaires (mTEC)
semblent critiques dans le développement des tTreg et impliqueraient un mécanisme
dépendant de AIRE (Auto-Immune Regulator Gene). AIRE est un facteur de transcription
exprimé par les mTEC permettant ainsi I’expression des antigenes périphériques tissulaires et
autorisant la sélection négative des thymocytes auto-réactifs (Derbinski et al. 2005). Ainsi, les
régions du thymus ou les mTEC n’expriment pas le CMH-II, sont moins pourvues en Treg
que les régions du thymus ou les mTEC expriment le CMH-II (Aschenbrenner et al. 2007).
De méme, il a été démontré in vivo que les cellules dendritiques (DC) conventionnelles (cDC)
SIRPa+ originaires de la moelle osseuse sont de puissants inducteurs de la différenciation des
tTreg (Proietto et al. 2008). En effet, ces cDC SIRPa+ représentant approximativement 30%
des DC thymiques, sont capables de migrer de la périphérie jusqu’au thymus, induisant ainsi
le développement antigenes spécifiques des tTreg. Enfin, il a été montré que les DC
plasmacytoides (pDC, issues de la moelle osseuse) impliquées normalement dans la sélection
négative, peuvent servir de cellules accessoires pour le développement de tTreg (Hanabuchi et
al. 2010).

Cependant, un developpement cortical des tTreg a également été mis en évidence dans
des expériences ou la migration des thymocytes du cortex vers la médulla a été bloquée.
Notamment, le CCR7 (C-C Chemiokines receptor type 7) est essentiel pour la migration des
thymocyte du cortex vers la medulla (Kurobe et al. 2006). Ainsi, chez des souris CCR7 KO, a
été relevée une accumulation de thymocytes CD4" simple positifs exprimant le FOXP3,
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démontrant que le cortex thymique est suffisant pour initier I’expression de FOXP3 (Kurobe
et al. 2006).

Quelque soit la région du thymus impliquée, la sélection et la survie des tTreg restent
sous I’influence de nombreux signaux de co-stimulation. Comme évoqueé plus haut, un signal
TCR-CMH peptide du soi de force intermédiaire (Apostolou et al. 2002; Jordan et al. 2001)
permet la sélection de thymocytes simple positifs CD4"CD25"GITRMFOXP3™ constituant les
précurseurs des tTreg (Lio et Hsieh 2008). De méme, I’interaction du CD28 avec le
CD80/CD86 est également nécessaire pour la différenciation des tTreg, dans la mesure ou les
souris n’exprimant pas le CD28 ou le CD80/CD86 ont un nombre de Treg fortement diminué
(Tang et al. 2003; Salomon et al. 2000). La sécrétion de TSLP (thymic stromal-derived
lymphopoietin) par les DC médullaires et I’expression du récepteur TSLP par les thymocytes
constituent également un point critique dans le développement des tTreg (Jiang et al. 2006),
tout comme I’expression du GITR (glucocorticoid-induced tumour necrosis factor receptor)
qui permet au tTreg de résister aux signaux d’apoptose (McHugh et al. 2002). Enfin
I’induction de I’expression de FOXP3 chez les tTreg matures est sous I’influence de la
production d’IL-2. En effet, I’IL-2 présente un rdle crucial dans le développement des tTreg
dans la mesure ou I’invalidation du géne codant pour I’'IL-2 conduit a une diminution de
moitié du nombre de Treg développé dans le thymus chez la souris (Fontenot et al. 2005). Ce
blocage partiel du développement des tTreg montre que la signalisation induite par 1’IL-2,
impliquant le facteur de transcription STAT-5 (Signal transducer and activator of
transcription 5), n’est pas exclusive pour le développement des tTreg (Burchill et al. 2007).
En effet, il a ét¢ démontré que 1’TL-15, secrétée par les macrophages, les lymphocytes B ou
les mTEC, constitue également un signal de co-stimulation nécessaire au 1’induction de
I’expression de FOXP3 par les thymocytes simples positifs CD4"CD25"GITR"FOXP3 (l.
Caramalho et al. 2015)
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Figure 1 : Différentiation thymique des tTreg.

Les thymocytes simples positifs CD4'FOXP3™ peuvent recevoir, au niveau de la médulla, des signaux d’activation
(TCR/CMH-I1-peptide) et de costimulation (CD28/CD80-CD86 ; TSLP) apportés par les mTEC et qui présentent des
peptides du soi. Ceci conduit a la différenciation des thymocytes simples positifs CD4"FOXP3" en précurseurs tTreg, cellules
CD4" (FOXP3") exprimant le CD25 et le GITR. Ces précurseurs vont ensuite se différencier en véritables tTreg exprimant le
FOXP3" lors de I'exposition a I'L-2, sécrétée par des thymocytes CD4 simples positifs matures ou lors de I’exposition a I’IL-
15 sécrétés par les macrophages, les lymphocytes B ou les mTEC. De plus, lors de I'interaction avec les pDC activés ou les
mTEC circulantes, les cellules doubles positives CD4*CD8"FOXP3™ présentes au niveau du cortex thymique peuvent
également se différencier en tTreg, de fagon dépendante des signaux de co-stimulation. Enfin, ’expression de FOXP3 a
récemment été décrite au niveau des thymocytes double négatifs du cortex thymique. Adapté de Caramalho et al, 2015 (i.
Caramalho et al. 2015)

Pour résumer, la plupart des auteurs s’accordent a dire que la différenciation des tTreg est
basée sur un modéle en deux étapes. Dans un premier temps, les thymocytes reconnaissent un
peptide auto-réactif présenté par les DC thymique via le signal TCR/CMH-II. Ceci induit
I’augmentation de I’expression du CD25 qui dans un deuxiéme temps, permet I’expression de
FOXP3 au niveau de la médulla via la signalisation induite par I’'IL-2/STAT-5 (Fig. 1). Le
développement de tTreg dans le cortex serait rendu possible par I’existence de DC thymiques
médullaires circulantes,

permettant la présentation d’antigenes médullaires sous la

dépendance d’AIRE au niveau du cortex thymique (Gray et al. 2007).

21



2. Vers une complexité du compartiment T régulateur :
identification de sous populations de Ilymphocytes T

régulateurs CD4+.

Plus récemment, ont été décrit deux autres catégories de Treg, en plus de tTreg générés
dans le thymus. Désormais, on distingue les Treg induits dans les compartiments
périphériques a partir de lymphocytes T conventionnels. Les différents experts se sont
récemment accordés pour dénommer ces Treg induits en périphérie comme des pTreg
(peripheral Treg). Dans un deuxieme temps, les iTreg, (in vitro-induced Treg) ont également
récemment été définis et sont quant a eux, induits in vitro a partir de lymphocytes T
conventionnels en présence de « Transforming Growth Factor-p » (TGF-B).

i. Les «peripheral » Treg.

Les pTreg sont générés a partir des lymphocytes T conventionnels FOXP3- (Tconv) au
niveau des sites périphériques sous certaines conditions. En effet I’activation des cellules T en
absence d’inflammation ou en présence de cytokines immunosuppressives, telles que 1’1L-10
et le TGF-B, permet I’induction de I’expression de FOXP3 (Bilate et Lafaille 2012). De méme
la présentation de I’antigéne par les DC immunosuppressives ou en absence de signal de
costimulation fort, la présentation de 1’antigéne dans un microenvironnement tolérogénique,
notamment au niveau des muqueuses riches en TGF-B et en IL-2, sont autant de conditions
favorisant le développement de pTreg a partir de Tconv (Bilate et Lafaille 2012).
Contrairement au tTreg, le répertoire du TCR des pTreg, n’est pas restreint aux antigénes du
soi. En effet, les pTreg bénéficient d’un répertoire partagé avec les Tconv dont ils dérivent et
il n’existe que trés peu de similarités entre le répertoire des tTreg et des pTreg (Shevach et
Thornton 2014). L’induction de pTreg est conditionnée par la force du signal de stimulation et
I’environnement cytokinique. Plus la force de I’interaction TCR/CMH-peptide est importante
plus le TGF-B et I’[L-2 sont indispensables pour induire des pTreg (Povoleri et al. 2013).
Cependant, 1’acide tout-trans retinoique (« all-trans retinoic acid », ATRA), en synergie avec
le TGF-B, permet le développement de pTreg indépendamment du niveau de co-stimulation
(Benson et al. 2007).

Par analogie dans leur processus d’induction, d’autres sous populations de cellules aux

propriétés immunorégulatrices ont été décrites et assimilées a des pTreg, bien que des
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différences phénotypiques majeures existent. Ainsi, ont été décrits trés recemment les Treg de
type 1 (Trl) et les lymphocytes T helper de type 3 (Th3).

a. Les lymphocytes T régulateurs de type 1.

Les Trl sont caractérisés par la co-expression de CD49b et de LAG-3 (lymphocyte
activation gene 3), une forte sécrétion d’IL-10, 1’absence de sécrétion d’IL-4 (Brockmann et
al. 2017; Zeng et al. 2015). Ils sont également caractérisés par I’absence de I’expression de
FOXP3 (Brockmann et al. 2017; Zeng et al. 2015), constituant une différence majeure avec
les pTreg. Ainsi, ils sont identifies pour le moment sur la base de leur sécrétion d’IL-10. Ils
expriment également le CXCR3 (C-X-C Chemokine Receptor) et possedent beaucoup de
marqueurs d’activation (CD40L, CD69, CD28, et IL15Ra) (Kleinewietfeld et Hafler 2014). Il
a longtemps été admis qu’une stimulation chronique des lymphocytes T CD4+ en présence
d’IL-10 était suffisante pour induire des Trl (H. Groux et al. 1996). Cependant, ceci a été
revu en 2003 par la méme équipe. Notamment, Groux et al. démontrent que la stimulation par
le TCR est indispensable a 1’acquisition des fonctions régulatrices (Hervé Groux 2003). Ceci
rejoint les travaux d’Hori et al., qui montrent que les Trl peuvent également étre induits en
périphérie par les cellules dendritiques immatures et en présence d’IL-10 (Hori et al. 2003).
Enfin, le TGF-P permet également 1’induction de Trl sécréteurs d’IL-10 aprés activation de
DC sécrétant I’IL-27 (Awasthi et al. 2007). Les Trl sont donc activés de maniéere dépendante
de I’antigéne (H. L. Weiner 2001). Une fois activés, les Trl sont capables de proliferer sous la
dépendance de I’IL-15 et non de I’'IL-2, plagant I’TL-15 comme cytokine tres intéressante au
regard de la mise en place d’une tolérance aux antigenes alimentaires, dans la mesure ou les

Trl se situent au centre du processus d’induction de la tolérance orale (Battaglia et al. 2004).

b. Les lymphocytes T helper de type 3.

La caractérisation phénotypique des lymphocytes T helper 3 est encore trés discutée.
Certains auteurs considérent qu’ils expriment le FOXP3 (Th3 : CD4 Foxp3™) (Carrier et al.
2007), alors que d’autres auteurs les définissent comme des cellules FOXP3™ (Howard L.
Weiner et al. 2011; Y. Chen et al. 1994).

Les Th3 possédent une fonction suppressive par sécrétion de TGF-p. IIs sont capables
également de sécréter de I’interferon-y (IFN-y) et expriment a leur surface le LAP (Latency-
Associated Peptide) (peptide formant un complexe avec le TGF-B) (Howard L. Weiner et al.
2011). Les lymphocytes Th3, CD4'CD25FOXP3'LAP*, acquiérent leurs propriétés
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régulatrices apres activation de leur TCR au niveau de I’intestin par un antigene administré
par voie orale ou le microbiote intestinale, expliquant pourquoi ils sont principalement
retrouvés au niveau de I’intestin. Ainsi, les Th3, contrairement aux tTreg, sont spécifiques
d’antigenes non présentés au niveau du thymus. Ils sont impliqués dans la tolérance orale aux
antigenes alimentaires et dans la tolérance au microbiote (Frangoise Cottrez et Groux 2004).
Le TGF-B sécrété par ces lymphocytes Th3 permet de maintenir 1’activation et 1’expansion
des tTreg permettant la suppression des réponses Thl et Th2. Le TGF-p permet également la
conversion des Tconv CD4'FOXP3™ en pTreg CD4"CD25'FOXP3'LAP" (Awasthi et al.
2007).

ii. Les «in vitro-induced » Treg.

Enfin, ’acquisition de FOXP3 a partir de lymphocytes T effecteurs aprés 1’interaction
in vitro TCR/CMH-peptide en présence de TGF-B permet de définir les iTreg (Shevach et
Thornton 2014). lls ne seront que peu détaillés car ils ne contribuent pas a la régulation en
condition physiopathologique des manifestations auto-immunes ou allergiques. Néanmoins,
dans des modeles d’études in vitro, les iTreg ont démontré des capacités suppressives aussi
importantes que les tTreg. Les iTreg sont également capables de supprimer les manifestations
auto-immunes lorsqu’ils sont transférés a des souris SCURFY (Huter, Punkosdy, et al. 2008).
Cependant leur effet thérapeutique in vivo est bien moindre que les tTreg (Huter, Punkosdy, et
al. 2008). Cela serait li¢ au fait que les iTreg perdent I’expression de CD62L lorsqu’ils sont
cultivés in vitro, ne pouvant plus migrer au niveau des ganglions (Shevach et Thornton 2014).
Néanmoins, le potentiel thérapeutique des iTreg a tout de méme été testé dans différents
modeles de pathologie. Ainsi, des équipes ont différencié des iTreg spécifiques d’antigéne, en
utilisant des Tconv de souris transgéniques exprimant un TCR spécifique de la pompe a
protons de I’estomac, cultivés en présence de TGF-B. Ces iTreg spécifiques de 1’antigene, co-
transferés avec des CD4"FOXP3" transgéniques & des souris nude, ont permis d’inhiber le
développement des manifestations de la gastrite auto-immune (DiPaolo et al. 2007). Dans des
modeéles de pathologies médiées par les lymphocytes Thl7, ni les tTregs ni les iTregs
polyclonaux n’ont pu prévenir la maladie alors que les iTreg spécifiques de I'antigene ont
complétement empéché la destruction des tissus et supprimé l'expansion des cellules T
effectrices dans les ganglions (Huter, Stummvoll, et al. 2008). L’utilisation des iTreg

spécifiques de 1’antigéne ouvre donc de nouvelles perspectives de traitement.
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iii.  Caractéristiques phénotypiques des Treg.

L’association des marqueurs CD4'CD25'FOXP3" semble étre le phénotype le plus
specifique des Treg a I’heure actuelle, méme si elle ne semble pas parfaite pour les différentes
raisons évoquées plus haut. Ainsi, d’autres marqueurs sont essentiels a la distinction des Treg
par rapport aux autres sous populations CD4" (Tconv notamment). Notamment, il existe
différents marqueurs d’activation et différents marqueurs de sous populations de Treg, non

restreints aux Treg, dont la co-expression permettrait de mieux caractériser les Treg.

Parmis les marqueurs d’activation, 1’expression d’ICOS (Inducible T Cell
COStimulator), molécule de co-stimulation de la famille de CD28, permet ainsi de
caractériser les Treg les plus immunosuppresseurs et sécréteurs d’IFN-y (Vocanson et al.
2010). ICOS (CD278), est un signal de costimulation indépendant de la voie CD28/CD80-86.
ICOS est faiblement exprimé sur les lymphocytes T naifs. Son expression est up régulée apres
activation par le TCR. ICOS est donc fortement exprimé sur les lymphocytes T actives et sur
les Treg (Busse et al. 2012). La fonction d’ICOS a été étudiée dans différents modeles
d’infections, de maladies auto-immunes ou d’allergies chez la souris. Les études
fonctionnelles ont montré que le blocage d’ICOS in vivo, inhibe I’induction de tolérance dans
un modele d’inflammation pulmonaire. Ce blocage induit une hypersécrétion de mucus, une
éosinophilie pulmonaire et la production de cytokine proTh2 en réponse a une sensibilisation
a ’OVA (Busse et al. 2012). Dans les maladies allergiques, ICOS influence la réponse
antigéne spécifique en contrdlant le nombre d’effecteurs de type Th2 (Busse et al. 2012). Les
Treg ICOS+ sont également capables d’inhiber spécifiquement la réponse de type Th2 lors
d’infection par des parasites du groupes des helminthes (Redpath et al. 2013).

D’autres marqueurs d’activation participent également a la caractérisation des Treg. Ainsi, on
distingue a la surface des Treg, des membres de la famille du récepteur du « Tumor Necrosis
Factor » (TNF) tels que le GITR (Shimizu et al. 2002) et OX40. De méme, 1’expression du
TNFR2 est essentielle pour la stabilité phénotypique et fonctionnelle des Tregs dans un
environnement inflammatoire. Le TNF, en se fixant sur le TNFR2 présent a la surface des
Treg, permet de maintenir 1’expression de FOXP3, apres une stimulation par le TCR (X. Chen
et al. 2013). Aussi, le TNFR2, contrairement au TNFR1, permet d’indentifier les Treg aux
propriétés les plus suppressives (Heinrich et al. 2015). D’autre part, un membre de la famille
des intégrines, le CD103 permet la caractétrisation des Treg. L’expression de CD103 (chaine
a de I’intégrine aep7), sur les Treg activés, leur permettrait d’avoir une meilleure capacité

migratoire vers les tissus (Suffia et al. 2005).
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D’autres marqueurs comme LAG-3 ou le CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte—
associated antigen 4) (Takahashi et al. 2000), autres molécules de co-stimulation de la famille
du CD28, sont également exprimeés par les Treg. Leurs réles respectifs seront abordés dans la

partie 3 sur les mécanismes d’action des Treg.

L’ensemble de ces marqueurs participe a I’homéostasie et a la fonction suppressive
des Treg. Malgré leur expression constitutive sur une fraction des Treg a 1’état basal, ils
peuvent aussi étre présents sur les Tconv activés. Par conséquent, & eux seuls, ils ne
permettent pas de définir les Treg en général, ni de distinguer les différentes sous populations

de Treg.

Différents auteurs ont toutefois essayé de définir des marqueurs membranaires
permettant de faire la distinction entre les différentes sous populations de Treg. Ainsi, en
2010, Thornton et al. ont démontré qu’Helios, facteur de transcription de la famille IKAROS,
est exprimé par les tTreg et peut étre utilisé comme marqueur intracellulaire permettant de
distinguer les tTreg des pTreg, et notamment les tTreg les plus activés (Thornton et al. 2010).
Ceci est aujourd’hui controversée car Helios peut étre exprimé sur les pTreg sous certaines
conditions immunologiques (Yadav et al. 2012; Gottschalk, Corse, et Allison 2012). L’équipe de
Yadav et al. a démontré que les tTreg expriment a haut niveau, le marqueur de surface
Neuropilin-1 (Nrp-1) et que ce marqueur est absent a la surface des pTreg. Ce marqueur
membranaire est ainsi proposé pour différencier les tTreg des pTreg (Yadav et al. 2012).
Toutefois, il a récemment été¢ démontré que tous les Treg originaires du thymus n’exprimaient
pas forcement Nrpl alors qu’ils expriment tous Helios et en proportion plus importante que
Nrpl (Singh et al. 2015). Ainsi, la distinction des tTreg et des pTreg par I’expression des
marqueurs Nrpl et Hélios est toujours controversée. Néanmoins, 1’équipe de Sanders
préconise 1’analyse de 1’expression concomitante d’Helios et de Nrpl afin d’obtenir la

meilleure distinction possible entre tTreg et pTreg (Singh et al. 2015).
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3. Mécanismes d’action des Treg.

Les Treg utilisent d’une part, différents mécanismes de suppression dont la plupart
sont communs entre les différentes populations de Treg décrites précédemment. Néanmoins,
certaines sous populations de Treg utilisent des mécanismes de régulation qui leur sont
propres. D’autre part, les Treg, aprés avoir reconnu leur antigéne, vont s’activer et &étre
capables de supprimer une grande variété de cellules effectrices, co-localisées aux alentours,
de spécificité antigénique différente. Cette effet bystander, mis en évidence la premiere fois
par I’équipe de Sakagushi (Takahashi et al. 1998), permet d’inhiber 1’activation de différents

clones de Tconv en utilisant des mécanismes de suppression varies.

Les fonctions suppressives des Treg sont multiples selon la population cellulaire
considérée et I’environnement dans lequel ils se trouvent. Les Treg agissent sur différentes
cibles cellulaires impliquant aussi bien des cellules de I’immunité innée (natural Killer (NK),
mastocyte, macrophage, cellules dendritiques, polynucléaires) que des cellules de I’'immunité
adaptative (lymphocytes T, lymphocytes B...). Ils agissent soit directement en agissant sur
leur cycle cellulaire, leur survie et/ou leur fonction effectrice, soit indirectement en régulant

I’action des cellules présentatrices de 1’antigene.

Les Treg sont capables d’exercer leurs activités immunosuppressives via des
mécanismes de suppression directs, contact-indépendants. Ainsi, la production de cytokines
inhibitrices est I’'un des mécanismes principaux de régulation (Fig. 2). L’IL-10 est connue
depuis longtemps comme ayant des propriétés suppressives. En effet, il a été démontré dans
un modéle murin d’EAE (Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale) que 1’IL-10
contribue a I’amélioration des symptomes (Mann et al. 2007) alors que I’invalidation
conditionnelle de I’IL-10 spécifiquement dans les Treg est suffisante pour induire une colite
chez la souris. De méme, ces animaux sont plus susceptibles a I’induction de I’allergie
respiratoire (Rubtsov et al. 2008). D’autres auteurs ont démontré le réle des Treg sécréteurs
d’IL-10 dans le controle de I’asthme allergique (Lloyd et Hawrylowicz 2009). Les Trl
suppriment majoritairement la prolifération cellulaire T a travers la production d’IL-10 (H.
Groux et al. 1996), faisant de ces cellules régulatrices, des cellules immunosuppressives dont
les mécanismes de suppression sont principalement contact indépendant. L’IL-10 agit a
différents niveaux : tout d’abord, elle bloque la différenciation des cellules dendritiques a
partir des monocytes circulants (Allavena et al. 1997), réduit le niveau d’expression des
molécules CMH-I11 et de co-stimulation (C. A. Akdis et al. 2000), inhibe la production de
cytokines par les mastocytes (Arock et al. 1996) ainsi que la survie et la fonction des
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éosinophiles (Takanaski et al. 1994). Chez I’homme, I’IL-10 bloque par ailleurs, la production
d’IL-2, d’TFN-y par les lymphocytes Th1 mais aussi d’IL-4 et d’IL-5 a partir de lymphocytes
de type Th2 en interférant avec les voies de signalisation CD28-CD80 (C. A. Akdis et al.
2000). L’IL-10 est en effet capable d’agir directement sur la transduction intracellulaire du
signal généré par le CD28 (C. A. Akdis et al. 2000). Plus récemment, il a été démontré que
I’IL-10 sécrétée par les Treg est essentielle afin de contrdler les réponses Th17 pathologiques
(Chaudhry et al. 2011).

D’autres cytokines immunosuppressives sont également impliquées dans les
mécanismes de régulation des Treg (Fig. 2). Parmi elles, le TGF-B est notamment impliqué
dans la régulation des réponses immunitaires intestinales. L’activité immunosuppressive des
Treg producteurs de TGF-f a été démontrée in vivo dans différentes pathologies auto-
immunes. Ainsi les souris avec une invalidation du géne codant pour le TGF-p
specifiquement dans les lymphocytes T développent des réactions auto-immunes létales (M.
O. Li, Wan, et Flavell 2007). La sécrétion de TGF-B est le mécanisme de suppression
majoritaire employé par les Th3 (Howard L. Weiner et al. 2011). Aussi, les Trl peuvent
exprimer le TGF-B contribuant a leurs fonctions suppressives (Brockmann et al. 2017). De
méme, il a été démontré que le TGF-B produit par les Treg permet de contrdler les
manifestations d’allergies respiratoires (Joetham et al. 2007). Plus récemment, il a été montré
que les Treg exercent également des fonctions suppressives via la production d’IL-35,
hétérodimeére associant la sous unité Ebi3 et la sous unité IL-12a (Collison et al. 2007). En
effet, I’équipe de Vignali a démontré par RT-qPCR sur cellules triées que 1’expression d’Ebi3
et IL-12a était restreinte aux Treg. Ainsi en utilisant des souris dont les Treg sont KO pour la

" avaient

sous unité Ebi3 ou IL-120, les auteurs ont démontré que les Treg Ebi3” ou IL-120
des capacités suppressives in vitro diminuées comparativement aux Treg contréles (Collison
et al. 2007). Dans un modéle murin de MICI, les Treg Ebi3” ou IL-12a™ n’ont pas été en
mesure de controler les manisfestations de la colite, contrairement aux Treg sauvages. Enfin,
en faisant exprimer par des Tconv transgéniques I’Ebi3, I'IL-12a ou I’IL35 (Ebi3+IL12a),
seules les cellules sécrétant 1’hétérodimere IL-35 ont démontré des capacités suppressives in

vitro sur des Tconv naifs restimulés par le peptide HA (Collison et al. 2007).
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Figure 2 : Mécanismes de suppression des Treg par sécrétion de cytokine.

Les Treg sont caractérisés par les sécrétions de cytokines immunosuppressives telles que 1I’IL-10, I’IL-35 et le TGF-B
permettant la suppression des réactions immunitaires apres fixation sur leurs récepteurs présents a la surface des différentes
cellules effectrices. L’IL-10 induit en plus, un blocage de la maturation et de I’activation des DC caractérisé par la diminution
de I’expression du CMH-II et des molécules de co-stimulation CD80/86. Par ailleurs 1’'TL-10 est capable de supprimer les
réponses Thl, Th2 et Th17 en bloquant la sécrétion de cytokines par ces cellules. Les TGF- B inhibe la prolifération des Teff,
inhibe la différenciation des lymphocytes cellules cytotoxiques, induit la différenciation des Tconv en Treg. L’IL-35 induit la
prolifération des Treg, supprime la prolifération des Tconv et inhibe la différenciation des LT en Th17. Teff : lymphocytes T
effecteurs : DC : cellules dendritiaues : TGF-BR : Récepteur du TGF-B.

En dehors de ces mécanismes de régulation directs, les Treg sont capables de
supprimer la maturation et la fonction des DC inhibant leur interaction avec les lymphocytes
T conventionnels régulant ainsi indirectement leur niveau d’activation (Tadokoro et al. 2006)
(Fig. 3). Ceci impliquerait les molécules de surface NRP-1 et LFA-1 (leukocyte function-
associated antigen-1) présentes sur les Treg capables de prolonger I’interaction entre les DC
immatures et les Treg. En effet, différentes observations obtenues au microscope
biphotonique suggerent que 1’utilisation d’anticorps bloquants NRP-1 ou LFA-1 inhibent
I’interaction entre les DC et les Treg (Onishi et al. 2008; Sarris et al. 2008) résultant en une
meilleure activation des lymphocytes T effecteurs. En formant des agrégats, les Treg
empéchent 1’up régulation de CD80 et CD86 sur les DC immatures (Onishi et al. 2008). Les
Treg sont également capables de moduler la maturation des DC, les rendant inactives,
incapables d’induire 1’activation des lymphocytes T. En effet, les Treg possedent a leur
surface membranaire le CTLA-4 qui régule négativement 1’expression de CD80 et CD86,
principales molécules de costimulation présentes sur les cellules présentatrices d’antigene et

indispensables a 1’activation lymphocytaire T (Fig. 3). C’est ainsi que les Trl, dans certaines
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conditions pathologiques, expriment le CTLA-4 et inhibent les réponses effectrices. Les
mécanismes de régulation associés au CTLA-4 dépendent du catabolisme du tryptophane,
acide aminé essentiel pour la survie des lymphocytes. L’enzyme Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) permet la dégradation du tryptophane par la voie des Kynurenines. En
effet, le CTLA-4, en se fixant sur le CD80/CD86, induit 1’activité d’IDO ce qui a pour
conséquence I’arrét de la prolifération des lymphocytes T et la mort cellulaire suite a un
appauvrissement en tryptophane (Grohmann et al. 2002) (Fig. 3). IDO est exprimée par les
DC CD103+ de l’intestin, impliquées dans 1’induction de pTreg permettant la mise en place
de la tolérance orale, comme detaillé plus haut. Enfin, LAG-3 exprimé a la surface des Treg
est également impliqué dans la suppression de la maturation des DC via une interaction de
haute affinité avec le CMH-11 présent sur le DC (Huang et al. 2004) (Fig. 3).
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Figure 3: Mécanismes de suppression de la fonction et de la maturation des cellules
dendritiques par les Treg

(i) La fixation de NRP-1 et de LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) présents a la surface des Treg sur les DC
permet d’une part, la formation d’aggrégats rendant moins disponibles les DC pour I’activation des lymphocytes T
conventionnels et d’autre part, induit une diminution de la maturation des DC et de ’expression de CD80/86 sur la DC. (ii)
L’expression de CTLA-4 présents a la surface des Treg activés entraine une inhibition de la fonction des cellules dendritiques
(DC) en se fixant sur les molécules de co-stimulation CD80/CD86, les rendant non disponibles pour induire le deuxiéme
signal d’activation des lymphocytes T effecteur (CD28-CD80/86). Outre ce mécanisme de compétition, la liaison du CTLA-4
aux CD80 / CD86 induit une signalisation permettant aux Treg d’endocyter les molécules de co-stimulation. Enfin, la
fixation de CTLA-4 sur CD80/86 induit I’activation de 1’enzyme Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) permettant la
dégradation du tryptophane par la DC. L’appauvrissement en tryptophane dans le microenvironnement induit ’apoptose des
Teff. (iii) Les Treg inhibent la maturation des cellules dendritiques via 1’expression de LAG-3 interragissant avec les
molécules de CMH-II.
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Un autre mécanisme de régulation proposé implique I’activité cytotoxique des Treg (Fig. 4).
Cette cytotoxicité est médiée par la sécretion de perforine et de granzyme A chez I’Homme ou
granzyme B chez la souris. Granzyme A et granzyme B permet I’apoptose des cellules T
effectrices, des monocytes et des cellules dendritiques via 1’activation de la voie des caspases
(Grossman et al. 2004; Gondek et al. 2005; D.-M. Zhao et al. 2006). Ce mécanisme de
régulation est impliqué dans la lutte contre le rejet de greffe allogénique (Gondek et al. 2008)
et 'immunité anti-tumorale (Cao et al. 2007). Notamment, les Trl expriment granzyme B
contribuant a leur fonction suppressive (Brockmann et al. 2017). De méme, I’engagement de
TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) présent a la surface
membranaire des Treg activés induit I’apoptose des cellules cibles via I’activation de la voie
des caspases apres fixation sur son récepteur DR-5 (Death receptor 5). Ceci a été démontré
dans un modeéle de greffe cutanée ou le blocage de DR-5 par un anticorps bloquant diminue la
survie du greffon (X. Ren et al. 2007). Enfin, dans certaines situations pathologiques, la
suppression médiée par les Trl nécessite un signal contact-dépendant via les molécules PD-1
(Programmed Death-1), GITR, ou le TGF- membranaire. C’est ainsi que les Trl peuvent
réguler les réponses allergiques chez la souris (K. Wu et al. 2007).

Induction de I'apoptose

Induction de I'apoptose

Cellule dendritique

Figure 4 : Mécanismes de suppression des Treg par cytolyse

Le couple Perforine/Granzyme sécrété par les Treg permet I’induction de 1’apoptose des lymphocytes T effecteurs et des DC
aprés formation de pores membranaires via la perforine, et I’activation de la voie des caspases par Granzyme A/B. Les Treg
peuvent également exprimer a leur surface TRAIL, permettant I’induction de I’apoptose des Teff apres fixation sur son
recepteur DR-5.
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D’autres mécanismes de régulation existent encore (Fig. 5). Les Treg, qui expriment a
haut niveau la chaine o du récepteur a I’'IL-2 (CD25), entrent en compétition avec les Tconv
pour I’IL-2, induisant alors 1’apoptose des Tconv suite & la déprivation en IL-2. Les Treg
activés expriment a leurs membranes la galactine-1 qui peut interagir avec des récepteurs
présents sur les Tconv induisant un arrét du cycle cellulaire. Enfin, les Treg expriment tres
fortement le CD39 et CD73, permettant de convertir 1’Adénosine Tri-Phosphate (ATP) en
adénosine. En se fixant sur son récepteur AzaR, I’adénosine permet de supprimer ’activité
des Tconv (Deaglio et al. 2007). Elle favorise également I’induction de Treg en inhibant la
signalisation induite par I’IL-6 (ne permettant plus I’orientation vers la réponse Thl7) et en
favorisant la production de TGF-p par les lymphocytes T activés (Zarek et al. 2008). Enfin,
I’adénosine permet de moduler la maturation de DC leur permettant d’acquérir un phénotype

tolérogenique (Vignali, Collison, et Workman 2008).

Compétition pour I'IL-2

Galectine-1

\_ A
=
Induction de Treg
Induction de DC tolérogéne
Q
0 0 0%
00 ¢
Q
TGF-B

Figure 5 : Mécanismes de suppression des Treg par pertubation métabolique

Les Treg inhibent la survie et la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Teff) au travers 1’appauvrissement du
microenvironnement en IL-2, griace a ’expression du récepteur de haute affinité pour ’IL-2. Les Treg sont capables de
cataboliser 1’Adénosine Tri Phosphate (ATP) en Adénosine permettant I’induction en périphérie de pTreg et de DC
tolérogénes. Enfin, les Treg expriment & leur membrane la Glactine-1 qui, en intéragissant avec un de ses récepteurs
(Gal1lR), suppriment la prolifération des Teff apres un arrét du cycle cellulaire.
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Pour conclure, les lymphocytes T régulateurs constituent une population cellulaire
essentielle dans le maintien de la tolérance immunitaire aux antigénes du soi et le contréle des
maladies auto-immunes. De méme, ils contribuent aux phénomenes de tolérance orale,
permettant a I’individu de ne pas réagir contre un antigene alimentaire. Ces caractéristiques
leur conferent donc un vrai potentiel thérapeutique pouvant étre exploité aussi bien dans le

traitement des maladies auto-immunes que dans les maladies allergiques.
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Deuxieme partie - Les Treg au service de la thérapie:

Quels potentiels thérapeutiques et quelles applications ?

De nouveaux mécanismes immunologiques ont récemment été mis en évidence expliquant
la physiopathologie de nombreuses maladies « dysimmunitaires » et qui placent les Treg au
centre des mécanismes de régulation et de prévention de ces pathologies. Ainsi les Treg
constituent un outil thérapeutique prometteur. Cependant, leur utilisation en thérapie reste un
challenge dans la mesure ou les difficultés techniques constituent un obstacle a 1’obtention
d’un nombre suffisant de Treg de grade clinique. Ainsi, dans cette deuxieme partie, nous
développerons les principales applications et limites de leur utilisation en thérapie. Nous
étudierons enfin, les alternatives possibles, envisageables permettant 1’induction et/ou
’activation de Treg in vivo, s’affranchissant ainsi des difficultés techniques de la thérapie

cellulaire.

1. Les lymphocytes T régulateurs a l'origine des maladies a

composantes immunologiques ?

Les Treg, principales cellules a activité immunosuppressive de I’organisme, sont au centre
des processus de régulation des maladies auto-immunes, allergiques ou encore des rejets de
greffes allogéniques. Ces différentes pathologies sont la conséquence d’une absence ou d’une
perte de tolérance vis a vis des antigénes du soi ou d’antigénes non pathogenes, pour laquelle
les lymphocytes T régulateurs jouent un réle primordial.

i. Treg etrejet de greffe.

Dans les années 90, une équipe a démontré que le transfert adoptif de Treg
CD4'CD25" chez des rats ayant subi une greffe cardiaque permet d’éviter le rejet du greffon
et la mise en place d’une tolérance au long terme. Cependant I’effet propre des Treg peut étre
discuté dans cette étude puisque les rats étaient également traités par la cyclosporine, un
puissant immunosuppresseur (B. M. Hall et al. 1990). Le réel engouement de 1’utilisation des
Treg dans la prévention du rejet de greffe d’organe, a débuté lorsque I’équipe de Sakagushi a
démontré que le transfert de Treg issus de souris naives a permis de prévenir le rejet d’une
greffe cutanée effectuée sur des souris Nude reconstituées en Tconv (S. Sakaguchi et al.
1995). Depuis une série d’études précliniques a démontré 1’importance des Treg dans

I’induction de tolérance de greffe d’organe solide ou de greffe de cellules souches
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hématopoiéetiques (CSH). Ainsi dans un modele de greffe de CSH in vitro, les Treg sont
indispensables a 1’induction de tolérance aux peptides allogéniques (P. A. Taylor, Noelle, et
Blazar 2001) alors que dans les études in vivo, la déplétion de Treg du donneur accélére la
survenue d’une maladie du greffon contre I’hote aigue (« Graft VVersus Host disease », GVH)
(Anderson et al. 2004; Cohen et al. 2002; Hoffmann et al. 2002). De méme, la déplétion de
Treg CD4"CD25" du donneur lors de DLI (Donnor Lymphocyte Infusion) favorise une
réponse effectrice contre les cellules tumorales (« Graft versus leukemia », GVL) (Maury et
al. 2010), alors qu’a I’inverse, I’administration de Treg issus du donneur lors de DLI post
transplantation de CSH, prévient la survenue d’une GVH (Patricia A. Taylor, Lees, et Blazar
2002; D. Zhao et al. 2008) voire méme, permet la disparation de signes cliniques de GVH
chronique (Anderson et al. 2004; D. Zhao et al. 2008). Aussi, dans un modéle de greffe
d’organe solide, le transfert adoptif de Treg a permis de supprimer le rejet de greffe d’ilots
pancréatiques chez la souris (Sanchez-Fueyo et al. 2002; Davies et al. 1999; Hara et al. 2001).

Ces résultats démontrent le réle central des Treg dans la mise en place d’une tolérance.

Compte tenu des résultats probants obtenus dans les modeles de greffe de CSH, la
facilit¢ d’obtention de Treg des donneurs, combiné a un degré élevé de morbidité et de
mortalité associée a la greffe de CSH chez les patients, il n'est pas étonnant que la prévention
de GVH soit apparue comme la premiére application clinique de la thérapie cellulaire par

Tregs chez I’homme.

ii. Treg et maladies auto-immunes.

Les maladies auto-immunes peuvent étre définies comme les manifestations
immunologiques observées suite & la rupture des mécanismes de la tolérance et 1’induction
d'une réponse immunitaire contre les composants du soi. Alors que des prédispositions
génétiques a I’autoimmunité ont été établies, des défauts de régulation peuvent étre également
a ’origine des ces réponses indésirables. L’exemple le plus parlant est le syndrome IPEX,
caractérisé par I’absence de lymphocytes T régulateurs, suite a une mutation du gene FOPXS3,
et qui conduit a la survenue de multiples manifestations auto-immunes dont le DT1 et la
thyroidite sont les plus fréquentes (Barzaghi, Passerini, et Bacchetta 2012). Bien qu’il existe
une résistance des Tconv a la suppression médiée par les Treg dans les maladies auto-
immunes (L. S. K. Walker 2009), la question de I’existence d’un défaut quantitatif et/ou
qualitatif de Treg a I’origine des maladies auto-immunes a depuis longtemps été abordée
(Tableau 1).
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Tableau 1 : Données expérimentales et cliniques démontrant I’importance des Treg dans différentes

maladies auto-immunes.

Données Expérimentales Données Cliniques

Maladie Observations Déplétion de Treg Induction de Treg Observations Thérapies inductrices de Treg
Corrélation entre diabéte et Ny DTR : Ainfiltration LD-IL-2: A Treg et guérison du diabéte N CD4+CD25+FOXP3+ chez enfants diabétiques Treg polyclonaux autologues :
expression de FOXP3 (Gregori et lymphocytaire du (Tang et al. 2008; Grinberg-Bleyer et (Ryba-Stanistawowska et al. 2014) Nconsommation d’insuline (Marek-
al. 2003) pancréas (Feuerer et al. al. 2010) . . Trzonkowska et al. 2012) ; Maintien

2009) NIGITR sur les Treg périphériques (Xufré et al. du taux de peptide C (Bluestone et
Souris NOD : NTreg (A.J. Wu et IL-2/Anti-IL-2 : ATreg (Onur Boyman et 2013) al. 2015)
al. 2002) al. 2006) AT duct d toki :
. . . . ! reg pro .uc eurs de cytokines pro- LD-IL-2 : /1 dose dépendante des
Souris scurfy : ADiabete (Z. Chen IL-2/anti-IL-2 + rapamycine + inflammatoires et A1 IL-12 et IL-18 chez enfants I X o
Diabéte . Ny . X . Treg chez patients diabétiques
et al. 2005) antigene : ATreg et protection contre diabétiques (Ryba-Stanistawowska et al. 2014)
= b N (Hartemann et al. 2013)
de type | le diabéte (Manirarora et Wei 2015)
CD4+BDC2.5 TCR Tg * Rag-/-:
induction mortelle d’un diabéte Transfert adoptif de Treg polyclonaux :
(Feuerer et al. 2009) N apparition du diabéte chez NOD (A.
J. Wu et al. 2002; Petzold et al. 2013)
NCD25 et du N Bcl2 (facteur de
survie) sur Treg de souris Transfert adoptif de Treg spécifiques
diabétiques (Tang et al. 2008) (BDC2.5 TCR tg) : NDT1 chez NOD
malades (Petzold et al. 2013; Tarbell et
al. 2007)
N de la suppression des Treg 0a-CD25 : N délai Transduction de CSM par le TGF-8 : N Treg chez les patients atteints de PR (Lawson et CSM : AFOXP3 et Nprolifération
exprimant le TNFR-II dans un d’apparition de la ATreg et Narthrite (Park et al. 2011) al. 2006; Xiao et al. 2011) CD4 et CD8 spécifiques de I'antigéne
modeéle murin d’arthrite maladie (Hilde . L . . (collageéne) in vitro (Gonzalez-Rey et
- . Induction de DC tolérogeniques : N de la suppression par les Treg de la production
Transgénique pour TNF-a (Biton Kelchtermans et al. " . X . . al. 2010)
ATreg et Narthrite (Carranza et al. de cytokines pro-inflammatoires (Ehrenstein et al.
etal. 2011) 2005; Frey et al. 2005) , e, s .
2012) 2004; Alvarado-Sanchez et al. 2006) LD-IL-2 : A différenciation de Treg a
PR Transduction des CD4 FOXP3 et partir de PBMC issus de patients
fansguction _ur 5 = atteints de PR (Kosmaczewska et al.
BCL-x : A survie Treg et Narthrite 2015)
(Haque et al. 2010)
Transduction des CD4 par FOXP3 et
TCR antigene spécifique : 2 Treg
Antigéne-spécifiques et Narthrite
(Wright et al. 2009)
Scurfy Mice : 7AAAN, 2dsDNA, a-CD25 : N délai Transfert adoptif de Treg : N I'activité N Treg (Crispin, Martinez, et Alcocer-Varela 2003; CSH autologues : ATreg et N
(Hadaschik et al. 2015) d’apparition de la lupique chez souris Nude Bonelli et al. 2008; Lyssuk et al. 2007) activité de la maladie (L. Zhang et al.
ladie (H ichetal. titué CD4+ (S. Sak hi 2009; Burt et al. 2006,
Souris NZB*NZW et souris ?()alg) fe (Humrich et a zc;nig';;es par (5. Sakaguchi Nsuppression de la prolifération de CD4 et CD8 urceta )
MRL/Ipr : NTreg et ’ (Lyssuk et al. 2007; Alvarado-Sanchez et al. 2006; LD-IL-2 : A Treg et Nactivité de la
développement spontané de Transfert adoptif de Treg: N activité Valencia et al. 2007) maladie (Humrich et al. 2015) (von
lupus (H. Y. Wu et Staines 2004; lupique chez souris Corrélation de la i it ive des T Spee-Mayer et al. 2015) (He et al.
C.-H. Yang et al. 2008) NZB*NZW (Humrich et al. 2010; orreation de ‘a slcapacite suppressive des freg 2016)
R avec l'activité clinique de la maladie (Bonelli et al.
. ) Scalapino et al. 2006)
LES N progressive des Treg avec I'age 2008)
et Factivité de la maladie Nsuppression de la sécrétion de cytokines pro
Humrich et al. 2010 :
(Humrich et a ) inflammatoires (Valencia et al. 2007)
N IL-2 sérique chez les souris NTGF-B dans le sérum des patients (Manolova,
MRL/lpr (C.-H. Yang et al. 2008 ) ’
flpr ( J ) Gerenova, et lvanova 2013)
N de la suppression induite par
pp DO p N production d’IL-2 chez patients lupiques
Treg de la prolifération des Teff (sol tal. 2001)
et de la sécrétion d’IFN-y chez olomou et al.
MRL/Ipr (Parietti et al. 2008) Nexpression CD25 chez patients lupiques (Bonelli
et al. 2008)
N expression de FOXP3 (Noori- a-CD25 : inhibition de la Transfert adoptif de Treg : N I'activité \expression de FOXP3 (Astier et Hafler 2007) Acétate de Glatiramére :
Zadeh, Mesbah-Namin, et phase de rémission de I'EAE (Van de Keere et Tonegawa " . . Aexpression Foxp3 ; ATreg naifs.
. . . . AL " . Nl capacité suppressives des Treg (Noori-Zadeh et " :
Saboor-Yaraghi 2017) apres induction EAE ; 2 1998; Olivares-Villagomez, Wang, et . Acapacité suppressive des Treg
s . . al. 2016; Viglietta et al. 2004; Mastorodemos, K
SEP , . sévérité maladie Lafaille 1998). L (Hong et al. 2005; Juergen Haas et
Hyperméthylation du promoteur (McGeachy, Stephens loannou, et Verginis 2015) al. 2009)
de FOXP3 (Noori-Zadeh, v, Step ’ Administration IDO : AATreg et Nsigne . . :
. et Anderton 2005; X. T N production IL-10 et N Tr1 (Astier et Hafler 2007) . . "
Mesbah-Namin, et Saboor- Zhang et al. 2004, 10) clinique (Yan et al. 2010) 1EN-B : restauration de la capacité
Yaraghi 2017) : ’ - . . - suppressive des Treg (de Andrés et
Administration IL-10 : N signe clinique al. 2007)
par A Trl (Kwilasz et al. 2015) :
CSM : ATreg et Nsigne clinique (Xu et N Treg (M.-F. Liu et al. 2008; X. Li et al. 2007) CSM allogeéniques : Nactivité de la
Gougerot al. 2012) I maladie et Nanti-SSA (Xu et al.
Corrélation inverse entre le nombre de Treg et
Sjogren - ) ) 2012)
I'inflammation glandulaire et les marqueurs
d’inflammation systémique (Christodoulou et al.
2008; Furuzawa-Carballeda et al. 2013)
Vascularite a ANCA Vascularite
\iTreg (Marinaki et al. 2005; Chavele et al. 2010; LDIL-2 : ATreg et Nactivité de la
Boyer et al. 2004) maladie (Saadoun et al. 2011)
\Icapacité suppressive des Treg chez patients
ANCA+ (Free et al. 2013)
Autres Maladie de Behcet Maladie de Behcet Maladie de Behcet
i Transfert adoptif de Treg : N Iactivité N Treg périphériques (Nanke et al. 2008) Infliximab : 2 Treg et Nactivité de la
pathologi de la maladie de Behcet et N IL-6 et IL- maladie (Sugita et al. 2011)
es auto- 17 sériques (Shim et al. 2011) Myosite
immunes Myosite Myosite \ Treg périphériques (Allenbach et al. 2014)
a-CD25 : A sévérité Transfert adoptif de Treg polyclonaux :
clinique et maladie plus \iscore histologique (Allenbach et al.
diffuse. (Allenbach et al. 2009)
2009)
A titre d’autoanticorps
par IFl sur HEP-2
(Allenbach et al. 2009)
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NOD : Non obese diabetic mice ; TCR : Récepteur de cellule T ; Tg: Transgénique ; AAN : Anticorps anti-nucléaires ;
NZB : New Zeland Black mice ; NZW : New Zeland White mice; Teff: Lymphocytes T effecteurs activés ; EAE :
encéphalomyélite expérimentale autoimmune ; IFI : Immunofluorescence indirecte ; LD-1L-2 : IL-2 administrée a faible
dose ; CSM : Cellules souches mésenchymateuses ; PR : Polyarthrite rhumatoide ; LES ; lupus érythémateux systémique ;
SEP : Sclérose en plaque ; ANCA : Auto-anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles ; CSH : cellules souches
hématopoiétiques.

Ainsi, le role de Treg dans 1’établissement et la progression du diabéte de type I,
maladie liée a la destruction des ilots-B du pancréas par perte de contréle de Tconv
specifiques auto-réactifs, a été étudié en détail notamment grace aux expériences réalisées sur
les souris Non Obese Diabetic (NOD) développant spontanément un DT1. En effet, la
premiére preuve de I’implication des Treg dans la genése de la physiopathologie de DT1
provient du fait que la susceptibilité au diabéte chez ces souris corréle avec la perte de
I’expression de FOXP3 sur les Treg (Gregori et al. 2003), méme si cela a été remis en cause
dans une autre publication (Mellanby et al. 2007). De méme, dans un modele de souris
manipulées génétiqguement de sorte a éliminer les Treg, la destruction des ilots B du pancréas
est accélérée par rapport aux souris contrdles (Z. Chen et al. 2005). Depuis, différentes
équipes ont démontré qu’un transfert adoptif de Treg polyclonaux ou spécifiques de
I’antigeéne isolés a partir de souris NOD, permet de prévenir le développement du DT1,
démontrant que les Treg jouent un réle central dans la physiopathologie du diabete (Tang et
al. 2004; Tarbell et al. 2007; Szanya et al. 2002). L’importance des Treg dans Ia
physiopathologie du diabete a également été étudiée chez ’Homme. De fagon intéressante,
80% des patients atteints par le Syndrome IPEX développent un DT1 (Shimon Sakaguchi et
al. 2006). De plus, une étude rapporte un défaut quantitatif en Treg chez les patients
diabétiques (Kukreja et al. 2002) alors que d’autres études, montrent quant a elles, non pas un
défaut dans I’effectif mais dans la fonction suppressive de ces cellules, avec notamment un
défaut de la voie de signalisation de I’TL-2 chez les patients diabétiques (Lindley et al. 2005;
Brusko et al. 2005; Long et al. 2010). L’ensemble de ces résultats suggére que les Treg
pourraient constituer un outil thérapeutique intéressant afin de traiter les patients avec des

Iésions pré-diabétiques.

L’importance des lymphocytes T régulateurs a également ét€¢ mise en évidence dans
d’autres maladies auto-immunes (Tableau 1), notamment le lupus érythémateux systémique
(LES). En effet, en 1995, I’équipe de Sakagushi a montré que la reconstitution cellulaire de
souris Nude par une suspension de lymphocyes T déplétée en Treg entraine I’apparition d’une
multitude de maladies auto-immunes, dont I’apparition d’anticorps anti-ADNn, un des

marqueurs du LES (S. Sakaguchi et al. 1995). De fagon intéressante, le transfert adoptif de
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Treg peu de temps apres la reconstitution prévient le développement de ces manifestations
auto-immunes (S. Sakaguchi et al. 1995). Dans une autre étude, ces Treg deviennent
inefficaces sur des lésions de glomérulonéphrite induite par le lupus, démontrant que
I’administration curative de Treg n’est pas efficace lorsque les Iésions sont déja établies
(Bagavant et Tung 2005). Bien que cela soit toujours débattu, différentes équipes ont montré
qu’il existait une diminution des Treg circulants chez ces patients (Miyara et al. 2005; M.-F.
Liu et al. 2004) corrélant avec I’activité clinique de la maladie. De méme, un défaut d’activité
de ces Treg a été documenté par plusieurs équipes (Alvarado-Sanchez et al. 2006; Bonelli et
al. 2008; Lyssuk et al. 2007; Valencia et al. 2007). Aussi, la culture, ’expansion et
I’activation in vitro des Treg issus de patients atteints de LES a permis de corriger leur défaut
fonctionnel et de recouvrer des capacités suppressives de la prolifération des Tconv proche de
celles de Treg issus de patients sains (Valencia et al. 2007), suggérant les bénéfices potentiels
de cette stratégie dans le traitement des patients atteints de lupus réfractaires aux

thérapeutiques conventionnelles.

Les résultats des études démontrant le rdle des Treg dans le controle des
manifestations cliniques de sclérose en plaque (SEP) sont plus discutés. En effet, le transfert
adoptif de Treg est efficace pour prévenir les manifestations cliniques de I’EAE, mod¢le
d’étude de la SEP, uniquement s’ils sont administrés avant I’induction de la maladie. Si les
Treg sont administrés plus tardivement, notamment aprés le déclenchement de la maladie,
I’effet thérapeutique est nul, qu’il s’agisse de Treg polyclonaux ou spécifiques de 1’antigéne
(Van de Keere et Tonegawa 1998; Olivares-Villagdmez, Wang, et Lafaille 1998). Néanmoins,
le compartiment Treg a été étudié chez I’Homme. Il a été montré récemment que les Treg
avaient des capacités proliférative diminuées chez les patients atteints de SEP
(Mastorodemos, loannou, et Verginis 2015). De méme, plusieurs auteurs ont démontré que les
Treg isolés de patients atteints de SEP avaient des capacités suppressives altérées (Huan et al.
2005; Jirgen Haas et al. 2005) alors qu’ils sont capables d’induire la régénération de la gaine
de myeline, en promouvant la différenciation des olygodrendrocytes (Dombrowski et al.
2017).

Dans un modéle d’arthrite inflammatoire auto-immune (Collagen-Induced Arthritis,
CIA) mimant la polyarthrite rhumatoide aprés administration de collagéne formulé en
adjuvant complet de Freund chez les animaux, les études ont révélé clairement I’implication
des Treg dans le controle de la maladie. L’administration d’un anticorps eéliminant

spécifiquement les Treg (anticorps dirigé contre le CD25) juste apreés 1’immunisation des
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souris a significativement raccourci le délai d’apparition de la maladie et provoqué des signes
cliniques plus séveres (Hilde Kelchtermans et al. 2005; Frey et al. 2005). L’implication des
Treg dans la régulation des manifestations inflammatoires de la CIA a été confirmée peu de
temps aprés par des études étudiant le potentiel thérapeutique des Treg dans ce modele. Le
transfert adoptif de Treg issus de souris naives administrées par voie intraveineuse a des
souris chez qui I’arthrite a été induite permet de ralentir la progression de la maladie de fagon
significative (Morgan et al. 2005; H. Kelchtermans et al. 2009; Frey et al. 2005). Ceci a été
associé a un recrutement local de ces Treg au niveau des articulations (Morgan et al. 2005), a
une diminution de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire (IL-6 et TNF-a) et a une
inhibition de I’activité ostéoclastique (H. Kelchtermans et al. 2009). Les résultats obtenus
chez I’Homme sont plus controversés notamment en ce qui concerne la fréquence de Treg
périphériques. En effet certaines études ont démontré une augmentation de la fréquence des
Treg périphériques chez les patients malades (van Amelsfort et al. 2004), alors que d’autres
¢tudes ont démontré I’existence d’un défaut de Treg comparé a des individus sains (Lawson et
al. 2006; Xiao et al. 2011). Néanmoins, plusieurs études ont démontré I’existence d’anomalies
qualitatives des Treg, resultant en une perte de leur activité suppressive (Ehrenstein et al.
2004).

Depuis la mise en évidence de ’existence d’un défaut de régulation a 1’origine d’une
multitude de maladies auto-immunes différentes (Noack et Miossec 2014; M.-F. Liu et al.
2008) (Tableau 1) dont le DT1, le LES et la SEP ont été les plus étudiées, des équipes de
recherche se sont intéressees quant a elles, a étudier le compartiment Treg, non plus dans les

maladies auto-immunes mais dans les maladies allergiques.

iii.  Treg et allergies.

Les allergies, constituent un ensemble de pathologies caractérisées par une réponse
immunitaire exessive contre un antigéne non pathogéne. La physiopathologie de I’allergie
sera abordée plus en détail dans la troisieme partie de cette thése. Néanmoins, elle se
caractérise par une hyperpolarisation de la réponse cellulaire T vers une réponse de type Th2,
associée a une dysrégulation des réponses immunitaires. Aujourd’hui, ce défaut de régulation
peut s’expliquer en partie par lI'absence de réponses immunitaires Thl, objectivee par la
diminution d’expression de I'IFN-y (Teixeira et al. 2005), expliquant I'établissement de ces
maladies. Cependant, de plus en plus de preuves s’accumulent aujourd’hui démontrant

I’existence d’un défaut de régulation médiée par les Treg expliquant 1I’hyperpolarisation Th2
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observée dans 1’allergie (Palomares 2013). Le tableau 2 résume I’ensemble des données de la

littérature placant les Treg au centre de la physiopathologie de 1’allergie.

Les premiéres preuves de I’implication des Treg dans la régulation des manifestations
allergiques ont été d’abord établies chez ’Homme. Notamment, 1’allergie est 1’une des
manifestations cliniques retrouvée chez les patients atteints du syndrome IPEX, caratctérisé
par 1’absence de Treg (Torgerson et al. 2007). Ensuite, des défauts qualitatifs et quantitatifs de
Treg ont également été rapportés chez les patients allergiques ou atopiques. En comparant les
cellules mononuclées du sang de cordon issues de meres atopiques (asthme, rhinite allergique,
eczema) a celles issues du sang de cordon de meres non atopiques, Schaub et al, ont démontré
I’existence d’une diminution significative du nombre relatif de Treg CD4'CD25", associée a
une diminution de la sécrétion d’IFN-y et d’IL-10 mesurée par ELISA aprés restimulation non
spécifique, ainsi qu’une diminution de I’expression de GITR, de LAG-3 et de CTLA-4 sur ces
cellules. De plus, la capacité suppressive des Treg sur la prolifération de Tconv apres
restimulation par un mitogene est significativement diminuée dans le sang de cordon de méres
atopiques (Schaub et al. 2008). Ainsi, il existe une altération du compartiment Treg chez les
enfants a haut risque d’allergie (basé sur les prédispositions familiales notamment 1’atopie

maternelle) comparativement aux enfants a faible risque (Schaub et al. 2008).

De méme, I’importance des Treg s’illustre par ailleurs dans leur role pour la mise en
place de la tolérance aux allergenes alimentaires et dans la résolution spontanée des allergies
au lait de I’enfant (Karlsson, Rugtveit, et Brandtzaeg 2004; Sletten et al. 2007). En effet, les
enfants dont 1’allergie au lait de vache s’est estompée aprés une période d’éviction de 2 mois
ont une fréquence de Treg circulants plus ¢€levée comparée aux enfants dont I’allergie a
persité. De méme la réponse proliférative in vitro des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) apres stimulation par le B-lactoglobuline est diminuée chez ces enfants
(Karlsson, Rugtveit, et Brandtzaeg 2004). La déplétion des CD4'CD25" des PBMC issus de
ces enfants tolérants a conduit & une augmentation drastique de la prolifération induite par la
B-lactoglobuline démontrant 1I’implication des Treg dans le contole des réponses a I’antigene
(Karlsson, Rugtveit, et Brandtzaeg 2004). Les observations de Qamar et al, ont confirmé ces
données en étudiant le compartiment Treg chez des enfants initialement allergiques a I’ceuf ou
a la cacahuéte (Qamar et al. 2015). De plus cette étude apporte des précisions quant a la
population des Treg impliquée dans la résolution des symptdmes. Notamment les auteurs ont
démontré chez les enfants tolérants, une augmentation de la fréquence de Treg exprimant

I’IL-10 apres stimulation par 1’allergéne uniquement et non par une proteine irrelevante. Ceci
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ne s’est pas accompagné d’une augmentation du compartiment de cellule effectrice (Qamar et
al. 2015). Les auteurs ont ainsi émis I’hypothése de I’implication des Trl dans ces
phénomeénes de tolérance. Cette méme équipe a étudié le homing des Treg permettant de
fournir une preuve supplémentaire de I’implication des Treg dans la dérégulation des réponses
immunitaires observée lors de 1’allergie. Notamment, le CCR6, récepteur de chimiokine
CCL20 impliquée dans le «homing » intestinal des Treg, est exprimé dans une moindre
mesure sur les Treg de patients allergiques comparé aux patients non allergiques (Prince et al.
2017) pouvant expliquer le défaut de tolérance observé chez ces patients.

Ensuite, 1’analyse des Treg lors de protocole de désensibilisation permet d’établir
¢galement des arguments forts démontrant 1’implication des Treg dans le contdle des
allergies. Dans le cadre des protocoles d’immunothérapie spécifique, une induction et une
activation des Treg en lien avec ’efficacité thérapeutique a été observée, confirmant leur role
dans le contrble de I’allergie (Fujita et al. 2012; Smarr, Bryce, et Miller 2013; Syed et al.
2014).

En plus de confirmer I’implication des Treg dans la régulation des allergies, les
modeles animaux ont permis de démontrer leur potentiel thérapeutique dans 1’allergie. En
effet, dans un modele d’asthme allergique, 1’élimination des Treg exacerbe les réponses
cliniques de I’asthme, tandis que la résolution spontanée des symptomes est conditionnée par
un afflux de Treg au niveau des poumons et des ganglions drainants (Leech et al. 2007). De
méme, le transfert adoptif de Treg avant la sensibilisation permet de supprimer
I’inflammation pulmonaire et 1’hyperactivité bronchique, via un mécanisme dépendant de
I’IL-10, impliquant probablement les Trl (Kearley et al. 2005). Aussi, 1’administration
curative des Treg administrés une fois la maladie établie, s’est révélée également efficace
dans le controle de 1’asthme allergique (Kearley, Robinson, et Lloyd 2008), démontrant
I’efficacité préventive et curative de I’administration de Treg. Concernant [ allergie
alimentaire, 1’élimination des Treg entraine une exacerbation des signes cliniques de
I’allergie, démontrant leur role indispensable dans la régulation de ces manifestations
(Yamashita et al. 2012; Kanjarawi et al. 2011). De méme, I’administration de Treg a des
souris allergiques a I’ovalbumine s’est montrée trés efficace quant a la prévention des signes
cliniques de I’allergie alimentaire constituant la premiére démonstration de 1’utilisation des

Treg comme outil thérapeutique dans 1’allergie alimentaire (Yamashita et al. 2012).
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Pour conclure, ces études ont conduit a trois observations majeures plagant les Treg au
centre des mecanismes de contrdle des réactions auto-immunes, allergiques ou de rejets
allogéniques: une altération génétique de la fonction Treg entraine 1I’émergence d’une
multitude de manifestation cliniques auto-immunes ou allergiques ; de méme une déplétion
conditionnelle de Treg exacerbe les réponses auto-immunes, allogeniques et allergiques;
enfin, un déficit qualitatif et quantitatif de Treg a été observe dans I’ensemble de ces 3 entités,
y compris chez I’Homme au cours d’études cliniques. De plus, quasi aucunes données
n’existent quant a [’utilisation thérapeutique des Treg chez I’'Homme dans le cadre de
I’allergie (Tableau 2). Ainsi 1I’amplification de cette population cellulaire dans le but de
prévenir et de traiter ces maladies, notamment les allergies, objet de cette thése, constitue un

réel engouement et devient un axe de recherche prioritaire.
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Tableau 2 : Données expérimentales et cliniques démontrant I’importance des Treg dans différentes maladies allergiques.

Allergies alimentaires

es Respiratoires

Souris DEREG : Toxine Diphtérique induit | Treg et rupture de la tolérance Souris Scurfy : inflammation allergique des voies aériennes, 1 IgE sérique (Lin  Souris Scurfy : Dermatite atopique (Lin et al. 2005)
orale (Hadis et al. 2011) et al. 2005)
Souris I1L4-raF709 : Gain de fonction de I'IL-4 ; | Treg spécifiques de Exposition répétée a des aérosols d’OVA : induction de tolérance et | réponse
Iallergene et 1 sensibilisation orale (Noval Rivas et al. 2015) IgE (Holt, Batty, et Turner 1981)
. Souris Tgfbl -/- : Exacerbation allergie alimentaire (Noval Rivas et Chatila Exposition répétée a I’allergene : 1 Treg et sécrétion d’IL-10 (Ostroukhova et
Observations 5516 al. 2004; Akbari et al. 2002)
Souris MMP-7 -/- : 1 activité de RALDH, 1 pTreg et | réponse allergique
(Goswami et al. 2009)
CCR4 -/- : | Treg dans le poumon et exacerbation asthme (Sather et al. 2007)
Souris TGF-b +/- : Exacerbation de I’allergie respiratoire (Scherf, Burdach, et
(%]
@ Hansen 2005)
s
% a-CD25 : | Treg et exacerbation allergie a la cacahuéte (van Wijk et al. 2007) Souris CNS1 -/- : | différenciation pTreg, T Th2 et induction asthme
g a-CD25 : | Treg et exacerbation de 1’allergie a la béta-lactoglobuline (Josefowicz et al. 2012)
RT] . (Kanjarawi et al. 2011) 0-CD25 : | Treg et exacerbation de 1’asthme (Lewkowich et al. 2005) (Leech
o Déplétion de etal. 2007)
é Treg Souris CNS1 -/- : | différenciation pTreg et induction allergie (Josefowicz et )
B al. 2012) 0-CD25 : 1 DC inflammatoires pulmonaires avec 1 des marqueurs d’activation
D _ . 4 i
g Délétion conditionnelle de I'TL-10 sur les Treg : induction d’une colite (HLA-DR, CDB0/86) ; 1 réponse Th2 (Lewkowich et al. 2005)
o (Rubtsov et al. 2008) Délétion conditionnelle de I’IL-10 sur les Treg : Exacerbation de I’asthme
o aprés exposition a ’allergéne (Rubtsov et al. 2008)
Transfert adoptif de Treg issus de souris tolérisées a ’OVA : | signes cliniques  Transfert adoptif de Treg : Prévention de I’inflammation allergique des voies
(Yamashita et al. 2012) aériennes et 1 IL-10 (Kearley et al. 2005) (Leech et al. 2007)
L.Lactis IL-10+ : | IgE et | signes cliniques (Frossard, Steidler, et Eigenmann Transfert adoptif de Treg : contrdle les symptomes d’un asthme établit
Induction de 2007) (Kearley, Robinson, et Lloyd 2008) (Akbari et al. 2002)
Treg Administration de TGF-b : suppression de I’allergie respiratoire (Joetham et al.
2007), 1 Treg (W. Chen et al. 2003)
i.n. L.Lactis IL10+ : | allergie (Marinho et al. 2010)
ITS : 1 Treg, T TR1 et amélioration de I’hypersensibilité et de I’inflammation
pulmonaire (Bohm et al. 2015)
Syndrome IPEX : allergie alimentaire sévére (Torgerson et al. 2007) Syndrome IPEX : Asthme séveére (T. A. Chatila et al. 2000) Syndrome IPEX : Dermatite atopique, éosinophilie (Verbsky et Chatila 2013)
1 % Treg et résolution spontanée des allergies au lait (Karlsson, Rugtveit, et Déficit en IL-2Ra. : | production IL-10 et exacerbation asthme (Caudy et al. | % Treg CD4+CD25+ dans le sang de cordon de mére atopique (Schaub et al.
Brandtzaeg 2004; Sletten et al. 2007) 2007) 2008)
Observations | expression CCR6 sur Treg de patients allergiques (Prince et al. 2017) | Treg périphériques et | sécrétion IL-10 chez asthmatiques (Mamessier et al. Treg issus de patients atopiques : | capacité suppressive (Ling et al. 2004)
(%2}
<5} 2008)
=]
k=3 | Treg dans les LBA chez asthmatiques (Hartl et al. 2007)
c
S | expression de FOXP3 sur les CD4+CD25+ (Provoost et al. 2009)
D | production d’IL-10 et 1 production d’IL-4 par LT CD4+ chez patients
b allergiques (M. Akdis et al. 2004)
c
o
o o 1 Trl chez enfants devenus spontanément tolérants a I’ceuf ou a la cacahucte ITS : 1Treg sanguins apres SLIT chez enfants souffrants d’allergies 1Treg aprés un protocole d’ITS ultra rush dans le cadre d’allergie aux venins
;’herap'ed (Qamar et al. 2015) respiratoires avec manifestations digestives et cutanées (Stelmaszczyk-Emmel d’hyménoptéres (Mamessier et al. 2006)
inductrice de
Treg ITS C)acahuéte : 1 pTreg et induction d’une tolérance a I’allergéne (Syed et al. etal. 2015)
2014
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2. Les Treg comme outil thérapeutique : preuve de principe et

réalité thérapeutique.

Fort des connaissances du role central des Treg dans la physiopathologie des maladies
auto-immunes, allergiques, et du rejet allogénique, de nouvelles thérapies ciblant cette
population ont vu le jour. La thérapie cellulaire par Treg constitue le fer de lance des
nouvelles biothérapies immuno-régulatrices. Comme abordé précédemment, la preuve de
concept a pu étre apportée dans différents modeles expérimentaux chez 1’animal (Kearley,
Robinson, et Lloyd 2008; Kearley et al. 2005; Yamashita et al. 2012) mais ces stratégies
restent confrontées aux problemes de faisabilité en clinique humaine. Dans cette partie, nous
étudierons les différents exemples de thérapie cellulaire utilisant les Treg chez I’Homme,

avant d’aborder les potentielles limites d’une telle stratégie.

i. Les différents exemples de thérapies cellulaires utilisant les Treg

comme outil thérapeutique.

Jusqu’a récemment, les différentes approches de thérapie cellulaire par Treg
reposaient sur I’expansion et la stimulation in vitro de Treg polyclonaux avant leur ré-
administration au patient. Dans un souci d’améliorer les résultats obtenus avec les Treg
polyclonaux et de limiter le risque d’immunosuppression non spécifique, des équipes
travaillent actuellement sur le développement de nouvelles stratégies, utilisant des Treg

spécifiques de 1’antigene.

a. Utilisation de Treg polyclonaux.

Plusieurs équipes ont tenté 1’expérience avec succes dans différentes indications. Le
tableau 3 résume les différents essais cliniques en cours ou terminés utilisant des Treg
polyclonaux. Ainsi en 2009, Trzonkowski et al. ont été les premiers a tester cette stratégie
dans le traitement de la GVH aigilie ou chronique. Ainsi un premier patient atteint d’un
syndrome myélodysplasique a pu bénéficier de I’administration de Treg allogéniques 35 mois
apres une greffe de CSH en raison d’une GVH pulmonaire chronique. Ceci s’est traduit par
une amélioration de la fonction pulmonaire avec une diminution de la consommation de
corticoides constituant la premiére preuve de la réussite d’une thérapie cellulaire par Treg
chez 'Homme (Trzonkowski et al. 2009). Malheureusement, cette stratégie s’est révélée

inefficace chez une autre patiente atteinte d’une GVH hépatique aigiic (Trzonkowski et al.
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2009). Cependant, la faisabilité¢ et I’efficacité d’une telle approche ont été confirmées par
deux autres équipes, non plus dans le traitement de la GHV mais dans sa prévention apres
greffe de CSH allogénique. En effet, I’équipe de Martelli a réalisé chez 28 patients atteints
d’hémopathies malignes une administration de Treg autologues juste avant la greffe de CSH.
Ainsi le transfert adoptif de Treg a diminué 1’incidence d’une GVH chez 26 patients sans
induire d’immunosuppression post-transplantation, a favorisé la reconstitution immunitaire et
n'a pas altéré I'effet de GVL (Di lanni et al. 2011). L’équipe de Wagner et al. a, quant a elle,
étudié I’effet de ’administration de Treg juste apres la greffe de CSH provenant de sang de
cordon chez 23 patients atteints d’hémopathies. Ceci s’est traduit par une diminution de
I’incidence de GVH de grade II a IV de 20% comparée aux 108 patients controles (Brunstein
et al. 2011). Ainsi, ces résultats confirment les données de 1’équipe de Trzonkowski. Fort de
son experience dans le domaine de la thérapie cellulaire, Trzonkowski a par la suite conduit
une étude dans le cadre du DT1 incluant 10 enfants diabétiques sous insulinothérapie. Il a
démontré que les Treg autologues cultivés et amplifiés in vitro ont permis de diminuer les
besoins en insuline chez 80% des patients (Marek-Trzonkowska et al. 2012). L’équipe de
Bluestone a également tenté 1’expérience dans un essai clinique de phase I, en testant
différentes doses de Treg polyclonaux pour traiter 14 adultes atteints de DT1. Bien qu’il ne
s’agissait pas d’étudier I’efficacité d’une telle stratégie, cet essai clinique a été le premier a
démontrer que I’administration de Treg n’a pas engendré d’effets secondaires majeurs. Aussi
cette étude a permis de démontrer que I’expansion ex-vivo de Treg polyclonaux permet
d’obtenir des Treg capables de survivre plus de 12 mois une fois administrés in vivo,
protégeant ainsi de la perte de fonction des ilots B pancréatiques (Bluestone et al. 2015) (Tang

et Bluestone 2013).

45



Tableau 3 : Essais cliniques de thérapie cellulaire utilisant les Treg. Adapté de Bluestone et al (Bluestone, Trotta, et Xu 2015).

Sché Produit de
. chema A . I fpx
Pathologie i ) thérapie Effectif Institution Références
thérapeutique .
cellulaire
Expansion ex vivo s . .
xp deITre Xviv Efficacité sur la GVH pulmonaire Medical
GVHD Curatif g 2 (adultes) 0.1-3 x 108/Kg / Pas d’eftet sur la GVH University of (Trzonkowski et al. 2009)
polyclonaux -
- hépatique Gdansk
allogéniques
GVHD Préventif g 0.1-6 x 10%Kg I’incidence de la GVH (grade IT a . (Brunstein et al. 2011)
polyclonaux (adultes) V) of Minnesota,
allogéniques USA
Trea polvelonaux 28 Efficacité chez 92% des patients University of
GVHD Préventif g po’ye 2-4 x 10°/Kg sans altérer la GVL ni d’induire TSy (Di lanni et al. 2011)
allogéniques (adultes) ,. . Perugia, Italy
d’immunosuppression
Aucun patient n’a développé de Hopital . .
A 5 x 10°/ Kg (>50% L Ed et al. Donné
GVHD Préventif Treg polyclonaux 9 (adultes) 9( 0 GVHD, pas de rechute de la universitaire de ingereta - nnees
FOXP3+) . non publiées
maladie Regensburg
Expansion ex vivo Medical
L . de Treg 12 10-30 x 10%Kg (Lou2  Diminution de la consommation L (Marek-Trzonkowska et
Diabete de type | Curatif S e . University of
polyclonaux (enfants) administrations) d’insuline chez 80% des patients Gdansk al. 2012)
autologues
Expansion ex vivo Survie de 12 mois des Treg L
de Treg 14 administrés, Maintien du taux de University of
Diabéte de type | Curatif 5x 10°- 2.6 x 10° S . California, San (Bluestone et al. 2015)
polyclonaux (adultes) peptide C sur une période de 2 .
X L - Francisco, USA
autologues ans apres administration
Treg autologues Diminution de I’index d’activité
i 0,
Maladie de . cultivés in vitro en 20 1x10%1x107,1x ~ d¢lamaladie CDAIchez 40% oy o)y
Curatif X 8 9 des patients a la semaine 5 et 8. (Desreumaux et al. 2012)
Crohn présence de (adultes) 10% et1x 10 N France
S Diminution de la CRP, et de la
I’antigéne OVA :
Calprotectine.
Expansion et
Uvgite Curatif activation In vitro 18 0.4,1.2 et 3.6 x 10° En cours APHP, Parts, NCT02494492
de Treg (adultes) France
polyclonaux
Mayo Clinic,
. Minnesota, USA
Transplantation . Treg allogéniques 24 50 x 108, 200 x 10°, o
. Curatif E u ty of NCT02188719
hépatique urat du donneur (adultes) 800 x 10° f cours nIVersity o

California, San
Francisco, USA
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b. Utilisation de Treg spécifiques d’antigéne.

Il a été démontré que les Treg spécifiques d’un antigéne exprimé au niveau du tissu cible sont
plus efficaces que les Treg polyclonaux. En effet, dans des modéles de transfert adoptif de
Treg dans certaines maladies auto-immunes ou allergiques, les Treg spécifiques de 1’antigéne,
a I’inverse des Treg polyclonaux, permettent de reverser les signes cliniques déja établis, alors
qu’ils sont administrés a une dose 2 fois inférieure par rapport aux Treg polyclonaux. Cela
démontre que les Treg spécifiques de ’antigéne sont plus efficaces dans le contrble de ces
maladies (Tang et al. 2004). D’autres études ont montré que 1’utilisation de Treg spécifiques
de I’antigéne augmentait 1’efficacité de la thérapie cellulaire d’un facteur 20 a 100 (Tang et al.
2004; Masteller et al. 2005), diminuant considérablement le nombre de Treg nécessaires a
injecter dans le cadre de protocole de thérapie cellulaire. En effet, les Treg spécifiques sont
capables de supprimer les réponses effectrices méme lorsqu’ils sont présents en trés faible
proportion, contrairement aux Treg polyclonaux (M. Nomura et al. 2006; Bruce M. Hall et al.
2008). Ainsi, plusieurs approches utilisant des Treg spécifiques de I’antigéne ont été

développées.

Ainsi, différents groupes ont tenté I’expérience avec succes. Dans les études animales,
les Treg spécifiques de ’OVA sont capables de migrer au niveau des sites inflammatoires
(Foussat et al. 2003), ou une fois activés par les DC aprés administration d’OVA, ils sont
capables d’exercer leur propriétés régulatrices (H. Groux et al. 1997) et notamment de
contréler les manifestations inflammatoires de la colite (Foussat et al. 2003). Dans ce
contexte, Desreumaux et al. ont choisi d’administrer des Treg spécifiques de I’OVA dans le
but de traiter des patients atteints de la maladie de Crohn réfractaire aux traitements
conventionnels. La stratégie adoptée consistait a induire et amplifier in vitro des Treg
spécifiques de I’OVA puis d’apporter un régime riche en OVA aux patients apres
administration des Tregs afin de maintenir un état d’activation des Treg et d’assurer leur
migration au niveau intestinale. Cette stratégie a été bien tolérée et a permis de diminuer
I’index d’activit¢ de la maladie de Crohn chez 40% des patients, par effet bystander

(Desreumaux et al. 2012), .

De la méme facon, Tang et al. ont développé une procédure permettant d’amplifier in
vitro les Treg du donneur dans le cadre d’une greffe d’organe, en présence des molécules
HLA (Human Leukocyte Antigen) du donneur afin de réguler spécifiquement les réponses T

allogéniques dirigées contre le greffon. Cette stratégie est actuellement en cours d’étude dans
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un essai clinique concernant le greffe hépatique et prévoit d’inclure 24 patients

(NCT02188719).

Cependant, 1I’obtention de Treg de grade clinique spécifiques d’un antigéne d’une part,
mais également en nombre suffisant d’autre part, reste des challenges techniques difficiles a
surmonter. Des approches alternatives ont donc été développées afin de générer, par génie
génétique, des Treg spécifiques d’une cible antigénique. En effet, certains auteurs, ont su tirer
profit des avantages des techniques d’immunostimualtion utilisant des cellules T exprimant
un récepteur chimérique de 1’antigéne (CAR-T pour Chimeric Antigen Receptor T cells) afin
de développer des Treg exprimant un TCR chimérique spécifique d’une cible antigénique
donnée. Ainsi, la co-expression de FOXP3 et d’un CAR ciblant un peptide particulier permet
de produire un nombre important de cellules suppressives de spécificité controlée. Cette
stratégie permet d’entrainer une recirculation puis une accumulation préférenticlle des Treg
vers les sites exprimant la cible antigénique. Deux études précliniques ont été publiées avec
des résultats trés prometteurs, 1’'une concernant ’EAE (Fransson et al. 2012) et 1’autre
utilisant un modeéle de colite inflammatoire (Blat et al. 2014). Une autre alternative a
I’utilisation des Treg spécifiques d’un antigéne est 1’utilisation de Treg pré-activés in vitro. En
effet, les auto-antigénes impliqués dans les maladies auto-immunes restent encore mal connus
et sont souvent multiples, limitant 1’utilisation de Treg spécifiques de I’antigéne. L’équipe de
Salomon a ainsi, mis au point une nouvelle stratégie alternative consistant & administrer,
directement au site inflammatoire, des Treg pré-activés in vitro par culture cellulaire avec des
DC spléniques en présence d’un milieu de culture supplémenté en anti-CD3, anti-CD28, GM-
CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) et IL-2. L’utilisation de ces Treg
polyclonaux préalablement activés in vitro a été évaluée dans un modele d’uvéite autoimmune
chez la souris et a permis de supprimer les manifestations cliniques par effet bystander
(Grégoire et al. 2016). Dans la lignée de ces bons résultats obtenus, 1’équipe de Salomon a
testé cette stratégie chez des patients atteints d’uvéite. L’essai clinique, actuellement en cours,

enregistré sous le n° NCT02494492, a prévu d’inclure 12 patients.

Ainsi la thérapie cellulaire par Treg, utilisant des Treg polyclonaux ou spécifiques de
I’antigéne, constitue une réelle avancée dans le traitement de maladies réfractaires aux
thérapeutiques de référence. Bien que pour le moment, nous ne possédions que peu de recul
concernant 'utilisation des Treg en thérapie, aucune étude a I’heure actuelle n’a rapporté de
risque augmenté de cancer ou d’infection apres administration de Treg. De méme, des études

récentes ont démontré que I’administration de Treg dans le cadre de protocole de thérapie
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cellulaire n’altérerait pas la réponse immunitaire contre différents pathogénes (Di lanni et al.
2011), ni n’entrainait d’augmentation du risque d’infection (Brunstein et al. 2011). Cette
stratégie constitue donc une alternative sure et efficace. Néanmoins, elle reste peu développée
et réservée aux équipes entrainées a la production de Treg dans la mesure ou certaines
contraintes techniques limitent son utilisation a plus grande échelle, expliquant pourquoi elle

n’a jamais été testée dans le cadre du traitement de I’allergie.

ii. Les limites de l'utilisation des Treg comme outils thérapeutiques.

L’obtention de population de Treg conservant leur fonction régulatrice apres sélection et
expansion ex vivo reste un point extrémement critique constituant un frein au développement
de la thérapie cellulaire par Treg en plus de la complexité de la procédure de production de
Treg. En effet, une certaine proportion de Treg amplifiés ex-vivo perdent I’expression du
FOXP3, comme cela a pu étre démontré dans des modeles murins de colite (Murai et al.
2010). Ces ex-Treg, acquérant un phénotype de cellules T conventionnelles (X. Zhou et al.
2009) ne possedent plus de fonction immunosupressives. A ’inverse, ces cellules deviennent
plutét pro-inflammatoires caractérisées par la sécrétion d’ IL-17 et d’IFN-y (Komatsu et al.
2009; Ayyoub et al. 2009) et s’opposant aux effets thérapeutiques souhaités. L’équipe de
Bluestone s’est heurtée a ce probléme de stabilité des Treg amplifiés in vitro, dans son étude
clinique incluant des patients diabétiques et présentée plus haut (Bluestone et al. 2015). Cette
étude a montré que les Treg ne survivaient pas plus de 12 mois apres leur administration chez
les patients, malgré I’obtention de Treg ayant une capacité de suppression apres amplification
ex vivo. Le marquage des Treg par le deuterium pendant la phase initiale d’amplification in
vitro a permis de suivre les Treg injectés in vivo. Une fois isolés des patients, les auteurs ont

démontré que ces ex-Treg avaient perdu leur phénotype d'activation (Bluestone et al. 2015).

Ainsi la plasticité des Treg constitue le point le plus critique de leur utilisation in vivo.
Une autre limite de la thérapie cellulaire par Treg est plus réglementaire et dérive directement
des recommandations de la « Food and Drug Administration » (FDA). La FDA oblige les
unités de production de Treg & documenter la stérilité, la pureté et I’efficacité suppressive des
préparations. La stérilité reste facile a démontrer, la pureté et I’efficacité suppressive sont plus
problématiques. Le niveau de contamination par des cellules non-Treg est aujourd’hui
déterminé par cytométrie en flux quantifiant la proportion de cellules FOXP3™ dans la
préparation. Or, la seule expression de FOXP3 ne peut, en elle-méme, constituer un critére de

pureté de Treg, dans la mesure ou son expression est instable chez les Treg amplifiés ex-vivo,

49



et ne témoigne pas forcément de leur fonctionnalité (suppression). L’étude des modifications
épigénétiques du géne codant le FOXP3 pourrait permettre de développer des thérapies
s’affranchissant du probléme de stabilité de ces Treg. En effet, en plus de I’expression du
FOXP3, I’induction de modifications épigénetiques des genes impliqués dans le
développement des Treg est requise afin de conférer une stabilité de I’expression du FOXP3
et une forte activité suppressive aux Treg (Ohkura et al. 2012). Notamment, la déméthylation
de la région CNS2 (conserved noncoding sequence 2) du gene codant FOXP3 est aujourd’hui
associee a une expression stable de FOXP3 par les Treg (Miyao et al. 2012). Ainsi, I’étude du
statut de méthylation de la région CNS2 du gene codant pour FOXP3 permettrait d’offrir une
meilleure appréhension de la pureté et de la stabilit¢ des Treg en vue d’une utilisation
clinique. L’étude de I’efficacité suppressive des Treg avant administration reste ¢galement un
challenge. Comme vu plus haut, les Treg possedent plusieurs mécanismes d’action différents
selon les pathologies impliquées. Il est aujourd’hui trés difficile de connaitre les mécanismes
de régulation impliqués dans le contr6le de pathologies différentes (Tang et Bluestone 2008).
De méme, dans la mesure ou plusieurs mécanismes de régulation peuvent étre mis en jeu, il
est difficile d’appréhender 1’activité suppressive des Treg amplifiés ex-vivo sur la base d’un
test unique. Ceci s’est d’ailleurs révélé problématique dans une étude préclinique. Apres avoir
cultivé in vitro des Treg en présence ou non de rapamycine et démontré leur activité
suppressive dans un test in vitro, Golovina et al., n’ont pas été en mesure de controler la GVH
chez des souris greffées via ’utilisation de Treg cultivés en 1’absence de rapamycine,
contrairement aux Treg cultivés avec la rapamycine (Golovina et al. 2008). La rapamycine a
permis de maintenir le phénotype d’activation des Treg et leur fonction suppressive lorsqu’ils
ont été cultivés in vitro. Ces résultats impliquent la nécessité de développer des tests de
suppression spécifiques d’une pathologie unique afin d’étre en mesure de déterminer

objectivement ’activité suppressive in vitro des Treg dans cette pathologie.

Toutes ces caractéristiques constituent autant de freins au développement de la thérapie
cellulaire par Treg. Néanmoins les différentes études menées dans ce domaine ont permis le
développement d’alternatives thérapeutiques, moins couteuses et basées sur 1’utilisation des
Treg. Ainsi, le développement d’inhibiteur de la DNA méthyltransferase pourrait permettre le
maintien de la stabilitt du FOXP3 et d’améliorer 1’efficacité des protocoles de thérapie
cellulaire par Treg lorsqu’ils sont co-adminstrés ensemble (Moon et al. 2009). Enfin, I’IL-2
est une cytokine indispensable a la survie des Treg d’une part, et est impliquée dans le

maintien de la stabilité du FOXP3 apres transfert adoptif de Treg d’autre part (Koreth et al.

50



2011). Ces caractéristiques font de 1’IL-2 une tres bonne alternative a la therapie cellulaire

afin d’induire spécifiquement des Treg in vivo.

3. IL-2 faible dose : une thérapie cellulaire in vivo spécifique des
Treg.

Alternativement aux stratégies de thérapie cellulaire ex vivo, une autre approche ciblant

les Treg in vivo a été proposee. Il a pu étre démontré récemment que 1’administration de

faibles doses d’IL-2 a pour conseéquences de recruter et d’activer spécifiquement la population

suppressive de lymphocytes Treg.

L’IL-2 est une cytokine de 15000 kDa, de faible demi-vie délimination (3 a 5 heures)
produite par les cellules immunitaires (LT CD4, LT CD8, DC activées, NK et les NK
exprimant le CD3 (NKT)) qui a été initialement décrite comme facteur de croissance des
lymphocytes T. Elle agit en se fixant sur son récepteur composé de trois chaines
polypeptidiques (IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) et IL-2Ry (CD132)) qui forment le
récepteur de haute affinité a I’IL-2 (Liao, Lin, et Leonard 2013). La fixation de I’'TL-2 sur son
récepteur induit alors une cascade de signalisation permettant la survie, la différenciation et
I’expansion des lymphocytes T activés (Robb 1984). Le dimere CD122 et CD132 peut
également transduire le signal en ’absence de CD25, au prix d’une diminution d’affinité pour
I’IL-2 (Liao, Lin, et Leonard 2013). L’IL-2 a donc des effets variables selon la dose,
s’expliquant par 1’expression différentielle et spécifique du récepteur de haute affinité a la
surface de certaines populations cellulaires. Le récepteur trimérique de haute affinité est
constitutivement exprimé sur les Treg, tandis que les autres populations cellulaires sensibles a
I’IL-2 acquicrent le CD25 qu’aprés activation (Liao, Lin, et Leonard 2013). Les Treg sont

donc plus sensibles a I’IL-2 que les autres populations cellulaires (Fig. 6).

IL-2 Figure 6 : Effets pléiotropiques de I’'IL-2 en
\ fonction de la dose utilisée
Y L’IL-2 utilisée a faible dose induit 1’expansion
Y préférentielle des Treg qui possedent le récepteur de haute
: affinité pour I’IL-2. A I’inverse, I’'IL-2 utilisée a forte dose

entraine également le recrutement et 1’expansion des
l lymphocytes T effecteurs

Lymphocytes T Lymphocytes T
régulateurs effecteurs
Lymphocytes T Lymphocytes T
A effecteurs régulateurs
Immunostimulation Immunosuppression
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La fixation de 1’IL-2 sur son récepteur induit la phosphorylation de STAT-5. Les Treg ont
un seuil d'activation environ 20 fois inférieur pour IL-2 que les cellules T effectrices lorsqu'il
est mesuré en fonction du taux de STAT5 phosphorylé (pSTATS). En outre, en aval de
pSTATS5, l'activation de nombreux genes importants pour la fonction cellulaire nécessite des
doses d'IL-2 100 fois plus faibles pour les Treg que pour les lymphocytes T effecteurs (A. Yu
et al. 2015) (Fig. 7). Aussi, pSTAT-5 se fixe notamment sur la région CNS2 du géne codant
FOXP3 contribuant ainsi a sa deméthylation (Y. Feng et al. 2014) et ainsi a la stabilité de son

expression méme apres plusieurs cycles de division cellulaire (Y. Feng et al. 2014).

Effector T cell Treg cell

Figure 7 : Sensibilité différentielle des cellules T effectrices et Treg a l'interleukine-2
L'activation des cellules T effectrices et des Treg est conditionnée par une signalisation combinée via le TCR et les molécules
de co-stimulation telles que CD28, et le récepteur de l'interleukine-2 (IL-2R). Comparativement aux cellules T effectrices, les
Treg sont plus sensibles a I’IL-2, répondant ainsi a de faibles doses d’IL-2. L’activation des Treg repose donc principalement
sur la signalisation induite par la fixation de 1’IL-2 sur son récepteur (IL-2R) et de la phosphorilation de STAT-5 plutdt que
de la signalisation induite par le TCR et les molécules de co-stimulation. D’aprés Klatzmann et Abbas (Klatzmann et Abbas
2015)

Historiquement, I’IL-2 a été utilisée a forte dose pour traiter les patients atteints de
cancer (adenocarcinome rénal, mélanome métastatique sévere) afin de renforcer la réponse T
cytotoxique (Tconv). Globalement, I’efficacité thérapeutique de I’IL-2 s’est avérée médiocre,
notamment au vue des toxicités importantes qu’elle engendrait (Royal et al. 1996). De fagon

intéressante, des doses plus faibles d’IL-2 ont pu étre proposées mais s’accompagnant d’une
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efficacité anti-tumorale limitée (réponse clinique faible, voire nulle) (Nizar et al. 2009) , qui
pourrait aujourd’hui s’expliquer par une inversion de la balance Treg/Tconv en faveur d’une

augmentation des Treg aux faibles doses.

Ainsi, une faible dose d'lIL-2 peut favoriser I'expansion des Treg tout en préservant les
Tconv. Grinberg-Bleyer et al. ont montré que I’administration de faible dose d’IL-2
permettait de guérir les souris NOD du DT1 s’expliquant par une augmentation des Treg et de
leur capacité suppressive (Grinberg-Bleyer et al. 2010). L’IL-2 faible dose favorisant
I’expansion de Treg a également été testée dans différents modeles expérimentaux de
maladies auto-immunes (Onur Boyman, Surh, et Sprent 2006; Lee et al. 2012; Dinh et al.
2012; R. Liu et al. 2010) ou dans d’autres maladies inflammatoires (Hao et al. 2011; Villalta
et al. 2014; Kasahara et al. 2014). Dans tous les cas, ce traitement s’est révélé tres efficace via
notamment une activation in vivo spécifique des Treg et I’induction de la sécrétion d’IL-10
(Brandenburg et al. 2008). Etant donné que les Treg ont également un role anti-inflammatoire,
I’'IL-2 faible dose a également montré son efficacité dans le controle de maladies
inflammatoires comme les 1ésions d’athérosclérose (Dietrich et al. 2012; Dinh et al. 2012),
certaines dystrophies musculaires (Villalta et al. 2014), certaines Iésions pulmonaires aigues
(D’Alessio et al. 2009), ou encore certaines pathologies neurodégénératives telle que la
maladie d’Alzheimer (Alves et al. 2016).

Néanmoins, la faible demi-vie de I’IL-2 oblige la réalisation de cure comportant
plusieurs administrations d’TIL-2. Tout en favorisant son efficacité thérapeutique, des équipes
ont développé une stratégie permettant d’augmenter la demi-vie de 1’IL-2, notamment en la
complexant avec des anticoprs anti-1L-2. Différentes formes d’IL-2 complexée ont été
proposées pour agir préférentiellement sur les Treg ou les Tconv. Dans le but de favoriser
I’activation des Treg, I’IL-2 a été compléxée avec un anticorps reconnaissant la partie de 1’IL-
2 se fixant sur le CD122, laissant ainsi la partie reconnaissant le CD25 libre. L’IL-2-JES6-1,
nom donné a ce complexe, permet de favoriser I’induction de signal IL-2 sur les Treg sans
pour autant stimuler les Tconv. Ce complexe IL-2 / anti-1L-2 induit une augmentation rapide
des Treg permettant de considérablement atténuer la progression des lésions dans différentes
maladies dont I'accident vasculaire cérébral, la myasthénie, I'athérosclérose ou le diabéte (O.
Boyman et al. 2012; Dinh et al. 2012; R. Liu et al. 2010; Horwitz et al. 2008; Liesz et al.
2009). L’autre forme d’IL-2 complexée, I’IL-2-S4B6, utilise un anticorps reconnaissant la
partie de fixation au CD25. I1L-2-S4B6 va pouvoir se fixer sur le CD122 et le CD132 des

récepteurs de la famille yC mais pas ou peu sur le CD25, activant préférentiellement les
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Tconv (Létourneau et al. 2010). Egalement, de 1’IL-2 mutée (mutéine) ou des proteines de
fusion associant un domaine Fc des Ig a I'IL-2 sont en cours de développement, afin

d’augmenter la demi-vie d’élimination et son efficacité quant a 1’induction de Treg (Brevet

détenu par Amgen US20140286898 Al).

Chez I’Homme, seule 1’IL-2 non compléxée a été testée. Les différents essais cliniques
utilisant I’'TL-2 faible dose sont résumés dans le tableau 4. Au sein de notre unité, Saadoun et
al. a montré que 1’administration d’IL-2 a faible dose permettait d’augmenter spécifiquement
les Treg chez des patients atteints de vascularite dans le cadre d’une infection chronique par le
virus de I’hépatite C (VHC), et s’accompagnant d’une amélioration clinique, ce qui constitue
la premiére démonstration clinique de I’effet immunosuppresseur de 1’IL-2. Suite & ces
travaux, un essai clinique de phase I testant I’IL-2 faible dose dans le diabéte de type 1 chez
I’adulte a été mis en place. Les résultats préliminaires montrent un bon profil de tolérance et
une augmentation des Treg de facon dose dépendante (Hartemann et al. 2013). Notre
laboratoire est depuis I’investigateur de plusieurs essais cliniques. Ainsi, deux essais cliniques
concernant le diabete chez I’enfant (NCT02411253 et NCTO01862120, disponibles sur
clinicaltrials.gov), un essai clinique concernant la sclérose en plaque (NCT02424396), un
essai clinique concernant le lupus (NCT02955615), et enfin un essai clinique testant I’effet
immunologique de 1’administration de I’IL-2 a faible dose chez des patients atteints de
maladies auto-immunes (étude de phase Il concernant 11 pathologies auto-immunes et/ou
inflammatoires ; NCTO01988506) ont été récemment mise en place dans le Centre
d’Investigation Clinique Biothérapies et Immunologie (CIC-BTi) de la Pitié-Salpétriére
(Tableau 4).

En parallele, d’autres groupes ont démontré I’efficacité clinique de I’administration de
faibles doses d’IL-2 dans le traitement de la GVHD (Koreth et al. 2011), du lupus (von Spee-
Mayer et al. 2015) (Humrich et al. 2017) (He et al. 2016) (Humrich et al. 2015) et des
alopécies auto-immunes (Hordinsky M et Kaplan DH 2014) (Castela et al. 2014). Ces
résultats prometteurs confortent que 1’IL-2 faible dose constitue une bonne alternative a la
thérapie cellulaire ex vivo. De méme, une telle stratégie n’a jamais été utilisée dans le

traitement de I’allergie, alors qu’il s’agit d’une maladie caractérisée par un défaut de Treg.
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Tableau 4 : Essais cliniques terminés ou en cours testant I'administration d’IL-2 faible dose dans différentes pathologies.
Posologie et schéma

c . Patients & # Investigateur
thérapeutique e

Drogue et voie Référence
Pathologies Auto-Immunes

Année .. .
d’administration

Pathologie

7 Tregs

HCV- Proleukin (Adesleukin) ; 1,5 MUI/j pendant 5 jours, suivis de trois
VASCU-IL-2 vascularite Mars 2008 ’ cures de 5 jours a 3 MUI/j aux semaines 10 Ouvert o CIC BTi, France (Saadoun et al. 2011)
induite SC 3,6et9 \ symptomatologie clinique chez 8
patients sur 10
. S Double aveugle,
DF-IL-2 Mai 2011 Proleukin (?élesleukm) ’ Une cure de 5 jours a 0,33 ; 1 ou 3 MUI/j 25 randomisé et controlé 7 Tregs dose dépendante CIC BTi, France (Hartezr(r)lig; etal.
contre placebo
. Double aveugle,
. 2 2
DFIL-2-Child Juin 2013 ?,SC 0,3; 1 ou3 MUI/m"/j pendant 8 24 randomisé et contrélé En cours CIC BT, France NCT01862120
Diabéte de semaines contre placebo
type 1
0.5 MIU/m?/j pendant 5 j is1
Proleukin (Adesleukin) ; injection t/omutgls rl)eesndjlrxlx se]rc‘:luariflgsu:esntre Double aveugle,
DIABIL-2 Juin 2015 ’ R 138 randomisé et controlé En cours CIC BTi, France NCT02411253
Ne J15 et J351 (Bras A) ; ou une injection par contre placebo
semaine en J15 et ]351 (Bras B) P
Amélioration clinique au niveau local
; ; ; ; chez 4 patients sur 5
Etude Alopecia Alopecia Novembre Proleukin (Adesleukin) ; L5 MUI/]. pend\ant > jours, puis trols .
cures de 5 jours a 3 MUI/j aux semaines 5 Ouvert CHU Nice, France (Castela et al. 2014)
Areata Areata 2010 SC
3,6et9 7 Tregs
. . . 1MUI/j pendant 5 jours puis une
TRANSREG 11 maladies Janvier 2014 | Troleukin (Adesleukin); 1o on $IMUI tous les 15 jours (sauf 132 Ouvert En cours CIC BTi, France NCT01988506
auto-immunes SC . .
LES, tous les 7 jours) pendant 6 mois
. . Double aveugle,
MS-IL-2 Sclérose en Juin 2016 ILT101 (ILtoo Pharmay) ; ? 30 randomisé et controlé Non commencé CIC BTi, France NCT02424396

plaque

SC

contre placebo
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7 nombre relatif et de la fonction des

Tregs
L Amélioration clinique chez tous les Peking University
Etude SLE Aout 2013 rhil.-2 (125Ala) SL 3 cures ‘.je Linjection a IMUI tous les 40 Ouvert patients (SLEDAI) People's Hospital, (He etal. 2016)
Pharm, SC deux jours pendant 2 semaines. Chine
\ index d’activité de la maladie (SRI-4)
chez 34 patients
. . . . (von Spee-Mayer et
1.5 MUI / j pendant 5 jours 5 7 Treg chez atients lupiques al. 2015)
Charité - '
PRO-IMMUN Janvier 2014 Proleukin (;Aéiesleukm) H Ouvert Unlve;sllgt::lsmmedlzl
0,75, 1,5 ou 3 MUI/j pendant 5 jours, \ score clinique chez 10 patients EudraCT-Number:
suivi de 3 cures de 5 jours a la méme 12 (%LEDAI) P 2013-001599-40
dose aux semaines 3, 6 et 9 (€8]
Lupus 1,5 MUI/j pendant 5 jours, suivis de 3
Etude SLE érythémateux 2015 rhlL-2 (125Ala), SC cures a 3, 1.5 et 1.5 MUI/j pendant 5 1 Compassionnel \ score clinique (SELENA-SLEDAI) / (Humrich et al. 2015)
systémique jours aux semaines 3, 6 et 9
T Double aveugle, Peking University
Etude SLE Juin 2015 rhil-2 (125Ala) SL 3 cures d.e L injection a 1 MU .tous les 60 randomisé et controlé En cours People's Hospital, NCT02465580
Pharm, SC deux jours pendant 2 semaines. .
contre placebo Chine
Etude comparative . . .
Peking University
Etude SLE Mai 2016 rhil.-2 (125Ala) SL. ? 30 _ouverte versus En cours People’s Hospital, NCT02932137
Pharm, SC traitement de référence .
S Chine
(Glucocorticoide)
LUPIL-2 Novembre ILT101 (ILtoo Pharma) ; | 1 €ure desjoursa 1.5 MUI puis une Double aveugle, lltoo Pharma, NCT02955615
2016 sC injection toutes les semaines pendant 3 100 randomisé et controlé En cours France ; CIC-Bti,
ou 6 mois selon réponse contre placebo France
. . ) 3 cycles de 14 jours a IMUI d’IL-2 sc en Double aveugle, Peking University
deartr}.‘.lte Polyartr}llte Juillet 2015 rhil.-2 (125Ala) SL. association avec le methotrexate et le 60 randomisé et controlé En cours People's Hospital, NCT02467504
rhumatoide rhumatoide Pharm, SC .
contre placebo Chine

loxoprofen
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Greffes de cellules souches hématopoiétiques et greffes d’or;

anes

7 Treg chez tous les patients sans
rechute de 'hémopathie

Dana-Farber

. . 2 s 2 s
Etude GVHD GVH.D Aotit 2007 Proleukin (Adesleukin) ; 0.3MIU/m"/j, 1.0 I\;ml/m /iou 29 ouvert Efficacité sur la GVH cutanée. Cancer Institute, (Koreth etal. 2011)
Chronique SC 3MIU/m*/j 1 . L .
Amélioration clinique majeure USA
(multisite) chez 12 patients
7 Treg chez tous les patients Texas Children's
Prévention . Proleukin (Adesleukin) ; 0.1MUI/m? 3 fois par semaine pendant 6 Hospital, Baylor (Kennedy-Nasser et
Etude GVHD GVHD Juin 2007 SC semaines 25(16) Ouvert N incidence de la GVHD dans le groupe College of Medicine, al. 2014)
traité USA
. . Dana-Farber
Etude GVHD GVH.D Juillet 2011 Proleukin (Adesleukin) ; 1MIU/m?/j pendant 12 semaines 35 ouvert En cours d’analyse Cancer Institute, NCT91366092
Chronique Ne USA (résultats)
National Heart,
Prévention . Lung, and Blood
2. 2 )
Etude GVHD GVHD Aout 2014 7;SC 0.1MIU/m? pendant 12 semaines 40 Ouvert En cours Institute (NHLBI), NCT02226861
USA
Escalade de dose évaluant la tolérance de
Chronigue Proleukin (Adesleukin) ; 3 doses différentes d’IL-2 administrées Dana-Farber
Etude GVHD a Fevrier 2015 ! par cycle de 5 jours aux semaines 1, 2 et 20 ouvert En cours Cancer Institute, NCT02318082
GVHD N . . .
4. Puis administration de la dose USA
maximale tolérée sur 4 semaines
Prévention rhiL-2 (125Ala) SL 0.4 MUI/m?/j, 3 fois par semaine jusqu’a Peking University
Etude GVHD Mars 2016 ’ b P Jusq 70 Ouvert En cours People's Hospital, NCT02659657
GVHD Pharm, SC 3 mois apreés la greffe Chine
Greffe Novembre i i ini i i 3 Beth Israel
SubQ ret Proleukin (Adesleukin) ; une admlmsztratlon tous les jqurs a 12 Ouvert En cours Deaconess Medical NCT02739412
hépatique 2016 SC 1.0MIU/m? pendant 4 semaines
Center, Israel
Allergies
Rhinite , une administration tous les jours a
allergique aux Prévu pour ILT101 (ILtoo Pharma) ; 1.0MIU/j pendant 5 jours, puis une Double aveugle,
Rhinil-2 &l Novembre ! . ]'p ! ,' b 50 randomisé et controlé Non commencé CIC BT, France ?
pollens de SC administration tous les 15 jours pendant
2017 . contre placebo
bouleau 5 mois

GVHD : Graft versus host disease, SC : Sous cutanée, j : jours, CIC-BTi ; Centre d’Investigation Clinique Biothérapies et Immunologie, SLEDALI : Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity
Index, SELENA-SLEDAI : SLEDAI modifié par le groupe SELENA. SRI : index de réponse lupique

57




Troisieme partie — Allergie alimentaire : physiopathologie
et mécanismes immunologiques associés au niveau de la

mugueuse intestinale.

L’allergie alimentaire est une réaction clinique observée lors d’une réponse
immunitaire excessive, contre un antigéne non pathogéne d’origine alimentaire appelé
trophallergéne. Les mécanismes immunopathologiques de 1’allergie sont complexes et font
intervenir différentes populations cellulaires effectrices. De méme, les mécanismes
immunorégulateurs permettant de contrdler ces réponses immunitaires sont altérés. Lors de
cette 3eme partie, nous définirons les cibles thérapeutiques potentielles de 1’allergie
alimentaire au travers 1’étude de sa physiopathologie. La complexité du compartiment T
régulateur intestinal sera également abordé, avant d’exposer le role central des Treg dans la

régulation des manifestations allergiques et notamment au niveau local.

1. Physiopathologie de I'allergie alimentaire.

L’intestin constitue le siége de la réponse immunitaire mise en place lors de 1’allergie
alimentaire. 1l constitue a la fois le site inducteur et le site effecteur des réponses immunitaires
avec notamment I’implication des différentes structures lymphoides associées a la muqueuse
digestive, le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue).

i. Lesystéme immunitaire associé a la muqueuse digestive.

La muqueuse intestinale est recouverte d’un épithélium composé d’entérocytes
séparant le contenu de la lumiére intestinale et de la lamina propria (LP), tissu conjonctif
lache sous-jacent. Plus profondément, on retrouve la couche sous-muqueuse contenant les
différents vaisseaux sanguins et lymphatiques, puis la musculeuse. Le GALT est une structure
bien décrite qui peut étre diffuse avec une organisation peu structurée comme les amas de
cellules lymphoides dans la lamina propria ou la couche externe de la muqueuse épithéliale,
ou bien, présenter une organisation tres structurée comme les plaques de Peyer (PP) et les

ganglions mésentériques (MLN) (Fig. 8).
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Le GALT se décompose en un site inducteur des réponses immunitaires (PP et MLN)
et en un site effecteur (IEL et lamina propria) dont la composition cellulaire varie d’un site a
un autre. Ainsi les lymphocytes intraépithéliaux (IEL, IntraEpithelial Lymphocytes) de
I’intestin gréle sont majoritairement représentés par des lymphocytes T CD8" dont le
développement est indépendant du thymus (Little et al. 2005). Ils expriment surtout un TCR
vd restreint & un faible nombre d’antigéne. A noter qu’il existe au sein de ces IEL des
lymphocytes T doubles négatifs CD4°'CD8" exprimant un TCR 4 ainsi que des lymphocytes T
CD4" qui sont deux fois moins représentés que les lymphocytes T CD8" (Guy-Grand et al.
2013).

Au niveau de la lamina propria, la diversité en cellules immunitaires est plus
importante. Elle est, en effet, infiltrée par un nombre important de lymphocytes T, de
lymphocytes B, de macrophages, de DC, de neutrophiles et de mastocytes. Les macrophages
constituent une des populations les plus abondantes de la LP et jouent un role de sentinelles
capables de phagocyter différentes bactéries pathogenes. De fagcon intéressante, ils sont
nécessaires a la mise en place d’une tolérance aux antigenes non pathogénes (incluant les
antigenes alimentaires et les bactéries de la flore commensale), notamment via la sécrétion
d’IL-10 qui contribue a I’induction de Treg (Denning et al. 2007). Concernant les populations
lymphocytaires, la lamina propria est colonisée majoritairement par des lymphocytes T CD4"
(60% des LT), capables de sécréter de I’IL-10 et de I’'IL-17 en réponse a une stimulation non
spécifique. Une partie des lymphocytes T CD4" exprime le facteur de transcription FOXP3,
sans up-régulation du CD25 caractérisant les Treg tissulaires de I’intestin (Asigbetse,
Eigenmann, et Frossard 2010). Ces Treg tissulaires sont composés de plusieurs sous
populations de Treg, dérivant soit de tTreg, aprés migration du thymus jusqu’a la LP, soit de
pTreg, induits directement a partir de Tconv présents au niveau de la LP. lls seront décrits

dans le chapitre 2.iii.
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Figure 8 : Représentation schématique du systéeme immunitaire de I’intestin gréle.

Les antigénes peuvent traverser 1’épithélium via des cellules M et ensuite étre pris en charge par des DC pour étre présentés
aux LT au niveau des PP. Les antigénes présents dans la lumiére intestinale peuvent également étre captés directement dans
la lumiere par des DC de la lamina propria via 1I’émission de dendrites a travers 1’épithélium pour étre présentés aux LT dans
les MLN. Dans de rares cas, les cellules épithéliales peuvent jouer le r6le de cellules présentatrices d’antigenes et présenter
directement I’antigéne aux lymphocytes. D’aprés Mowat AM et al.(Mowat 2003)

L’ensemble des structures du GALT sont impliquées dans la physiopathologie de
I’allergie alimentaire, réaction immunitaire d’hypersensibilité IgE-médiée. Elle se décompose
en deux phases, une phase de sensibilisation correspondant a la génération de plasmocytes
sécrétant des IgE spécifiques de ’allergéne sous I’influence des cellules Th2 et une phase
effectrice correspondant aux manifestations cliniques lors de la réintroduction de ce méme

allergene dans I’organisme.
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ii. Orientation de la réponse immunitaire vers laréponse Th2.

Chez les sujets atopiques, les antigénes présents dans la lumiere intestinale penétrent
dans ’intestin au niveau des cellules M situées au niveau des PP, et vont étre pris en charge
par les DC. Ces DC expriment de nombreux récepteurs de I’immunité innée tels les PRRs
(Pathogen Recognition Receptors), qui sont capables de reconnaitre un large panel de motifs
microbiens (PAMPs ; Pathogen-Associated Molecular Patterns) mais aussi certains allergenes
notamment grace au TLR-4 (Toll Like Receptor-4) ou a DC-SIGN (Trompette et al. 2009;
Shreffler et al. 2006). Les TLR peuvent également contribuer de facon indirecte a la prise en
charge des allergenes en fixant les contaminants tel le lipopolysaccharides (LPS) associés aux
allergénes (Trompette et al. 2009). Les fragments peptidiques de I’antigéne vont alors étre
couplés avec les molécules du complexes majeur d’histocompatibilité de classe |1 (CMH-II)
et présentés a la surface des DC afin d’étre présentés et induire I’activation des LT CD4+ au
niveau des MLN. Dans le cas de I’allergie alimentaire, le systéme immunitaire s’oriente vers

une réponse de type Th2 car la DC se trouve dans un environnement pro-Th2.

En effet, il a été démontré que les allergénes ou encore un stress mécanique peuvent
activer 1’épithélium et induire ainsi la sécrétion d’IL-25, d’IL-31, de TSLP et d’IL-33
contribuant au phénoméne inflammatoire de 1’allergie (Kang et al. 2005; Kakkar et Lee 2008)
(Fig. 9). Le TSLP et I’'TL-33 agissent sur les DC permettant la polarisation des cellules Th2,
notamment via ['up-régulation d’OX40L sur les DC permettant la différenciation des
lymphocytes T CD4" Th2 a partir de lymphocytes naifs (Ito et al. 2005). L’IL-25 et I'IL-33
activent les cellules lymphoides innées de type 2 (ILC2) et permettent leur expansion (Klose
et Artis 2016). Ces cellules sécrétent de 1’'IL4, de I'IL-5, de I'IL-9 et de I'IL-13 qui
potentialisent la réponse Th2 en favorisant notamment, la différenciation, la survie et
I’expansion des Th2 (Mirchandani et al. 2014; Talal A. Chatila et al. 2008). L’IL-2 et I’'IL-4
amplifient les réponses Th2 en induisant la sécrétion d’IL-4 supplémentaire. La signalisation
résultant de la liaison de 1’IL-4 avec son récepteur passe par GATA-3 (GATA-binding protein
3), qui entraine 1’expression des geénes associés aux cytokines propres a I’inflammation de
type Th2 (Zhu, Yamane, et Paul 2010). Les lymphocytes T Th2 activés et exprimant les
intégrines a4p7 vont quitter les MLN pour rejoindre la lamina propria et 1’épithélium,

constituant les sites effecteurs de I’intestin.
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Figure 9 : Mécanismes de mise en place des réponses Th2 aprés administration orale de
I’allergene.

Les dommages ou les Iésions épithéliales dans I'intestin permettent une augmentation de I'entrée d'antigene et favorisent la
séerétion des cytokines d’interleukine-25 (IL-25), d’IL-33 et la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) par les cellules
épithéliales. Ceci oriente le systéme immunitaire vers une réponse cellulaire de type T helper 2 (Th2). En particulier, le TSLP
permet la maturation de cellules dendritiques (DC) qui par la suite favoriseront la différenciation des cellules Th2.
L’augmentation d’expression d’OX40L par les DC favorise la différenciation des lymphocytes T CD4 + naifs en cellules
Th2. La sécrétion d'IL-25 par les cellules épithéliales permet également I'expansion des d’innate lymhoid cells 2 (ILC2) qui,
conjointement avec les cellules Th2, sécretent des cytokines favorisant la réponse immunitaire Th2. Cela induit
I'accumulation d'éosinophiles tissulaires et la commutation de classe des lymphocytes B sécrétant des IgE. Les cellules Th9
contribuent également a la réponse immunitaire allergique en recrutant localement les mastocytes tissulaires, et en favorisant
la conversion des cellules T régulatrices en cellules Th2 via un signal IL-4 dépendant. D’aprés Yu et al., 2016 (W. Yu,
Freeland, et Nadeau 2016).

La production de cytokines de type Th2 oriente alors la commutation de classe du
lymphocyte B vers la production d’IgE (Stone, Prussin, et Metcalfe 2010). Ce profil
particulier de cytokines est également responsable du recrutement et/ou de 1’activation de
cellules effectrices dans les tissus comme les mastocytes (IL-4, IL-9 et IL-13) et les
éosinophiles (IL-3, IL5 et GM-CSF), ou bien de leur augmentation dans le sang a 1’image des
basophiles (IL-3). Les IgE présentes dans le sang circulant et dans les tissus, libres ou fixées a
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la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles via leur fragment constant (Fc) qui
se fixe a la sous-unité a du récepteur de forte affinité pour les IgE, FceRI. Cette phase de
sensibilisation qui reste asymptomatique peut durer de quelques semaines a quelques années.

La fixation et le pontage des IgE spécifiques liées au FceRI des mastocytes et
polynucléaires basophiles, lors d’un deuxiéme contact avec 1’allergéne, induit 1’activation de
ces effecteurs et la libération de médiateurs contenus dans leur granulation
intracytoplasmiques. Cette dégranulation, rapide et brutale, est responsables des signes
cliniques de I’allergie et implique différents types de médiateurs qui ne seront pas détaillés.
Les mécanismes physiopathologiques de 1’allergie impliquent d’autres types de réponses, qui

sont plus spécifiquement retrouvées au niveau de 1’intestin.
iii. Spécificité des réponses allergiques intestinales.

Différentes populations de cellules effectrices, décrites au niveau de [’intestin,
participent activement a la physiopathologie de 1’allergie alimentaire. Nous décrirons dans

cette partie, I’implication des ILC2 et des lymphocytes Th9.

a. Les ILC2, Innate Lymphoid Cells 2.

Les ILC constituent des populations de cellules lymphoides innées qui ont été décrites
et classées selon la méme dichotomie que les cellules T « helpher » du systéme immunitaire
adaptatif en fonction de leur profil de sécrétion cytokinique (Fig. n°10). Les ILC n’expriment
pas de marqueur de surface spécifique a d’autres lignées cellulaires (« Lineage négative » ;
Lin-) et n’expriment pas de récepteurs spécifiques de 1’antigéne. En revanche, ces cellules
répondent rapidement a de multiples facteurs solubles, tels que les cytokines et les
eicosanoides, qui sont produits par d'autres cellules en réponse a différents signaux induits par
les PRRs. Les ILC2, seules associées a 1’allergie, peuvent étre identifiées par 1’expression de
CD25, ICQOS, SCA-1, IL7Ra (CD127), IL33R (T1ST2) et la forte expression du facteur de
transcription de la réponse Th2, GATA-3 chez la souris. Les ILC2 ont été identifiées dans les
ganglions mésenteriques, le foie, la rate et I’intestin (J. A. Walker et McKenzie 2013; J. A.

Walker, Barlow, et McKenzie 2013) et au niveau des plaques de Peyer.
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Figure 10 : Phénotypes des différentes populations d’ILC.

Les ILC sont divisées en 3 sous populations en fonction de leur profil de sécrétion de cytokine et de I’expression de différents
facteurs de transcription. Les ILC1 produisent de I'TEN-y apres stimulation par I’'TL-12, I'TL-15 et 1’TL-18 et expriment le
facteur de transcription t-bet. Elles sont impliquées dans les réponses immunitaires contre les pathogenes intracellulaires. Les
ILC2 sécretent des cytokines pro Th2 comme I'IL-4, I'IL-5, ’'[L-9 et I'IL-13 en réponse a I’'IL-33, I'[L-25 et le TSLP
produites par les cellules épithéliales. Elles expriment le facteur de transcription GATAS et sont impliquées dans les réponses
immunitaires allergiques. Les ILC3 produisent de I'IL-17 et de I’'IL-22 en réponse a I'IL-1p et I’IL-23. Elles expriment le
facteur de transcription RORYt et sont impliquées dans les défenses contre les pathogénes extracellulaires. D’aprés Morita et
al, 2016. (Morita, Moro, et Koyasu 2016)

Les ILC2 participent trés fortement a la phase de sensibilisation de 1’allergie, quelque
soit I’organe atteint. Leur role a été particulierement décrit dans 1’asthme ou ils semblent
indispensables a la phase de sensibilisation (Halim et al. 2014). En plus de leur activité
antihelminthe au niveau intestinale, I’'implication des ILC2 dans la physiopathologie de
I'allergie alimentaire a également été démontrée. Comme dans le poumon, les ILC2
intestinales, en réponse a la sécrétion par les cellules épithéliales de 1’intestin d'IL-25, d'IL-33
et du TSLP, vont s'activer et sécréter a leur tour, I'lL-13, I'lL-5 et I'lL-4, amplifiant la réponse
Th2, favorisant la sécrétion d’IgE par les plasmocytes et activant les éosinophiles (Noval
Rivas et al. 2016). Aussi Noval-Rivas et al. ont démontré que la sécrétion d’IL-4 par les ILC-

2 ¢était indispensable pour induire une sensibilisation a 1’allergéne, dans la mesure ou le

64



transfert adoptif d’ILC2 déficient en IL-4 a des souris I/4raF709 Il1rl1—/— (souris ayant un
polymorphisme de la chaine alpha du récepteur a I’IL-4 se traduisant par une augmentation de
I’affinité du récepteur pour 1’IL-4, et une délétion du recepteur a 1’IL-33) ne permet pas de
réinduire I’allergiec (Noval Rivas et al. 2016). De méme, la co-culture d’ILC2 issues de souris
sauvages ou de souris 1l14raF709 diminuent 1’induction de CD4'FOXP3" & partir de
CD4"FOXP3". Ceci est dépendant de I’IL-4 puisque I’ajout d’un anticorps neutralisant 1’IL-4
permet de recouvrer 1’induction de Treg (Noval Rivas et al. 2016). Ainsi, la sécrétion d'IL-4
par les ILC2 activées par I’IL-33 favorise l'allergie alimentaire en diminuant l'induction de
Treg spécifiques de I’allergéne et en altérant leur capacité suppressives (Noval Rivas et al.
2016).

b. L’IL9, les lymphocytes Th9 et les MMC9.

L’IL-9 est produite par une sous-population de lymphocytes T auxiliaires, qui se
différencient en lymphocytes Th9 en réponse a une stimulation par 1’IL-4 et le TGF-$
(Veldhoen et al. 2008). Les lymphocytes Th9 expriment avant tout, les facteurs de
transcription PU.1 (Chang et al. 2010) et I’Interferon-Regulatory Factor 4 (IRF4) (Staudt et al.
2010) ainsi qu’a un plus faible niveau, le facteur de transcription GATA-3. Les Th9 se
rapprochent donc des lymphocytes Th2 et sont capables de produire également des cytokines
Th2.

L’IL-9 a longtemps été considérée comme une cytokine appartenant a la réponse Th2
en raison de ses effets biologiques, identiques a ceux observés avec les cytokines Th2. Les
¢tudes ont d’abord été menées chez le sujet asthmatique ou 1’IL-9 est associée a
I’augmentation de la sécrétion de mucus au niveau de I’appareil respiratoire supérieur
(Louahed et al. 2000). De plus, la surexpression constitutive d’IL-9 dans un modele murin
favorise [Dinfiltration du poumon par des ¢Eosinophiles entrainant 1’augmentation de
I’hyperactivité bronchique (Temann et al. 1998) alors qu’a I’inverse, la neutralisation de 1’TL-
9 par un anticorps anti-1L-9 réduit le recrutement d’éosinophiles dans le poumon, diminue la

production d’IgE spécifiques et I’hyperactivité bronchique (Kung et al. 2001).

Des travaux remarquables ont permis de comprendre I’implication de I’IL-9 dans les
différentes phases de la physiopathologie de I’allergie alimentaire, notamment dans les
réactions anaphylactiques. En plus de I'IL-4 et du TGF-B, le TSLP et I’IL-25 sont deux

cytokines capables d’induire 1’activation et la différenciation des Th9 (Wisniewski et Borish
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2011). De plus, I’IL-9 est la cytokine principale permettant le recrutement de mastocytes au
niveau de I’intestin (Forbes et al. 2008), entretenant la phase effectrice de 1’allergie. Parmi les
mastocytes recrutés, les mastocytes muqueux (les MMC9, de multifunctional IL-9-producing
mucosal mast cell) figurent parmi les principaux producteurs d’IL-9 au niveau de I’intestin
(C.-Y. Chen et al. 2015) en réponse a I’'IL-4 et au pontage par 1’antigéne des IgE fixées sur
leur FceRI (Lorentz et al. 2000). Ainsi, il existe une boucle d’amplification autocrine des
MMC9 via le signal IL-9/IL-9R (C.-Y. Chen et al. 2015). Enfin, la sécrétion épithéliale d’IL-
33 produite lors de la phase de sensibilisation est capable d’activer les MMC9 amplifiant leur
sécrétion d’IL-9 (C.-Y. Chen et al. 2015). Ceci conduit a leur recrutement intestinal accru
pouvant expliquer les réactions anaphylactiques. Ainsi ’activation des lymphocytes Th9
entraine la production d’IL-9 permettant I’amplification de I’induction des MMC9 qui sont
responsables, par effet autocrine, de I’augmentation de la réponse anaphylactique en réponse a

’allergene.

Les mécanismes physiopathologiques de I’allergie sont finement régulés par les Treg.

L’intestin est un organe complexe ou plusieurs populations de Treg tissulaires ont été décrites.

2. Complexité du compartiment Treg intestinal.

L’intestin constitue un site anatomique particulier Situé a I’interface environnements /
organisme. Cette surface vulnérable aux infections est défendue par le GALT. Le GALT est
confronté a un challenge difficile, celui de faire la discrimination non seulement entre les
antigenes du soi et du non-soi, mais aussi entre les antigénes indésirables pathogénes et les
antigenes inoffensifs (nutriments, bactéries du microbiote). Cet équilibre fragile entre les
mécanismes de tolérance et les réponses effectrices est dirigé par une multitude de cellules
différentes appartenant au systéme immunitaire inné et adaptatif de I'intestin. Notamment,
I’intestin est une zone d’induction de tolérance privilégiée ou les lymphocytes T régulateurs
intestinaux jouent un réle central. Ces Treg tissulaires dérivant a la fois des tTreg ou des
pTreg, sont identifiés par ’expression de différents facteurs de transcription. Cette partie
décriera les différents mécanismes d’enrichissement de la muqueuse intestinale par les Treg —
de leur migration intestinale depuis le thymus jusqu’a leur induction en périphérie — et

présentera les différentes populations de Treg tissulaires présentes au niveau de 1’intestin.
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i. Lanotion de Treg tissulaires.

La recolonisation de souris RAG1 -/- dépourvues en lymphocyte T, par des Treg apres
avoir recues une greffe cutanée préalablement tolérée, constitue la premiére preuve de
I’existence de Treg tissulaire (Graca, Cobbold, et Waldmann 2002). Ces cellules sont
associees a des fonctions suppressives locales permettant de prevenir le rejet de greffe (Graca,
Cobbold, et Waldmann 2002). L’existence d’une altération de la distribution des Treg in vivo,
via la perte d’expression de molécule d’adressage, entraine le développement d'une
inflammation locale au niveau des tissus concernés (Sather et al. 2007), souligant
I’importance des capacités migratoires des Treg afin d’exercer une régulation localement. De
méme, les auteurs ont étudié la distribution tissulaire des Treg, et ont démontré 1’existence de
Treg au niveau de la quasi-totalité des tissus non lymphoides, notamment au niveau du
poumon, du foie, de la peau, de I’intestin (épithélium intestinal et lamina propria) ainsi que de
la cavité péritonéale. Les équipes de recherche se sont ensuite attelées a mieux caractériser ces
lymphocytes T régulateurs résidents au niveau des tissus.

Plusieurs populations de Treg ont été décrites au niveau tissulaire. Notamment, apres
stimulation par I’IFN-y et sous I’influence du facteur de transcription T-bet, certains Treg
peuvent exprimer le récepteur aux chiomkines CXCR3. Ainsi, ces Treg Foxp3'T-
bet"CXCR3" s’accumulent aisément au niveau des tissus afin de réguler les réponses
inflammatoires de type Th1 (Koch et al. 2009; Szabo et al. 2000). De la méme fagon, les Treg
exprimant le facteur de transcription STAT-3, permettant la différentiation des lymphocytes
Th17, sont impliqués dans la régulation des réponses Th1l7. La délétion conditionnelle de
STAT-3 au niveau des Treg conduit a une inflammation intestinale mortelle en lien avec une
réponse Th17 exacerbée (Chaudhry et al. 2009).

Ainsi les Treg tissulaires sont essentiels a I’homéostasie immunitaire du tissu dans
lequel ils se trouvent, et cela via la dépendance de 1’expression de molécules d’adressage
spécifique du tissu et de facteurs de transcription communs aux cellules T effectrices. Les
Treg représentent plus de 30% des lymphocytes T CD4" du cdlon et environ 20% au niveau
de la lamina propria de I’intestin gréle (Atarashi et al. 2011; Stefka et al. 2014). Ils sont
constitués a la fois de tTreg et de pTreg dont les mécanismes de migration ou d’induction

vont étre présentés dans les 2 prochaines parties.
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De [l'activation des tTreg jusqu’a leur homing au niveau de

Pintestin.

Suite a leur différenciation dans le thymus, les tTreg rejoignent la circulation et
recirculent entre les différents organes lymphoides secondaires (OLS). Des études
immunohistologiques récentes ont montré que, dans des conditions d’homéostasie, les Tregs
étaient uniformément répartis dans les zones T des OLS murins et humains (Lim, Hillsamer,
et Kim 2004; Roncador et al. 2005).

Différentes données suggerent que la capacité des Treg a migrer vers des sites
lymphoides ou inflammatoires est un facteur déterminant de leur fonction. Les premiéres
preuves de cette répartition de compétence entre les sous types de Treg proviennent d'études
comparant le potentiel de suppression in vivo des Treg CD62L"" and CD62L'"". Beaucoup
d’études ont montré que les Treg CD62L"" et CD62L'" ont des capacités suppressives
similaires in vitro (Szanya et al. 2002). Cependant leur effet immuomodulateur in vivo est
différent notamment, les Treg CD62L"" sont plus efficaces que leurs homologues CD62L""
dans la prévention des manifestation auto-immunes et le développement de GVH (Szanya et
al. 2002; Ermann et al. 2005). Ceci suggere des différences dans leur propriété de migration
plutdt que dans leur propriété suppressive. De plus, dans les expériences démontrant le réle
protecteur des Treg CD62L"9"CD25'CD4* (comparativement aux Treg CD62L-""), les
transferts adoptifs ont été réalisés de facon préventive, avant le début des symptémes,
indiquant que seuls les Treg CD62L"9"CD25'CD4" peuvent entrer efficacement dans les
ganglions drainants et contrdler le développement des cellules effectrices et, par conséquent,
I'induction de l'auto-immunité (Fisson et al. 2003). Ainsi les ganglions drainants constituent
un site privilégié d’induction de tolérance dans la mesure ou le blocage de la migration des
Treg dans les ganglions, par un anticorps anti-CD62L, résulte dans la perte de tolérance
(Ochando et al. 2005). Plus tard, des précisions quant au phénotype des tTreg ont été

apportées. Ainsi, les Treg CD62L"" ont été définis comme les Tregs naifs.

Ainsi, durant la phase initiale des réponses immunitaires, les Tregs naifs, ayant migrés
au niveau des organes lymphoides secondaires aprés 1’acquisition de CCR7 (Sharma et al.
2015), vont, aprés avoir reconnu ’antigéne pour lequel ils sont spécifiques, s’activer et se
differencier en Treg effecteurs puis mémoires, afin de supprimer I'induction, I'expansion et la
différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices activés. Ceci induit 1’augmentation

d’expression de CD44 et la diminution d’expression de CD62L a la surface des Treg (Fisson
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et al. 2003). L’effet suppresseur des Treg CD62L'CD44"" est strictement dépendant de
I’engagement de leur récepteur a I’antigéne, permettant leur activation (S. Sakaguchi et al.
2001). La migration des Treg vers I’intestin est dépendante de I’expression de molécules
d’adressages. Parmi ces marqueurs, 1’intégrine a4p7, en se fixant sur son ligand MAdCAM-1
exprimé a la surface des cellules endothéliales intestinales, semble indispensable au homing
au niveau de I’intestin. En effet dans des expériences de « homing », la neutralisation de la
chaine 04, de la chaine B7 ou encore de MAJCAM-1 par des anticorps neutralisants, reduit
I’entrée des lymphocytes au niveau de 1’intestin sans influencer leur entrée au niveau du tissu
hépatique, pulmonaire ou cutanée (Hamann et al. 1994). De méme, le récepteur de chemokine
CCR9 permet également aux lymphocytes de se diriger vers la muqueuse intestinale en
réponse a CCL25 sécrétée par les cellules épithéliales intestinales (Hadis et al. 2011; Agace
2006). En effet, le transfert adoptif de lymphocyte CD4" provenant de souris CCR9” ont une
capacité de migration au niveau de I’intestin altérée (Stenstad et al. 2006). Enfin, une
proportion importante de Treg exprime le récepteur des chimiokines CCR6 (Prince et al.
2017) et les Treg déficients en CCR6 migrent moins efficacement au niveau de I’intestin
enflammeé en réponse a CCL20 (Oyama et al. 2007).

L’expression de ces principaux marqueurs permet aux Treg de résider spécifiquement
au niveau de I’intestin. Ces Treg tissulaires pourront donc exercer leur activité suppressive
directement in situ (Mottet, Uhlig, et Powrie 2003).

Importance des pTreg intestinaux : exemple de la mise en place de

la tolérance orale.

La tolérance orale est caractérisée par une absence de réponse clinique envers un
allergéne administré par voie orale. Il s’agit d’un mécanisme immunologique actif par lequel
I’allergéne n’induit pas de réponse cellulaire et humorale spécifiques (Chehade et Mayer
2005). Ceci est en lien avec I’induction en périphérie de différentes populations de cellules
régulatrices. Le GALT occupe une place centrale dans les mécanismes immunologiques
inhérents a la mise en place de la tolérance orale dans la mesure ou il constitue le siege de la
pénétration de I’allergéne dans I’organisme (Fig. 11). Deux sous populations de DC de la LP
sont impliquées dans la mise en place de tolérance orale: les cellules exprimant
CD11b"CD11c¢"CD103"CX3CR1 et les cellules exprimant CD11b"CD11c*CD103 CX3CR1*
(Bogunovic et al. 2009).
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Figure 11 : Mécanisme d’induction de la tolérance orale

Les DC de I'intestin sont uniques dans le fait qu’elles peuvent conduire a I’induction de Treg a partir de cellules FOXP3".
Ceci est conditionné par I’activation des DC par les bactéries commensales ou les antigenes alimentaires et la sécrétion de
TGF-B et d’IL-10. Les DC CD103" expriment la RALDH permettant la production d'acide rétinoique, a partir de vitamine A
fournie par l'alimentation. L'induction de Treg se produit dans les MLN et implique a la fois les récepteurs a chimiokines
CCR7, CCR9 et I’a4p7. Les macrophages ou les DC CD103'CX3CR1" sont activés par les antigénes alimentaires captés via
I’emission de dendrites au travers de 1’épithélium et produisent du TGF-p, de I'IL-10 et de I’'IL-27, favorisant I’induction de
Trl et I’expansion de Treg. Ces méme DC peuvent également transférer I’antigéne au DC CD103" afin d’induire des Treg
dans les MLN. D’aprés Yu et al, 2016 (W. Yu, Freeland, et Nadeau 2016)

Les DC CD103" capturent I’antigéne directement dans la lamina propria, aprés avoir
été transporté par les cellules M ou certaines cellules épithéliales. Ces cellules expriment
constitutivement le CCR7 leur permettant de migrer vers les MLN. De méme, elles sont
capables de produire une forte quantité de TGF-p et expriment de facon importante les
enzymes IDO et RALDH (rétinaldéhyde dehydrogénase). Cette derniére étant nécessaire a la
production d’acide rétinoique a partir de la vitamine A. Ainsi, apreés capture de 1’antigéne

alimentaire dans la lamina propria, ces DC migrent dans les MLN ou leur activité métabolique
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leur permettent d’induire préférentiellement des Treg FOXP3" & partir de lymphocytes T naifs
(Matteoli et al. 2010). Les pTreg ainsi différenciés vont exprimer, sous ’effet de 1’acide
rétinoique, I’intégrine a4p7 et le CCRY, leur permettant de quitter les MLN et de rejoindre la
lamina Propria. Ces DC CD103" sont également capables d’induire la différenciation de
lymphocytes T naifs en Trl FOXP3" sécrétant 1I’IL-10 (Bakdash et al. 2015) (Fig. 11).

Ainsi, I’induction de cellules régulatrices par les DC au niveau des MLN est une étape
clé de la mise en place de la tolérance orale dans la mesure ou le blocage de la migration des
DC via I’utilisation de souris CCR7 KO ou I’utilisation de souris lymphadénectomisées rend
impossible le développement de cette tolérance (Worbs et al. 2006). De méme [I’intestin
constitue le site effecteur de la mise en place de la tolérance orale dans la mesure ou le
blocage du « homing » des Treg au niveau de I’intestin via I’utilisation de souris CCR9 KO
ou d’anticorps bloquant le ligand d’a4p7 rend impossible I’établissement de la tolérance orale
(Howard L. Weiner et al. 2011). Le r6le indispensable de PP est moins clair (Spahn et al.
2002).

D’un autre coté, les DC CD11b"CD11¢"CD103'CX3CR1", phénotypiquement trés
proches des macrophages, sont capables d’étendre des dendrites entre les cellules épithéliales,
leur permettant de capturer directement I’allergéne dans la lumicre intestinales. Elles
n’expriment pas le CCR7 et ne peuvent donc pas migrer au niveau des MLN (Schulz et al.
2009). Elles sont capables de transférer I’allergéne aux DC CD103" et permettent 1’induction
de tolérance au travers la production d’IL-10 (Steinbach et Plevy 2014) et d’IL-27,
augmentant la production d’IL-10 par les Treg (Shiokawa et al. 2009). Ainsi, aprées leur
induction dans les MLN par les DC CD103" et leur retour au niveau de la lamina Propria, les
Treg interagissent avec les DC CD103'CX3CR1" ce qui permet leur expansion.

Enfin, les entérocytes jouent également un rdle important dans I’induction de la
tolérance orale aux allergénes. En plus d’étre capables de produire de 1’IL-10 et du TGF-$
(Howard L. Weiner et al. 2011), les entérocytes peuvent exprimer les CMH-I et CMH-11. Ceci
leur confere la faculté de prendre en charge les allergénes et de les présenter aux lymphocytes
T. Cependant, ils sont dépourvus des signaux de co-stimulation, indispensables a I’activation

complete des lymphocytes T (Mowat 2003). Ceci conduit a I’anergie des lymphocytes T.

L’induction de la tolérance via 1’administration mucosale de 1’antigéne aboutie entre
autre a I’induction et ’activation ou au recrutement local de toutes les populations principales

de Treg (i.e. pTreg, tTreg, Trl, Th3). Ainsi, I’existence de Treg tissulaires permet de controler
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les réactions inflammatoires directement in situ. Il existe différentes sous populations de Treg
tissulaires présentes au niveau de I’intestin incluant des tTreg et des pTreg. Leurs roles

respectifs sont encore a caractériser.
iv. Les sous populations de Treg de I'intestin.

Les cellules régulatrices de ID’'intestin peuvent é&tre divisées en plusieurs sous
populations, basées sur I’expression des facteurs de transcription RORyt et GATAS, avec des
fonctions différentes (Fig. 12).
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Figure 12 : Les sous populations de Treg au niveau de I’intestin

Les cellules régulatrices de I’intestin peuvent étre divisées en 3 sous types différents, basés sur I’expression de RAR-related
orphan receptor yt (RORyt) et de GATA-binding protein 3 (GATA3). Les Treg RORyt+ sont majoritaires. 1ls sont impliqués
dans le contdle des réponses Th2 via I’expression de CTLA-4 et la secrétion d’IL-10. lls sont considérés comme des Treg
induits en périphérie en réponse au micriobiote et a certains métobolites alimentaires type Acides Gras a chaine courte. L’IL-
6 et I’IL-23 induiraient I’expression de RORyt. La deuxiéme sous population de Treg de I’intestin est représentée par les Treg
RORyt-NRP1-. lls sont induits en périphérie par les antigénes alimentaires et ont un role crucial dans la suppression des
réponses immunitaires contre ces antigénes. Les Treg GATA3" représentent la 3°™ sous population de Treg de I’intestin. Il
s’agit de tTreg ayant migré au niveau de l’intestin. Ils expriment le récepteur a I’'IL-33 (ST2), les rendant capables de
répondre rapidement a la libération d’IL-33 par les cellules épithéliales de I’intestin en cas d’inflammation. L’IL-33 et I’'IL-2
contribuent ensemble a I’expression de GATA3 par ces Treg. GATA3 permet I’augmentation de 1’expression et la stabilité
d’expression de FOXP3 et contribue a la prolifération des Treg. Les Treg GATAS suppriment les réponses inflammatoires
excessives via I’expression d’OX40. D’aprés Tanoue et al. (Tanoue, Atarashi, et Honda 2016).
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La premiere sous population est constituée de Treg exprimant le RORyt, facteur de
transcription impliqué dans la différenciation des lymphocytes Th17. Elle représente environ
65 % des Treg issus du colon et 35 % des Treg de I’intestin (B.-H. Yang et al. 2016). Les
Treg RORyt n’expriment pas les marqueurs de surface Helios et NRP1 et disparaissent en
condition « germ-free », suggérant qu’ils sont dérivés de pTreg, induit a partir de Tconv en
réponse a différents stimuli, notamment le microbiote intestinal (Sefik et al. 2015). Le
développement des Treg RORyt dépend largement de I’environnement cytokinique dans
lequel se trouvent ces cellules. En effet, les lymphocytes T CD4" naifs commencent a
exprimer, in vitro, les facteurs de transcription RORyt et FOXP3 lorsqu’ils sont stimulés sous
certaines conditions associés au développement des réponses Th17 (Lochner et al. 2008). Ces
précurseurs se différencient ensuite en Treg FOXP3'RORyt" ou en véritables cellules
effectrices Th17 en fonction des réponses cytokiniques environnementales présentes, a savoir
respectivement le TGF-B ou les cytokines proinflammatoires comme par exemple 1’1L-6, IL-
21 et IL-23 (L. Zhou et al. 2008). Les Treg FOXP3"RORyt", désignés récemment comme des
Treg de type 3 (Cortes-Perez et al. 2017), expriment a haut niveau 1’IL-10 et le CTLA-4,
inhibant ainsi le signal de co-stimulation CD80/86 induit par les DC intestinales (Ohnmacht et
al. 2015). Il a été démontré que ces Treg RORyt" étaient capables de supprimer les réponses T
effectrices chez la souris (Tartar et al. 2010). lls sont impliqués dans la régulation des
réponses de type Th2 et allergiques (Ohnmacht et al. 2015). Lochner et al ont également
démontré la capacité de ces Treg a supprimer les réponses inflammatoires intestinales
(Lochner, Wang, et Sparwasser 2015). De fagon intéressante, les Treg RORyt, expriment le
CCR®, favorisant le homing intestinal, et ont un r6le dans la suppression des réponses Th17
de I’intestin (Sefik et al. 2015; B.-H. Yang et al. 2016).

La deuxiéme sous-population de Treg intestinaux est représentée par les Treg
GATAZ3" constituant approximativement 20 % des Treg de I’intestin. Ils expriment les
marqueurs Helios et NRP1 démontrant qu’ils sont plutot dérivés du thymus (tTreg) (Sefik et
al. 2015). Les études in vitro montrent que I’expression de GATA3 est conditionnée par
I’engagement du TCR des Treg et par un signal de co-stimulation induit par I’'IL-2, permettant
I’induction de I’expression de GATA3 et son maintien (Wohlfert et al. 2011). GATA-3 forme
un complexe avec FOXP3 permettant une meilleure stabilit¢ de 1’expression de FOXP3. De
plus, il existe une accumulation préférentielle de Treg GATA3" au niveau des tissus lors d’un
processus inflammatoire (Wohlfert et al. 2011). Les Treg GATA3" du colon, représentant

15% des Treg du colon, expriment le récepteur a 1’IL-33, cytokine produite par les cellules
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épithéliales de D’intestin en réponse a un processus inflammatoire. Ainsi, en plus de
I’engagement du TCR et de la stimulation par I’IL-2, I’activation de Treg par I’IL-33 permet
la surexpression de FOXP3 et induit leur prolifération au niveau intestinal (Schiering et al.
2014). Les Treg GATA-3 expriment a haut niveau I’OX40, leur permettant de supprimer les
réponses inflammatoires excessives. Le role important d’OX40 pour I’accumulation des Treg
dans I’intestin a pu €tre montré par ’utilisation de souris dont la moelle osseuse a été rendue
chimérique, composée de cellules sauvages CD45.1 et de cellules issues de souris KO OX40-
/- CD45.2. Apres la reconstitution médullaire, 1’analyse des populations de Treg a montré un
nombre comparable de Treg CD45.1 et de Treg CD45.2 dans les MLN, alors que dans
I’intestin, seuls les Treg dérivant de souris sauvages sont présents, soulignant le role
indispensable d’OX40 pour la migration intestinale (Griseri et al. 2010). De méme, OX40
semble indispensable pour supprimer les réponses T effectrices dans un modele de colite
inflammatoire, dans la mesure ou le transfert adoptif de Treg OX40-/- ne permet pas de

contrdler la maladie, a I’inverse des Treg sauvages (Griseri et al. 2010).

Les Treg RORyt'NRP1’, constituant la troisieme population de Treg intestinaux,
représentent plus de 40% des Treg de I'intestin et environ 10% des Treg du colon. Ils sont
considérés comme des pTreg, induits par des antigenes alimentaires. Cette population de Treg
n’est pas influencée par I’absence du microbiote intestinale. En revanche, cette population de
Treg disparait dans des souris «antigen free » développée par 1’équipe de Surh ou leur
alimentation ne comporte pas d’antigéne alimentaire (K. S. Kim et al. 2016). Ils ont un role
crucial dans la suppression de la réponse immunitaire aux antigenes alimentaires et
I’induction de tolérance dans la mesure ou les souris « antigen-free » ont une sensibilité a

I’allergie alimentaire exacerbée (K. S. Kim et al. 2016).

Ainsi, ces 3 populations ont des réles bien distincts : les Treg GATA3" NRP1*
permettent de maintenir 1’homéostasie locale en régulant les réponses inflammatoires, les
Treg RORyt"NRP1" auraient pour but de réguler les réponses contre le microbiote intestinal et
les antigenes alimentaires et enfin, les Treg RORyt'NRP1" permettent de maintenir une
tolérance orale aux allergenes alimentaires. Ces deux derniéres populations de lymphocytes T

régulateurs constituent ainsi des populations particulierement intéressantes dans notre étude.
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3. Les différentes cibles thérapeutiques de I'allergie alimentaire

et le r6le des lymphocytes T régulateurs dans allergie.

Comme vu précedemment, la réponse allergique est une réponse immunologique
complexe, impliquant différentes populations cellulaires et différentes réponses cytokiniques.
L’étude de la physiopathologie de [I’allergiec, vu plus haut, induisant une meilleure
compréhension des mécanismes immunologiques impliqués, permet de définir les différents
points clés qu’il est potentiellement envisageable de contréler afin de réguler les réponses
allergiques.

En premier lieu, I’allergie est une réponse Th2 exacerbée. Ainsi toute stratégie permettant
d’inhiber le développement d’une réponse Th2 serait potenticllement bénéfique afin de traiter
les allergies. A I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement disponible, ni en cours de
développement, en raison du caractere multifactoriel de mise en place de la réponse Th2
allergique. Aussi, le paradigme du déséquilibre Th2 devient rapidement insuffisant pour
expliquer I’immuno-pathologie de 1’allergie (Magnan et Humbert 2005). Durant les premieres
phases de I’allergie, il est avancé un défaut de I’activation des lymphocytes Treg pour
expliquer I’activation importante des lymphocytes Th2 (Magnan et Humbert 2005). En effet,
les Treg ont un réle crucial dans la régulation des réponses Th2 (Venuprasad et al. 2010).
Martin et al. ont démontré I’implication des tTreg dans le controle de 1’allergie en utilisant
des souris humanisées NOD/SCID. Apres transfert de PBMC et activation des Treg, seules les
souris ayant recu les cellules des patients sains ont résisté au déclenchement de 1’allergie alors
que les souris ayant recu les PBMC des patients allergiques ont été malades. Ces résultats
suggerent 1’existence d’un défaut fonctionnel de tTreg chez les patients allergiques, ne
permettant plus de contréler la réponse Th2 (Martin et al. 2012). Aussi, des études récentes
ont démontré le role particulierement important des pTreg dans la régulation Th2 (Josefowicz
et al. 2012). De méme, les Trl suppriment de maniere similaire la réponse allergique Th2 en
diminuant la production d’IL-4 par les cellules T effectrices via la sécrétion d’IL-10 et de
TGF-B et en exprimant le CTLA4 et PD-1. Selon les observation d’Akdis, leur nombre serait
réduit dans le sang périphérique des sujets allergiques (M. Akdis et al. 2004). D’autres types
de Treg sont impliqués dans le contrdle des réponses allergiques. Notamment, plusieurs
auteurs ont démontré que les Treg RORyt" induisent une régulation des manifestations
inflammatoires de I’intestin, en contrdlant la réponses Th2 (Ohnmacht et al. 2015) et Th17

(Sefik et al. 2015), leur conférant un role protecteur dans I’allergie. Aussi, I’invalidation
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conditionnelle de I’IL-10 spécifiquement dans les Treg, entraine une suceptibilité accrue des
animaux a I’induction de I’allergie (Rubtsov et al. 2008) et est suffisante pour induire une
colite chez ces souris (Rubtsov et al. 2008), suggérant le role primordiale des Trl dans le

régulation de I’hypersensibilité.

De la méme fagon, I’IL-5 fut longtemps considérée comme une cible intéressante dans la
régulation des réponses allergiques. Impliquée dans le recrutement des populations
responsables de ’inflammation locale allergique, sa neutralisation représente donc une piste
prometteuse. De la méme facgon, des traitements symptomatiques peu efficaces contribuent a
bloquer la dégranulation des effecteurs, constituant une autre cible potentiellement
intéressante a neutraliser afin de traiter 1’allergie. Cependant plutét que de développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques, 1’utilisation des Treg pourraient servir d’alternative
prometteuse dans la mesure ou ils contribuent a contrdler 1’allergie en inhibant directement le
recrutement local et la dégranulation des mastocytes et des basophiles via une interaction
0OX40-OX40L (Gri et al. 2008) et en diminuant 1’expression du FceRI a la surface des cellules
effectrices (Kashyap et al. 2008).

Les thérapies visant a bloquer les IgE, acteur central dans les phénomeénes allergiques,
présentent un intérét certain dans I’allergic alimentaire. Aussi, les Treg contribuent au
controle de I’allergie en inhibant la synthése d’IgE spécifiques et en induisant la production
d’IgG4 spécifiques (F. Meiler et al. 2008) et d’IgA, deux classes d’immunoglobulines
réputées protectrices dans 1’allergie. Ce changement d’isotype d’immunoglobuline, observé
notamment lors des différents protocoles d’immunothérapies spécifiques, serait induit par les
tTreg, mais également par les Trl (F. Meiler et al. 2008) sous la dépendance de I’IL-10 et du
TGF-B. En effet, la sécrétion d’IL-10 par les Trl permet I’inhibition de la synthése d’IgE
(Punnonen et al. 1993) et le swicth vers les 1gG4, tandis que le TGF-b permet 1’induction de
la synthese d’IgA (Cazac et Roes 2000).

Les molécules d’activation des lymphocytes T et plus particulierement les molécules de
co-stimulation ont un role important dans ’initiation et I’entretien des réponses allergiques.
Differentes stratégies ciblant ces molécules sont déeployees, notamment le CD28, molécule de
surface des lymphocytes T qui se lie aux CD80 et CD86 présents sur les cellules
présentatrices d’antigénes et qui peut étre bloqué par la molécule régulatrice CTLA-4. La
encore, les Treg sont capables de neutraliser ces signaux de co-stimulation et d’inhiber ainsi

les réponses allergiques notamment les Trl comme décrit plus haut (K. Wu et al. 2007).
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En agissant sur ’ensemble des checkpoints de D’allergie, a savoir le controle de la
synthese d’IgE, la régulation de la balance Th1/Th2 ainsi que la diminution du recrutement et
de la dégranulation des effecteurs, les Treg se situent au centre du processus de régulation de
I’allergie. Ainsi, I’amplification thérapeutique des Treg constitue une alternative tres
intéressante dans le but de traiter les maladies allergiques. Cependant les différentes
difficultés techniques inhérentes a la production de Treg de grade clinique, nous orientent
préférentiellement vers 1’utilisation de 1’IL-2 faible dose. Ainsi, tester I’administration d’IL-2
faible dose dans un modéle préclinique d’allergie alimentaire n’a jamais encore été réalisée et

constitue le principal objectif de cette these.
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Objectifs et principes expérimentaux

Ce travail de thése avait un double objectif : (i) établir la preuve de concept de I’utilisation
d’IL-2 faible dose comme outil thérapeutique de 1’allergie dans une étude préclinique utilisant
un modéle murin d’allergie alimentaire a 1’ovalbumine ; (ii) étudier les mécanismes
immunologiques associés a la protection induite sur le long terme suite a I’administration
d’IL-2 faible dose.

1. Preuve de concept de l'utilisation de I'lL-2 faible dose dans le

traitement de I’allergie alimentaire.

Au cours de cette étude, nous avons développé un modele murin d’allergie alimentaire
afin d’évaluer ’effet préventif et curatif de ’administration de I’IL-2 faible dose. Différentes

voies d’administration de I’IL-2 ont été testées.

- Modéle murin d’allergie alimentaire

Pour étudier le potentiel thérapeutique de 1I’'IL-2 faible dose dans un modéle murin
d’allergie alimentaire, notre équipe s'est appuyée sur le mod¢ele de I’allergie a ’OVA établi
par Yamashita et al. (Yamashita et al. 2012), modifiant la fréquence et la dose d’OVA
administrée. Brievement, des souris BALB/c, modéle classique pour étudier les réponses Th2,
sont sensibilisées par deux administrations intrapéritonéales (ip) d’OVA en présence
d’adjuvant de type hydroxyde d’aluminium (Alun; adjuvant pro-Th2) a une semaine
d’intervalle. Dix jours plus tard, I’allergie alimentaire est déclenchée par des administrations
orales d’OVA. L’allergie est alors quantifiée selon un score clinique prenant en consideration
la diarrhée et 1’aspect du pelage, et confirmée par une chute de température rectale.
L’ immunothérapie par IL-2 a été mise en place par des cures intrapéritonéales de 5 jours d’IL-
2 faible dose (50 000 Ul / jour), administrées a différents instants du protocole (traitement
préventif versus traitement curatif). Le potentiel effet Treg dépendant du traitement par 1’1L-2
a été attest¢ dans un modéle murin d’allergie dans lequel les Treg ont été éliminés par
I’administration d’un anticorps anti-CD25 déplétant (PC61). Nous avons également testé
I’efficacité de I’TL-2 administrée par voie orale, sublinguale ou intra-rectale dans la mesure ou

ces muqueuses sont des sites privilégi¢s d’induction de tolérance.

78



- Faible dose d’IL-2 : Proleukin®

Le Proleukin®, Interleukine 2 recombinante humaine, a été utilisé dans toutes nos
expériences. Des éetudes préalables réalisées chez la souris ont montré que 1’utilisation d’une
cure de 25 000 Ul / j pendant 5 jours consécutifs permet une activation et une expansion
efficace des Treg sans induction de lymphocytes T effecteurs (Teff, Tconv actives) (données
non publiées). Une étude dose/réponse réalisée au sein de notre laboratoire a montré qu’une
dose de 50 000 Ul / jour pendant 5 jours permettait une induction et une activation plus
efficace des Treg (données non publiées), non-associée a une augmentation des Teff activés,
contrairement aux doses supérieures (100 000 Ul / jour). Nous avons donc décidé d’utiliser la

dose de 50 000 UI/ jour pendant 5 jours dans I’ensemble de cette étude.

2. Mécanismes immunologiques de 'immunothérapie par IL-2.

Nous avons voulu, dans wun premier temps, caractériser les mécanismes
immunomodulateurs locaux inhérents a 1’administration d’IL-2 faible dose sur les différentes
populations immunitaires impliquées dans 1’allergie. Par ailleurs, les réponses cellulaires et
humorales spécifiques de D’antigéne et ’effet de 1’IL-2, quant au recrutement local,
I’activation et la dégranulation des populations effectrices de 1’allergie, ont été étudiés dans

notre modele murin d’allergie alimentaire.

- Caractérisation de 1’effet immunomodulateur local de I’IL-2 faible dose

Des souris BALB/c naives (non-sensibilisées) ont été traitées par une cure de 5 jours
d’IL-2 faible dose avec I’objectif d’évaluer I’effet sur les différentes populations cellulaires
impliquées dans 1’allergie notamment au niveau des tissus et organes lymphoides associés au
tube digestif. Ainsi, une analyse phénotypique des cellules lymphocytaires de I’intestin (IEL
et LPL), des PP et des MLN a été réalisée par cytométrie en flux. Notamment, 1’effet de
faibles doses d’IL-2 sur les Treg, les Teff, les ILC2, les éosinophiles, les NK, et les

lymphocytes B naifs et mémoires a été analysé.

- Analyse des réponses immunologiques induites par I’administration d’IL-2

L’effet immunomodulateur de I’'IL-2 sur les réponses spécifiques de 1’antigéne a été
évalué chez les souris BALB/c sensibilisés et challengées avec I’OVA. Au cours de cette

étude, nous avons analyse les réponses T spécifiques a ’OVA en fin de protocole chez les
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souris protégees, en se concentrant sur la reponse locale et sur les organes lymphoides
associés a la muqueuse digestive et impliqués dans les phénomenes de tolérance orale.
Notamment, la réponse Th1 et la réponse Th2 ont été étudiées par ELISpot et ELISA aprés 24
a 48h de restimulation spécifique par 1’antigéne au niveau des MLN et des PP, mesurant la
sécrétion d’IFN-y ou d’IL-4 et d’IL-5, respectivement. La réponse intestinale a été étudiée par
RT-qgPCR en quantifiant les transcrits cytokiniques présents dans I’intestin et signant les
réponses Thl, Th2 et Treg.

L effet de I’TL-2 sur la réponse humorale a pu étre apprécié en quantifiant a différents
instants du protocole (apres la sensibilisation mais également en fin de protocole, apres les
inductions par I’antigéne) dans le sérum et les féces les anticorps spécifiques produits. La
quantification des réponses IgE, IgA, 1gG2a et IgG1 dans ces différents compartiments a été
réalisée par ELISA sandwich spécifique de ’OVA. La quantité obtenue a été rapportée a une
gamme spécifique afin de déterminer leur concentration, ou bien un titre a été calculé en
rapportant les valeurs obtenues chez les souris sensibilisées aux valeurs obtenues chez des

sSouris naives.

- FEtude de ’effet de I’IL-2 sur les populations effectrices de ’allergie

Un test d’activation in vitro des basophiles, mesurant 1’expression membranaire par
cytométrie en flux du CD63 et CD200R apres stimulation par 1’antigéne, a été realisé pour

évaluer la réactivité a ’allergene.

Par ailleurs, I’action sur les mastocytes a été étudiée de deux fagons. Dans un premier
temps, le MMCPT-1, protéase majoritaire sécrétée par les mastocyte lors d’une réaction
allergique, a été mesuré dans le serum des souris, 30 minutes aprés le déclanchement des
signes cliniques. Dans un second temps, le recrutement de mastocytes au niveau de I’intestin a
été évalué par histologie sur coupe de duodénum incluse en paraffine et colorées au bleu de

toluidine.
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Résultats

Dans une premiére partie, nous avons pu établir la preuve de concept de I’utilisation
d’IL-2 faible dose dans le traitement de I’allergie alimentaire en utilisant un modéle murin
d’allergie a I’ovalbumine (OVA). Ont également été abordes, les régulations immunologiques
des réponses spécifiques de I’antigéne associées a la protection induite par 1’IL-2. Cependant,
les résultats obtenus nous ont posé un certain nombre de questions mécanistiques, dont les

hypothéses seront abordées dans la deuxieme partie des résultats.
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Premiere partie : Preuve de concept de l'utilisation de I'lL-2 faible

dose dans le traitement de I'allergie alimentaire.

Article 1: Low-dose interleukin-2 induces regulatory T-cell mediated

control of experimental food allergy

Benjamin Bonnet, James Vigneron, Béatrice Levacher, Thomas Vazquez, Fabien Pitoiset,
Faustine Brimaud, Guillaume Churlaud, David Klatzmann, Bertrand Bellier.

Article publié dans la revue Journal of immunology 197(1):188-98. July 2016 doi:
10.4049/jimmunol.1501271.

Comme nous I’avons détaillé dans 1’introduction, les lymphocytes T régulateurs
(Treg), cellules permettant le maintien de ’homéostasie immunitaire, sont au centre du
processus de régulation des réponses allergiques. 1l a été démontré qu’il existait un déficit
quantitatif et qualitatif de ces cellules chez les patients allergiques (Tableau 2) et que les
manifestations allergiques étaient exacerbées en 1’absence de Treg (Torgerson et al. 2007). Le
développement d’immunothérapies utilisant les Treg constitue une alternative thérapeutique
prometteuse afin de prévenir et traiter les maladies allergiques en particulier, 1’allergie
alimentaire. L’IL-2, cytokine du systtme immunitaire permettant la survie, I’expansion et la
différenciation des lymphocytes, notamment les Treg lorsqu’elle est utilisée a faible dose,
constitue une avancée thérapeutique majeure et permet de s’affranchir des difficultés

techniques de la thérapie cellulaire.

Dans cette étude, nous avons souhaité mettre a profils les propriétés
immunorégulatrices de 1I’TL-2 utilisée a faible dose, afin d’induire spécifiquement des Treg in
vivo. Nous avons dans un premier temps caractérisé 1’effet immunorégulateur local de I’IL-2
chez des souris BALB/c naives, documentant 1’effet local au niveau de la muqueuse
intestinale. Apres avoir développé un modele murin d’allergie alimentaire a ’OVA, nous
avons ensuite étudié 1’efficacité protectrice de 1’administration de 1’IL-2 faible dose dans
plusieurs schémas thérapeutiques, préventif puis curatif, contre les manifestations cliniques de
I’allergie alimentaire. Enfin, les mécanismes immunologiques associés a la protection ont été

étudiés.
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Low-Dose IL-2 Induces Regulatory T Cell-Mediated Control
of Experimental Food Allergy

Benjamin Bonnet,*"* James Vigneron,""T Béatrice Levacher,™’ Thomas Vazquez,*’?
Fabien Pitoiset,*" Faustine Brimaud,*" Guillaume Churlaud,*"* David Klatzmann,*"* and
Bertrand Bellier® ™"

Regulatory T cells (Tregs) are pivotal for maintenance of immune self-tolerance and also regulate immune responses to exogenous
Ags, including allergens. Both decreased Treg number and function have been reported in allergic patients, offering new therapeutic
perspectives. We previously demonstrated that Tregs can be selectively expanded and activated by low doses of IL-2 (1d-IL-2) inducing
immunoregulation without immunosuppression and established its protective effect in autoimmune diseases. In this study, we evaluated
the ability of 1d-IL-2 to control allergy in an experimental model of food allergy. Ld-IL-2 induced Treg expansion and activation that
elicited protection against clinical manifestations of food allergy in two mouse models with OVA and peanut. This clinical effect was lost
in Treg-depleted mice, demonstrating the major contribution of Tregs in 1d-IL-2 efficacy. Mechanistic studies further indicated that
protection from allergy could be explained by a Treg-dependent local modification of the Th1/Th2 balance and an inhibition of mast cell
recruitment and activation. Preventive and therapeutic effects of 1d-IL-2 were observed over a 7-mo-period, highlighting its long-term
efficacy. This study demonstrated that 1d-IL-2 is efficient to prevent and to treat allergic immune responses, and thus represents a

promising therapeutic strategy for managing allergic diseases.

(Tregs) account for ~5-10% of circulating CD4" T cells,

suppress autoreactive lymphocytes, and control innate and
adaptive immune responses in mice and humans (1, 2). Treg im-
pairment is associated with loss of tolerance, autoimmunity, and
also allergy (3). Indeed, allergy is one of the clinical manifestations
of patients with the immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked syndrome, a Treg deficit caused by mutations
in FOXP3 (4). Dysfunctional Tregs have been also identified in
allergic individuals (5-7). Both decreased Treg numbers and func-
tion have been reported, particularly in children at high risk for
allergic diseases based on maternal atopy compared with children at
low risk (8). Studies investigating the pathophysiology of food al-
lergy point to a functional role of Tregs in the development of

T hymic-derived CD4"CD25'FOXP3" regulatory T cells
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normal tolerance to food allergens and the spontaneous resolution
of milk allergy (9, 10).

In support for a role of Tregs in allergy, the induction of Tregs
has been also demonstrated in successful allergen-specific immu-
notherapy (AIT), where they suppressed almost all aspects of Th2-
mediated hypersensitivity (11, 12). In addition, transfer of Tregs
inhibited and reversed airway hyperresponsiveness, gut inflam-
mation, and related Th2 responses in murine models (13-15).
Collectively, these data highlight that allergic diseases result from
an inappropriate balance between allergen-activated effector Th2
cells and Tregs, and that treatments to enhance Treg responses
might be useful in prevention and treatment of allergic diseases.

IL-2 is critical for Treg development, expansion, activity, and
survival (16). IL-2 was originally discovered as a growth factor for
activated T cells in vitro and has been extensively used to boost
immune responses in patients with tumors (17) or chronic infec-
tion such as HIV (18). More recently, it was shown that 1d-1L.-2
increase specifically Treg numbers and function, and may be of
therapeutic benefit in the treatment of autoimmune and inflam-
matory diseases. Pioneer clinical trials revealed the potential
benefit of 1d-IL-2 administration in alleviating chronic graft versus
host disease (19, 20) and chronic hepatitis C-mediated vasculitis
(21). This was then confirmed in alopecia areata (22) and other
autoimmune diseases including systemic lupus erythematosus
(23), confirming the potential of this approach. IL-2 is not only
required for the survival of Foxp3™ Tregs in the periphery, but
also appears to be critical for maintenance of their suppressive
functions (24). Thus, we sought to evaluate 1d-IL-2 treatment in
allergy control. Our results show that 1d-IL-2 induces specific
Treg expansion and activation, including in gut and lymphoid-
associated tissues, which elicit protection against clinical manifes-
tations of food allergy in mice. We demonstrated both preventive
and therapeutic long-term effects of 1d-IL-2. The mechanisms
underlying this efficacy depend on the expansion and activation
of Tregs that modify the Th1/Th2 balance and inhibit mast cell
activation.
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Materials and Methods
Mice

Seven-week-old BALB/C (AnNR/J) female mice were purchased from
Elevage Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Mice were maintained in
our animal facility under specific pathogen-free conditions in agreement
with current European Union legislation on animal care, housing, and
scientific experimentation. All procedures were approved by the local ethics
animal committee. Mice were treated daily by i.p. or oral (p.o.) adminis-
tration with the human rIL-2 (Proleukin; Novartis) during 5 consecutive
days at the dose of 50,000 IU/injection in 200 or 100 wl, respectively.

Development of intestinal allergic inflammation in mice

OVA model. Based on published procedures (15) with specific modifica-
tions, BALB/c mice were sensitized twice at 1-wk interval by i.p. injection
of 10 pg OVA (Ova A5503; Sigma-Aldrich) mixed with 500 pg aluminum
hydroxide (Alum) gel (AIH;05; Sigma) or PBS mixed with Alum as control
(nonsensitized mice [NS]). Allergy was then induced 10 d later by OVA p.o.
administrations (20 mg/mouse), five times within a 10-d period. Severity of
allergic response was assessed 30-45 min after the last induction by mea-
suring changes in body temperature using a rectal thermometer (Bioseb,
Vitrolles, France) and by evaluating clinical score (component of the severity
of diarrhea graded from 0 to 3 points and appearance of hirsute pelage
marked out 0-2 points).

Peanut model. Crude peanut extract was prepared from defatted raw flour
as previously described (25). Mice were sensitized i.p. three times at 1-wk
interval with 500 pg peanut extract in 500 pg Alum. Control groups re-
ceived PBS plus 500 pg Alum. Mice were then orally challenged with
peanut extract (15 mg) every 2 d for a total of seven challenges. Severity of
allergic response was assessed 30-45 min after the last challenge by mea-
suring body temperature drops and clinical symptoms including: 1) repetitive
mouth/ear scratching, 2) piloerection, 3) puffiness around eyes or mouth/eye
edema, 4) decreased activity/lethargy, 5) diarrhea, and 6) death. Each clinical
sign was noted with a score of 1; the maximum score per mouse is 6.

In vivo Treg depletion

Mice received two i.p. injections of 250 pg PC61 Ab (anti-CD25; Bio X
Cell) at 3-d interval before OVA sensitization or challenge. As control,
mice were treated with PBS or isotype (Antibodies Online). Blood samples
were collected at day 10 post-PC61 treatment to control Treg depletion by
flow cytometry.

Isolation of immune cells

Spleens were isolated and dissociated in PBS 5% FCS. RBCs were lysed
with 1 ml ammonium-chloride-potassium buffer and then washed with 9 ml
PBS 5% FCS. Mesenteric lymph nodes (MLNs) and Peyer’s patches (PP)
were isolated and then digested with 0.46 mg/ml Liberase TM and 0.1 mg/ml
DNase (both from Roche Applied Science) in complete RPMI 1640 20%
FCS medium for 10 min and filtered. Lamina propria lymphocytes from
small intestine (SI) were isolated as previously described with minor modi-
fications (26). In brief, SI was harvested and PP were removed. The tissue
was then cut in small pieces and incubated with 10 pg/ml Liberase TM, 0.1
mg/ml DNase, and 0.5 mg/ml hyaluronidase (all from Roche Applied Sci-
ence) for 25 min at 37°C in a shaker (150 rpm). The tissues were smashed,
passed through a 70-pm cell strainer, and washed in complete RPMI 1640
3% FCS. Cells were centrifuged at 1300 rpm for 7 min at 4°C, washed again,
passed through a 40-pum cell strainer, and finally suspended in complete
RPMI 1640 20% FCS medium.

Flow cytometry

Isolated cells were stained with the following Abs at predetermined optimal
dilutions for 20 min at 4°C: CD45-PETR, B220-FITC, IgM-allophycocyanin,
IgD-PeCy7, SiglecF-PE, streptavidin-e780 (eBioscience), and IgE-biotin
(Southern Biotech) to analyze B cells/eosinophils; Live Dead-e780, CD45-
PETR, CD49b-FITC, FCeR1-PeCy7, c-Kit-allophycocyanin, B220-e450,
SiglecF-PE, CD3-HorizonV500, NkP46-AlexFluor700 (eBioscience) to an-
alyze mast cells and NK cells; and CD45-PETR, CD3-PE, CD8-Alexa700,
CD4-HorizonV500, CD25-PeCy7, GITR-PE (eBioscience), and ICOS-
allophycocyanin (Biolegend) to analyze T cells. Intracellular detection of
Foxp3-e450 (eBioscience), CTLA4-biotin (eBioscience), and Ki67-FITC
(eBioscience) were performed on fixed and permeabilized cells using a
CytoFix/CytoPerm kit buffer (eBioscience). Cells were acquired on an LSR
IT (Becton Dickinson) and analyzed with FlowJo software (Tree Star). Dead
cells were excluded by forward/side scatter gating. Tregs were defined as
Foxp3*CD25"CD4" cells, activated Tregs as ICOS*"Foxp3*CD25*CD4*
cells, and activated effector T cells (Teff) as CD25"Foxp3 CD4" cells.
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Memory and naive B cells were defined as IgM IgD ™ and IgM*IgD" cells
among B220" cells, respectively. Eosinophils and mast cells were charac-
terized as SSCMCD45*SiglecF* and FceR1*c-Kit*CD49b ™, respectively.

In vitro basophil activation assay

Heparinized blood sample was collected 2 d after the last OVA p.o. ad-
ministrations and erythrocytes were lysed. Cells were stimulated with RPMI
1640 (negative control), 500 ng/ml anti-IgE (positive control; Southern Biotech),
or | pg/ml OVA for 2 h at 37°C. Cells were then stained with CD45-PETR,
CD49b-FITC, FceR1-PeCy7, and IgE-biotin to identify the basophil pop-
ulation and CD63-allophycocyanin (eBioscience) to measure degranulation.

ELISPOT assays

OVA-specific production of IFN-vy, IL-4, and IL-5 were determined by
murine ELISPOT assay (Mabtech, Nacka Strand, Sweden). In brief, 5 X 10°
cells/well (or 2 X 10° for IFN-y) were restimulated for 48 h in duplicates at
37°C in 5% CO, with 100 pg OVA protein (0.5 mg/ml final). Medium alone
and Con A (Sigma) at 2 pg/ml final were used as negative and positive
controls, respectively. Spots were counted with an AID ELISPOT reader
(ELRO3; AID Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Germany). Results,
expressed as spot-forming units (SFU) per 10° cells, represent the mean
of duplicates.

ELISA assays

To measure murine mast cell protease type 1 (mMCPT-1) levels, we harvested
blood samples 30 min after the last OVA challenge and isolated sera by
centrifugation. Samples were frozen and kept at —20°C until use. Level of
mMCPT-1 in serum was measured according to the manufacturer’s recom-
mendations using specific mouse ELISA kits (eBioscience).

IFN-y, IL-4, and IL-5 secretion levels were measured by murine ELISA
assays (eBioscience) in supernatants of cells (5 X 10° cells/well) cultured
during 72 h in 96-well plates (Nunc, Denmark) in complete RPMI 1640
with 100 pg OVA (0.5 mg/ml final).

OVA-specific IgE titers were quantified in serum of sensitized mice by
ELISA. OVA (500 ng/well) was coated in flat-bottom, 96-well plates (Nunc,
Denmark) at 4°C overnight. After washing and blocking nonspecific binding
sites with PBS + 1% BSA for 1 h at room temperature, 100 pl diluted serum
samples were added to each well and incubated for 2 h at room temperature.
OVA-specific IgE were detected with biotinylated anti-IgE (Southern Biotech)
and revealed with peroxidase-conjugated streptavidin (Sigma-Aldrich) and
TMB at room temperature for 5 min. The reaction was stopped by adding
100 1 HCI (1M), and the OD was read at 450 nm using an automatic ELISA
plate reader (DTX 880, Multimode detector; Beckman Coulter).

Intestine quantitative RT-PCR

Segments of duodenum were flushed with PBS 5% FCS and immersed in
1 ml RNA-later (Qiagen, Hilden, Germany) and stored at —80°C. For RNA
extraction, total tissues were transferred in 1 ml TRIzol Reagent (Life
Technologies, France), and disruption and homogenization were done with
TissueLyser II (Qiagen). Total RNA was isolated by using RNeasy Mini
Kits (Qiagen). cDNA was generated using SuperScript III (Life Technol-
ogies) according to the manufacturer’s instructions. Quantitative PCR was
performed using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies)
with Fast Master mix (Life Technologies). The probe IDs are: m1,TNF-a:
Mm00443258_m1, IFN-y: MmO01168134_m1, IL-4: Mm00445259_m], IL-
5: Mm00439646_m]1, IL-6: Mm00446190_m1, IL-10: Mm00439614_ml1, IL-
12p40: MmO01288992_m1, IL-13: Mm00434204_m1, 18S: Mm03928990_gI.
and GAPDH: Mm99999915_g1. PCRs were performed in triplicate, and the
mRNA levels were normalized to that of GAPDH and 18S mRNA levels. Gene
expressions in control and Id-IL-2—treated groups were expressed as relative
transcript abundance, relative to the GAPDH reference gene.

Histology

One centimeter length of duodenum was removed and immersed in 4%
formaldehyde buffer. Tissues were further dehydrated in alcohol solutions using
an automatic tissue processor (STP 120; Microm Microtech, Francheville,
France) and included in paraffin. Transverse sections were cut at 4 mm by
HM340E microtome (Thermo Scientific). Sections were stained with toluidine
blue, and mast cells were visualized with a Leica DMRBE microscope. A total
of four sections per group were randomly analyzed (original magnification
X400), and results were expressed as number of mast cells per millimeter.

Statistical analyses

Statistical significances were evaluated between the treated groups and
control subjects using GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
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CA) using the Mann-Whitney U test (comparison of rank, unpaired test,
nonparametric test, two-tailed p value) with *p < 0.05 taken as statistical
significance (**p < 0.01, ***p << 0.001). Statistical significances for long-
term ld-IL-2 therapeutic effect were evaluated using one-way ANOVA test
with *p <0 0.05 taken as statistical significance (***p << 0.001).

Results
Ld-IL-2 treatment induces expansion and activation of Tregs in
spleen and GALTs

We evaluated the effect of 1d-IL-2 on immune cell populations at
various locations, focusing mainly on the GALTs. BALB/c mice were
injected daily for 5 d with 50,000 IU IL-2 per injection or PBS as a
negative control. CD4*, CD8"* T cells, B cells, Tregs, and Teff were
monitored in spleen, MLN, PP, and SI mucosa. We observed that Id-
1L-2 had no significant impact on CD4™, CD8" T cell, and B cell
populations in spleen, PP, and SI in terms of percentages and ab-
solute numbers (Fig. 1A). Only a significant expansion of total cells
in MLN was observed in 1d-IL-2-treated mice, which did not affect
the relative values of B, CD4", and CD8" T cells (Fig. 1A). As
expected, 1d-IL-2 induced expansion of total CD4"FOXP3™ cells
(Fig. 1B, upper panels), Tregs (CD4"CD25'FOXP3™; data not
shown), and CD8" Tregs (CD8"FOXP3"; Supplemental Fig. 1) in the
different organs. Interestingly, the highly suppressive ICOS* Tregs
(27) were robustly expanded in percentage (Fig. IB, 1C) and absolute
number (data not shown) in local and peripheral lymphoid tissues.
Ld-IL-2 induced both Treg proliferation and activation as shown by a
significant increase of the proportion of Ki67*, ICOS", and CTLA-4*
Tregs in spleen and MLN (Fig. 1E). In contrast, 1d-IL-2 had no
significant impact on CD4"CD25"FOXP3 ™~ Teff, except a moderate
but significant increase in spleen (Fig. 1C). Nevertheless, the Treg/
Teff ratio was significantly increased in all organs of treated mice as
compared with control subjects (Fig. 1D). Importantly, other cell
populations such as mast cells, eosinophils, type 2 innate lymphoid
cells (ILC2), naive B cells, or IgE™ B cells are not significantly
expended under 1d-IL-2 except for moderate eosinophilia in spleen
and NK cells (Supplemental Fig. 1). A small increase of IgE* B cells
in spleen and mast cells in SI were also observed in [L-2-treated mice
but at lower levels than allergic mice. Taken together, these results
show that 1d-IL-2 induces expansion and activation of Tregs in naive
mice, notably in gut-associated tissues.

Effective induction of food allergy in OVA-sensitized mice

A murine food allergy model with high degree of anaphylaxis was
established by repeated p.o. administration of OVA protein in OVA-
sensitized mice (Fig. 2). Severe allergic reactions were observed in
sensitized mice and scored based on diarrhea and fur character-
istics (Fig. 2A). A significant decrease in body temperature was
also induced in OVA-sensitized mice and was positively correlated
with the severity of allergic symptoms (Fig. 2A, 2B). Elevated
mMCPT-1 levels were also detected in serum of sensitized mice
after OVA challenges and can be related with an increase of mast
cells in the gut (Fig. 2C). The robustness of this food allergy
model was also evidenced by the severe allergic reactions ob-
served in sensitized mice when they were challenged 30 or 60 d
after the last sensitization (data not shown). Moreover, a strong
systemic and local Th2 bias was observed in OVA-sensitized mice
as shown by high levels of IL-4— and IL-5-secreting cells in
spleen, MLN, and PP as compared with the NS (Fig. 2D and data
not shown). We also detected OVA-specific IgE Abs in serum and
feces in sensitized mice that can be related to a significant increase
of IgE" memory B cells in allergic mice compared with NS
(Fig. 2E). Taken together, these results show that our protocol is
effective to establish food allergy with a high degree of anaphy-
laxis and strong Th2-biased immune responses.

LOW-DOSE IL-2 CONTROLS ALLERGY

Ld-IL-2 treatment prevents food allergy in OVA and peanut
allergy models

We first investigated the preventive efficacy of 1d-IL-2 in the OVA-
specific allergy model. Mice were daily i.p. injected with IL-2 or
PBS as control for 5 consecutive days and then sensitized and
challenged with OVA according to our protocol. We observed that
i.p. Id-IL-2 prevents food allergy because 90% of IL-2—treated mice
were fully protected (score =2), whereas control mice had severe
allergic reactions with a median score of 5 (Fig. 3A). The pro-
tective effect of 1d-IL-2 was confirmed by the prevention of body
temperature decline in IL-2—treated mice in contrast with PBS-
treated controls (Fig. 3A) and a significant decrease of serum
levels of mMCPT-1 (Fig. 3B) that were both positively correlated
(p < 0.001, r = 0.746). Notably, the protective effect was robust
because IL-2-treated mice were still protected against severe
hypothermia (temperature declines >2°C) after repeated OVA
challenges (Fig. 3C).

Protective effect of 1d-IL-2 was also demonstrated in a second
experimental model of food allergy using peanut protein extract as
allergen and using specific scoring system based on anaphylactic
symptoms to measure the severity of allergic reactions (Fig. 3D and
Materials and Methods). We observed that IL-2—treated mice were
protected against peanut allergy because very few mice presented
anaphylactic symptoms, whereas pruritus, piloerection, swollen
eyes, lethargy, and diarrhea were observed in the PBS group after
peanut extract challenge. Absence of temperature decline in IL-
2-treated mice confirmed the preventive effect of IL-2 (Fig. 3D).

Ld-IL-2 control of food allergy is Treg mediated

To evaluate the role of Tregs in ld-IL-2 treatment efficacy, we
performed similar experiments in which Tregs were depleted. Mice
were first treated by i.p. 1d-IL-2 or PBS during 5 d and then injected
or not with PC61 mAb (anti-CD25 IgG1) to eliminate Tregs. Mice
were then sensitized and challenged with OVA to induce food
allergy. PC61-mediated specific Treg depletion was documented by
the major loss of CD4"FOXP3"CD25" cells in blood of treated
mice at day 10 and confirmed by the significant decrease of
total Foxp3™ cells in comparison with PBS or isotype controls
(Supplemental Fig. 2). Notably, no variations in blood eosino-
phil and NK cell counts or ILC2 cells in PP were observed
(Supplemental Fig. 2).

After OVA challenges, we observed that sensitized control mice
in which Tregs have been depleted after PC61 treatment had more
severe allergic symptoms than controls, highlighting that Tregs
downmodulate allergic immune responses in PBS-treated control
mice (Fig. 3E). More importantly, we demonstrated that Treg
depletion abrogates the efficacy of 1d-IL-2 as shown by severe
allergic symptoms, an important decrease in body temperature
(Fig. 3E) and significant increase of mMCPTI levels (Fig. 3G) in
Treg-depleted IL-2-treated mice. Interestingly, the Treg counts
observed before mice sensitization (pre-S) can be correlated with
the severity of the allergic reactions (Fig. 3F). However, no sig-
nificant variation of OVA-specific Abs was observed in serum of
treated mice at this early time point, including when OVA-specific
IgE, 1gG2a, IgGl, and IgA isotypes were measured (Fig. 3H and
data not shown).

To formally demonstrate that the protective effect induced by 1d-
IL-2 is Treg mediated, we realized experiments in which Tregs
were depleted in protected mice, | mo after 1d-IL-2 treatment.
After additional OVA challenges, we observed that late PC61
treatment abolished protection because treated mice presented
severe allergic reactions with clinical scores comparable with PBS
control groups (Fig. 31).
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Immune characterization of 1d-IL-2 treatment in mice. Mice were daily i.p injected with Id-IL-2 (IL-2) or PBS as control during 5 d, and cell populations
were analyzed by flow cytometry in spleen, MLNs, PP, and SI 2 h after the last injection. (A) Cumulative percentages and absolute numbers of CD8", CD4" T cells and B
cells in the different organs. (B-E) Effect of 1d-IL-2 on Treg and Teff compartments. (B) Representative FACS contour plots of Foxp3* among CD4" T cells (upper panels)
and ICOS/CD25 expression analysis among Foxp3* (middle panels) and Foxp3~ (lower panels) CD4" T cells in IL-2—- and PBS-treated mice. (C) Proportions (%) of
activated Tregs (ICOS*CD25" FOXP3") and effector T cells (CD25'FOXP3 ™, Teff) among CD4" T cells in the different organs. (D) Ratio of ICOS™ Tregs over Teff cells
after treatment with 1d-IL-2 or PBS as control. (E) Proportion (%) of Ki67" and CTLA-4" cells among Tregs in spleen and MLN. Data represent one of three independent
experiments. Each value represents the mean = SEM of 6-10 mice (*p < 0.05, **p < 0.01, **#p < 0.001 versus control, Mann-Whitney U test). ns, nonsignificant.
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FIGURE 2. Ova-specific food allergy model. Mice (n = 5 per group) were sensitized by two i.p. administrations of OVA/alum or PBS/alum as control
(NS group) and challenged by five p.o. administrations of Ova every 2 d to induce food allergy. (A) Allergic reactions were monitored after the fifth p.o.
challenge. Clinical scores (left panel) and body temperature variations (right panel) measured 30 min after the last challenge are shown for each individual
mouse. Clinical protection threshold has been defined for clinical score =2 and hypothermia when the body temperature declines >2°C. The numbers of
unprotected and hypothermic mice are indicated for each group. (B) Correlation between clinical score and body temperature variations in sensitized mice
(square) and NS (circle). Pearson correlation coefficient (r) is done. Data represent a pool of four different experiments. (C) Representative FACS dot plots
(left panels) and quantification of frequencies (middle panel) of C-kit'FceR1" mast cells among CD45"CD49b™ CD3 B220 SiglecF  in SI of naive and
sensitized mice. Serum mMCPT-1 levels (right panel) were quantified in naive and sensitized mice after OVA challenges. (D) OVA-specific T cell immune
responses were measured in the spleen (upper panels) and MLNs (lower panels) of sensitized mice and NS by IL-4, IL-5, and IFN-y ELISPOT assays.
Individual results are expressed in SFUs per 10° total cells, and means (= SEM) of each group are represented. (E) OVA-specific IgE-mediated immune
responses. Ova-specific IgE Ab titers (upper panels) were measured in serum (left panel) and feces (right panel) by ELISA assay, and IgE* memory B cells
(lower panels) were quantified in spleen (left panel), MLN (middle panel), and PP (right panel) by flow cytometry. Each dot represents individual value, and
mean * SEM of the five mice are shown (*p < 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney U test; sensitized [S] versus NS groups). ns, nonsignificant.

Ld-IL-2 treatment modifies the local Th1/Th2 balance and centages of total CD4"FOXP3" T cells or activated CD4*CD25*
lowers the mast cell and basophil degranulation FOXP3*ICOS™ Tregs (Fig. 4A) were not increased in the different
To better characterize the mechanisms associated to the clinical ~ ©rgans as compared with control mice. We also did not observe
protection induced by 1d-IL-2, we analyzed the immune profile of variation of IL-4— and IL-5-secreting cell numbers measured by
treated and untreated mice 2 d after the last OVA challenge. While Id- ELISPOT in spleen, PP (data not shown), and MLN (Fig. 4B, upper
IL-2—-treated mice were protected from allergic responses, the per- panels). However, when IL-4 and IL-5 productions were measured by
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FIGURE 3. Ld-IL-2 provides Treg-mediated protection against clinical manifestations of food allergy. (A—C) OVA-specific allergy model. Mice were treated for
5 d with 1d-IL-2 (IL-2) or PBS, i.p. sensitized or not (NS), and then challenged by repeated p.o. administration of OVA. (A) Clinical score (left panel) and body
temperature (right panel) measured 30 min after the fifth p.o. challenge are shown for each individual mouse. Each dot represents individual value for each mouse,
and group medians are shown. Clinical protection threshold has been defined for clinical score =2 and hypothermia when the body temperature declines >2°C. The
numbers of unprotected and hypothermic mice are indicated for each group. Data represent a pool of four independent experiments of n = 5 mice per group. (B)
Serum mMCPT-1 Jevels were measured after the last OVA challenge. Bars represent group means (= SEM, n = 10 per group). (C) Incidence of hypothermia was
measured after multiple OVA challenges, repeated every 2 d (***p < 0.001, ANOVA; IL-2 versus PBS, n = 10 per group). (D) Peanut-specific allergy model. Mice
were treated for 5 d with 1d-IL-2 (IL-2) or PBS, sensitized with peanut protein extract, and then orally repeatedly challenged with peanut extract. As control,
untreated NS are included and challenged with peanut extract. Clinical scores (left panel), cumulative incidence of symptoms (middle panel) and body temperature
variation (right panel) measured 30 min after the seventh challenge, are shown. Each dot represents individual mouse data and group medians are shown (1 = 8 per
group). (E-1) Role of Tregs in IL-2—induced prevention of OVA-specific allergy. (E) Tregs were depleted after Id-IL-2 or PBS treatment by i.p. administration of anti-
CD25 PC61 mADb (a-CD25). OVA sensitization and p.o. challenges were then performed to induce food allergy. Clinical scores and body temperature variations
measured 30 min after the fifth challenge are shown for each individual mouse. The numbers of unprotected and hypothermic mice are indicated for each group.
Data represent one of two independent experiments of n = 10 mice per group. (F) Correlation between % Tregs in blood at day 5 and clinical scores (left panel) or
body temperature variations (right panel) measured after OVA challenges in IL-2— (black symbols) and IL-2 + anti-CD25 (white symbols)-treated mice. Pearson
correlation coefficient (r) and p values are noted. Data represent a pool of two independent experiments of 7 = 8-10 mice per group. (G) Levels of mMCPT-1 and
(H) Ova-specific IgE Abs were measured in serum. Bars represent group means (= SEM, n = 8 per group). (1) Impact of Treg depletion during the OVA-challenge
phase. The 5-d 1d-IL-2 cure (gray bar) was initiated before OVA sensitization (white arrows), and mice were repeatedly challenged (black arrows) to induce allergic
symptoms (measured at day 24). Ten days later, mice were injected or not with anti-CD25 PC61 mAb (a-CD25) to deplete Tregs and then challenged with OVA at
days 39 and 54. Clinical scores (mean = SEM) are shown for each group (n = 10 per group). (A-H) *p < 0.05, *¥p < 0.01, ***p < 0.001, Mann—Whitney U test,
PBS- versus IL-2—treated group. (I) *p < 0.05, Mann-Whitney U test, IL-2 + anti-CD25 versus IL-2—treated group. ns, nonsignificant.

ELISA in supernatants after Ag-specific restimulation, we reported OVA-specific IFN-y-secreting cell numbers and IFN-y produc-
a decrease of Th2 cytokine secretions in MLN of IL-2—treated mice tion in MLN and PP of IL-2-treated mice compared with control
(Fig. 4B, lower panels). In contrast, we observed an increase of mice (Fig. 4B and data not shown). As a result, 1d-IL-2 treatment
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FIGURE 4. Ld-IL-2 treatment locally modulates the Th1/Th2 balance. Tregs enrichment and immune responses were analyzed in spleen, MLNs, PP, and SI
harvested from IL-2— or PBS-treated sensitized mice after the fifth OVA challenge. (A) Representative FACS contour plots of Foxp3* cells among CD4" T cells
(upper panels); dot plots of ICOS/CD25 expression among FOXP3*CD4" T cells or FOXP3 CD4" T cells (middle panels) and quantification of frequencies of
activated Tregs (ICOS"FOXP3*CD25") (lower panels) in PBS- and IL-2-treated mice are shown. Bars represent the mean = SEM of 10 mice. (B) OVA-specific T
cell response was measured in MLN by IL-4, IL-5, and IFN-y ELISPOT (upper panels) and ELISA (lower panels) assays after OVA restimulation. As control, NS
challenged mice were included. Results represent the average of duplicates of individual mouse as SFUs per 10° total cells, and group means (= SEM; n = 5 per
group) are indicated. (C) Ratio of IL-4:IFN-y—secreting cells in MLN. (D) Cytokine immune responses analyzed by qRT-PCR in duodenum of PBS and 1d-IL-2—
treated mice. Graph showing the mean values of fold change for IFN-y, IL-12p40, IL-10, TNF-a, IL-13, IL-6, IL-5, and IL-4 mRNA levels in Id-IL-2-treated mice
relative to PBS-treated mice (control). Gene expressions in control and ld-IL-2—treated groups were expressed as relative transcript abundance, relative to the
GAPDH reference gene. The fold changes of gene expression in 1d-IL-2 mice relative to PBS controls are shown. Data represent a pool of two independent
experiments of n = 5 mice per group. *p < 0.05, **p < 0.01, Mann-Whitney U test (n = 5-10 per group). ns, nonsignificant; S, sensitized mice.

led to a modulation of Th2/Thl balance in draining lymphoid or- modifications of Th2 cytokine expression levels assessed in SI by

gans highlighted with the decline of the IL-4/IFN-y ratio in PP (data quantitative RT-PCR (qQRT-PCR). IL-4, IL-5, IL-6, and IL-13 gene
not shown) and MLN (Fig. 4C). We also observed specific local expression were decreased in the duodenum of the IL-2—treated
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FIGURE 5. Ld-IL-2 prevents recruitment and activation of allergic effector cells. (A and B) Blood eosinophils and basophils were analyzed by flow
cytometry 3 d after the last OVA challenge in 1d-IL-2— (IL-2) or PBS-treated mice. (A) Percentage of eosinophils among total CD45" cells. (B) Percentage
of basophils among total CD45" cells and level of CD63 expression (MFI) were measured after 4 h of incubation with OVA. (C) Mast cells were analyzed
10 d after the last OVA challenge in SI of IL-2—treated mice and Treg-depleted (a-CD25) or not mice before allergy induction. Representative FACS dot
plots (left panels) and percentages (middle panel) of c-Kit*FceR1™" cells among CD45'CD49b ™ CD3 B220 SiglecF ~ cells in NS, sensitized PBS-treated
(PBS), IL-2—treated (IL-2), and Treg-depleted IL-2-treated mice (left panels) are shown. Correlation between percentage of mast cells and body tem-
perature variations in sensitized mice including IL-2 (black triangle), IL-2+anti-CD25 (white triangle), and PBS (black square)-treated mice (right panel) is
done. Pearson correlation coefficient (r) and p values are noted. Data represent one of two independent experiments (n = 5 mice per group, *p < 0.05,

Mann-Whitney U test).

group (Fig. 4D), whereas IFN-vy, IL-12, TNF-a, and IL-10 gene
expression levels were increased (Fig. 4D).

We also investigated the effect of ld-IL-2 treatment on the
different effector cells of allergic disease. We observed that 1d-IL-2
prevented the eosinophil and basophil recruitment as shown by the
lower cell counts in blood of treated mice compared with the PBS
group (Fig. 5A, 5B). Interestingly, we showed in ex vivo assay that
1d-IL-2 reduced basophil degranulation as shown by the low ex-
pression of CD63 in IL-2-treated mice compared with control
mice. More importantly, we also observed in SI of treated mice
lower frequency of mast cells that can be correlated with limita-
tion of temperature decline (Fig. 5C). The control of mast cell
infiltrate induced by IL-2 is Treg mediated because the percent-
ages of mast cells were high, reaching similar levels than allergic
animals in PC61-treated mice (Fig. 5C). These results show that
1d-IL-2 prevents food allergy by a Thl shift of the Th1/Th2 bal-
ance and reduced activation of effector cells.

Ld-IL-2 induces long-term protection against food allergy
reaction in preventive and therapeutic settings

To further evaluate 1d-IL-2 efficacy, we investigated the long-term
effect of IL-2 treatment for food allergy protection and evaluated
its preventive and therapeutic effects. In addition to the 5-d 1d-1L-2
course performed pre-S, a 5-d Id-IL-2 course between mice sen-
sitization and challenge (pre-C) and a therapeutic 5-d 1d-IL-2
course after p.o. challenge were also tested (Fig. 6).

When long-term efficacy of the pre-S treatment was evalu-
ated, we confirmed that IL-2-treated mice are immediately
protected from allergic symptoms (p < 0.05, Mann—Whitney
compared with PBS group at day 23; Fig. 6A) and remains
protected against four additional cycles of OVA challenges
(between days 36 and 100; Fig. 6A). After another 5-d 1d-I1L-2
course initiated 3 mo after the first one, long-term treatment

efficacy was observed because mice resisted to 10 additional
OVA challenge cycles. Altogether, we observed that 1d-I1L-2
treatment could control allergic reactions over a 10-mo pe-
riod, with no progressive loss of efficacy over time (Fig. 6A)
that was confirmed by absence of body temperature variation
(Supplemental Fig. 3).

A between mice sensitization and challenge treatment showed
that protection was not immediately effective (score >2 at day
23; Fig. 6B) but was elicited as from the second cycle of OVA
challenges (day 36). As previously and because of a partial loss
of the protective effect at days 79 and 100, a new 5-d 1d-
IL-2 course was performed, and the long-term efficacy of the
treatment was then tested. We observed that IL-2 could con-
trol allergic reactions over a 7-mo period with high efficacy be-
cause >80% of mice were fully protected (score =2; Fig. 6B) and
no significant temperature decline was observed (Supplemental
Fig. 3).

In the same experiment, we observed that allergic mice treated with
IL-2 after p.o. challenge were also not immediately protected from
allergic reactions induced by OVA challenges (day 36 and day 56;
Fig. 6C). However, mice became resistant to next OVA challenges
(day 79 and day 100). Additional cure of 1d-IL-2 was performed like
other groups 3 mo after the sensitization, and long-term efficacy was
investigated over an extra period of 7 mo. We observed that IL-2
could control allergic reactions with similar efficacy and long-term
maintenance than the pre-S treatment (Fig. 6A, 6C). Importantly,
therapeutic efficacy of IL-2 was confirmed by absence of body
temperature variation and low level of MPCT]1 in IL-2—-treated mice
compared with control mice (Supplemental Fig. 3). However, no
significant variations of OVA-specific IgE titer were observed at
early (day 73) or late (day 320) time points in IL-2—treated mice
compared with control mice (Supplemental Fig. 3).
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FIGURE 6. Ld-IL-2 induces a sustainable protection against food al-
lergy reaction in preventive and therapeutic settings. Mice were sensitized
at days 0 and 7 (white arrows) with OVA and then challenged with OVA by
repeated p.o. administrations. Food allergy was scored (gray arrows) after
two to five p.o. inductions to induce severe allergic reactions (score =4) in
75% of PBS-treated sensitized mice (group S). Number of challenges is
indicated below the symbols. The 5-d 1d-1L-2 (gray bars) cure was initiated
(A) pre-S, (B) pre-C, or (€) after allergy induction. One additional cure of 1d-
IL-2 was performed in treated mice at day 110. Allergic status of IL-2- or
PBS-treated mice was analyzed over a 10-mo period. Data represent one of
two independent experiments. Dagger indicates a dead mouse. Each value
represents the mean + SEM of five mice (***p < 0.001, one-way ANOVA).

Ld-1L-2 administrated by p.o. route is effective to induce
protection against food allergy reaction

We wondered whether alternative and more convenient routes of
administration could be used to perform Id-IL-2 treatment. We
demonstrated that 1d-IL-2 p.o. treatment induced protection against
allergy as shown by the lower susceptibility of [L-2—treated mice to
allergy induction compared with control mice (Fig. 7A). A robust
protection was observed because mice were fully protected after
three cycles of challenges over a 2-mo period (data not shown).
We also demonstrated that the protective effect is Treg-mediated
because protection was abolished when Tregs have been depleted
after IL-2 p.o. treatment (Fig. 7A). Notably, IL-2 p.o. induced pro-
tection is associated with a decrease of mast cell frequency in the
duodenum, whereas large infiltrates were shown in Treg-depleted
mice after OVA challenges (Fig. 7B).

Altogether, these results show that both preventive and curative
administration of IL-2 provide long-term clinical protection against
food allergy, including when IL-2 is administrated by more con-
venient route,

Discussion
Previous investigations have established that Tregs play a central
role both in the development of natural p.o. tolerance (28, 29) and

LOW-DOSE IL-2 CONTROLS ALLERGY

in the mechanism of AIT efficacy (12, 30, 31). However, specific
Treg-based immunotherapies have not been evaluated in the context
of food allergy. For this purpose, we established an experimental
model based on previous work (15), comprising sensitization with
OVA/alum i.p. injections followed by administration of high
amounts of OVA by repeated intragastric delivery. This induces
gastrointestinal hypersensitivity characterized notably by tempera-
ture decline, acute diarrhea, local recruitment, and degranulation of
effector cells, associated with a Th2 immune response profile as
shown by high levels of IL-4— and IL-5-secreting cells in peripheral
and gut-associated tissues. This Th2 profile was confirmed by high
levels of OVA-specific IgE and IgG1 Abs after allergen challenges
(Fig. 2 and data not shown). As discussed recently by Liu et al. (32),
the genetic background, the nature of allergen, and the route of
allergen exposure greatly influence the phenotype of mouse models.
We have tested different inbred mouse strains and selected the
BALB/c AnN mice in which we succeed to induce severe allergic
reactions. Indeed, in contrast with a previous report (33), we ob-
served that a significant proportion of sensitized BALB/c AnN mice
were diarrheic and were hypothermic after a limited number of
OVA challenges (Figs. 2, 3) whatever the animal provider (Janvier
Labs or Charles River; data not shown).

Using this mouse model, we showed that 1d-IL-2 treatment
efficiently prevents and controls food allergy reactions that can be
explained by the capacity of Tregs to rebalance the Th2-dominant
local immune responses. Indeed, we observed in protected mice a
significant decrease of Th2-associated gene expression and cyto-
kine production in gut and lymphoid-associated tissues, whereas
the Ag-specific Thl immune responses in MLN and PP were
amplified (Fig. 4 and data not shown). Because IL-4 has been
shown to exacerbate anaphylaxis (34), the reduction of IL-4 levels
induced by Id-IL-2 during the effector phase of immediate hyper-
sensitivity may rapidly alleviate allergic symptoms. Interestingly,
the Th1/Th2 immune deviation cannot be related with the potential
immunogenicity of human IL-2 used in these experiments because
control of Th2 allergic responses was also observed in mice treated
with murine IL-2 (Supplemental Fig. 4 and data not shown). In
contrast, we showed that mice treated with heat-denatured human
IL-2 were not protected against Th2-mediated allergic reaction. A
switch to Thl immune responses was already reported in AIT (35),
including in food allergy treatment (36). Even though Thl redi-
rection induced by AIT with allergen extracts or peptides continues
to be reported in more recent publications (37, 38), other groups,
however, did not observe this effect (39). More recently, the induc-
tion of allergen-specific Tregs producing IL-10 has been considered
as a main event causing peripheral T cell tolerance (35). Importantly,
the mechanisms of immunodeviation and immunoregulation should
not be considered as alternative and mutually exclusive events.
Indeed, it was reported that Th2 to Thl recommitment of T cells
correlates with the induction of CD4*CD25"" and TL-10-producing
Tregs in wasp venom immunotherapy (40). Accumulation of IL-10*
Tregs and Thl cells in allergen-challenged skin sites was also shown
after tolerogenic vaccination with Fel d 1 peptides (41). In our re-
sults, we observed an increase of both IL-10 and IFN-y responses
in PP and duodenum (data not shown). Regulatory IFN-v/IL-10
double-positive Foxp3~ CD4" T cells that have been described in
mice undergoing chronic Ag stimulation (42) might be induced after
1d-1L-2 treatment, thus explaining the unexpected absence of Foxp3™
Tregs expansion after p.o. challenges in the protected mice (Fig. 4A).
In this line, Wilson et al. (43) report that the preventive protective
effect of IL-2:anti—IL.-2-based therapy in the mouse asthma model
was correlated with an increase of IL-10°CD4" cells. There are other
lines of evidence suggesting that IL-10 and Tregs play interre-
lated roles in the regulation of effector phase of the allergic re-
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FIGURE 7. Ld-IL-2 by p.o. route provides protection against clinical
manifestations of food allergy and prevents mast cells recruitment in Treg-
dependent manner. Mice were orally treated (p.o.) with 1d-TL-2 (IL-2) or
PBS during 5 d, injected or not at day 5 with anti-CD25 PC61 mAb (anti-
CD25) to depleted Tregs, and then sensitized and challenged with OVA.
(A) Clinical score (left panel) and body temperature (right panel) mea-
sured 30 min after the sixth p.o. challenge are shown for each individual
mouse. Each dot represents individual value for each mouse, and group medians
are shown, Clinical protection threshold has been defined for clinical score =2
and hypothermia when the body temperature declines >2°C. The numbers of
unprotected and hypothermic mice are indicated for each group (n = 5-10 mice
per group). (B) Mast cell infiltrates were analyzed by immunohistochemistry in
the duodenum of IL-2—, IL-24«-CD25—, and PBS-treated mice. Representative
photomicrographs (original magnification X400) are shown. Arrows indicate
mast cells. A total of four sections were randomly analyzed per group, total
mast cells were counted, and results were expressed as mast cells per millimeter.
*p < 005, #p < 0.01, ¥**p < 0.001, Mann-Whitney U test.

sponses. IL-10 produced by increased numbers of induced Tregs
during AIT downregulates eosinophil function and activity, and
suppresses IL-5 production by Th2 cells (44, 45). As a result,
local IL-10 production might have a major contribution in 1d-1L-2
treatment efficacy, as suggested by the established correlation
between IL-10 secretion in PP and the control of degranulation
revealed by low mMCPT-1 concentration in serum of 1d-IL-2-
treated mice (data not shown).

Nevertheless, we can state that 1d-IL-2 acts primarily through
Treg expansion and activation. The fundamental role of Tregs in
protective phenotype was demonstrated by the abolition of pro-
tection after anti-CD25 PC61 mAb treatment, which induced Treg
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depletion but preserved ILC2 and eosinophil populations that are
known to promote allergic reactions. Interestingly, we observed
that 1d-IL-2 induced initial Treg expansion in systemic (spleen) and
local compartments (MLN, PP) including SI where Tregs express a
lower level of CD25, whereas their proliferation occurred mainly at
a systemic level as shown by the increased percentages of KI67",
1COS"™, and CTLA4M Tregs in the spleen (Fig. 1). In contrast, a
few weeks after the end of 1d-IL-2 treatment, we did not observe
any sustained CD4"Foxp3®™ or CD4*CD25 Foxp3"ICOS™ Treg
expansion in the different organs of protected mice after OVA
challenges (Fig. 4A). These observations suggest that: 1) alter-
native local immune-suppressive mechanisms might be induced
by IL-2-activated Tregs, including suppressive Foxp3 T cells; or
2) Ag-specific Tregs might be selected and persisted at low fre-
quencies. Interestingly, a relationship between the 1Icos™ Tregs
and the suppressive IL-10"Foxp3™ Trl cells has been already
described (46). However, the loss of protection observed when
PC6l mAb was administered between two OVA challenges
(Fig. 31) highlights the role of Tregs in the long-term protected
phenotype. Further investigations are necessary to address this
specific issue. We especially plan to investigate whether associa-
tion of 1d-1L-2 with allergen could improve therapeutic efficacy by
generating allergen-specific Tregs. Alternatively, specific IL-2
treatment regimens to maintain a high level of Tregs over a
long-term period could be proposed. Importantly, we previ-
ously demonstrated that sustained stimulation and expansion of
Tregs does not induce general immunosuppression because we
showed that long-term IL-2 treatments control immune disor-
ders in mice without impairing immune responses to infection,
vaccination, and cancer (47). Alternative and more convenient
routes of ld-IL-2 administration can be proposed. In this arti-
cle, we have shown for the first time, to our knowledge, that
p.o. administration of IL-2 can induce Treg activation and
immune protection against food allergy that can be related to a
local modification of Th1/Th2 balance (i.e., decrease of IL-4
and increase of IFN-vy responses in PP of IL-2—treated mice;
data not shown) and a control of mast cell infiltration in gut
(Fig. 7). Accordingly with previous work (48), our results empha-
size the suppressive function of Tregs on mast cell compartment
because Treg depletion induces an intestinal mastocytosis that can
be correlated with the severity of allergic reactions (Figs. 5C, 7B).
Whatever the route of IL-2 administration, we have shown that ld-
IL-2 induced a Treg-mediated control of allergic diseases that may
be explained by Th2 and mast cell suppression (34, 48).

Altogether, the present data show for the first time, to our
knowledge, the therapeutic potential of 1d-IL-2 for the treat-
ment of food allergy and should prompt further investigations of
this potential to re-establish long-term immune tolerance to
allergens.
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Supplemental figure 1: Ld-IL2 effect on other cell compartments.

Mice were daily i.p injected with Id-IL2 (IL-2) or PBS as control during 5 days, and cell populations were
analyzed by flow cytometry in spleen, mesenteric lymph nodes (MLN), Peyer's patches (PP) and small
intestine (SI) 2 hours after the last injection. (A) Percentage of CD8"Tregs (Foxp3* among CD8" T cells). (B)
Percentage of ILC2 (Lin'CD3'CD127*GATA-3*CD25*) among total CD45* cells. (C) Percentage of eosinophils
(SSCMSiglecF*) among total CD45* cells. (D) Percentage of NK cells (NKp46'B220°CD37) in CD45* cells. (E)
Percentage of naive B cells (IlgM*IgD*) in B220* cells. (F) Percentage of IgE* B cells in B220* cells. (G)
Percentage of mast cells (FCeR1*c-Kit*) among CD45'CD49b CD3'B220 SiglecF cells. Data represent one of
three independent experiments. Each value represents the mean + SEM of five to ten mice (*P<0.05,
**P<0.01; IL-2 vs PBS, Mann Whitney test). ns: non-significant, ND: Not determined.
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Supplemental figure 2: Specific depletion of Foxp3+ T cells after a-CD25 PC61 antibody treatment.

Mice were treated with anti-CD25 mAb, isotype control or PBS as controls and impact on different cell populations was analyzed by
flow cytometry 10 days after. (A-B) Impact on Foxp3*CD4* T cells in blood. (A) Representative dot plot of CD25 and Foxp3 expression in
CD4* T cells from treated mice. (B) Percentage of CD25*Foxp3* (left panel) and total Foxp3* (right panel) among CD4* T cells were
represented. (C) Percentage of eosinophils (SSCMSiglecF*) and (D) NK cells (NKp46*CD3*) in blood. (E) Percentage of ILC2 (Lin'CD3"
CD127*GATA-3*CD25%) in Peyer's patches. Each dot represents individual value for each mouse and group means are shown (n =5 to
10 mice per group; **P<0.01, Mann Whitney test). ns: non-significant.
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Supplemental figure 3 : Ld-IL2 induces a sustainable protection against body temperature drop after OVA challenges in
preventive and therapeutic settings.

Mice were sensitized at days 0 and 7 with OVA and then challenged with OVA by repeated oral administrations. The 5-day Id-IL2 cure (grey bars) was
initiated (A) before sensitization, (B) between sensitization and allergy induction or (C) after allergy induction. One additional cure of Id-IL2 was
performed in IL-2 treated mice at day 110. The body temperature variations were recorded over a period of 10 months including 18 cycles of OVA
challenges (Left panels). Represented data are temperature variations measured after the last OVA challenge of each cycle (grey arrows) that induced
severe allergic reactions (score 24) at least in 75% of PBS-treated sensitized mice. OVA-specific IgE titers were measured by ELISA at the indicated days
and individual values and mean are shown (Right panels). Data represent one of two independent experiments. (D) Correlation between mMCPT-1 serum
levels and body temperature variations in sensitized mice treated with IL-2 (black diamonds) and PBS (white squares) is done at day 56. Pearson
correlation coefficient (r) and p values are noted (***P<0.001, One way ANOVA). ns: non-significant (Mann-Whitney test). t indicates a dead mouse.
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Supplemental figure 4: Allergy protection cannot be related to the potential
immunogenicity of human IL-2 in mice.

(A) Mice were treated with 5-day Id-IL2 cure (hIL-2) or injected once intraperitoneally with 10 viral
particles of recombinant AAV8 carrying murine I1L2 gene (mIL-2). They were next sensitized at days 0 and 7
(black arrows) with i.p. OVA/Alum and then challenged with OVA by repeated oral administrations.
Clinical scores (Left panel) and temperature variations (Right panel) measured after the last OVA
challenge of each cycle (grey arrows) that induced severe allergic reactions (score 24) in at least 75% of
PBS-treated sensitized mice (PBS) are shown. Values represents the mean + SEM of five mice.
(***P<0.001, One way ANOVA). (B) OVA-specific allergic mice were treated during 5 days (grey bars) with
low doses of IL-2 or heat inactivated IL-2 (IL-2 T°C). Percentage of CD25'Foxp3* among CD4* T cells were
analyzed by flow cytometry before and after the cure (Left panel). Clinical score (Middle panel) and body
temperature variations (Right panel) were recorded after the last OVA challenge of each cycle. Data
represent the mean + SEM of five mice (*P<0.05, **P<0.01, Mann-Whitney T).
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Conclusion de Particle 1

Les résultats présentés dans cet article confirment la capacité de 1’IL-2 administrée a
faible dose chez la souris par voie intrapéritonéale a induire I’expansion et 1’activation des
lymphocytes T régulateurs. De fagon intéressante, nous avons pu montrer 1’absence d’effet
notable de 1’IL-2 sur les autres populations cellulaires y compris les cellules effectrices de
I’allergie (Fig. S1) et démontré ici une action de 1’IL-2 au niveau des organes lymphoides et
des tissus associés a la muqueuse digestive. Cette action de 1’IL-2 faible dose sur les Treg

nous a conduit a tester cette immunothérapie dans un modele d’allergie.

Pour cela, nous avons adapté le protocole établi par Yamashita et al. (Yamashita et al.
2012) pour I’induction d’une allergie alimentaire a ’'OVA chez la souris. Nous avons pu
observer chez des souris BALB/c AnN sensibilisées que I’administration répétée de 1’antigéne
par voie orale induit I’apparition de diarrhées profuses et d’une chute de température pouvant
conduire a une hypothermie sévéere (<-2°C) chez certaines souris (Fig. 2). Nous avons pu
identifier que le choix de la souche de souris est important dans la mesure ou I’induction de
I’anaphylaxie a été plus efficace chez les Balb/c AnN, comparée aux souris Balb/c jRj ou
Balb/c ByJRj (données non montrées), et que l’effet est indépendant du fournisseur
d’animaux (i.e. Janvier Labs ou Charles Rivers). Nous avons ensuite confirmé que la phase de
sensibilisation permet I’induction d’une réponse mémoire de type Th2, détectée dans la rate et
les ganglions mésentériques (données non montrées) et que la phase d’induction orale permet
la mise en place d’une réactivité lymphocytaire locale (PP, MLN) de type Th2 (IL-4, IL-5),
associée a I’apparition des symptomes (Magnan et Humbert 2005). Néanmoins, nous avons
pu également observer une réponse IFN-y spécifique a ’OVA dans les MLN et la rate (Fig.
2).

Utilisant ce modele, nous avons montré que le traitement IL-2 est efficace afin de
prévenir et traiter les signes cliniques de 1’allergie alimentaire y compris les réactions séveres
associ¢es une forte chute de température corporelle. L’effet obtenu est robuste, comme le
démontre la protection apres de multiples challenges, et perdure sur une durée de plus de 10
mois. Afin de vérifier I’implication des Treg dans la protection induite par I’IL-2, nous avons
réalisé des expériences similaires dans lesquelles les Treg ont été spécifiqguement éliminés par
I’administration d’un anticorps monoclonal dirigé contre le CD25, a la fin de la cure d’IL-2.
Les résultats obtenus ont démontré le réle indispensable des Treg dans le contrdle de la

réactivité allergique a ’OVA. L’étude des mécanismes immunologiques associés a démontré
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que I’IL-2 induit un rééquilibre de la balance Th1/Th2 avec notamment une diminution de la
sécrétion d’IL-5 et une augmentation de la sécrétion d’IFN-y au niveau local (MLN). Ceci
s’est accompagné d’une diminution du recrutement et de la dégranulation des basophiles et
des mastocytes. Néanmoins, le taux d’IgE spécifiques de ’OVA n’est pas diminué chez les
souris traitées par IL-2 (Fig. S3) aux dates testées. Ceci pose la question d’un mécanisme de
régulation se situant en aval du pontage des IgE a la surface des cellules effectrices par
I’OVA. Nous avons démontré que le traitement par de faibles doses d’IL-2 permet de
supprimer le recrutement local et la dégranulation de mastocytes, de facon Treg-dépendante
(Article 1). D’autre part, I’augmentation précoce de Treg est transitoire, disparaissant a J30
(Fig. 4). Néanmois, ils restent actifs dans la mesure ou leur déplétion tardive, entre deux
challenge a I’OVA, entraine la réaparition des symptomes de ’allergie (Fig. 3), ouvrant des
perspectives de recherche intéressantes en se focalisant sur les mécanismes de régulations

locaux ou I’exploration d’autres populations de cellules régulatrices.

Alors que la voie d’administration systémique (intrapéritonéale) a permis de faire la
preuve de concept de I’utilisation de I’IL-2, aujourd’hui la question de voies alternatives plus
réalistes en clinique se pose. Nous avons voulu cibler plus préférentiellement les muqueuses
digestives en testant I’administration d’IL-2 pour voie sublinguale, rectale et orale. De facon
intéressante, nous avons démontré que I’IL-2 administrée par voie orale permet de prévenir
les manifestations cliniques de I’allergie alimentaire et le recrutement local de mastocyte (Fig.

7), suggérant que des voies alternatives sont envisageables.

De fagon intéressante, nous avons démontré que 1’IL-2 est efficace dans un autre
modéle antigénique d’allergie. En effet nous avons démontré, en plus du modele a ’OVA,
que I’'IL-2 prévient les signes cliniques de 1’allergie alimentaire a la cacahuete (Fig.3). Ceci
est une avancée thérapeutique considérable, ouvrant la perspective de pouvoir traiter les

patients souffrant de poli-sensibilisation.

Au final, cet article a permis d’une part de confirmer les données de la littérature quant
a Deffet spécifique de I’IL-2 sur I’expansion et l’activation spécifique des Treg, tout en
apportant des nouveautés, en caractérisant notamment I’effet immunomodulateur de I’'IL-2
faible dose au niveau de I’intestin. D’autre part, cette étude apporte la preuve de concept de

’utilisation de I’IL-2 faible dose dans le traitement de 1’allergie alimentaire.
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Deuxieme partie : Etude des mécanismes associés a la protection

induite par I'lL-2 faible dose dans I’allergie alimentaire.

Les résultats obtenus dans la premiére partie sont trés prometteurs, cependant certains
points restent a éclaircir. Notamment, nos données démontrent que 1’IL-2 agit initialement par
une expansion et une activation des Treg, puisque leur élimination abolit 1’effet clinique
obtenu. De fagon intéressante, nous avons observé que 1’IL-2 faible dose induit 1I’expansion
précoce des Treg au niveau systémique (rate) et local (MLN, PP), y compris au niveau de la
muqueuse intestinale ou ils expriment un faible niveau de CD25. A [Dinverse, leur
prolifération et leur activation ne sont induites uniquement en périphérie, attestées par une
augmentation du pourcentage de cellules Ki67", d’ICOS™ et de CTLA-4" dans la rate aprés
traitement par IL-2 (Fig. 1). Se pose dés lors, une premiere série de questions, et notamment
du type de cellules régulatrices sensibles a 1’'IL-2. Les tTreg sont-ils les seuls lymphocytes T
régulateurs capables de répondre a de faibles doses d’IL-2, ou alors, I’IL-2 peut-elle induire
des pTreg a partir de Tconv, et entrainer leur expansion ? L’effet protecteur de 1’IL-2 serait-il
lié & une activation et une prolifération systémique des Treg puis & leur migration vers les
tissus cibles de I’inflammation ou ils exerceraient leur action localement ? La question de leur
spécificité antigenique est également ouverte. Aussi, quelques semaines aprés la fin du
traitement par I1L-2, nous n’observons plus d’expansion des lymphocytes CD4"FOXP3" ni
méme des CD4'CD25'FOXP3'ICOS" (Fig. 4) dans les différents organes des souris
protégées, alors qu’ils restent actifs, puisque leur élimination tardive, aprés les premiers
challenges oraux, entraine la perte de protection clinique obtenue par I’'IL-2 (Fig. 3).
L’ensemble de ces observations permet d’émettre plusieurs hypothéses mécanistiques
différentes, qui ne sont certainement pas exclusives. L’absence visible d’augmentation de
Treg chez les souris protégées pose la question de la sélection de Treg particulierement
efficaces pour controler les réponses allergiques et qui seraient présents en fréquence faible,
correspondant éventuellement aux Treg « mémoires » spécifiques de 1’antigene. En effet,
I’administration répétée de I’OVA a pu sélectionner les Treg spécifiques de 1’antigéne,
persistant alors a tres faible fréquence mais capables lors d’une nouvelle stimulation
antigénique d’agir rapidement et efficacement et ainsi de contréler les réponses allergiques.
De méme, existent-ils des mécanismes immunorégulateurs locaux, alternatifs, impliquant les
cellules régulatrices FOXP3™ ? Enfin, I’activité protectrice de I’TL-2 passe-t-elle par une action

exclusive sur les Treg, ou par la mise en place de mécanismes immunomodulateurs alternatifs
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impliquant d’autres médiateurs que les Treg ? Dans cette deuxiéme partie, j’essaierai de
répondre a ces différentes questions en présentant les premiers résultats obtenus, qui devront
étre reproduits afin de répondre clairement aux différentes hypotheses.
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1. Le traitement IL-2 faible dose agit directement sur I’activité
suppressive des Treg.
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Figure 13 : le traitement par IL-2 confére une meilleure activité suppressive aux Treg.

Les souris donneuses de Treg ont été traitées par de faibles doses d’IL-2 ou de PBS pendant 5 jours. 2 jours plus tard, les
souris ont été sacrifiées. Les Treg ont été triés a partir des MLN dans le but de réaliser un transfert adoptif (B) et un test de
suppression de la prolifération de Tconv transgéniques (C). (A), Représentation schématique du protocole expérimental. (B)
Transfert adoptif de lymphocytes T régulateurs. 10 000, 50 000 ou 250 000 Treg issus de souris donneuses préalablement
traitées ou non par IL-2 ont été administrés par voie intraveineuse a des souris receveuses congéniques. Les souris
receveuses ont ensuite été sensibilisées a I'OVA et challengées par voie orale dans le but d’induire I'allergie. La protection
induite par les Treg a été analysée. Des souris non transférées, sensibilisées et challengées ont été utilisées comme
témoins (PBS). Scores cliniques et changements de température corporelle lors de la derniére induction a J26 chez les souris
receveuses (B, panel du haut). Mesure du taux de mMCPT-1 (B, Panel du bas a doite) et des IgE spécifiques (B, Panel en
bas a gauche) dans le sérum des souris receveuses par ELISA. Le sérum a été prélevé dans les 30 minutes suivant
I’apparition des signes cliniques d’allergie lors de la derniére induction. Chaque barre représente la moyenne +/- SEM de
chaque groupe de 5 souris. Chaque point représente une souris individuelle. La barre représente la moyenne +/- SEM de
chaque groupe de 5 souris (C) Test de suppression de la prolifération de Tconv transgéniques. 10’ Teonv transgéniques
spécifiques de I'OVA (D0O11.10) marqués au CTV ont été stimulés avec des billes activatrices anti-CD3/CD28 (A gauche) ou le
peptide OVA a 0.025ug/mL (A droite) en présence de 5.10° splénocytes et cultivés en présence ou non de Tregs (non-TCR-
transgéniques) dans les ratios indiqués. Quatre jours apres, la suppression de la prolifération des Tconv médiée par les Treg
issus de souris traitées ou non par IL-2 a été analysée par cytométrie en flux et un pourcentage de suppression a été
calculé. Chaque barre représente la moyenne +/- SEM de simplicat (a-CD3/a-CD28) ou de triplicats (Ova Peptide).*p<0.05 ;
** p<0.01, Mann Whitney Test comparé aux souris contréles PBS. ns, non significatif
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Ayant démontré I’impact de I'[L-2 sur 1’homéostasie du compartiment Treg
(sytemique et local), nous avons ici voulu savoir si I’'IL-2 faible dose agissait sur la qualité des

fonctions suppressives des lymphocytes T régulateurs, notamment au niveau local.

Pour cela, nous avons réalisé une expérience de transfert adoptif d’un nombre fixe de
Treg (3 doses testées) issus des MLN de souris donneuses ayant été traitées pendant 5 jours
par de I’IL-2 faible dose ou du PBS. Les souris receveuses ont ensuite été sensibilisées puis
challengées par I’OVA afin d’induire I’allergie (Fig. 13A). Des souris non transferées,
sensibilisées et challengées (PBS) ont été utilisées comme témoin. La présence et la survie des
cellules injectées a la fin du protocole ont été confirmées par I’expression de marqueurs

congéniques analysée par cytométrie en flux, dans tous les groupes (données non montrées).

L’analyse des scores cliniques et de la chute de température des souris ayant regu des

PBS

Treg issus de souris traitées par PBS (Treg ~°), montre un effet protecteur dose dépendant,

PBS

avec un effet nul a la dose de 10 000 Treg™ " et une protection significative a la dose de

250 000 Treg"™®®° (Fig. 13B) comparé aux souris controles, démontrant le role protecteur des

Treg non préalablement activés. A I'inverse les Treg, activés par I’'IL-2 (Treg'L'2

), induisent
une protection efficace quelque soit la dose a laquelle ils sont administrés, et
significativement meilleure comparativement aux souris ayant recu des Treg issus du groupe
PBS (Fig. 13B). L’analyse de la dégranulation des mastocytes attestée par la mesure du taux
de mMCPT-1 dans le sérum des souris prélevées 30 minutes aprés le déclenchement des
symptomes, confirme 1’effet dose-dépendant observé avec les Treg PBS, avec un effet
maximal a la dose de 250 000 Treg (Fig. 16B) comparé aux souris non injectées. En revanche,

PBS IL-2
)

aucune différence significative n’est observée entre les deux groupes (Treg > et Treg

quant a la diminution du taux sériqgue de mMCPT-1 (Fig. 16B) et ce, quelque soit la dose de

Treg administrée. Aussi, I’administration de TregF’BS ou Treg"?

n’a pas d’effet quant a la
concentration d’IgE spécifiques analysée dans le sérum des souris a J30, dans la mesure ou

des niveaux comparables ont été retrouvés dans les différents groupes analysés (Fig. 13B).

Enfin nous avons analysé I’activité suppressive in vitro des Treg issus des souris
donneuses traitées ou non pendant 5 jours par de 1’IL-2. Pour cela, nous avons mis au point un
test de suppression spécifique utilisant des souris DO11.10 dont 80% lymphocytes T CD4"
possédent un TCR (KJ1.26) transgénique spécifique pour le peptide OVA323-339 (données
non montrées). Les lymphocytes T conventionnels CD4"CD25" de ces souris ont été triés puis
10° de ces Tconv ont été marqués in vitro au CellTrace® Violet (CTV) pour suivre la
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prolifération des cellules en cytométrie en flux par dilutions successives du marqueur. Les
Tconv CTV' ont ensuite été mis en culture pendant 4 jours, en présence d’OVA (peptide
OVA323-339) ou de billes activatrices anti-CD3/CD28, de splénocytes irradiés et de
différents ratios de Treg issus de souris naives non transgéniques traitées ou non par I’IL-2.
Un pourcentage de suppression spécifique a été calculé en prenant en compte I’intensité
moyenne de fluorescence (MFI) du CTV des Tconv KJ1.26" divisés (a partir du 2éme pic de
prolifération) et des Tconv KJ1.26" non divisés. Les différentes conditions testées permettent
d’induire une forte prolifération des Tconv puisque environ 77% des Tconv ont proliféré
apres restimulation spécifiques par le peptide OVA323-339 (données non montrées). De plus,
la prolifération des Tconv est spécifique de ’OVA puisqu’une stimulation par une protéine
non relevante (Bovin Serum Albumin) n’a pas induit de prolifération cellulaire (données non

montrées).

En condition de restimulation spécifique par le peptide OVA, les Treg issus de souris
traitées par IL-2 montrent une activité suppressive dépendante du ratio de Treg (Fig. 13C
panel de droite). Ceci n’a pas été rertouvé avec les Treg issus de souris non traitées, en raison
d’une grande variablité des résultats, notamment aux faibles ratios (Fig. 13C panel de droite).
Néanmoins, si ’on considere les 3 premicéres dilutions de Treg (ratio 1:1, 1:2, 1:4), les Treg
issus de souris traitées par IL-2 sont plus suppresseurs que les Treg issus de souris non
traitées, et ce a tous les ratios considérés (Fig. 13C panel de droite). Fait intéressant, les Tregs
issus de souris traitées par I’'IL-2, au ratio 1:4, ont montré un niveau de suppression
comparable aux Treg issus de souris non traitées au ratio 1:2. De méme, le niveau de
suppression induit par les Treg issus de souris traitées a I’TL-2 au ratio 1:2 est suppérieur au
niveau de suppression induit par les Treg issus de souris non traitées au ratio 1:1 (Fig. 13C
panel de droite). Ces résultats indiquent une forte augmentation de I'activité suppressive des
Treg IL-2. Des résultats similaires ont été obtenus en condition de restimulation non
spécifique par billes anti-CD3/CD28 (Fig. 13C panel de gauche). Ainsi, le traitement par IL-2
semble induire une activation des Treg, leur conférant une meilleure activité suppressive in

vitro et in vivo.

L’ensemble de ces résultats démontre que 1’activation systémique des Treg par de faibles
doses d’IL-2 est suffisante pour conférer une meilleure activité suppressive aux Treg, et
induire une protection clinique des souris contre les manifestations de 1’allergie. Néanmoins,
le transfert adoptif de Treg issus de souris non traitées par IL-2 est également efficace, mais

nécessite des doses plus importantes. Ainsi, I’effet thérapeutique de 1I’'IL-2 passe par une
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activation préalable des Treg, sans toutefois préjugé du type de Treg capables de répondre a
I’'1L-2.
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2. Le traitement IL-2 faible dose n’induit pas de pTreg en
peériphérie.

Alors que les tTreg sont sensibles a I’[L-2 faible dose en raison de I’expression du CD25,
nous avons voulu savoir s’ils étaient les seuls lymphocytes T régulateurs capables de répondre

a I’'IL-2, ou si I’'TL-2 pouvait induire et amplifier des pTreg a partir de Tconv.

Nous avons réalisé des expériences de transfert adoptif avec 3.10° Tconv CD4*GFP issus de
souris Thyl.1 (CD90.1) Foxp3/GFP chez des souris receveuses Thyl.2 traitées par IL-2 (50
000 IU) ou PBS en contrdle. Suite a la cure de 5 jours, I’analyse de I’induction de Treg a été
réalisée par cytométrie de flux en recherchant dans la rate les cellules T CD4"
Thyl.1'FOXP3"*. (Fig. 14B). L’efficacité du traitement par IL-2 faible dose a pu étre
objectivée par 1’augmentation significative des Treg endogénes (CD4" Thy1.2") par rapport
au groupe contrdle (PBS) (Fig. 14B). Par contre, 1’analyse du marquage FOXP3 dans la
population CD4" Thyl.1" (attestant de 1’induction des pTreg) ne montre pas d’augmentation
significative du pourcentage de Treg chez les souris IL-2 comparativement au groupe PBS
(Fig. 14B). Malgré une legere augmentation, nous pouvons conclure de ces données

préliminaires que le traitement par IL-2 ne permettrait pas I’induction de Treg en périphérie.
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Figure 14 : Le traitement par de faible dose d’IL-2 ne permet pas d’induire de Treg en périphérie

Des souris receveuses BALB/c Thyl.2+ (n=5 / groupe) ont été traitées par 50000 Ul d’IL-2 ou de PBS par voie
intrapéritonéale a JO. Les Tconv CD4+GFP- issus de souris donneuses BALB/c Foxp3-GFP Thyl.1+ ont été triés par cytométrie
en flux (BD FACS Aria I1). 3.10° Tconv CD4+GFP- ont ensuite été injectés par voie intraveineuse a chaque souris receveuse a
JO+8h. La cure d’IL-2 a ensuite été poursuivie pour un total de 5 jours. L'induction de Treg a été analysée a J4 au niveau de
la rate. (A), Protocole expérimental. (B), Contour plot représentant I’analyse des Treg au sein des CD4+Thy1.1+ et des CD4+
Thyl.2+ (panel de Gauche) ; Graphique en barre représentant la proportion de lymphocytes Foxp3+ observée au sein des
CD4+Thy1.1+ et des CD4+Thy1.2+ pour chaque groupe (Panel de droite). Chaque barre représente la moyenne +/- SEM
pour chaque groupe de 5 souris. ** p<0.01, Mann Whitney Test. ns, non significatif
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3. La protection clinique induite par I'IlL-2 n’est pas liée a
I’émergence de sous populations régulatrices efficaces pour
contréler les réponses allergiques.

Alors que I’IL-2 n’a a priori pas d’effet sur la convertion de Tconv en Treg, nous avons
voulu évaluer si le traitement modifiait le phénotype des Treg et sélectionnait des sous-
populations de cellules immunosupressives particulierement efficaces pour controler les
réponses allergiques localement. Pour cela, nous avons analysé les Treg RORyt", les Treg
GATA-3" et les Treg T-Bet", populations de cellules régulatrices décrites pour induire une
tolérance aux antigenes alimentaires et supprimer efficacement les réponses Th2 et Thi,
respectivement (Koch et al. 2009; Wohlfert et al. 2011). L’analyse a ¢été effectuée par
cytométrie en flux au niveau de I’intestin et des MLN a la fin du protocole d’induction
d’allergie chez les souris protégées en comparaison aux souris malades (Fig. 15A). Alors que
les Treg RORyt™ sont en proportions comparables entre les deux organes, les Treg RORyt"
sont retrouvés majoritairement au niveau de I’intestin (Fig. 15A). Par contre, nous n’avons
pas observé de différence de nombre de Treg RORyt" ou Treg RORyt™ entre les souris traitées
par IL-2 et PBS, dans les différents organes étudiés (Fig. 15A). De méme, 1’analyse des Treg
GATA-3" et des Treg T-bet" montrent qu’ils sont préférentiellement localisés au niveau
tissulaire (Fig. 15B). Toutefois, la protection induite par I’'IL-2 ne peut étre expliquée par
I’induction de ces Treg, dans la mesure ou nous n’observons pas d’augmentation des Treg
GATA-3" ni des Treg T-bet" dans le groupe traité (protégé) comparé au groupe PBS

(malade), et ce, dans les différents organes étudiés (Fig. 15B).

De méme, nous avons analysé les lymphocytes B régulateurs (Breg), caractérisés par la
sécrétion d’IL-10, constituant un des mécanismes de régulation alternatif. Ces cellules
semblent de plus en plus décrites dans la régulation des phénomenes inflammatoires
allergiques. Cependant, il n’existe pas, a I’heure actuelle, de définition phénotypique claire de
ces cellules. Néanmoins, nous avons analysé la sécrétion d’IL-10 au sein de la population de
lymphocytes B dite « régulatrice » CD19'IlgM*CD5" dans la rate, les PP et les MLN. Il
n’existe pas de différence significative de pourcentage de Breg IL-10" dans les différents
organes étudiés entre les groupes protégés par IL-2 et le groupe malade (Fig. 15C), qu’ils

soient analysés avec ou sans restimulation in vitro préalable.
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Ces résultats montrent que I’efficacité du traitement par IL-2 ne peut s’expliquer par
I’émergence d’une sous-population de Treg tissulaires particulierement efficaces pour

controler les réponses allergiques, ni par I’'implication des Breg.
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Figure 15: Le traitement par de faible dose d’IL-2 ne permet pas la sélection de sous
populations de cellules régulatrices

Les souris ont été traitées par voie intrapéritonéale par 50 000 Ul d’'IL-2 ou de PBS, puis sensibilisées et challengées par
I’OVA. Des souris non sensibilisées (NS) ont été utilisées comme contrdle négatif. Aprés 6 challenges oraux, 73 % des souris
traitées par PBS étaient malades et 73 % des souris traitées par IL-2 étaient protégées. A j30, les souris ont été sacrifiées et
I'analyse des différentes populations lymphocytaires régulatrices a été réalisée au niveau des Rates, MLN, PP et de I'intestin
(SI) par cytométrie en flux. (A), Contour plot (panel de gauche) et représentation du pourcentage (Panel de droite) des Treg
RORyt+ et des Treg RORyt- observé dans chaque groupe au sein des Lymphocytes T CD4+. (B), représentation du
pourcentage des différentes sous populations de Treg observées dans chaque groupe au sein des Lymphocytes T CD4+. (C),
Proportion de lymphocytes B régulateurs sécréteurs d’IL-10 observés au sein des cellules CD19+IgM+CD5+ dans la rate, les
MLN et les PP. Les cellules totales de chaque organe ont été restimulées ou non pendant 4h par PMA, lonomycine, LPS et
monensine et analysées par cytométrie en flux. Chaque barre représente la moyenne +/- SEM pour chaque groupe de 5
souris. Mann Whitney Test. ns, non significatif.
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4. Le transfert adoptif de Treg issus de souris protégées par IL-2
confére une meilleure protection contre I'allergie.

Il est important de souligner que dans notre protocole, ’OVA est administrée de fagon
répétée et rapprochée dans le temps par rapport au traitement IL-2. Ainsi, la sélection de Treg
spécifiques de I’OVA pourrait étre un mécanisme expliquant I’efficacité a long-terme de notre
traitement. Méme si les tTreg des souris BALB/c ne sont a priori pas spécifiques de ’'OVA
(non antigene du soi), nous pouvons imaginer que 1’administration répétée de I’antigéne

permette I’émergence de clones Treg cross-réactifs.

Plusieurs modeles expérimentaux peuvent étre mis en place pour étudier cette spécificité.
L’utilisation d’un modé¢le murin de polysensibilisation a deux allergénes pourrait &tre
intéressante afin d’évaluer la spécificité des Treg générés dans notre protocole et leur
efficacité ou non a traiter les manifestations cliniques contre les 2 antigéenes. Néanmoins,
I’obtention d’un double modele antigénique reste difficile en raison de la compatibilité des
protocoles de sensibilisation et de challenge, dont les cinétiques varient en fonction de

I’antigéne considéré.

Alternativement, nous avons comparé par transfert adoptif, I’efficacité in vivo de la
protection induite par les Treg isolés a partir de souris traitées et protégées par 1’IL-2 et
prélevés a J30 du protocole d’allergie, a I’efficacité de Treg issus de souris non protégées et
prélevés au méme timing du protocole (Fig. 16A-B). Les souris receveuses ont ensuite été
sensibilisées a I'OVA et challengées, selon notre protocole standard d’induction d’allergie et
les signes cliniques d'allergie ont été monitorés. Des souris non transferées, sensibilisees (S)
et challengées, ont été utilisées comme témoins. Nous avons testé trois doses faibles de Treg
(2 000, 5 000, 10 000 cellules) pour le transfert. Le choix du nombre de cellules transférées a
été basé sur les résultats obtenus lors des expériences de la figure 13. Dans ces tests, le
nombre minimal de Treg injectés était de 10 000 cellules par souris et toutes les souris ayant
regu des Treg issus de souris traitées a 1’TL-2 étaient protégées contre les allergies (Fig. 13B).
C'est pourquoi nous avons diminué le nombre de cellules injectées afin d’étudier un potentiel

effet des Treg spécifiques de 1’antigene.

A ces doses, nous avons observé que les Treg provenant de souris traitées par IL-2
controlaient efficacement les manifestations cliniques de 1’allergie (Fig.16C). En revanche,

plus de la moitié des souris transférées avec les Treg issus du groupe PBS (11 sur 15) avaient
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une diarrhée sévere et une pilo-érection (Fig. 16C). Cependant, I’effet dose observé avec les
Treg issus de souris malades (PBS), n’a pas été observé avec les Treg issus de souris traitées
et protégées par IL-2, démontrant le meilleur contréle des Treg IL-2. Ainsi, la protection
obtenue peut étre liée soit a un effet durable de I’'IL-2, soit a un effet optimal grace a
I’émergence de Treg spécifiques. L’analyse de D’activité suppressive de Treg prélevés a
distance de la cure d’IL-2 (environ 30 jours aprés la derniére injection d’IL-2), sur la
prolifération de Tconv restimulés de facon spécifique ou non, ou sur les manifestations
cliniques de I’allergie apres transfert adoptif a des souris sensibilisées puis challengées a
I’OVA, permettra clairement de répondre a cette question. Néanmoins, les Treg issus de
souris traitées au PBS et prélevées en fin de protocole (Fig. 16) sont plus efficaces pour
induire une protection clinique que les Treg issus de souris traitées au PBS et prélevées en
début de protocole (Fig. 13), dans la mesure ou la dose de 10 000 Treg permet 1’obtention
d’une protection clinique lorsqu’ils sont prélevés en fin de protocole contrairement a leur
prélevement en début de protocole. Ces résultats donnent une piste de réflexion quant a
I’émergence de clones de Treg spécifiques de I’OVA induits lors de 1’administration répétée

d’OVA.

Toutefois, la qualité des résultats obtenus est discutable compte tenu des valeurs
relativement faibles de chute de la température corporelle, y compris pour le groupe
sensibilisé non-transféré et d'une certaine variabilité intra-groupe empéchant de dégager des

différences statistiquement significatives.
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Figure 16 : Le transfert adoptif d’un faible nombre de Treg issus de souris protégées par I’IL-

2 confére une protection contre les allergies.

Les souris donneuses ont été traitées par de faibles doses d’IL-2 ou de PBS, sensibilisées a I'OVA et challengées. A J30, les
souris donneuses ont été sacrifiées, les Treg issus des MLN ont été triés sur la base du CD4+CD25+ puis transférés a des
souris receveuses naives par voie intraveineuse. Les souris receveuses ont ensuite été sensibilisées a 'OV A et challengées par
voie orale. La protection induite par les Treg a été analysée. (A) Représentation schématique du protocole de transfert
adoptif. (B,C) Scores cliniques et changements de température corporelle lors de la derniere induction a J26 chez les souris
donneuses (B) et a J61 chez les souris receveuses (C). Chaque point représente une souris individuelle. La barre représente la
moyenne +/- SEM de chaque groupe de 5 souris.
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5. Les Treg issus de souris protégées par I'lL-2 entrainent une
suppression dose dépendante de la prolifération de Tconv
spécifiques de ’'OVA, mais leur spécificité a ’OVA n’a pas pu
étre mis en évidence.

Nous avons poursuivi nos efforts pour évaluer la présence de Treg spécifiques a ’OVA
lors de notre protocole. Il existe un nombre limité d'approches pour déemontrer la pertinence
fonctionnelle des Treg spécifiques. Le test de suppression de Treg est une méthode disponible

permettant de démontrer la fonctionnalité suppressive des Treg spécifiques de I'antigéne.

Afin de vérifier la mise en place d’une suppression OVA-spécifique, nous avons évalué
I’activité suppressive in vitro de Treg issus de souris protégées par 1’IL-2 ou non. Brievement,
les souris ont été traitées par IL-2 ou par PBS pendant 5 jours puis sensibilisées et challengées
par POVA. Les manifestations cliniques de 1’allergie ont été monitorées a J30 du protocole
(Fig. 17A). L’activité suppressive des Treg, triés sur la base du CD4'CD25" issus de souris
protégées a J30 a été évaluée et comparée a celle des Treg issus de souris malades traitées par
PBS au moyen d’un test de suppression in vitro, comme décrit précédemment (Fig. 17B). En
guise de contr6le positif, nous avons utilisé des Treg transgéniques ayant un TCR spécifique
de I’OVA issus de souris DO11.10 naives, ce qui nous permet d’estimer le niveau maximal de
suppression spécifiqgue. En présence de Treg transgéniques spécifiques de I'OVA, la
prolifération des Tconv est diminuée proportionnellement au ratio Treg:Tconv avec un effet
suppressif notable jusqu’au ratio 1:4 (Fig. 17C). Nous avons pu observer une suppression
dose-dépendante induite par les Treg issus de souris traitées par IL-2 (Fig. 17C). De facon

intéressante, le niveau de suppression des Treg'-?

au ratio 1:1 est comparable a celui des Treg
transgéniques au ratio 1:4, suggérant la présence d’un nombre significatif de Treg spécifiques
chez les souris protégées (Fig. 17C). Toutefois, il n’est pour le moment pas possible de
conclure quant a la supériorité des Treg issus de souris protégées par IL-2 par rapport a
I’activité suppressive de Treg issus de souris malades en raison d’un probléme technique

survenu au cours de la préparation des Treg™®>. Cette expérience devra donc étre reproduite.

Par ailleurs, les résultats obtenus soulignent la difficulté¢ de détecter I’activité suppressive
par des tests in vitro, a partir d’échantillons de souris non TCR-transgéniques. Nous avons
donc testé la sensibilité du test, en utilisant un ratio Treg:Tconv de 1:1 et en faisant varier le
pourcentage de Treg spécifiques de I'OVA, en mélangeant des Treg issus de souris DO11.10 a

des Treg issus de souris naives (Fig. 17D). Ainsi, des suspensions cellulaires de Treg,
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contenant des Treg specifiques anti-OVA de I’ordre de 0,1%, 1% et 10% ont été préparees, de
méme que les conditions témoins & 0% et 100% de Treg transgéniques. Les cellules ont été
stimulées par le peptide OVA en présence de splénocytes irradiés ou par des billes activatrices
anti-CD3 / anti-CD28 pendant quatre jours et la prolifération des Tconv DO11.10 marqués au
CTV a été analysée par cytométrie en flux. En condition de restimulation spécifique, la
suppression observée croit avec le pourcentage de Treg transgéniques. En effet, la suppression
est minimale lorsqu’il n’y a pas de Treg transgéniques dans le milieu (0%) alors qu’elle est
maximale lorsqu’il y a 100% de Treg transgéniques correspondant a une suppression de 10%
et de 75% respectivement (Fig. 17E). Ces résultats démontrent que I’efficacité de suppression
des T anti-OVA est dépendante du pourcentage de Treg spécifiques de 1’antigéne et que la
spécificitt TCR joue un rdle important pour l'activité suppressive des Treg. De facon
intéressante, lorsqu’une restimulation non antigene-spécifique (billes) est utilisée, les niveaux
de suppression sont comparables entre les différents échantillons, quelque soit le pourcentage
de Treg TCR-transgéniques présents (Fig. 17E) ; s’expliquant par 1’activation de 1’ensemble
des Tregs quelque soit leur TCR. Lorsque 1’on compare les niveaux de suppression des
différentes dilutions de Treg transgéniques a ceux observés avec les Treg non transgéniques
issus de souris traitées et protégées par IL-2 en condition d’activation spécifique (Fig. 17C),
nous pouvons extrapoler, au sein de notre suspension de Treg IL-2, la présence de Treg
specifiques a une fréquence de I’ordre de 1% (permettant d’obtenir 15% de suppression au

ratio 1:1).

Toutefois, nous voyons que dans ces conditions expérimentales il est difficile de détecter
la présence de Treg spécifiques lorsqu’ils sont en faible fréquence puisqu’apres restimulation
spécifique aucune différence de suppression n’est observée entre les conditions 0 % et 0.1 %
de Treg spécifiques (Fig. 17D) et qu’il faut atteindre 1 % de spécificité au sein de la
population Treg pour observer la suppression. Ainsi il reste indispensable d’optimiser les

conditions expérimentales du test de suppression et/ou de trouver des approches alternatives.

En parallele, nous avons cherché a évaluer la fréquence de Treg spécifiques de 1’antigéne
en utilisant une méthode quantitative, plus sensible, par RT-PCR (RT-gPCR), permettant de
quantifier un enrichissement des clones porteurs du TCR immunodominant dans nos
différents échantillons. Pour valider I’approche, différents échantillons correspondants aux
dilutions de Treg contenant 0%, 0,1%, 1%, 10%, 100% de Treg transgéniques, spécifiques de
I'OVA, ont été utilisés. L’ARN a été extrait puis une RT-qPCR par Tagman a été effectuée en

utilisant des primers spécifiques de la séquence KJ1.26 DO11.10 ; alors que le géne de
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ménage GAPDH a été utilisé comme contréle interne. Les données brutes de la RT-gPCR
montrent une corrélation entre le pourcentage de Treg spécifiques de 1’échantillon et le
nombre de cycles de PCR (Ct) nécessaires pour 1’amplification du géne d’intérét (TCR
DO11.10) (Fig. 17F). Ainsi, ’augmentation du nombre de transcrit d’intérét est dépendante et
proportionnelle a la fréquence de Treg KJ1.26+ présent dans I’échantillon et validant
I’approche. La courbe « étalon » ainsi mise au point nous permet d’estimer par extrapolation
le pourcentage de cellules KJ1.26+ dans les échantillons Treg et Tconv préleves dans la rate
ou les MLN chez les souris protégées (IL-2) ou allergiques (PBS). L’analyse des données
montre que 1’enrichissement en Treg spécifiques reste trés faible, y compris chez les souris
IL-2. Néanmoins, le pourcentage de Treg KJ1.26+ est plus important dans les MLN que dans
la rate (Fig. 17G). L’analyse des Tconv montre que le traitement par IL-2 permet de contrdler
I’induction de Tconv KJ1.26+au niveau de la rate, dans la mesure ou le pourcentage de Tconv

KJ1.26+ est supérieur dans le groupe PBS comparé au groupe protégé par I’IL-2 (Fig. 17G).

En conclusion, il est pour le moment difficile de mettre en évidence 1’émergence de Treg
spécifiques de I’OVA en raison des limites de nos tests mis en place. En effet, des
optimisations de nos tests de suppression spécifiques sont nécessaires afin de pouvoir
clairement observer des différences de suppressions induites par de faible proportion de Treg
spécifiques de 1’antigéne. Notamment, nous envisageons de répéter le test en utilisant un ratio
Treg/Tconv plus important par diminution du pourcentage de Tconv transgéniques, afin de
limiter une prolifération trop importante des Tconv. Aussi la RT-gPCR DO11.10 n’a pas
permis de détecter les Treg KJ1.26+ chez les souris testées et doit étre reproduite. D’autres
clonotypes spécifiques de I’OVA pourraient également étre recherchés. Ainsi, nous
envisageons le sequencage des TCR des Treg des souris protégées par IL-2 et des souris
malades, non traitées. L’analyse comparative des séquences obtenues permettra d’étudier si
un enrichissement de séquences de TCR spécifiques de I’OVA est présent chez les souris

protégeées, sans se restreindre a un seul clone immunodominant.
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Figure 17 : Les Treg issus de souris protégées par 1’IL-2 entrainent une suppression dose
dépendante de la prolifération de Tconv spécifiques de 'OV A, mais leur spécificité a ’OVA
n’a pas pu étre mis en évidence.

Les souris ont été traitées ou non par I'IL-2 a faible dose puis sensibilisées et challengées par I'OVA, comme décrit
précédemment. A J30 du protocole, les souris ont été sacrifiées et les Treg et Tconv issus des MLN et de la rate ont été
triés. (A) Scores cliniques et changements de la température corporelle lors des inductions orales d’'OVA chez les souris
traitées par IL-2 (IL-2) et non traitées (PBS), utilisées pour le test de suppression. Chaque point représente une souris
individuelle. (B-C) Analyse de I'activité suppressive de la prolifération de Tconv transgéniques (DO11.10) spécifiques de
I’OVA par les Treg au travers la mise au point d’un test de suppression in vitro spécifiques de I'antigene. 5.10° splénocytes
irradiés (25 Gy) ont été chargés avec le peptide OVA 323-339 pendant 1h aux concentrations indiquées. 1.10° lymphocytes
Tconv CD4+CD25-, triés a partir des MLN de souris DO11.10 ont été marqués par le CellTrace® Violet puis mis en culture
avec différents ratios de Treg triés sur la base du CD4+CD25" issus de souris souris sauvages traitées (Treg'L'z) ou non

PE3) par IL-2. En controle positif de la suppression, des Treg issus de souris transgéniques DO11.10 ont été utilisés.

(Treg
Aprés 4 jours de culture, la prolifération cellulaire des Tconv a été analysée par cytométrie en flux. (B) Schéma
expérimental. (C) Pourcentages de Tconv ayant proliférés au moins une fois (panel de gauche) et pourcentage de
suppression induit par les Treg (panel de droite). (D-E) La suppression de la prolifération spécifique est dépendante de la
proportion de Treg transgéniques spécifiques de I'OVA. (D) Représentation schématique du test de suppression.
Visualisation des préparations des différentes dilutions de Treg spécifiques de 'OVA. Les Tconv transgéniques spécifiques
de I'OVA marqués au CTV ont été stimulés avec la protéine OVA a 200ug/mL en présence de splénocytes irradiés ou des
billes activatrices anti-CD3 / CD28 et cultivées en présence ou non d’un ratio 1:1 des différentes dilutions de Treg. Quatre
jours apres, la prolifération de Tconv et la suppression des Treg sont analysées par cytométrie en flux. (E) Le pourcentage
de suppression obtenu par les différentes dilutions de Treg apres restimulation par I'OVA (panel de gauche) ou par des
billes activatrices (panel de droite) a été déterminé. (F) Détection des Treg transgéniques dont le TCR est spécifique a I'OVA
par RT-gPCR. Différentes dilutions de Treg, contenant 0%, 0,1%, 1%, 10% et 100% de Treg transgéniques spécifiques de
I’OVA issus de souris DO11.10 ont été préparés avec des Treg non transgéniques issus de souris sauvage. Les transcrits ont
été amplifiés en utilisant des primers et des sondes TagMan spécifiques du TCR DO11.10. La droite de corrélation entre le
nombre de cycles de PCR en fonction des dilutions de Treg transgéniques valide I"approche de proportionnalité du signal
généré avec les différentes dilutions de Treg transgéniques spécifiques de I'OVA. Le gene GADPH a été utilisé comme
controdle. (G) Augmentation relative du pourcentage de TCR DO11.10 au sein des Treg (panel de gauche) et des Tconv (panel
de droite) issus des groupes de souris protégées (IL-2) ou malades (PBS). Comme contréles, des cellules issues de souris
DO11.10 ou de souris Balb/c sauvages (Wild Type, WT) non sensibilisée (NS) ont été utilisées. Chaque barre représente la
moyenne +/- SEM de triplicats (1 échantillon = pool de 2 ou 3 souris). ND, non déterminé.
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Discussion

Au cours de ma these, j’ai démontré le role immunomodulateur de I’IL-2 faible dose
dans le traitement de I’allergie, permettant 1’activation des Treg et le contr6le des réponses
inflammatoires dans un modé¢le d’allergie alimentaire chez la souris, répondant ainsi au
premier objectif de mon projet. Par la suite, nous avons essayé de comprendre les différents
mécanismes immunologiques inhérents a la protection clinique induite par I’IL-2 en se
concentrant plus récemment sur la spécificité antigénique des réponses régulatrices mises en

place.

Aujourd’hui, plusieurs études rapportent I’effet immunorégulateur de 1’administration
d’IL-2 faible dose chez ’Homme en objectivant une augmentation préférentielle des Treg
(Klatzmann et Abbas 2015). Par ailleurs, 1’efficacité thérapeutique de la stratégie a pu étre
démontrée majoritairement dans des maladies auto-immunes (Tableau 4) ou le contrble de
rejet de greffe (Tableau 4). Cependant le champ d’application de I’IL-2 faible dose s’est
récemment élargie, avec la publication récente d’études testant avec succes 1’administration
d’IL-2 faible dose dans un modéle murin de maladie d’Alzheimer (Alves et al. 2016;
Dansokho et al. 2016). Néanmoins, aucune ¢étude n’avait jusqu’a présent évalué le potentiel
thérapeutique de I’IL-2 dans I’allergie, alors qu’il s’agit d’'une maladie caractérisée par un
dysfonctionnement immunitaire associé a un défaut quantitatif et qualitatif des Treg (Tableau
2). Cette approche ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques contre des maladies de plus
en plus préoccupantes pour des raisons epidémiologiques et méedico-économiques, qui seront
présentées dans la premiere partie de cette discussion. La place de 1’TL-2 faible dose sera plus
spécifiquement discutée par rapport a I’ensemble des nouvelles alternatives thérapeutiques de
I’allergie alimentaire en cours de développement. Enfin, en deuxieme partie de discussion,
nous apporterons des éléments permettant de mieux définir les mécanismes immunologiques

inhérents a la protection induite par I’IL-2.
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1. Pourquoi développer une nouvelle immunothérapie par IL-2

faible dose dans le traitement de I’allergie alimentaire ?

L’allergie alimentaire ne figure pas parmi les manifestations allergiques les plus
fréquentes. Pourtant elle constitue un enjeu de santé publique en raison de ses caractéristiques
épidémiologiques, de son impact économique pesant sur les sociétés du monde et de 1’arsenal
thérapeutique disponible, plus que limité actuellement, placant le développement

d’alternatives thérapeutiques au centre des considérations de santé publique.

i. Considérations épidémiologiques et économiques de I'’enjeu de

santé publique.

Les allergies sont classées au 4eme rang des maladies chroniques par 1’Organisation
Mondiale de le Santé (OMS), derriere les maladies néoplasiques, cardiovasculaires et
I’infection par le VIH. La prévalence des maladies allergiques varie en fonction des
présentations cliniques. Ainsi I’asthme allergique concerne entre 6% et 12% de la population
géneérale quelque soit la définition adoptée (Delmas et Fuhrman 2010), la rhinite allergique
atteint entre 10 a 40% de la population générale (Bauchau et Durham 2005), la dermatite
atopique concerne entre 10% et 20% de la population vivant dans des pays développés (T.
Nomura et Kabashima 2016) et la prévalence des allergies médicamenteuses concernent 7%
de la population générale, grimpant jusqu’a 10% si 1’on considére uniquement les sujets

hospitalisés (Demoly 2007).

Bien qu’elle ne figure pas parmi les manifestations allergiques les plus fréquentes,
’allergie alimentaire constitue un enjeu de santé publique a plusieurs titres. L’allergie
alimentaire concerne principalement des enfants, et notamment ceux vivants dans les pays
industrialisés, constituant le premier argument épidémiologique de I’enjeu de santé publique.
Sa prévalence est estimée aujourd’hui entre 6,7% et 8% chez les enfants (R. S. Gupta et al.
2011; Soller et al. 2012; W. Yu, Freeland, et Nadeau 2016) (Rona et al. 2007) alors qu’elle ne
concerne « que » 3% a 6,6% (Soller et al. 2012; Umetsu, Rachid, et Schneider 2015) (Rona et
al. 2007) des personnes adultes vivant dans des pays industrialisées. Bien que ces données
restent acceptables, 1I’inquiétude vient du fait que le nombre de personnes atteintes d’allergies
alimentaires est en croissance continue ces dernieres années (Sicherer et Sampson 2014),
augmentant en dix ans de 18% aux USA (Branum et Lukacs 2009), voire méme de 100% en
Chine (Hu, Chen, et Li 2010), en lien probable avec une amélioration des conditions de vie et

118



d’hygiéne et une diminution des pathologies infectieuses (Okada et al. 2010). Aujourd’hui, le
nombre de patients atteints d’allergie alimentaire est estimé entre 200 et 250 millions de
personnes dans le monde (Umetsu, Rachid, et Schneider 2015).

De plus, le nombre de formes séveres nécessitant une hospitalisation est en
augmentation et aurait été multiplié par 5 dans certains pays (Liew, Williamson, et Tang
2009), constituant un autre argument épidémiologique. Les allergies alimentaires sont la
deuxieme cause de choc anaphylactique, devant les médicaments et derriére les pigdres
d’hyménoptere (Ponvert 2014; Vezir et al. 2013). Ainsi, 40% des enfants souffrant d’allergie
alimentaire ont déja expérimenté une anaphylaxie (R. S. Gupta et al. 2011). Ceci conduit a
une augmentation considérable des consultations aux urgences pour anaphylaxie (Turner et al.
2015) laissant présager la crainte d’une augmentation de la mortalité liée a I’allergie
alimentaire. Entre 1997 et 2013, le nombre de décés liés a une allergie alimentaire a en effet
augmenté de 9,7% par an (en moyenne) en Australie (Mullins et al. 2016). Cependant, cette
tendance n’est pas été retrouvée dans tous les pays. Ainsi, I’augmentation du nombre de cas
d’anaphylaxie ne s’est pas accompagné d’une augmentation du nombre de déceés en Grande
Bretagne (Turner et al. 2015). La mortalité liée a une anaphylaxie aurait méme diminuée en

France (Pouessel et al. 2017).

L’allergie alimentaire est également une préoccupation économique méme si la
mesure de son impact économique reste complexe en raison d’un défaut d’études économico-
sanitaires fiables en Europe. En plus des colts directs liés a la prise en charge médicale des
patients, les colts indirects alourdissent significativement I’impact économique de cette
pathologie, prenant en compte 1’absentéisme au travail et le manque de productivité du patient
ou de ses proches. Aux Etats-Unis, le co(t global des allergies (concernant 50 millions
d’individus selon le « Centers for Disease Control and Prevention») est estimé autour de
plusieurs milliards de dollars par an. Les allergies alimentaires, quant a elles, représentent une
perte de 24,8 milliards de dollars par an avec une perte de 4,3 milliards de dollars et de 20,5
milliards de dollars par année, en colts directs et indirects respectivement (R. Gupta et al.
2013). En Europe, 80 millions d’individus sont atteints d’une des manifestations cliniques de

I’allergie. L’impact financier est estimé autour de 100 milliards d’euros par an.

L’ensemble de ces données épidémiologiques et économiques permettent de
comprendre 1’importance du développement d’alternatives thérapeutiques de 1’allergie

alimentaire, facile a produire et peu couteuse afin d’en faire bénéficier rapidement un nombre
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important et en constante augmentation de patients, et de limiter I’évolution de la maladie vers

des formes graves, potentiellement mortelles.

ii. Place de [I'lL-2 par rapport aux autres traitements et

immunothérapies de I'allergie.

Le développement de nouvelles biothérapies constitue a I’heure actuelle une urgence
de santé publique, en raison d’un manque de thérapie curative actuellement. En effet, les
divers traitements pharmacologiques existants (antihistaminiques, corticoides...) ne
permettent qu’une prise en charge symptomatique de 1’allergie. De plus, les traitements
reposant sur le régime d’éviction ou la mise a disposition d’un stylo auto-injecteur
d’adrénaline ne permettent pas de répondre a I’urgence de santé publique dans la mesure ou
seuls 13 a 38% des patients utilisent correctement le stylo (O’Keefe et al. 2014) malgré des
recommandations claires concernant son utilisation. Cela est en lien avec une incapacité des
patients a reconnaitre les symptomes d'anaphylaxie ou d’un manque de compréhension de la
facon d'utiliser le stylo. Les patients sont également souvent porteurs d’un stylo périmé en
raison de la faible fréquence d’utilisation, constituant ainsi autant d’obstacles & son efficacité
thérapeutique. De méme, 1’éviction de I’allergéne, constituant la seule approche préventive
possible a ce jour, s’heurte également a certains obstacles. Elle semble de principe simple,
mais nécessite en pratique plusieurs étapes avec notamment 1’identification parfaite du ou des
allergenes impliqués, I’éducation des patients, mais également dans le cas d’un enfant,
I’éducation des parents et du personnel des établissements scolaires méconnaissant souvent
I’existence et les risques du choc anaphylactique (Ercan et al. 2012). Toutefois, la prise en
charge de I’allergie alimentaire par la stricte éviction de I’allergene est loin d’étre la meilleure
option thérapeutique. Dans I’enfance, les besoins nutritionnels pour assurer une bonne
croissance et une bonne santé limitent les indications de cette stratégie et I’application d’un
régime d’éviction peut entrainer de séveres malnutritions (Groetch et Nowak-Wegrzyn 2013;
Flammarion et al. 2011; Diamanti et al. 2011). Il est donc nécessaire de développer des
alternatives thérapeutiques moins contraignantes et impactant de fagon moindre la qualité de
vie. Les immunothérapies spécifiques (ITS) constituent un axe de recherche intéressant et des
efforts considerables sont actuellement faits pour améliorer leur efficacité et leur sécurité
d’emploi. De méme, de nouvelles biothérapies, ciblant les différentes cibles de la
physiopathologie de 1’allergie, sont en cours de développement. Il est donc primordial de

définir la place de I’IL-2 par rapport a I’ensemble de ces biothérapies.
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a. Les immunothérapies spécifiques de I'allergie
alimentaire.

Les immunothérapies spécifiques (ITS) dans le cadre de 1’allergie alimentaire,
pourraient constituer une alternative intéressante. Elles consistent a réduire la sensibilité de
I'organisme a l'allergéne par son administration a dose croissante pour atteindre une dose
efficace et permettre 1’induction d’une tolérance spécifique. Les profils de tolérance et
d’efficacité varient en fonction de la voie d’administration et la nature de I’allergéne. L’ITS
par voie sous cutanée (SCIT) posséde le moins bon profil de tolérance. La SCIT dans le cadre
de I’allergie aux arachides ont conduit a un trop grand nombre de chocs anaphylactiques et
une erreur pharmaceutique a conduit a un déces (Nelson et al. 1997; Oppenheimer et al.
1992), gelant le développement de cette stratégie. Elle n’est pratiquement plus utilisée bien
qu’une ¢étude a été concluante avec 1’utilisation de protéines recombinantes hypoallergéniques
dans le cadre d’allergie aux poissons (Zuidmeer-Jongejan et al. 2012). Aussi, des
considérations pratiques et logistiques ont aussi favorisé le développement d’alternatives
moins contraignantes, les patients ne pouvant pas facilement s’injecter les extraits

allergéniques seuls. Ainsi, la voie orale (OIT) ou sublinguale (SLIT) ont été envisagées.

Parmi les différents protocoles de désensibilisation, I’OIT a permis d’augmenter
significativement le seuil de la dose maximale tolérée lors d’un test de provocation oral chez
55 % (Burks et al. 2012) des patients, pouvant atteindre plus de 80 % (Caminiti et al. 2015;
Varshney et al. 2011; Keet et al. 2012) selon les études et I’allergéne, témoignant de son
bonne efficacité. Néanmoins, 40 % des patients réagissent de nouveau aux protéines de lait
apres 6 semaines d’arrét de 1’OIT (Keet et al. 2012), soulignant les limites actuelles de
I’efficacité a long-terme de ces approches. Concernant la sécurité d’emploi, 10 a 20 % des
patients enr6lés dans les essais cliniques d’OIT arrétent le traitement en raison de réactions
secondaires associées (Chiang et Berin 2015). Ces effets indésirables sont dans la plupart des
réactions de grade I ou II et touchent plus d’un quart des patients (Vazquez-Ortiz et al. 2014;
Vazquez-Ortiz et al. 2013). De plus, la récente caractérisation des cesophagites a éosinophile
réversibles observées apres traitement OIT des allergies alimentaires alourdie le tableau des
réactions secondaires méme si leur survenue est peu fréquente, ne dépassant pas 3 % des OIT
(Lucendo, Arias, et Tenias 2014). Une nouvelle formulation de 1’allergéne, en gélule gastro-
résistante, est actuellement en essai thérapeutique et permettrait d’améliorer significativement
la tolérance de I’OIT (Michaud et al. 2015) (NCT02046083). Ces études démontrent

clairement que I’OIT est efficace dans la désensibilisation, cependant la fréquence des

121



réactions systémiques reste encore importante. De plus, un traitement prolonge, voire
ininterrompu, semble nécessaire pour maintenir une efficacité a long terme satisfaisante. Les
essais cliniques d’immunothérapie par voie sublinguale (SLIT) menés pour la plupart dans le
cadre de I’allergie aux arachides ont été conduits sur une période de 1 a 4 ans (Marogna et al.
2010; Fleischer et al. 2013) afin d’atteindre une dose maximale tolérée satisfaisante. En
termes d’efficacité thérapeutique la SLIT présente finalement une efficacité plus faible que
I’OIT. La sécurité d’emploi de la SLIT est supérieure & I’OIT avec un taux plus faible de
réactions systémiques (Narisety et al. 2015), lié a la richesse de cellules dendritiques pro-
tolérogénes de la muqueuse sublinguale, permettant d’utiliser des doses moindres d’allergéne

(Senna, Calderon, et Milani 2011).

Néanmoins, les risques de réactions graves aprés administration de 1’allergéne par voie
orale ou sublinguale a conduit au développement de voies d’administration alternatives de
’allergéne. La peau constitue un site probable de sensibilisation aux allergénes alimentaires
(Tordesillas et al. 2014). Ainsi, différentes équipes se sont intéressées a 1’administration de
I’allergeéne par la voie cutanée lors des protocoles d’ITS. Dans la mesure ou, 1’épiderme n'est
pas vascularisé, limitant ainsi les risques de réactions graves, la voie épicutanée constitue une
bonne alternative. L’administration épicutanée de 1’allergéne, a I’aide de patch, a clairement
montré son potentiel tolérogénique dans des modéles animaux (Vincent Dioszeghy et al.
2011; V. Dioszeghy et al. 2014; L. Mondoulet et al. 2010; Lucie Mondoulet et al. 2011) et a
entrainé une diminution des réactions oesophago-gastro-entéropathiques liées a la
réadministration de I’allergéne (Lucie Mondoulet et al. 2012). Chez 1’Homme, différents
essais cliniques sont en cours et les résultats préliminaires apparaissent prometteurs. Une
étude pilote visant a démontrer la sécurité¢ d’emploi de I’ITS par voie épicutanée (EPIT) lors
d’un traitement de courte durée (90 jours) des allergies au lait a démontré une trés bonne
tolérance avec seulement comme effet secondaire des signes cutanés et gastro intestinaux
bénins (Dupont et al. 2010). Un essai clinique de phase Ilb (étude VIPES) a ensuite testé
I’efficacité des patchs mettant en évidence une tres bonne observance ainsi qu’une efficacité
atteignant un taux de réponse de 45 a 48% chez les patients traités, en fonction de la dose
d’allergene délivrée (Critere primaire : augmentation d’un facteur 10 de la dose maximale
tolérée comparée a la dose « baseline »), passant a environ 60% si I’analyse se concentre sur
les enfants de 5 a 11 ans (Jones et al. 2017). Cependant, aucun patient n’a réussi avec succes
le test de provocation oral de 5044 mg d’allergene. Deux autres études de phase Ill testant

I’efficacité et ’innocuité de Viaskin Peanut® dans 1’allergie a la cacahuéte sont en cours,
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I’une testant la dose de 250ug de Viaskin Peanut® chez les enfants de 4 a 7 ans (PEPITES
NCT02636699) et I’autre, testant deux doses réduites chez des enfants de 1 a 3 ans
(EPITOPE, NCT03211247). Les premiers résultats de 1’étude VIPES soulignent I’efficacité

de EPIT avec des taux d’efficacité similaires a ceux de la SLIT et inférieurs a ceux de I’OIT.

Bien que I'ITS soit bien développée dans le cadre de I’allergie respiratoire ou encore
de I’allergie aux venins d’hyménoptére, elle reste encore a étre validée dans le cadre de
I’allergie alimentaire et est de ce fait peu utilisée en routine clinique. L’efficacité relative, le
manque de données économiques probantes lors des études colt-efficacité, I’hétérogénéité des
protocoles d’immunothérapies constituent les limites actuelles, sans compter la peur de voir
apparaitre des réactions séveres graves suite a la réintroduction de 1’allergéne, qui a conduit a

délaisser cette thérapie jugée trop dangereuse durant ces dernieres décennies.

Ainsi, des équipes de recherche se sont intéressees a la formulation des allergenes afin
de limiter les risques encourus suite a la réadministration de ceux-ci chez des patients
allergiques. L'encapsulation des allergénes dans des nanostructures (Pohlit et al. 2017)
procure certains avantages par rapport a I'ITS classique avec des extraits d'allergénes non
encapsulés : la protéine peut étre protégée contre la dégradation, des concentrations locales
plus élevées peuvent étre délivrées et une administration ciblée au niveau du site d'action est
désormais possibles. Surtout, la formulation empéche la fixation de I'allergene par les IgE et
ainsi limiter les risques de réactions graves. L’ITS en combinaison avec des nanoparticules
(NP) permet d’offrir un moyen de traitement plus sir et potentiellement plus efficace pour les
maladies allergiques. Un nombre grandissant d’études précliniques réalisées chez I’animal,
utilisant des NP biodégradables (polyméres naturels ou synthétiques, liposomes, et pseudo-
particule virale dépourvue de génome (virus-like particle (VLP)) ou non biodégradables
(dendriméres et NP a base de carbone ou de métal), ont été publié dans le domaine de
I’allergologie avec une efficacité certaine dans différents modeles animaux avec induction de
réponse Thl (Diminution des IgE spécifiques et induction des 1gG2a) et augmentation de la
synthése d’IL-10 (Pohlit et al. 2017).

Certaines NP ont egalement été testées chez I’Homme dans différents essais cliniques.
Ainsi, l'immunothérapie avec des allergénes adsorbés a lalginate (polymére naturel),
constituant la stratégie la plus ancienne, a augmenté les taux d'lgG1 et d'lgG4, tandis que les
IgE spécifiques de I’allergéne ont été réduites (Pegelow et al. 1984; Pastorello et al. 1990).

Les essais cliniques utilisant des liposomes chargés avec un allergéne lors d’ITS ont révélé
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que les formulations liposomales étaient Iégerement plus efficaces que les extraits adsorbés,
mais le profil de sécurité d’emploi était moins favorable. Combiné a un processus de
fabrication complexe, cela a freiné leur utilisation lors des ITS (Galvain et al. 1999), bien
qu'une ¢tude ait montré, chez 55 de patients asthmatiques, aucun effet secondaire et une
diminution des symptémes chez au moins 60% des patients ayant recu 1’allergeéne (extrait Der
p 1 et Der p 2) encapsulé par liposome comparé a 12 % des patients dans le groupe placebo
(Basomba et al. 2002). Depuis peu, de nouvelles études précliniques ont vu le jour testant
avec succes la formulation liposomale de [I’allergéne sous sa forme moléculaire
(recombinante) en association ou non avec de ’ADN. Ces stratégies ont permis de reduire les
signes cliniques de 1’allergie en réorientant les réponses immunitaires vers une réponse Thl et

I’induction de Treg (Tasaniyananda et al. 2016; Nouri et al. 2015).

Enfin concernant les NP non biodégradables, le traitement oral des patients
sensibilisés a I'ambroisie avec l'extrait de pollen encapsulé dans des copolymeres d'acide poly
méthacrylique a conduit a la production de titres élevés d’IgG et IgG4 spécifiques sans
induire une diminution des IgE spécifiques. De plus, cela n’a pas induit d’effet secondaire
(Litwin et al. 1997). Néanmoins, lorsque le méme systeme a été appliqué pour I'encapsulation
du pollen de Phléole des prés, cela a conduit, dans des expériences in vitro, a une
augmentation des transcrits d'IL-5 (TePas et al. 2004). Ainsi des optimisations sont

nécessaires afin de garantir I’innocuité et I’efficacité de NP.

Depuis, se sont développées des stratégies utilisant des pseudo-particules virales
(VLP) afin de formuler I’antigeéne au cceur de la plateforme antigénique. Ces particules ont la
structure d’un virus enveloppé ou non, mais sont dépourvues de matériel génétique. Cette
vectorisation de I’antigéne au sein de VLP aura pour avantage d’assurer une prise en charge
efficace de I’antigéne par les cellules du systtme immunitaire (cellules présentatrices
d’antigénes) tout en évitant un contact direct de 1’antigene par les IgE fixées sur les
mastocytes et les basophiles. Dans un essai randomisé contr6lé par placebo, en double
aveugle, les patients souffrant d’allergie aux acariens ont été traités avec des VLP formées par
I’association de la protéine de bactériophage QR associée a des molécules adjuvantes (CpG
oligodéoxinucléotides, puissant inducteur de la réponse Thl), ce qui a entrainé une
réorientation du systéme immunitaire et une diminution des symptoémes de rhinoconjonctivite.
Aussi, une augmentation d’un facteur 10 de la dose maximale tolérée a été démontrée par un

test de provocation conjonctivale (Klimek et al. 2011). Dans un autre essai clinique, ces
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mémes VLP ont été utilisées comme adjuvant de I’ITS avec l'extrait global d’allergéne des
acariens. Les symptdmes de la rhinite et de l'asthme allergique ont été considérablement
réduits et une réponse Thl a été mise en place (Senti et al. 2009). Neanmoins, le profil de
tolérance de ces VLP reste peu connu. Tout comme 1’IL-2, de nouvelles immunothérapies,
s’affranchissant de la ré-administration de ’allergéne sous sa forme native, sont en cours de

développement.

b. Biothérapies alternatives en cours de développement.

Cibler les différents «checkpoint » de la physiopathologie de 1’allergie, constitue
autant d’approches intéressantes afin de traiter I’allergie alimentaire. Le pontage des IgE
spécifiques par I’allergéne est reponsable des signes cliniques de 1’allergie. Les thérapies
visant a bloquer les IgE, notamment grace a 1’omalizumab — anticorps monoclonal anti-IgE,
présentent un intérét certain dans les allergies, y compris alimentaires. Cependant une étude
américaine évaluant ’omalizumab en monothérapie chez des patients atteints d’allergies a
I’arachide fut interrompue suite aux réactions observées lors de tests d’épreuve oraux
(Sampson et al. 2011). Malgré cet arrét prématuré, des tendances de diminution d’IgE
sériques chez les patients traités ont été observées. Aujourd’hui, 1’omalizumab est souvent
proposé en combinaison avec 1I’OIT afin de réduire les éventuelles réactions séveres liées a la
réintroduction de 1’allergene lors de la phase d’escalade. Malheureusement, les résultats n’ont
pas montré d’amélioration du taux de désensibilisation (Umetsu, Rachid, et Schneider 2015;
Yee et Rachid 2016; Wood et al. s. d.). Alternativement, une thérapie génique visant a bloquer
les IgE a été proposée par Pagovich et al., utilisant des vecteurs viraux a 1’origine d’une
expression d’anti-hIgE. Cette stratégie a démontré son efficacité dans un modéle préventif
d’allergie a I’arachide chez des souris humanisées. L’efficacité observée s’est traduite par une
diminution des taux sériques d’IgE ainsi que la moindre sévérité des signes cliniques observés
(Pagovich et al. 2016). Au final, I’utilisation d’anti-IgE semble étre prometteuse, méme si les
modalites d’administration restent a étre definies et des optimisations sont encore requises
avant une utilisation a plus large échelle. Bloquer les signaux en amont de la physiopathologie
de l’allergie semble également une stratégie thérapeutique présentant un fort potentiel.
Notamment, I’allergie est une réponse Th2 exacerbée, caractérisée par une sécrétion
importante d’IL-4 et d’IL13. Ainsi, bloquer I’interaction de I’IL-4 avec son récepteur
constitue une cible intéressante dans la mesure ou une augmentation de ’affinité de I’'IL-4

pour son récepteur est suffisante pour induire une allergie alimentaire (Burton et al. 2014). Le
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Dupilumab, un anticorps bloquant la sous-unité a, commune au récepteur de 1’IL-4 et de I’IL-
13, a démontré son efficacité dans le traitement de I’asthme (Wenzel et al. 2013) et de la
dermatite atopique (Beck et al. 2014), en inhibant les signaux induits par 1’'IL-4 et 1’IL-13.
Aussi, I’IL-5 est impliquée dans la maturation, 1’activation et le recrutement des éosinophiles
(A. Mishra et al. 1999; Anil Mishra et al. 2002). Bloquer I’IL-5 par un anticorps monoclonal
(Reslizumab, Mepolizumab) permet de réduire le nombre d’éosinophile circulant, ainsi que
leur recrutement tissulaire (Rothenberg et al. 2008). Malheureusement, cette stratégie ne s’est
pas révélée efficace dans le traitement de 1’asthme (Kips et al. 2003) ou de I’cesophagite a
éosinophile (Spergel et al. 2012; Assa’ad et al. 2011). Les thérapies anti-cytokines contre une
seule cytokine semblent moins efficaces contre les symptdmes cliniques, probalement en
raison de la redondance des mécanismes d'action des cytokines Th2.

Plut6t que de bloquer les signaux induits par les cytokines Th2, différents auteurs ont
su prendre avantage des stratégies permettant de rééquilibrer la balance Th1/Th2. Différents
agonistes des TLR, permettant de réorienter les réponses immunitaires vers une réponse Thl,
ont été testés avec succés dans des modeles murins d’asthme (Grela et al. 2011) et ont
démontré leur capacité in vitro a diminuer les réponses Th2 (Pali-Scholl et al. 2013). De
méme, la flagelline, agoniste des TLRS5, possede des propriétés immunomodulatrices. Dans un
modéle murin d’allergie alimentaire, Schiilke et al, ont démontré que 1’administration d’une
protéine de fusion associant la flagelline a de ’OVA, permet de prévenir les manifestations
d’allergie alimentaire, par diminution de la réponse Th2 et augmentation de la sécrétion d’IL-
10, de facon dépendante de la signalisation TLR-5 (Schiilke et al. 2011). Chez I"'Homme,
deux agonistes des TLR9 et 4 ont été efficaces pour traiter des rhinites allergiques (Creticos et
al. 2006; Patel et al. 2014)

D’autre part, la stratégie des mimotopes, peptides imitant les épitopes reconnus par les
IgE, a également été utilisée en allergologie. Apres leur production par des phages, ils sont
sélectionnés par des anticorps. Ainsi, ne persistent qu’exclusivement les épitopes reconnus par
les cellules B. Associés a des supports ou présentés sous une forme de peptide antigénique, les
mimotopes induisent des réponses anticorps specifiques lors de vaccination. Cette stratégie a
¢été utilisée dans un modele d’allergie cutanée. L'immunisation de souris BAL/B/c avec un
mimotope de Bet v 1 couplé a une protéine de fusion permet la production d’IgG spécifiques
d'allergénes inhibant la liaison des IgE a Bet v 1, par compétition (Ganglberger et al. 2001).

Une autre équipe a testé I’administration du mimotope de Phl p 5 dans un model murin
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d’asthme allergique et a démontré une diminution de I’inflammation pulmonnaire et de la
réponse Th2 au niveau des lavages broncho-alvéolaires (Wallmann et al. 2010). De nombreux
mimotopes ont été défini avec succes, notamment pour la parvalbumine, I'allergene principal
du poisson (Untersmayr et al. 2006) et pour les deux principaux allergenes des acariens, Der p

1 et Der p 2 (Szalai et al. 2008). Cependant ils n’ont pas encore étaient testés en clinique.

Enfin et depuis la démonstration des propriétés régulatrices et de 1’importance du
microbiote intestinal dans la prévention de la sensibilisation allergique (Cahenzli et al. 2013),
différentes approches ont été étudiées combinant I’administration mucosale d’un allergéne ou
d’une molécule tolérogéne a I’utilisation des propriétés pro-tolérogénes de certaines souches
bactériennes. Ainsi, différentes études ont montré qu’un Lactacoccus lactis recombinant et
sécretant de I'Ovalbumine, Ara h 2, Der p 2, et / ou de I'IL-10 améliore la tolérance orale et
diminue les signes cliniques de 1’allergie (Frossard, Steidler, et Eigenmann 2007; Huibregtse
et al. 2007; Ai et al. 2016; C. Ren et al. 2014; Ai et al. 2014). Ces résultats suggerent la
possibilité d’utiliser des agents pro-biotiques afin de prévenir voir de traiter les allergies

alimentaires et d’envisager [’utilisation d’autres molécules tolérogénes.

L’ensemble de ces stratégies thérapeutiques ne permet pas de répondre a I'urgence de
santé¢ publique que représente 1’allergie alimentaire soit par manque d’efficacité, soit parce
qu’elles n’ont jamais été testées dans ce cadre chez ’Homme, comme le résume le tableau 5.
Cependant, les résultats attendus des essais cliniques de certaines biothérapies en cours de test
dans I’allergie alimentaire suscitent beaucoup d’espoirs (Tableau 5). Notamment, 1’anticorps
ABNO020 (essai de phase II dans I’allergie a la cacahuete, NCT02920021), dirigé contre 1’IL-
33, semble prometteur, dans le mesure ou I’interaction de 1’IL-33 avec son récepteur IL-33R
(ST2) serait indispensable a I’induction d’une sensibilisation (Chu et al. 2013) bien qu’il
s’agisse d’une donnée contradictoire. En effet, Muto et al, ont montré que I'lL-33 est
dispensable pour induire une sensibilisation cutanée a l'antigéne (Muto et al. 2014).
Néanmoins, la cytokine est essentielle pour induire une anaphylaxie intestinale IgE
dépendante (Muto et al. 2014). Une autre approche consiste en 1’administration de particules
d’ADN codant pour un extrait allergénique. Cette vaccination administrée par voie orale,
permettant 1’expression de I’allergene au niveau de 1’épithélium intestinal, s’est révélée
efficace dans la prévention de I’anaphylaxie dans un mode¢le d’allergie a la cacahuéte (Roy et
al. 1999). Cependant, on ne connait pas le profil de tolérance d’une telle stratégie chez

I’Homme et un risque de réaction anaphylactique li¢ a ’expression de ’allergéne au niveau
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digestif ne peut étre exclu. Un essai clinique de phase | évaluant le profil de sécurité de la
vaccination plasmidique codant pour Ara hl, Ara h2, et Ara h3 tentera de répondre & cette
question (NCT02851277). Ainsi, du fait de leur utilisation récente en thérapie humaine, nous
ne possédons que trés peu de recul quant au profil de tolérance et de I’efficacité de ces

nouvelles biothérapies.
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Tableau 5 : Tableau résumant les biothérapies alternatives de I’allergie.

Biothérapie

Etude préclinique

Etude clinique

Références

Indication Efficacité Indication Efficacité
Nanoparticules (n .
P (np) Alginate na na Rhinite 11gGl, 11gG4, bonne tolérance
Lipogomes rhinite 1Thl, 1Treg Rhinite | symptdmes chez 60 % des patients, tolérance +/- gi?";ﬁggfo“v‘jif;?'éfgiepg‘;ﬁ?eﬁgi't
(i na na Rhinite 11¢G, 11gG4 mais (111-5) O e S 2009
Np d’acide méthacrylique . . ' ‘
na na Rhinite | symptdmes
VLP
Anti-1gE (Omalizumab) na na Allergie Arachide |IgE, mais Réaction grave suite 8 TPO (Uetsu, Rachid, et Scneicer 2015;
Omalizumab + OIT na na Allergie Alimentaire Pas d’amélioration du taux de désensibilisation i tiihobdvy
Vecteur viraux codant Anti-hlge Allergie alimentaire |signes cliniques en prévention, |IgE Na Na
Anti-Cytokine
Anti-1L4R (Dupilumab) Asthme et DA Isignes cliniques o S wonce 2ot e ot .
Anti-1L-5 Asthme Pas d’efficacité B S NeTozasoom
Anti-1L-33 (ABN020) Allergie cacahuéte En cours
AgonIStes des TLR asthme TTh] iThzs Rhinite A (Grela et al. 2011; Schiilke et al. 2011;
L . Non testé dans | symptomes Pali-Scholl etal. 2013)
Allergie alimentaire 1Th2 11L-10 L ;
allergie alimentaire
Mimotopes a"ergie cutanée TIgG Na Na (Ganglberger et al. 2001; Wallmann et
asthme | Th2 et |inflammation pulmonaire al. 2010)
Stratégie utilisant L.Lactis Rhinite (Der p 2) (Frossard, Steicler, f Eigenmann 2007;
Na Na Huibregtse et al. 2007; Ai et al. 2016; C.

Allergie alimentaire
(Arah2, OVA, IL-10)

1Th2, |signes cliniques

Ren et al. 2014; Ai et al. 2014)

Vaccination tolérogénique (ADN
codant extrait allergénique)

Allergie cacahuéte

Prévention anaphylaxie

Allergie cacahuéte

En cours (ADN codant pour Arah 1, Arah 2 et Ara h 3)

(Roy et al. 1999) NCT02851277

Na : non applicable, DA, Dermatite atopique,
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c. Recul quant a l'utilisation de I'lL-2 : un avantage certain.

L’IL-2 a forte dose est utilisée depuis 1989 en cancérologie, dans 1’adénocarcinome
rénal métastatique (France et USA) et le mélanome métastatique (USA). L’IL-2 faible dose,
cytokine immunomodulatrice inductrice de Treg, est utilisée, quant a elle, depuis bientdt 10
ans dans de nombreux essais cliniques (Tableau 4). Nous disposons ainsi d’assez de recul
quant a son efficacité et a son profil de tolérance, par rapport aux autres biothérapies utilisées

dans I’allergie.

L’administration a haute dose (> 9MUI) par voie sous cutanée, d’IL-2, engendre chez
plus de la moitié des patients des effets indésirables graves, selon le rapport de la commission
de transparence de la haute autorité de santé. Ces réactions concernent en particulier des
réactions locales au point d’injection (cedéme, érythéme), 1’apparition d’une fievre, d’une
anorexie et d’une asthénie. Plus grave, ont ¢été rapporté la survenue d’exacerbation
d’infections bactériennes (Endocardite, choc septique), et la survenue du syndrome de fuite
capillaire pouvant étre fatal. Ce mauvais profil de tolérance a conduit a I’arrét du traitement
chez environ 10% des patients. A I’inverse, le bon profil de tolérance de I’IL-2 utilisée a
faible dose (1-3MUI), a été établi dans beaucoup d’essais cliniques. La plupart des effets
indésirables signalés sont de gravité légere a modérée (grade 1 ou 2) (Edwards et Aronson
2000). Des réactions locales au point d’injection et des syndromes pseudo-grippaux (fatigue ,
fievre, malaise et arthralgie) ont été les évenements indésirables les plus rapportés, et ce,
quelque soit la dose d’IL-2 regue (Saadoun et al. 2011) (Hartemann et al. 2013). Les seuls
événements indésirables graves qui ont été signalés jusqu'a présent (thrombocytopénie et
induration) ont eu lieu lors d’essais cliniques dans le cadre de la maladie chronique du greffon
contre I'h6te (Koreth et al. 2011). Cependant, les patients ont recu des doses cumulatives
relativement élevées d'IL-2 avec d'autres traitements immunosuppresseurs. Ainsi, le profil de
tolérance de 1I’IL-2 reste bon. Toutefois, la sécurité et la tolérance de I’IL 2 a faible dose ont
été évaluées lors d’étude ou les patients ont été traités sur des périodes relativement courtes (<
a 6 mois). Peu de patients ont été traités pendant une période de temps prolongée. Cependant,
I’administration d’IL-2 & long terme a été bien tolérée dans des études précliniques reéalisées
chez I’animal, n’altérant pas la réponse vaccinale, la réponse anti-tumorale, la réponse anti-
infectieuse et la réponse régulatrice mise en place lors de la grossesse (Churlaud et al. 2014).

Ainsi, le recul disponible concernant I’IL-2 faible dose obtenu lors d’essais cliniques ou
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d’études chez I’animal permet de conclure quant a sa bonne tolérance, ce qui est encourageant

pour son utilisation future dans 1’allergie alimentaire.

Concernant ’efficacité de I’IL-2 faible dose, les résultats obtenus sont encourageants.
Dans le cas des maladies auto-immunes, la négativation des auto-anticorps caractérisant ces
maladies, pourraient étre un marqueur d’efficacité du traitement. Néanmoins, elle reste trés
longue a obtenir sous thérapie efficace. De plus, ils ne constituent pas un bon marqueur
d’activité clinique de la maladie dans la mesure ou ils peuvent étre présents sans étre associés
a une symptomatologie (Arbuckle et al. 2003). La démonstration de la diminution du titre des
auto-anticorps n’a pour le moment pas ¢été apportée et constituerait une preuve d’efficacité
curative de I’'IL-2. Ainsi, Pefficacité de I’'IL-2 a été basée sur une diminution des scores
d’activité clinique de la maladie (Castela et al. 2014; Saadoun et al. 2011; He et al. 2016) avec
une bonne efficacité. Bien que son efficacité varie en fonction des critéres primaires utilisés et
de I’indication, I’IL-2 affiche un taux d’efficacité variant de 41% dans le cas de la GVHD
(Koreth et al. 2011), a plus de 83% dans le cas des maladies auto-immunes (Castela et al.
2014; Saadoun et al. 2011; He et al. 2016). Cette bonne efficacit¢ de 1’IL-2 peut étre
néanmoins nuancée lorsqu’on étudie plus en détail les réponses cliniques chez I’Homme. En
effet, dans le cas de la GVH, I’IL-2 n’a été efficace que sur les 1ésions cutanées (Koreth et al.
2011), et peu d’effets thérapeutiques n’ont été observés sur la GVH hépatique ou digestive
(Koreth et al. 2011).

Concernant I’allergie, aucune étude n’a établi le profil d’efficacité et de tolérance de I’IL-
2 a faible dose. Néanmoins, dans notre étude préclinique, 60% des souris ont été protégées
contre les signes cliniques de 1’allergie lorsque I’IL-2 a été administrée en curatif, passant a
90%, en préventif (Article 1). Cette efficacité, comparée a I’efficacité obtenue avec les autres
biothérapies exposées auparavant, et combinée au bon profil de tolérance obtenu chez
I’Homme, place 1’IL-2 faible dose comme une alternative de choix pour induire une tolérance

a I’allergene et qui plus est durable dans le temps.
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2. Mécanismes immunologiques associés a I'effet thérapeutique
de I'lL-2 : désensibilisation, tolérance ou immunosuppression

Treg-dépendante ?

Nous avons démontré que le traitement par de faible dose d’IL-2 prévient et contréle
efficacement les manifestations allergiques dans un modele murin d’allergie alimentaire dés
les premiéres phases d’inductions orales (Article 1). Aussi, nous avons démontré que 1’'IL-2
permet d’induire une protection efficace a distance de son administration s’étalant sur une
période de plus de 7 mois (Article 1). Alors que la régulation de réponses immunologiques
associée a la protection immédiate a pu décrite dans les différentes expériences de ’article 1,

ils restent a éclaircir les mécanismes de maintien de cette tolérance a plus long terme.

i. L’action protectrice immédiate de I'lL-2 est Treg dépendant et
permet de contrble le recrutement et la dégranulation des cellules

mastocytaires.

Le traitement par de faible dose d’IL-2 prévient clairement le recrutement de
mastocytes, d’éosinophiles et de basophiles attesté par une diminution significative de ces
cellules dans I’intestin et le sang des souris protégées (Article 1). De méme, la dégranulation
des mastocytes et basophiles est également diminuée, attestée par une diminution de MCPT-1
sérique et de la MFI de CD63 chez les souris protégées (Article 1). La diminution de ces
cellules effectrices et de la libération de médiateurs a également été documentée lors de
protocoles d’immunothérapies spécifiques (Novak et al. 2012; van de Veen et al. 2017;
Wilson et al. 2001), et interviendrait tres précocement chez les patients. En effet, les patients
sont protégés des signes cliniques de I’allergie dés les premicres phases de I'ITS aux venins
ou aux pollens (Alexander, Ying, et al. 2005; Tarzi et al. 2006), alors que la diminution du
taux d’IgE sériques n’intervient qu’apres plusieurs années d’ITS (Cezmi A. Akdis et Akdis
2011). Dans notre modéle, nous n’avons pas mis en évidence de diminution des IgE
spécifiques de I’allergéne (Article 1) alors que la protection intervient précocement apres le
traitement par IL-2 (Article 1). Deux mécanismes possibles peuvent expliquer cette protection
alors que les IgE, toujours présentes, peuvent interagir avec les mastocytes et les basophiles et
entrainer éventuellement leur dégranulation. Notamment, la diminution de la sensibilité des
mastocytes et des basophiles aux IgE, décrit par Akdis et al, lors des protocole d’ITS (Cezmi

A. Akdis et Akdis 2011), par diminution de I’expression du FceRI constitue la premicre
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explication. Néanmoins, nous n’avons pas ¢té en mesure d’objectiver une diminution de la
MFI de FceRI dans notre étude (données non montrées). La deuxiéme explication implique
les lymphocytes Treg. En effet, le transfert adoptif de Treg préalablement activés in vivo par
I’IL-2 est suffisant pour induire une diminution de la dégranulation des mastocytes et la
protection clinique des souris, et ce de fagcon dépendante de la dose de Treg administrée (Fig.
13). Ces résultats suggérent une action directe des Treg sur les mastocytes. De plus,
I’abolition de la protection chez les souris traitées par IL-2, engendrée par la déplétion
précoce des Treg (Article 1), combinée aux corrélations établies entre le taux sérique de
MMCPT-1 et les score cliniques d’une part (Article 1), et la proportion de mastocytes présents
au niveau de l’intestin et la chute de température corporelle (Fig. 5, article 1) d’autre part,
révélent I’importance de I’action des Treg sur les mastocytes dans de la régulation induite par
I’IL-2. Ces résultats pourraient étre corrélés aux données démontrant que les Treg sont
capables de contréler la déegranulation des effecteurs via un mécanisme contact dépendant
impliquant une interaction OX40-OX40L (Gri et al. 2008). La signalisation cellulaire
résultant de D'intéraction d’OX40 avec son ligand présent sur les mastocytes, conduit a
I’augmentation de I’AMP cyclique induisant une diminution de I’influx Ca** et une inhibition
de la dégranulation des mastocytes (Hua et al. 2007). Afin d’évaluer cette hypothése, nous
envisageons de realiser des expériences de co-culture, en chambre Transwell ou non, de
mastocytes avec des Treg issus de souris traitées a 1’IL-2, associée a une restimulation par
I’antigéne (IgE/Antigene). Le dosage du mMCPT-1, attestant de la dégranulation des
mastocytes, dans le surnageant de culture permettra de savoir si les Treg suppriment la
dégranulation des mastocytes de fagon contact-dépendant. Par ailleurs et bien que nous
n’ayons pas retrouvé ce résultat, la suppression de 1’expression de FCeRI a la surface des
mastocytes par les Treg (Ryan et al. 2008), pourrait également expliquer 1’activité protectrice
de I’'IL-2.

En plus de contrdler la dégranulation des effecteurs, les Treg sont capables de
contréler le recrutement des effecteurs au niveau du tissu cible, comme cela a pu étre montré
dans un modéle de transfert adoptif, ou les Treg injectés ont considérablement diminue
I’afflux d’€osinophiles dans le poumon de souris asthmatiques (Kearley et al. 2005). Nous
avons démontré, dans nos expériences, que la chute de témpérature corporelle induite par
I’anaphylaxie correle avec 1’afflux de mastocytes dans 1’intestin, tandis que le traitement par
IL-2 & prévenu leur recrutement (Fig. 5 Article 1). La prévention du recrutement de

mastocytes chez les souris protégees est dépendante des Treg dans la mesure ou leur
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¢limination entraine un afflux de mastocytes dans I’intestin (Fig. 5 Article 1), suggérant que
les Treg sont capables d’agir sur les mastocytes en empéchant leur mobilisation au niveau de

I’intestin.

Aussi, I’élimination de Treg dans un modele inflammatoire de I’intestin, conduit a une
exacerbation de 1’absorption systémique de dextran-FITC, attestant d’une altération de la
perméabilité intestinale (X. Yang et al. 2013). Ainsi, le maintien de la barriére intestinale
induit par les Treg permettrait de limiter I’accés de I’allergéne aux mastocytes empéchant in
fine, leur dégranulation et pouvant potentiellement expliquer 1’activité protectrice de 1’IL-2.
Les données préliminaires que nous avons obtenues, comparant 1’absorption systémique de
dextran-FITC chez des souris malades et non malades, seraient en faveur d’une augmentation
de la perméabilité¢ intestinale chez les souris souffrant d’allergie alimentaire. Afin de
clairement démontrer le role des Treg dans le maintien de I’intégrité intestinale, il
conviendrait de refaire ces expériences chez des souris protégées par I’IL-2 et/ou chez qui les

Treg ont été éliminés.

Une autre hypothese de régulation de la fonction mastocytaire implique 1’IL-9. Ainsi
les Treg sécrétant de 1’IL-9 pourraient étre impliqués dans le contrdle des manifestations
cliniques de I’allergie observé aprés traitement par IL-2. L'IL-9 est une cytokine importante
impliquée dans le développement de 1’allergie alimentaire suite a 1’administration orale de
I’antigéne, dans la mesure ou la différenciation et la dégranulation des mastocytes ainsi que
les signes cliniques de 1’allergie sont atténués chez les souris IL-9 KO (Osterfeld et al. 2010;
Forbes et al. 2008). Aussi, la neutralisation de la production d'lIL-9 conduit a la mise en place
d’une tolérance aprés adminstration orale d’antigene. Dans nos résultats, l'expression de
I'ARNmM de I'IL-9 dans le duodénum et le dosage d’IL-9 dans le surnageant de culture
cellulaire de MLN et PP apres restimulation spécifigue montrent une augmentation de la
production et de la sécrétion d’IL-9 apres traitement par IL-2 (données non montrées). Ces
mémes données ont été retouvées dans des modeles d’induction de tolérance apres
administration orale de I’antigéne (Yamashita et al. 2012). Or I'IL-9 produite par les Treg
CD4'CD25" a des effets immunosuppresseurs quant a la tolérance d’allogreffes impliquant
les mastocytes (Lu et al. 2006). Ainsi, des niveaux élevés d'IL-9 libérés par les Tregs
pourraient expliquer les effets protecteurs de 1’IL-2 dans notre modele d’allergie alimentaire.
Pour clairement comprendre le role de I’IL-9 dans notre modele, il conviendrait d’effectuer
des expériences en utilisant des anticorps neutralisant I’IL-9 et regarder I’effet quant a la

protection induite par I’IL-2.
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D’une tout autre fagon, le réequilibre de la balance Th1/Th2, au travers la diminution
de la réponse Th2 et I’induction d’une réponse Thl par le traitement a I’'IL-2, pourrait
expliquer I’effet thérapeutique de I’TIL-2. En effet, nos résultats montrent que le traitement par
IL-2 faible dose permet, chez les souris protégées, de controler les réponses Th2 attestées par
une diminution significative de 1’expression des genes et de la production de cytokines
associées au profil Th2 au niveau de I’intestin et des organes lymphoides associés (Article 1).
De facon intéressante, nous avons pu noter une production exacerbée de cytokines pro-Thl
(IFN-y) dans les MLN et les PP (Article 1 et données non montrées). Notamment, la
diminution de I’IL-4 induite par I’IL-2, lors de la phase effectrice de 1’allergie, serait un point
extrémement critique dans le controle de ’allergie dans la mesure ou I'IL-4 a été décrit
comme étant directement associée a une exacerbation de ’anaphylaxie (Strait et al. 2003;
Mathias et al. 2011) et qu’a I’inverse les protocoles d’immunothérapies spécifiques sont
associees a une diminution de la production de cytokine Th2 (Cezmi A. Akdis et Akdis 2011;
Fujita et al. 2012). L’augmentation des réponses Thl observées a également déja été
rapportée dans la majorité des publications testant des protocoles d’immunothérapies
specifiques (Ciprandi et al. 2008; Maggi, Vultaggio, et Matucci 2012), y compris pour
I’allergie alimentaire (Nieuwenhuizen et Lopata 2005). Les données de la littérature suggérent
que I’immunodéviation Th2/Th1 observée chez les souris protégées, impliquerait les Treg. En
effet, il a été démontré que le réengagement des cellules T depuis la réponse Th2 vers la
réponse Thl est corrélé avec l'induction de Treg CD4°CD25" (Mamessier et al. 2006). De
méme 1’IL-12, en condition inflammatoire, induit la production d’IFN-y par les Treg, pouvant
controler I’inflammation intestinale (T. Feng et al. 2011). Ainsi, I’augmentation des transcrit
intestinaux d’IL-12 observée chez nos souris traitées et protégées par IL-2 (Fig. 4, Article 1)
pourrait coincider avec I’induction Treg IFNy+ et expliquant I’immunodéviation Thl
observée. En effet, aprés avoir exercé leur effet immunosuppresseur et contréler les réponses
inflammatoires, ces Treg IFNy+ se convertissent en LT Th1 amplifiant la réponse Th1 (Daniel
et al. 2014).

135



ii. Les mécanismes de protection a long-terme impliquent-ils le
recrutement local de sous populations de cellules régulatrices ou

de Treg spécifiques de I'antigéne ?

a. Les Treg sont indispensables a I'effet a long terme de
PIL-2.

Nous avons observé que I’'IL-2 faible dose induit initialement I'expansion systémique
(rate) et locale (MLN, PP et intestin) des Treg, tandis que leur activation et leur prolifération
surviennent principalement au niveau systémique comme le montre l'augmentation des
pourcentages des Treg K167+, ICOS™ et CTLA4" dans le rate mais pas dans les MLN ou les
PP (Article 1 et données non présentées). L'augmentation du nombre de Treg au niveau de
I’intestin par I'IL-2 est potentiellement le résultat d'une amélioration de la survie des Treg
(Tang et al. 2008) ou du recrutement de Treg au niveau de I’intestin. En effet, ’accumulation
des Treg dans la lamina propria est dépendante de ’expression de CTLA-4 sur les Treg
(Barnes et al. 2013), dont I’expression est augmentée par I’IL-2 (article 1), favorisant ainsi
leur recrutement local. Cependant, cette augmentation visible des Treg a la suite de
I’administration d’IL-2 est transitoire. En effet, quelques semaines apres le traitement par IL-
2, nous n’observons plus  d’augmentation de Treg CD4'FOXP3* ou
CD4'CD25"FOXP3"ICOS" chez nos souris protégées (Article 1). Néanmoins, la perte de
protection observée quand la dépletion de Treg a lieu entre deux challenges par OVA souligne
le role des Treg dans I’effet a long terme de 1’IL-2. Surtout, la déplétion des Treg aprés une
ITS dans un modele murin d’allergie respiratoire, n’a pas entrainé de perte d’efficacité
clinique de I’'ITS (Maazi et al. 2012), suggérant que des mécanismes alternatifs ont été mis en
place lors de I'ITS. Ces données renforcent considérablement 1’idée que 1’effet protecteur a
long terme de I’'immunothérapie par IL-2 est dépendant des Treg. Néanmoins, les mécanismes
immunologiques mises en place a long terme restent a préciser. L’absence visible de Treg a
distance du traitement par IL-2 pourrait étre expliquée par I’implication de population de
cellules régulatrices particulierement efficaces pour contrdler les réponses allergiques et
présentes en frequence faible ou par la sélection, le recrutement et la restimulation au niveau

local de Treg spécifiques de ’OVA, suite a la réadminstration de 1’antigene.
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b. L’IL-2 selectionnerait des populations de cellules
régulatrices FOXP3- impliquées dans la régulation de
Iallergie.

L'induction de cellules T régulatrices spécifiques de 1'allergéne qui produisent de I’'IL-
10 constitue un événement majeur de la mise en place de la tolérance orale (Maggi,
Vultaggio, et Matucci 2012). L'accumulation de cellules Trl et de cellules de type Thl au
niveau cutanée apres challenge par I’allergéne a également été montré aprés vaccination
tolérogénique avec le peptides Fel d 1 (Alexander, Tarzi, et al. 2005). Les Trl suppriment la
réponse allergique Th2 en diminuant la production d’IL-4 par les cellules T effectrices via la
sécrétion d’IL-10 et de TGF-p (F. Cottrez et al. 2000). De méme I’IL-10 supprime la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires par le mastocytes, réduit la fonction et l'activité des
éosinophiles en supprimant la production d’IL-5 par les Th2, ainsi que I’activation et la
fonction des mastocytes et des basophiles (K. Wu et al. 2007). Dans nos résultats, nous avons
observé une augmentation a la fois des réponses IL-10 et IFN-y au niveau des PP et du
duodénum. Des cellules régulatrices double positive IFN-y/IL-10 FOXP3'CD4" qui ont été
décrites chez des souris subissant une stimulation chronique par I'antigene (Trinchieri 2007)
ou des cellules Trl classiques, pourraient étre induite apres traitement par IL-2 expliquant le
rééquilibre de la balance Th1/Th2 et la diminution de fonction des mastocytes, des basophiles
et des éosinophiles observées chez les souris protégées malgré un compartiment Treg Foxp3®
normal aprés challenge par 1’antigéne (Article 1). En effet, les Trl sont caractérisés par
I’absence de I’expression de FOXP3 et n’ont donc pas €ét¢ comptabilisés dans nos
expériences. De plus ils n’expriment pas le CD25 (Sumitomo et Yamamoto 2010) et ne sont
donc pas sensibles a I’IL-2. Ainsi, leur induction via I’IL-2 faible dose, suggérerait un
mécanisme indirect, en impliquant notamment, les Treg CD4"CD25 Foxp3* de I’intestin qui
semblent capables d’induire la génération de Trl (Sun et al. 2007). La réalisation
d’expériences chez des souris IL-10KO ou [l’utilisation d’anticorps neutralisant 1’IL-10
semblent indispensables afin de préciser le rdle des Trl chez nos souris protégées par 1’TL-2.
Aussi, les lymphocytes B régulateurs (Breg), caractérisés par leur capacité a sécréter de 1’IL-
10, participent a la régulation des phénomeénes allergiques chez la souris (G. Jin et al. 2013)
(Braza et al. 2015) et ’'Homme (van der Vlugt et al. 2014) (Noh et al. 2010). Alors que les
Breg ont démontré leur role dans les protocoles d’ITS (C. A. Akdis et al. 1998), le traitement
par IL-2 faible dose ne permet pas d’augmenter significativement les Breg, qu’ils soient

définis par D’expression des marqueurs CD19'B220°CD138"IgM*IL-10" (plasmablastes)
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(Matsumoto et al. 2014) ou par ’expression des marqueurs CD19"CD5"IgM*IL-10" (Evans et
al. 2007) (Matsushita et al. 2008) (données non montrées). Aussi, la protection induite par
’IL-2 n’est pas associée a une augmentation des Breg CD19"CD5'IgM*IL-10", chez les

souris comparée au groupe contréle non traité (Fig. 12E).

Nous avons également étudié la sélection par 1I’'IL-2 de sous-populations de cellules
immunosupressives particulierement efficaces pour contréler les réponses allergiques
localement et présentes en fréquence faible, afin de comprendre les mécanismes de protection
induits par I’'IL-2, malgré un nombre de Treg normal retrouvé chez nos souris protégées. Des
études récentes ont démontré le réle particulierement important des pTreg dans la régulation
Th2 (Josefowicz et al. 2012). Nous avons donc choisi d’analyser 1’effet de 1’IL-2 sur deux
sous populations de pTreg, particuliérement présents au niveau de I’intestin, et régulant les
réponses allergiques. Les Treg RORyt+, définis comme des pTreg (Sefik et al. 2015),
représentent une population stable de Treg (B.-H. Yang et al. 2016) clé dans la régulation des
manifestations inflammatoires de I’intestin, en contr6lant notamment les réponses Th2
(Ohnmacht et al. 2015) (Lochner, Wang, et Sparwasser 2015). Par ailleurs, les pTreg RORyt-
caractérisés par 1’absence de I’expression de NRP1 sont cruciaux dans le contrdle de la
réactivité aux antigénes alimentaires et 1’induction de tolérance (K. S. Kim et al. 2016).
Cependant, nos données obtenues chez les souris protégées par I’IL-2 ne mettent pas en
évidence d’augmentation des ces populations de Treg comparées aux données obtenues chez
les souris malades (Fig. 15). Cela pose la question des cellules régulatrices capables de
réguler les réponses allergiques et notamment a distance du traitement IL-2. Nos résultats
d’induction de Treg en périphérie a partir de cellules FOXP3™ montrent que I’IL-2 n’a pas
pour conséquence la génération massive de pTreg, n’observant pas de génération de cellules
GFP" a partir des cellules de souris Foxp3/GFP™ (Fig. 14). Or, des expériences réalisées chez
la souris dépourvue en tTreg ou a la fois en tTreg et pTreg ont démontré que les pTreg sont
essentiels dans I’induction de la tolérance alors que les tTreg ne le sont pas (Curotto de
Lafaille et al. 2008; Mucida 2005). Ceci est également supporté par le fait que les pTreg,
plutdét que les tTreg, sont impliqués dans la régulation des réponses allergiques Th2
(Josefowicz et al. 2012). De méme, I’induction de pTreg FOXP3" aprés I’immunisation par le
peptide OVA323-339 associé & son ADN codant permet d’obtenir une protection clinique
dans un modele d’asthme allergique, contrairement aux tTreg (H. Jin et al. 2008). Ainsi,
I’absence d’induction de pTreg par I’IL-2 est étonnante, alors qu’elle permet d’induire une

protection clinique contre 1’allergie. Ceci peut s’expliquer par les limites expérimentales des
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modeles utilises. En effet, ’induction de Treg en périphérie nécessite une signalisation
dépendante de I’engagement du TCR (D. Zhang et al. 2017). Des expériences
complémentaires, (i) en réalisant un transfert adoptif de CD4"FOXP3™ issus de souris
trangéniques spécifiques d’un antigéne qui pourra étre administré en méme temps que le
traitement ou (ii) d’étudier I’induction de pTreg par I’'IL-2 apres les sensibilisations par
I’allergéne, sont donc nécessaires afin de pleinement comprendre ’effet de I'IL-2 sur
I’induction de pTreg. De méme, I’analyse a ét¢ effectuée au niveau de la rate, or les données
de la littérature suggeérent que I’induction de Treg s’effectue plus volontiers au niveau
d’organe pro-tolérogene et des muqueuses (Mucida 2005). L’expérience demande donc a étre
reconduite en analysant les pTreg présents au niveau de 1’intestin et des organes lymphoides

associés.

c. L’effet protecteur de I'lL-2 serait en lien avec la
génération de Treg anti-OVA.

La sélection de Treg spécifiques de ’OVA par I’'IL-2 reste envisageable et constitue une
hypothése mécanistique expliquant 1’efficacité a long-terme de notre traitement. En effet,
seules les souris traitées par 1L-2 sont protégées des réactions cliniques de I’allergie (Article
1), alors que tous les groupes (IL-2 et PBS) ont été challengés par une adminstration, répétée
et régulicre, par voie orale, d’OVA, pouvant potentiellement induire une tolérance par
induction de Treg (Yamashita et al. 2012). Se pose la question de la spécificité d’action de
notre traitement par IL-2? Autrement dit, I’IL-2, administrée dans le cadre de notre protocole
d’allergiec a I’OVA, induit t-elle une protection spécifique contre I’OVA, ou s’agit il d’une
protection plus générale, contre tout allergene? Des expériences de transfert adoptif de Treg
dans un modele de poly-sensibilisation alimentaire sont nécessaires pour clairement répondre
a cette question. Pour cela nous utiliserons, en plus du modéle d’allergie a ’OVA, un modele
d’allergie alimentaire a la B-lactoglobuline. Les souris receveuses seront donc sensibilisées a
la fois contre ’OVA et la B-lactoglobuline. Les Treg seront prélevés chez des souris
donneuses préalablement traitées par I'IL-2 et protégées dans le modéle OVA et seront
administrés chez les receveuses malades apreés les premieres inductions a ’OVA. Un
deuxieme cycle d’induction a I’OVA sera alors réalisé pour démontrer que le transfert adoptif
de Treg entraine une protection clinique. Pour démontrer I’effet protecteur de I'IL-2
spécifiquement contre I’OVA, une derniere série d’induction sera réalisée avec la [-

lactoglobuline, lors de laguelle une perte de protection clinique est attendue.
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Néanmoins, ’effet protecteur observé pourait étre en lien avec I’induction de Treg
spécifiques de ’OVA. Les Treg spécifiques semblent plus actifs que les Treg polyclonaux
(Tang et al. 2004; Masteller et al. 2005), capables de supprimer les réponses effectrices méme
lorsqu’ils sont présents en trés faible proportion lorsqu’ils sont restimulés par leur antigene.
IIs sont impliqués dans les mécanismes de tolérance orale aux antigénes (Howard L. Weiner
et al. 2011; M. Akdis et al. 2004; Aslam et al. 2010; Flurina Meiler et al. 2008) et leur
augmentation constituerait donc un des points clefs de I’efficacité des immunothérapies. Pour
I’instant, nous avons pu montrer lors d’un transfert adoptif que de faibles quantités de Treg
issus de souris protégées par IL-2- et prélevés a distance de la cure d’IL-2 - sont plus efficaces
pour induire une protection contre l’allergie comparativement aux Treg issus de souris
contréles (Fig. 16), suggérant I’implication de Treg spécifiques de 1’allergéne. Ceci corrobore
avec les données de Yamashita et al., qui montrent qu’un transfert adoptif d’une dose faible
de Treg issus de souris tolérisées par de faible dose d’OVA permet d’obtenir une protection
contre 1’allergie alimentaire plus efficace par rapport a I’administration de Treg issus de souris
naives (Yamashita et al. 2012). Ceci serait en lien avec I’induction de Treg spécifique de
I’antigene a la suite de I’adminstration réptée de celui-ci (Flurina Meiler et al. 2008; Aslam et
al. 2010).

Ainsi, nous avons analysé ces Treg spécifiques dans la protection obtenue par 1’IL-2
en analysant I’enrichissement du clone DO11.10 au sein de nos différentes populations de
Treg par RT-gPCR avec des primer spéecifiques de la séquence DO11.10. Malheuresement,
cette stratégie ne nous a pas permis de mettre en évidence un enrichissement de clones
spécifiques DO11.10 au sein des Treg pouvant expliquer I’effet protecteur de I’IL-2 (Fig. 17),
probablement en raison des limites de spécificité et de sensibilité du test. Ainsi, pour
déterminer I’emergence de ’ensemble des clones spécifiques de I’OVA, sans se restreindre a
la séquence DO11.10 majoritaire en fond Balb/c, il conviendrait de séquencer 1’ensemble des
régions variables (CDR3) de la chaine Beta du TCR des Treg issus de souris protégées par IL-

2 et des Treg issus de souris malades et d’étudier leur enrichissement spécifique.

Néanmoins, la suppression de la prolifération de Tconv transgéniques DO11.10 apres
restimulation spécifique induite par des Treg transgéniques DO11.10 au ratio 1:4, ou des Treg
non transgéniques issus de souris protégées par 1’IL-2 au ratio 1:1, est comparable se situant
autour de 15% (Fig. 17C). Ceci, alors que la suppression est identique entre ces deux
populations de Treg aprés restimulation non spécifiques au ratio 1:1 (Fig. 17D), se situant

autour de 15% également, suggerant un « effet bystander » de la suppression médiées par les
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Treg non transgéniques, effet décrit initialement comme un phénoméne majeur de la mise en
place de la tolérance orale (A. Miller, Lider, et Weiner 1991). De ce fait, nous avons essayé
de comprendre les différents effets de I’IL-2 quant a la qualité des réponses suppressives des

Treg pouvant expliquer une action a long terme.

d. L’activation et le maintien de la stabilité des Treg par I'lL-
2 pourraient expliquer les effets a long terme.

L’activation des Treg par I’'IL-2 leur confére de meilleures capacités suppressives,
immediatement apres le traitement par IL-2 en condition de restimulation spécifique ou non
spécifique de I’antigéne (Fig. 13). Afin de savoir si I’activation préalable des Treg par 1’1L-2
permet d’améliorer la suppression a long terme par effet bystander, il convient de renouveler
cette expérience en prélevant les Treg, non plus immediatement apres la cure, mais a distance
de la cure et d’analyser leur capacité suppressive. Néanmoins, en plus d’induire une
expansion des Treg, la stimulation par I’IL-2 permet I’augmentation de la sécrétion d’IL-10 et
de TGF-B par les Treg (Brandenburg et al. 2008), I’augmentation de 1’expression de CTLA-4
(Article 1) antagonisant les signaux de co-stimulations présents sur les DC , ainsi que
I’augmentation de CD39 et CD73 (Barron et al. 2010), expliquant la meilleure activité
suppréssive des Treg issus de souris traitées par IL-2 (Brandenburg et al. 2008). A plus long
terme, I’IL-2 constitue un facteur de survie indispensable pour la fonction et la stabilité des
Treg (Barron et al. 2010). Notamment 1’absence d’IL-2 entraine la mort apoptotique de
cellules dépendantes de la voie BIMP (Barron et al. 2010) alors qu’a ’inverse, 1’'IL-2
augmente la résitance des Treg a I’apoptose (Matsuoka et al. 2013). Aussi I’IL-2 induit une
deméthylation de la region CNS2 de FOXP3 (Y. Feng et al. 2014), permettant de stabiliser
I’expression de FOXP3 (Miyao et al. 2012) alors qu’ils peuvent se convertir en ex-Treg en
condition inflammatoire (Murai et al. 2010). Ce gain de fonction et de stabilité conféré par
I’IL-2 permet aux Treg de rester actifs de facon durable, expliquant pour partie les effets

protecteurs de I’TL-2 dans notre modele.
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Conclusion

Au cours de cette thése, nous avons démontré que 1’administration d’IL-2 faible dose permet
de diminuer les manifestations cliniques de 1’allergie alimentaire, qu’elle soit administrée de
fagon préventive ou curative. De méme, plusieurs voies d’administration ont été testées et
nous avons démontré I’efficacité de 1’IL-2 administrée par voie intrapéritonéale et orale. Ceci
constitue un réel espoir dans la prise en charge de I’allergie alimentaire puisqu’il s’agit d’une
maladie avec un arsenal thérapeutique actuellement limité. Cependant, le mécanisme associé a
la tolérance a long terme n’est pas clairement élucidé. Nous avons démontré au cours de cette
étude que la protection est associée a une régulation systémique en diminuant notamment les
éosinophiles et la dégranulation des mastocytes et des basophiles. Nous avons également
démontré que I’IL-2 induisait un rééquilibre de la balance Th1/Th2 au moment de la phase
d’induction orale, notamment en augmentant la réponse Thl. L’effet thérapeutique de I’'IL-2
ne peut étre dissocié de I’induction précoce de Treg. L’activation des Treg induite par un
traitement par de faibles doses d’IL-2, favorise la suppression de la prolifération spécifique de
Tconv transgéniques, par effet bystander en lien probable avec I’augmentation de la sécrétion
d’IL-10 au niveau local (données non montrées). Néanmoins, la contribution de pTreg et de
Treg spécifiques de I’allergéne dans les mécanismes de suppression a long terme n’est pas a
exclure, méme si nous ne sommes, pour le moment, pas en mesure de les mettre en évidence.

Des investigations supplémentaires sont nécessaires.

Aussi, nous avons démontré, en utilisant d’autres modeéles d’allergies, que 1’effet
thérapeutique de I’IL-2 est indépendant de I’antigéne contre lequel on essaie de mettre en
place une tolérance. En effet nous avons démontré, en plus du modele a ’OVA, que I’'IL-2
prévient les signes cliniques de ’allergie a la cacahuéte. De méme, en collaboration avec
Stallergene et en utilisant un modele d’allergie respiratoire, nous avons démontré que 1’IL-2
entraine une protection contre les signes cliniques de 1’allergie dans un autre type d’allergie
que D’allergie alimentaire. C’est dans ce contexte qu’un essai clinique de phase Il testant
I’efficacité et la sécurité de I’administration d’IL-2 faible dose dans la rhinoconjonctivite avec
syndrome oral associé a la consommation de pomme va prochainement étre mise en place par
notre centre d’investigation clinique (PHRC 2016). Le critére de jugement principal sera le
pourcentage de patient avec un test de provocation oral a la pomme négatif a la fin des 5 mois

de traitement, permettant de préjuger de I’efficacité de 1’'IL-2 dans ’allergie chez ’Homme.
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Ainsi, si les résultats chez ’'Homme sont favorables, 1’IL-2 faible dose constituera une
avancée thérapeutique considérable, ouvrant la perspective de pouvoir traiter les patients
souffrant de poli-sensibilisation, et d’allergies multiples. Nous espérons ainsi pouvoir
développer le premier traitement curatif des allergies chez I’Homme, basé sur le principe des

biothérapies.
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Annexes

Article 2 : Cibles et immunothérapies innovantes dans le traitement

de I'allergie alimentaire (Revue).

Benjamin Bonnet, Pierre-Axel Vinot, Bertrand Bellier.

Revue de la littérature publiée dans la revue francaise d’allergologie. 57, 327-336. Février
2017.

Au cours de ma thése, j’ai également rédigé une revue de la littérature dont le but était de
resituer le traitement par IL-2 faible dose par rapport aux autres traitements innovants en
cours de développement dans le traitement de ’allergie. Ainsi, apres avoir rappelé le contexte
médico-économique et 1’urgence de développer de nouvelles thérapies des allergies
alimentaires basées sur le principe des biothérapies, nous avons définis les cibles
thérapeutiques potentiellement intéressantes en se basant sur les connaissances actuelles de la
physiopathologie de I’allergie alimentaire. Ainsi, les différentes biothérapies en cours de
développement dans 1’allergie alimentaire ont été abordées dans cette revue. De fagcon plus
importante, le rationnel de ’utilisation de I’IL-2 faible dose en thérapie ainsi que les différents
essais cliniques réalisés établissant les preuves de concept de I’utilisation de 1’IL-2 faible dose
ont été présentés. Notamment cette revue détaille particulierement les principaux résultats

obtenus de ’utilisation de I’IL-2 faible dose dans des modeles murins d’allergie.
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Résumé

Les pathologies allergiques constituent un probleme de santé publique actuel majeur en raison d’une constante augmentation de leur prévalence
dans les pays industrialisés. L’ absence de traitement curatif efficace et le risque accru de choc anaphylactique suite & une nouvelle exposition &
I'allergéne font craindre une recrudescence des cas d’hospitalisation et des interventions médicales, en particulier pour les allergies alimentaires.
Le développement de nouvelles thérapies permettant de prévenir et traiter les allergies alimentaires apparait donc comme une réelle nécessité. La
connaissance approfondie et grandissante des mécanismes physiopathologique des réactions allergiques permet d’offrir de nouvelles perspectives
thérapeutiques. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) constituent un parfait exemple. Un déficit quantitatif et/ou qualitatif de ces cellules a été
observé chez les patients allergiques, pouvant expliquer en partie cette hypersensibilité aux allergénes. Ainsi, la stratégie consistant & recruter
et activer in vivo des cellules aux fonctions suppressives offre une nouvelle piste thérapeutique. Dans cette optique, 1'interleukine 2 (IL-2) est
un candidat de choix puisque présentant des propriétés immunosuppressives lorsqu’elle est utilisée a faible dose. Les résultats cliniques obtenus
récemment dans le cadre des maladies auto-immunes ainsi que le profil de sécurité associé motivent son évaluation chez I"homme pour d’autres
dysfonctionnements immunitaires, y compris I'allergie alimentaire. Au travers d’une revue de la littérature détaillant les principaux probléemes
médico-épidémiologiques, les bases physiopathologiques de 1’allergie alimentaire et les thérapies disponibles et & venir, nous détaillons Iintérét
de I'utilisation de faibles doses d’IL-2 en thérapie en exposant notamment les preuves de concepts et les différents essais cliniques réalisés a ce
jour.
© 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Mots clés : Allergie alimentaire ; Immunothérapie ; Cibles ; Innovation ; Treg ; IL-2
Abstract

Allergic diseases are a major public health problem today due to the constant increase in their prevalence in industrialized countries. The
absence of effective curative treatment coupled with the increased risk of anaphylactic shock following renewed allergen exposure could result in a
resurgence of hospitalizations and medical interventions, especially for food allergies. The development of new therapies to prevent and treat food
allergies thus appears to be a pressing need. The extensive and growing knowledge of the pathophysiological mechanisms of allergic reactions have
opened up new therapeutic perspectives. Regulatory T cells (Tregs) are a perfect example. A quantitative and/or qualitative deficit of these cells
was observed in allergic patients, which may partly explain their allergen hypersensitivity. Thus, the strategy to recruit and activate Tregs in vivo
offers a new therapeutic path. In this context, interleukin 2 (IL-2) is a promising candidate having immunosuppressive properties when used in
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low-doses. The clinical results obtained recently in the context of autoimmune diseases and the associated safety profile suggests the need for its
evaluation in humans for other immune dysfunctions, including food allergy. Through a literature review detailing the pathophysiological bases
of food allergy, as well as currently available and future therapies, we show therapeutic value of the use of low-dose IL-2 with particular emphasis

on proof of concepts and the different clinical trials to date.
@ 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Epidémio]ogie, aspects économiques et traitements
actuels de I’allergie alimentaire

L’allergie, aussi appelée hypersensibilité, est une réaction
clinique observée lors d’une réponse immunitaire anormale
contre un agent de provocation non pathogéne appelé aller-
geéne. L'allergie alimentaire, manifestation clinique contre un
allergéne alimentaire (trophallergéne), constitue un enjeu de
santé publique majeur en raison d’une prévalence en constante
augmentation comme les autres pathologies allergiques, mais
également de la gravité éventuelle des signes cliniques et d’un
arsenal thérapeutique pauvre.

1.1. Epidémiologie

Les plus fortes prévalences d’allergies alimentaires sont
observées au sein des pays industrialisés et concernent majo-
ritairement les populations jeunes. Si I'allergie peut apparaitre
a tout age, elle reste plus fréquente chez I’enfant avec une pré-
valence de 7,1 % [1] 4 8 % [2] dont 2,4 % souffrant d’allergies
alimentaires multiples [ 1] et 3 % présentant des réactions sévéres
[1]. Parmi la population adulte des pays industrialisés, entre
3 % et 6,6 % [2.3] des personnes souffrent d’allergies alimen-
taires. Alors que les données sur la prévalence de ces allergies
dépendent avant tout de la définition des cas, aujourd’hui, dif-
férents éléments d’appréciation montrent que le nombre de
personnes atteintes d’allergies alimentaires est en augmenta-
tion [4]. Le nombre de patients atteints d’allergie alimentaire
est estimé entre 200 et 250 millions de personnes dans le monde
[3] et le nombre de formes séveres nécessitant une hospita-
lisation aurait ét¢ multiplié par 5 dans certains pays [5]. En
Europe, les allergies alimentaires constituent la cause principale
d’anaphylaxie chez les enfants de 0 & 14 ans. Plus particuliére-
ment en France, les déclarations d’anaphylaxies alimentaires
séveres ont connu un accroissement de 28 % entre 2001 et 2006
[6]. Ces nombres laissent présager la crainte d’une forte aug-
mentation sur les prochaines années de cas graves avec risque
de déces suite a un choc anaphylactique et conduisant a une
augmentation des dépenses de santé dans ce domaine.

1.2, Aspect économique

La mesure de I'impact économique des allergies alimentaires
est complexe en raison d'un défaut d’études économico-
sanitaires fiables en Europe. En plus des coiits directs liés a
la prise en charge médicale des patients, les cofits indirects

alourdissent significativement 'impact économique de cette
pathologie, prenant en compte I’absentéisme au travail et le
manque de productivité du patient ou de ses proches.

Aux Etats-Unis, le cofit global des allergies (concernant
50 millions d’individus selon le « Centers for Disease Control
and Prevention ») est estimé autour de plusieurs milliards de dol-
lars par an. Les allergies alimentaires, quant a elles, représentent
une perte de 225 millions et de 115 millions de dollars en coiits
directs et indirects respectivement [7]. En Europe, 80 millions
d’individus sont atteints d’une des manifestations cliniques de
I"allergie. L'impact financier est estimé autour de 100 milliards
d’euros paran, L’essor de nouvelles thérapies pourrait donc avoir
un réel impact financier.

1.3. Traitements actuels de allergie

Outre les traitements d’appoints, il existe dans le cadre des
allergies alimentaires deux grands types de traitement prescrits
aujourd’hui : le traitement reposant sur le régime d’éviction et
le traitement du choc anaphylactique. L'immunothérapie spé-
cifique (ou désensibilisation spécifique), qui est un traitement
fréquemment utilisé dans le cadre des allergies respiratoires, est
actuellement restreinte 4 peu d’indications de I"allergie alimen-
taire et n’est pratiquée que par certains services spécialisés.

1.3.1. Traitements symptomatigites

Les divers traitements pharmacologiques existants ne per-
mettent qu'une prise en charge symptomatique de 1allergie.
Parmi ces traitements, on retrouve en premier les antihistami-
niques qui peuvent étre prescrits dans différentes manifestations
cliniques de I’allergie alimentaire : prurit, urticaire, eczéma,
etc. Des médicaments anti-inflammatoires, dont les corticoides,
sont également disponibles mais le plus souvent réservés aux
manifestations séveres.

Dans le cadre des chocs anaphylactiques, 1’adrénaline (ou
épinéphrine), une catécholamine vasopressive est préconisée
sous forme de stylos auto-injectables. La plupart des patients
souffrant d’allergies graves sont informés du risque d’un poten-
tiel choc anaphylactique et de la nécessité d’avoir a disposition
immédiate un stylo auto-injecteur d’adrénaline. 11 y a cependant
beaucoup d’obstacles au succes de son utilisation, malgré des
recommandations claires. Selon les études, entre 62 % et 87 %
des patients ne I’utilisent pas correctement [8] en raison d’une
incapacité a reconnaitre les symptomes d’anaphylaxie ou d’un
manque de compréhension de la fagon d’utiliser le stylo. Les
patients sont également souvent porteurs d’un stylo périmé en
raison de la faible fréquence d’utilisation.
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Devant le peu de traitement disponible, I’anxiété générée et
le mésusage de 1’adrénaline, il est préférable d’agir sur la pré-
vention de I'allergie. A ce jour, I'éviction de I’allergéne est la
seule approche préventive massivement possible.

1.3.2. Eviction stricte de ['allergéne

L’éviction de I’allergéne consiste en la stricte élimination de
la consommation du ou des allergenes responsables de I’allergie
alimentaire. Elle semble de principe simple, mais nécessite en
pratique, plusieurs étapes avec notamment I’identification par-
faite du ou des allergenes impliqués, 1’éducation des patients,
mais également dans le cas d’un enfant I’éducation des parents
et du personnel des établissements scolaires méconnaissant
souvent I’existence et les risques du choc anaphylactique [9].
Toutefois, la prise en charge de I allergie alimentaire par la stricte
éviction de I’allergeéne est loin d’étre la meilleure option théra-
peutique. Dans I’enfance, les besoins nutritionnels pour assurer
une bonne croissance et une bonne santé limitent les indica-
tions de cette stratégie et I’application d’un régime d’éviction
peut entrainer de sévéres malnutritions [10-12]. I est donc
nécessaire de développer des alternatives thérapeutiques moins
contraignantes et impactant de fagon moindre la qualité de vie.
Seule une meilleure connaissance de la physiopathologie aller-
gique et des mécanismes immunologiques impliqués ouvrent de
nouvelles perspectives thérapeutiques.

2. Nouvelles thérapies de I’allergie alimentaire

De nouvelles biothérapies, et plus spéeifiquement des immu-
nothérapies, sont aujourd’hui en cours de développement. Elles
ont toutes pour but de contrdler les réponses immunitaires
exacerbées dirigées contre 1'allergéne mais ciblent différents
mécanismes associés a la physiopathologie des allergies.

2.1. Physiopathologie et cibles thérapeutiques potentielles

Laréponse allergique se caractérise par une hyperpolarisation
de la réponse cellulaire T vers une réponse de type Th2 médiée
par 'IL-5, I'IL-4 et I'IL-13. Ce mécanisme est associé i la pro-
duction d’immunoglobuline (Ig) de type E (IgE) aprés activation
des lymphocytes B (LyB) par I allergéne. Ces cytokines sont par
ailleurs responsables d’une augmentation du nombre de cellules
effectrices dans les tissus cibles et le sang (mastocytes, baso-
philes et éosinophiles). Ceci constitue la phase de sensibilisation
qui a lieu généralement au niveau du tractus digestif [ 13].

Les signes cliniques de 1’allergie s’expliquent par la réin-
troduction et la reconnaissance de I'allergéne par les IgE
spécifiques préalablement fixées sur les effecteurs (mastocytes,
basophiles) puis au pontage de ces immunoglobulines induisant
la dégranulation de ces cellules. Ce phénomene d’exocytose,
rapide et brutal, conduit a la sécrétion des médiateurs préformés
(histamine, sérotonine, tryptase. . .) et néoformés (leucotriénes,
prostaglandines et chimiokines), responsables des signes cli-
niques de I’allergie.

En dehors de ces mécanismes communs aux autres allergies,
plusieurs facteurs spécifiques de 1'allergie alimentaire sont
néanmoins décrits. On peut citer notamment 1'implication

probable de la vitamine D dans I’apparition de la pathologie
de par son effet dans le maintien de I'intégrité de la barriére
épithéliale au niveau intestinal [14]. Cette relation a été
confirmée par la corrélation observée entre une carence de
cette vitamine et I'apparition d’allergies a l’arachide dans
une population infantile australienne. De plus, les enfants
carencés présentaient également une plus forte probabilité de
développement d’allergies alimentaires multiples [15].

Le microbiote au niveau intestinal semble également un
facteur déterminant dans le développement de I'allergie ali-
mentaire. Des modifications de la flore commensale pourraient
déclencher I'apparition de pathologies allergiques alors qu’a
I’inverse un enrichissement en Clostridia jouerait un réle dans
I’absence de sensibilisation et dans la restauration d’une tolé-
rance orale [16]. Ces données sont confortées par I’observation
d’une hausse des allergies alimentaires au lait chez les enfants
traités par plusieurs antibiothérapies durant la petite enfance et
pendant la grossesse [ 17].

A ce jour, plusieurs biothérapies tendent 4 exploiter les pro-
priétés régulatrices du systéme immunitaires afin de prévenir et
traiter les allergies alimentaires. Parmi les cellules aux proprié-
tés immunosuppressives, les lymphocytes T régulateurs (Treg)
constituent une population cellulaire essentielle dans le main-
tien de la tolérance immunitaire aux antigénes du soi et le
controle des maladies auto-immunes et allergiques. Les Treg
sont une sous-population de lymphocytes T CD4+ exprimant
le CD25 et le facteur de transcription Foxp3. Il a été rapporté
qu'un défaut de Treg est souvent associé & des manifestations
auto-immunes ou allergiques [13]. Pour preuve, I'allergie est
I'une des manifestations cliniques retrouvées chez les patients
atteints du syndrome IPEX, caractérisé par un défaut de Treg en
lien avec une mutation dans le géne codant pour Foxp3 [18]. Un
défaut qualitatif et quantitatif de Treg a également été reporté
chez les patients allergiques en particulier chez les enfants & haut
risque d’allergie (basé sur les prédispositions familiales notam-
ment I’atopie maternelle) comparé aux enfants & faible risque
[19]. L'importance des Treg s’illustre par ailleurs dans leur réle
pour la mise en place de la tolérance aux allergénes alimen-
taires et dans la résolution spontanée des allergies au lait de
I’enfant [20,21]. Dans le cadre de protocoles d’immunothérapie
spécifique, une induction et une activation des Treg en lien avec
I’efficacité thérapeutique confirme leur réle dans le contréle de
Iallergie [22-24]. Dans les modeles murins d’allergie alimen-
taire, I'élimination des Treg entraine une exacerbation des signes
cliniques de I’allergie alimentaire, démontrant leur role indis-
pensable dans la régulation de ces manifestations [25-27]. De
méme, 1’administration préalable de Treg a des souris sensi-
bilisées puis rendues allergique a I’ovalbumine s’est montrée
tres efficace quant a la prévention des signes cliniques de
I"allergie alimentaire constituant la premiére démonstration de
I"utilisation des Treg comme outil thérapeutique dans 1’allergie
alimentaire [25].

Plusieurs mécanismes sont décrits dans la régulation des
allergies par les Treg (Fig. 1). En premier lieu, les Treg limitent
la présentation de P'allergéne aux lymphocytes Th2 spéci-
fiques [28,29] et aux lymphocytes B [30], contrélant notamment
I"accessibilité aux molécules de co-stimulation via la molécule
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Fig. 1. Mécanismes d’action des lymphocytes T régulateurs. Les lymphocytes
T CD4+ Foxp3+ agissent a différents niveaux de la mise en place des réponses
allergiques : de fagon précoce agissant sur le compartiment Th2 associé a la sen-
sibilisation ou de fagon plus tardive agissant sur les cellules effectrices associées
aux symptomes de I"allergie. Les différents mécanismes de suppression peuvent
étre également la cible de biothérapies.

CTLA-4qu’ils expriment a leur surface [31]. Les Treg entrainent
aussi une déviation de la production des TgE spécifiques vers la
production d’TgG4 décrites comme protectrices [32]. Les Treg
inhibent le recrutement des cellules effectrices au niveau du site
inflammatoire | 1 3] et diminuent la dégranulation des mastocytes
[33] ou de I'expression de FceRI [34].

Ainsi, ces différents « checkpoints » de la physiopathologie
de I’allergie constituent de nouvelles pistes de développement de
biothérapies. Différentes approches sont proposées, comprenant
les anticorps monoclonaux, la vaccination tolérogeéne, ou bien
encore les immunothérapies immunomodulatrices.

2.2. Avancées thérapeutiques de l'allergie alimentaire

2.2.1. Reconsidération de I'immunothérapie spécifique
(ITS)

L'ITS, communément appelée désensibilisation, constitue le
pilier actuel du traitement de I’allergie sévere. Elle est la seule
méthode actuelle permettant de prévenir et traiter durablement
la maladie allergique notamment les allergies respiratoires mais
les travaux actuels laissent 4 penser qu’elle pourra étre proposée
dans le futur pour I’allergie alimentaire.

L'ITS consiste & réduire la sensibilité de 1’organisme a
I"allergéne en modulant progressivement la réponse immunitaire
vis-a-vis de cet allergéne notamment en rééquilibrant la balance
Th1/Th2 via la diminution de la réponse Th2 et I’induction
de la réponse T régulateurs [35]. Pour cela, I'allergéne est
administré A dose croissante pour atteindre une dose efficace
et permettre 1’induction d’une tolérance spécifique. Plusieurs
voies d’administration de I’allergéne peuvent étre utilisées dans
le cadre de I’allergie alimentaire, présentant chacune un profil
de tolérance et d’efficacité différent.

L’ITS par voie sous-cutanée (SCIT) est sujette & contro-
verse et n'est plus utilisée actuellement en raison d’un profil
de sécurité insatisfaisant. De plus, seule une étude testant la

SCIT dans le cadre d’une allergie aux poissons a été concluante
avec |'utilisation de protéines recombinantes hypoallergéniques
|36]. Cette voie a donc logiquement été abandonnée et n’est
plus proposée en routine clinique. Des considérations pra-
tiques et logistiques ont également favorisé le développement
d’alternatives moins contraignantes avec ["utilisation de la voie
orale et sublinguale.

L'immunothérapie par voie orale (OIT) consiste en
I’administration quotidienne a doses croissantes de I’allergene,
sous forme de comprimé ou d’aliment natif, jusqu’a un maxi-
mum toléré. L’OIT est une technique trés efficace augmentant
significativement le seuil de la dose maximale tolérée lors d’un
test de provocation oral chez 55 % [37] des patients, & plus de
80 % [38-40] selon les études et I’allergéne. L’efficacité a long
terme de I’OIT dépend fortement de 1’allergéne étudié et de la
durée du traitement. Plus de 40 % des patients réagissent de
nouveau aux protéines de lait apres 6 semaines d’OIT [40] alors
que qu’apres 5 ans de traitement 50 % des patients sont tou-
jours désensibilisés 1 mois apres arrét de I'OIT aux arachides,
soulignant les limites actuelles de I’efficacité a long terme de
ces approches. Concernant la sécurité, 10 a 20 % des patients
enrdlés dans les essais cliniques d”OIT arrétent le traitement en
raison de réactions secondaires associées [41]. Ces effets indési-
rables sont dans la plupart des réactions de grade [ ou 11 [42.43].
De plus, la récente caractérisation des cesophagites & éosino-
phile réversibles aprés traitement a contribué a I’augmentation
du nombre de réactions graves [44]. Ces études démontrent
clairement que 1I'OIT est efficace dans la désensibilisation,
cependant la fréquence des réactions systémiques reste encore
importante. De plus, un traitement prolongé, voire ininterrompu,
semble nécessaire pour maintenir une efficacité a long terme
satisfaisante.

L'immunothérapie par voie sublinguale (SLIT) présent
I’avantage de cibler la muqueuse sublinguale qui constitue la
premiere zone de contact avec le trophallergéne, et est dite
« pro-tolérogene » en raison de sa teneur en cellules dendri-
tiques spécifiques capables d’induire des Treg. La SLIT consiste
donc & administrer 1’allergéne en trés faible quantité (de I’ordre
du microgramme allant jusqu’au milligramme) a dose crois-
sante sous la langue. Des concentrés d’extraits allergéniques
en solution ou en tablettes sublinguales sont proposés [45]. Les
protocoles de désensibilisation sont trés similaires & ceux de
I’OIT [46]. Les essais cliniques menés pour la plupart dans le
cadre de I’allergie aux arachides ont été conduits durant 1 4 4 ans
[47.48] afin d’atteindre une dose maximale tolérée satisfaisante.
En termes d’efficacité et comparativement a I’OIT, la SLIT pré-
sente une efficacité plus faible que I'OIT, néanmoins la sécurité
d’emploi de la SLIT est supérieure a I'OIT avec un taux plus
faible de réactions systémiques [49]. Cependant, la SLIT n’a pas
démontrée d’efficacité thérapeutique préventive tant sur le plan
clinique que biologique [50].

La voie épicutanée est une voie récemment explorée qui
a montré des résultats encourageants. En effet, les études
suggérant que la peau constituait un site probable de sensi-
bilisation aux allergénes alimentaires [51-53] ont conduit au
développement d’une nouvelle voie d’administration de I'ITS.
L’administration épicutanée de ’allergéne, a I’aide de patch, a
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clairement montré son potentiel tolérogénique dans des modeles
animaux [54.55]. Chez I'homme, différents essais cliniques sont
en cours et les premiers résultats apparaissent prometteurs. Une
étude pilote visant & démontrer la sécurité¢ d’emploi de I'ITS
par voie épicutanée (EPIT) lors d’un traitement de courte durée
(90 jours) des allergies au lait a démontré une trés bonne tolé-
rance avec seulement comme effet secondaire des signes cutanés
et gastro-intestinaux bénins [56]. Un essai clinique de phase
IIb a également testé I'efficacité des patchs Viaskin Peanut”
dans le cadre de I'allergie a la cacahuéte, mettant en évidence
une trés bonne observance ainsi qu’une efficacité atteignant un
taux de réponse de 40 % chez les patients traités passant a 67 %
si I’analyse se concentre sur les enfants de 5 a 11 ans [41,57].
Ces premiers résultats soulignent I’efficacité de 1'EPIT, qui est
actuellement en étude de phase II1, mais les taux d’efficacité rap-
portés restent similaires a ceux de la SLIT et inférieurs a ceux de
I'OIT.

Globalement, I'ITS reste encore a étre validée dans le
cadre de I’allergie alimentaire et est de ce fait peu utilisée
en routine clinique. L'efficacité relative, le manque de don-
nées économiques probantes lors des études cofit-efficacité et
I"hétérogénéité des protocoles d'immunothérapies constituent
les limites actuelles, sans compter les risques associés a la réin-
troduction de I"allergéne qui a conduit a délaisser cette thérapie
durant ces derniéres décennies.

2.2.2. Anti-IgE

Les thérapies visant a bloquer les IgE, acteur central dans
les phénomenes allergiques, présentent un intérét certain dans
I"allergie alimentaire. Cependant une étude américaine éva-
luant1’omalizumab (anti-IgE) en monothérapie chez des patients
atteints d’allergies a I’arachide fut interrompue suite aux réac-
tions observées lors de challenges oraux [58]. Malgré cet arrét
prématuré, des tendances de diminution d’IgE sériques chez les
patients traités ont été observées. Aujourd’hui, I’omalizumab
est souvent proposé en combinaison avec I'OIT afin de réduire
les éventuelles réactions séveres liées a la réintroduction de
I"allergene lors de la phase d’escalade de dose. Chez des
patients présentant une allergic aux protéines de lait ou aux
arachides et non-répondeurs a une premiére OIT, il a pu &tre
montré que I'omalizumab administré comme adjuvant 4 une
seconde OIT permettait de tolérer une dose d’allergéne plus
importante, de diminuer les effets indésirables de 1’OIT ou
encore de réduire le temps de désensibilisation. Cependant les
résultats n’ont pas montré d’amélioration du taux de désen-
sibilisation [3,59,60]. Enfin, une thérapie innovante visant a
bloquer des IgE a été proposée par Pagovich et al. Cette
thérapie génique qui consiste en ’administration de vecteurs
viraux autorisant ’expression d’anti-hIgE a démontré son effi-
cacité dans un modeéle préventif d’allergie a 'arachide chez
des souris humanisées. Cette efficacité s’est traduite par la
diminution des taux sériques d’TgE ainsi que la moindre sévé-
rité des signes cliniques observés [61]. Au final, I"utilisation
d’anti-IgE semble étre prometteuse méme si des optimisa-
tions sont encore requises avant une utilisation & plus large
échelle.

2.2.3. Adjuvants pro-Thl

De nouveaux protocoles d’ITS se développent associant
I’administration de I’allergéne avec des adjuvants pro-Thl,
ciblant notamment les récepteurs toli-like receptor (TLR). Ces
ITS adjuvantées ont pour but de favoriser le rééquilibre des
réponses Th1/Th2 enrenforcant les réponses Th1 [62-64]. Paral-
lelement a ces stratégies qui continuent d’inclure I’allergene,
il a été testé 1'administration simple d’antigene Mycobacté-
rien, favorisant la réponse Thl, avec de I’ADN non-codant
utilisé comme adjuvant pro-Thl [65,66]. Ces immunothérapies
qui s"affranchissent de la réintroduction de 1’allergéne, pra-
tique considérée comme a risque chez les sujets allergiques,
constituent un axe intéressant de recherche et pourrait bient6t
intéresser les allergies alimentaires.

2.24. Anti-IL-5

L’IL-5 fut longtemps considérée comme une cible intéres-
sante dans la régulation des réponses allergiques. Impliquée dans
le recrutement des populations responsables de I'inflammation
locale allergique, sa neutralisation représente donc une piste
prometteuse.

Les premiers essais utilisant les anticorps ciblant I'IL-5
(historiquement le mépolizumab) ont mis en avant son action
bénéfique dans les crises d’asthme a €osinophiles réfractaire
ainsi que dans la baisse du nombre d’éosinophiles sériques
[67.68]. Ces effets thérapeutiques n’ont cependant pas été
accompagnés d’amélioration de la fonction respiratoire et de
plus n’ont pas été retrouvés chez des patients présentant de
faibles taux d’éosinophiles [68]. Par ailleurs, le mépolizumab
a été étudié dans 1’ cesophagite a éosinophiles, maladie présen-
tant des caractéristiques communes avec ’allergie alimentaire
comme la présence d’'IgE ou encore la disparition des symp-
tomes apres éviction de I’aliment incriminé. Une diminution
significative des éosinophiles dans 1’cesophage a été observée
chez les patients traités par mépolizumab durant quelques jours
[69]. Néanmoins cette baisse ne s’est pas accompagnée d’une
amélioration clinique ou d’une modification d’autres marqueurs
biologiques. De ce fait, de nouvelles formulations visant a
optimiser I’action de cet anticorps notamment par association
& un autre anticorps ciblant I'IL-4 et/ou I'IL-13 (dupilumab)
pourraient permettre de réévaluer son utilisation dans I’allergie
alimentaire.

2.2.5. Abatacept

Les molécules de 1'activation des lymphocytes T et plus
particulierement les molécules de co-stimulation ont un réle
important dans I'initiation et I’entretien des réponses aller-
giques. Différentes stratégies ciblant ces molécules sont
déployées, notamment le CD28, molécule de surface des lym-
phocytes T qui se lie aux CD80 et CD86 présents sur les cellules
présentatrices d”antigénes et qui peut étre bloqué par la molécule
régulatrice CTLA-4. Les travaux de Van Wijk et al. ont permis
de montrer chez la souris I'importance de cette voie d’activation
dans la génération d’une tolérance a la cacahuete [31]. Ces
recherches ont permis d’envisager I’ utilisation d’inhibiteurs de
cette voie dans le traitement des allergies. L’abatacept, molécule
couplant le CTLA-4 & un domaine constant d’IgG humaine,
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constitue une approche thérapeutique intéressante de par son
mode d’action, son profil d’utilisation et son efficacité dans
d’autres modéles de maladies auto-immunes. En plus de régu-
ler la polarisation Th2 et la production d’IgE, cette molécule
peut agir directement sur I’inflammation. Malgré des résultats
décevants en monothérapie dans 1’asthme modéré chez1’homme
[70], I"utilisation de 1I’abatacept dans I'allergie alimentaire en
association avec d’autres thérapies reste intéressante.

2.2.6. Microbiote et bactéries recombinantes

L'étude extensive du microbiote ces dernieres années et
la découverte de ses propriétés immunorégulatrices ouvrent
la encore de nouvelles pistes thérapeutiques pour ’allergie
alimentaire. Alors que son rdle dans certaines pathologies auto-
immunes est avéré, le microbiote reste aujourd’hui un candidat
potentiel qui permet d’expliquer différentes situations de cor-
rélation ou d’incidence exceptionnelle d’allergie telle le mode
d’accouchement, ’dge de la diversification de la nourriture
ou encore l'utilisation précoce et récurrente d’antibiotiques
[71]. L’étude de Cahenzli et al. a permis de démontrer le lien
entre le microbiote et le niveau d’IgE chez ’homme [72]. Plu-
sieurs hypothéses quant au mode d’action ont été proposées,
notamment celle jouée par le microbiote comme barriére contre
les allergénes, associée a une modulation de la plasticité et
I'inflammation de 1'épithélium intestinal [73]. L'autre hypo-
these émise est la capacité du microbiote a réguler la sécrétion
d’TgE et a favoriser a 'inverse la sécrétion d’IgA, permettant
un plus faible passage de I’allergéne a travers la barriére muco-
sale [74]. Au-dela de la spheére intestinale, le microbiote présent
en d’autres sites, comme la peau, pourrait également interve-
nir dans les phases de sensibilisation, y compris pour I"allergie
alimentaire [71].

Plusieurs travaux ont exploité I'ensemble de ces proprié-
tés régulatrices microbiennes afin d’induire une tolérance
dans I"allergie. Différentes approches sont possibles combinant
ou non I’administration mucosale et persistante d’un aller-
gene, d’une molécule tolérogéne ou I'utilisation des propriétés
pro-tolérogeénes de certaines souches bactériennes. Une des
approches testées a permis d’évaluer I'impact d’une adminis-
tration orale de Lactococcus lactis recombinante sécrétant Der
p2, un des peptides impliqués dans 1’asthme allergique chez la
souris. Les résultats ont permis de démontrer une efficacité dans
la baisse des IgE spécifiques, ainsi que de I'inflammation locale
pulmonaire [75]. Une autre approche a consisté en 1'utilisation
de Lactococcus lactis capables de sécréter 1'IL-10 au niveau
local [76]. Dans un modéle d’allergie alimentaire au lait chez
la souris, I’administration orale de ces bactéries recombinantes
a permis de faire diminuer les taux d’IgE et d’IgG1 sériques
spécifiques de 1'antigéne (b-lactoglobulin). A Pinverse, des
niveaux plus élevés d’'IgA ont été retrouvés avec également
une augmentation du taux d’IL-10 au niveau des plaques de
Peyer. Ces résultats suggerent la possibilité d’utiliser des agents
pro-biotiques afin de prévenir voir de traiter les allergies alimen-
taires etd’envisager I’utilisation d’autres molécules tolérogénes.
L'utilisation de bactéries recombinantes semble étre une alterna-
tive de choix dans les allergies alimentaires tant par la possibilité
de sécrétion de nombreuses molécules tolérogénes, d’allergénes

que par I'étude de souches dotées de propriétés tolérogeénes
intrinséques.

2.2.7. Thérapie cellulaire ex vivo par Treg

Le role central des Treg dans la régulation des réponses
allergiques ayant €té établi, de nouvelles thérapies spécifiques
de ces cellules peuvent étre envisagées. Jusqu'a récemment,
ces approches de thérapie cellulaire par Treg reposaient sur
I’expansion et la stimulation in vitro de Treg avant leur ré-
administration au patient. La preuve de concept a pu &tre
apportée dans différents modeles précliniques chez I"animal
[25.77.78] mais ces stratégies restent confrontées aux problemes
de faisabilité en clinique humaine. L’obtention de population
de Treg conservant leur fonction régulatrice aprés sélection et
expansion ex vivo reste un point extrémement critique. Alter-
nativement aux stratégies de thérapie cellulaire ex vivo, une
autre approche ciblant les Treg in vivo semble étre bien plus
prometteuse.

2.2.8. IL-2 faible dose : une thérapie cellulaire in vivo
spécifique des Treg

Il a pu étre démontré que I’administration de faibles doses
d’TL-2 a pour conséquence de recruter et d’activer spécifique-
ment la population suppressive de lymphocytes Treg in vivo.

2.2.8.1. Rationnel et preuve de concept. L'TL-2 est une cyto-
kine de 15 000 kDa produite par les cellules immunitaires (LT
CD4, LT CD8, DC activées, NK et les NK exprimant le CD3
sance des lymphocytes T. Elle agit en se fixant sur son récepteur
composé de trois chaines polypeptidiques (IL-2Re [CD25], IL-
2RB [CDI122] et IL-2Ry [CD132]) qui forment le récepteur
de haute affinité a 1'[L-2 [79]. La fixation de 1'[L-2 sur son
récepteur induit alors une cascade de signalisation permettant
la survie, la différenciation et I'expansion des lymphocytes T
activés [79]. Le dimere CD122 et CD132 peut également trans-
duire le signal en I’absence de CD25, au prix d’une diminution
d’affinité pour I'IL-2 [79]. L’IL-2 a donc des effets variables
selon la dose, s’expliquant par I’expression différentielle et spé-
cifique du récepteur de haute affinité a la surface de certaines
populations cellulaires. Le récepteur trimérique de haute affi-
nité est constitutivement exprimé sur les Treg, tandis que les
autres populations cellulaires sensibles a I'IL-2 acquiérent le
CD25 qu’apreés activation [ 79]. Les Treg sont donc plus sensibles
a I'IL-2 que les autres populations cellulaires (Fig. 2).

L’IL-2 & forte dose a d’abord été utilisée pour traiter
les patients atteints de différents cancers (adénocarcinome
rénal, mélanome métastatique séveére) afin de renforcer la
réponse T cytotoxique (Teff). Globalement, I’efficacité théra-
peutique de I'IL-2 s’est avérée médiocre, notamment au vue
des toxicités importantes qu’elle engendrait [80]. De fagon
intéressante, des doses plus faibles d’IL.-2 ont pu étre propo-
sées mais s accompagnant d’une efficacité anti-tumorale limitée
(réponse clinique faible, voire nulle) [81], qui peut aujourd’hui
s’expliquer par une inversion de la balance Treg/Teff en faveur
d’une augmentation des Treg aux faibles doses.

150



B. Bonner et al. / Revue frangaise d’allergologie 57 (2017) 327-336 333

Lymphoeytes T
régulateurs

ymphocytes T
effecteurs

Immunostimulation

Lymphocytes T
effecteurs

T
régulateurs

Immunosuppression

Fig. 2. Les effets pléiotropiques de I'TL-2 en fonction de la dose utilisée. L'TL-
2 utilisée & faible dose induit I'expansion préférentielle des Treg qui possédent
Ie récepteur de haute affinité pour I'IL-2. A I"inverse, I'lL-2 utilisée a forte dose
entraine également le recrutement et I’expansion des lymphocytes T effecteurs.

Ainsi, une faible dose d’IL-2 peut favoriser I’expansion des
Treg tout en préservant les Teff. Les premiers travaux démon-
trant le potentiel immunosuppresseur de I’IL-2 faible dose ont
été¢ menés dans le cadre de I’auto-immunité. Grinberg-Bleyer
et al. ont montré que I’administration de faible dose d’TL-2 per-
mettait de guérir les souris non-obese diabetic (NOD) du diabéte
de type 1 s’expliquant par une augmentation des Treg et de leur
capacité suppressive [82]. L'IL-2 faible dose ou le complexe
IL-2/anti-IL2, favorisant I’expansion de Treg, ont ensuite été
testés dans d’autres modeles expérimentaux de maladies auto-
immunes [83-86] ou dans d’autres maladies inflammatoires
[87-89]. Dans tous les cas, ce traitement s’ est révélé trés efficace
et son efficacité a été associée a une activation in vivo spécifique
des Treg et la sécrétion d'IL-10 [90]. Le réle anti-inflammatoire
de I'IL-2 faible dose a également été montré dans le contréle
de maladies inflammatoires comme les lésions d’athérosclérose
[85,91], certaines dystrophies musculaires [88] ou encore cer-
taines lésions pulmonaires aigués [92].

Chez I'homme, Saadoun et al. a montré que I’administration
d’TL-2 i faible dose permettait d’augmenter spécifiquement les
Treg chez des patients atteints de vascularite, s’accompagnant
d’une amélioration clinique, constituant la premiere démonstra-
tion clinique de I'effet immunosuppresseur de I'IL-2. Suite a
ces travaux, un essai clinique de phase I testant I'IL-2 faible
dose dans le diabéte de type 1 chez I'adulte a été mis en
place. Les résultats préliminaires montrent un bon profil de
tolérance et une augmentation des Treg de facon dose dépen-
dante [93]. Deux essais cliniques concernant le diabéte chez
I"enfant (NCT02411253 et NCT01862120, disponibles sur clini-
caltrials.gov) et des patients atteints de maladies auto-immunes
(étude de phase I concernant 11 pathologies auto-immunes
et/ou inflammatoires ; NCT01988506) sont en cours.

En parallele, d’autres groupes ont démontré I’efficacité cli-
nique de I’administration de faibles doses d'IL-2 dans le
traitement de la GVHD [94], du lupus [95] et des alopécies auto-
immunes [96]. Ces résultats prometteurs apportent la preuve que

I’IL-2 faible dose constitue une bonne alternative a la thérapie
cellulaire ex vivo.

2.2.8.2. Utilisation de faible dose d’IL-2 dans 'allergie. L'IL-
2 posséde des effets biologiques particuliérement intéressants,
au regard des maladies allergiques intervenant sur plusieurs
aspects de la physiopathologie sans I'inconvénient de la ré-
administration de I’allergeéne.

En effet, notre équipe a démontré que |’administration d’IL-
2 faible dose permet I'expansion systémique (sang, rate) et
locale (ganglion mésentérique, plaque de Peyer et intestin) des
Treg chez la souris. De fagon intéressante, cette expansion est
sélective puisque les autres populations cellulaires exprimant le
CD25 et potentiellement délétéres dans 1'allergie ne sont pas
significativement impactées (mastocytes, innate lymphoid cells
2, éosinophile. . .) [26]. D’autres études ont démontré que I'IL-
2 bloque le développement de cellules pro-inflammatoire Th17 &
partir des CD4 naifs [97]. De méme, I’1L.-2 bloque le développe-
ment des 7' Follicular helper (Tth) [97], cellules impliquées dans
la génération de la réponse anticorps/antigéne spécifique. Enfin,
il a été démontré que I'IL-2 active également les NK [79], cel-
lules potentiellement impliquées dans la régulation des réponses
B et la production d’anticorps via I'inhibition des Tth [98].

Les propriétés biologiques précédemment décrites, nous ont
conduit & appliquer cette immunothérapie par IL-2 faible dose
dans deux modeles murins d’allergie alimentaire (ovalbumine et
cacahueéte). L'efficacité préventive de 1'TL-2 (administrée avant
la phase de sensibilisation) a été attestée par une diminution de
I'incidence et la sévérité des diarrhées et par une diminution de
la chute de la température corporelle. Par ailleurs, Ieffet théra-
peutique de I'IL-2 faible dose est Treg-dépendant dans la mesure
ol I'efficacité clinique de I'TL-2 chez les souris chez qui les Treg
ont été éliminés est abrogée. IL-2 prévient le recrutement des
effecteurs de 1"allergie (éosinophiles, basophiles et mastocytes)
et entraine une diminution de la dégranulation des basophiles
et des mastocytes mesurée respectivement par la diminution de
I’expression membranaire du CD63 et la diminution du taux
sérique de MCPT-1. Enfin, I’analyse des réponses immunitaires
spécifiques de I'allergéne montre que I'IL-2 permet le rééqui-
libre des réponses locales Th1/Th2 sans pour autant controler
la sécrétion d’IgE spécifiques de I’ovalbumine [26]. L’efficacité
curative de L’I1-2 faible dose (administrée apreés le déclenche-
ment des signes cliniques) a été également démontrée dans ce
modele d’allergie a I’ovalbumine [26]. De fagon remarquable,
I’efficacité observée est compléte et maintenue sur plusieurs
mois aprés seulement deux cures d’IL-2 et ce aussi bien en
préventif qu’en curatif.

L’administration de faible dose d’1L-2 a également été testée
dans des modeles d’asthme allergique, démontrant 1"efficacité
préventive d’une cure de 5 jours d'TL-2 faible dose (50 000 UD)
dans la prévention de 1"hyperactivité bronchique chez des sou-
ris sensibilisée puis challengée par I’allergéne (données non
publiées).

2.2.8.3. IL-2 . adjuvant des ITS 7. Dans la mesure ol
I"administration de faibles doses d’'IL-2 induit 1’expansion
globale et transitoire des Tregs, et indépendamment de leur
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spécificité antigénique, se pose la question de la spécificité de la
thérapie. Alors que dans le cadre des maladies auto-immunes,
I’efficacité thérapeutique requiert la présence de Treg spéci-
fiques des auto-antigenes [99], 1a présence et le role de Treg spé-
cifiques des allergenes doivent étre démontrés dans le cadre des
allergies. Ainsi, I’administration simultanée d’IL-2 faible dose
et de I’allergeéne pourrait &tre une stratégie optimale pour induire
un plus grand nombre de Treg spécifiques et donc de gagner en
efficacité thérapeutique. De fagon intéressante, nous travaillons
aujourd’hui sur la formulation de I'antigéne afin de limiter les
éventuelles réactions séveres suite a la ré-administration de
I’allergéne et au contraire favoriser la tolérance.

3. Conclusion

Les évolutions épidémiologiques observées dans I'allergie
alimentaire motivent aujourd’hui la recherche de nouveaux
outils tant diagnostics que thérapeutiques rapidement dispo-
nibles pour les patients. En dehors de I’éviction stricte des
allergénes pour les patients chez qui la cause a été identi-
fiée, I'ITS reste a I’heure actuelle I’alternative thérapeutique la
plus proposée. L'utilisation de nouvelles voies d’administration
permet par ailleurs de moduler la balance efficacité—effets secon-
daires et de réduire les problématiques d’observance. Dans le
domaine de la thérapeutique, les biothérapies représentent un
domaine prometteur a la fois dans la prévention et dans la
régulation des réponses allergiques observées. L'IL-2 a faible
dose, par son recul d’utilisation et sa capacité a induire des
réponses régulatrices, semble étre un candidat intéressant. Les
résultats préliminaires obtenus chez I’animal ainsi que la sécurité
d’emploi de I'IL-2 faible dose a long terme [100] encouragent
la définition de nouveaux schémas thérapeutiques et la conduite
d’essais cliniques dans d’autres modeles d’animaux ainsi que
chez I’homme.
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