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RESUME

L’incidence croissante des désordres immunitaires a motivé le développement de
nouvelles approches permettant I'induction d'une tolérance immunitaire spécifique et
maintenue dans le temps. S'inscrivant dans ce cadre, la vaccination tolérogene exploite
les propriétés innées du systéme immunitaire pour rétablir la tolérance en visant
spécifiquement les acteurs majeurs que sont les cellules dendritiques et les lymphocytes
T régulateurs. Ce concept se confronte néanmoins a certaines limitations dues au besoin
d’apporter 'antigéne sous une forme particuliere ou de maniére combinée avec un signal
de tolérance. En exploitant les propriétés natives des pseudo-particules dérivées de
rétrovirus, nous avons mis au point une plateforme permettant de répondre a ces
problématiques propres a la vaccination tolérogéne. Par ce travail de thése, 'objectif fut
de démontrer la faisabilité de cette approche, en produisant et caractérisant des VLP
exprimant 'ovalbumine au sein de la capside et présentant des molécules de CTLA-4 a
leur surface. Par une étude fonctionnelle sur les cellules dendritiques et sur des cellules
présentant une spécificité réactionnelle pour 'ovalbumine, nous avons mis en exergue
les propriétés tolérogenes de ces VLP. Ces propriétés ont par la suite été confirmées dans
un modele d’allergie alimentaire induite a I'ovalbumine chez la souris. Les résultats
obtenus démontrent pour la premiere fois que ces VLP tolérogenes permettent le
controle de l'allergie alimentaire de maniére spécifique et a long terme et fournissent la
preuve de concept de leur utilisation. Les travaux entrepris permettent d’autre part
d’envisager l'utilisation de ces particules dans d’autres champs d’application et
notamment les maladies auto-immunes.

ABSTRACT

The increasing incidence of immune disorders has motivated the development of
innovative approaches allowing the induction of a specific and long-lasting immune
tolerance. Tolerogenic vaccination stands as one of those new therapies and exploits the
innate properties of the immune system to restore tolerance by specifically targeting
major players such as dendritic cells and regulatory T cells. Nevertheless, this concept
faces certain limitations due to the need to provide the antigen in a particular form or
in combination with a tolerance signal. By exploiting the native properties of pseudo-
particles derived from retroviruses, we have developed a platform to answer those needs.
With this thesis research, the objective was to highlight the feasibility of this approach
by producing and characterizing VLPs expressing ovalbumin within the capsid and
presenting CTLA-4 molecules on their surface. By functional studies on dendritic cells
and on ovalbumin specific T cells, we highlight the tolerogenic properties of these VLPs.
These properties were subsequently confirmed in a model of ovalbumin-induced food
allergy in mice. The obtained results demonstrate for the first time that these tolerogenic
VLPs allow the control of food allergy in a specific and long-lasting manner, thus
supporting the proof of concept of their use. Additional work also makes it possible to
consider the use of these particles in other fields of application and in particular
autoimmune diseases.
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INTRODUCTION



Historique et concept de la vaccination

tolérogénique

En 1796, Edward Jenner pose les premieres bases du concept de la vaccination en
s’attelant a proposer un traitement préventif pour lutter contre I'infection par le virus de
la variole. Par la suite, Louis Pasteur adapte les concepts fondamentaux de la vaccination
et développe la vaccination a large échelle, batissant ainsi le socle d'une protection quasi
universelle et remarquablement efficace pour plus d’'une dizaine d’infections virales ou
bactériennes. L’efficacité de la vaccination traditionnelle s’appuie a la fois sur de
nombreuses propriétés du systéme immunitaire ainsi que sur les faiblesses propres a
chaque pathogene. On peut définir ce concept par la capacité de stimuler le systeme
immunitaire d’'un individu afin qu’il puisse reconnaitre un agent pathogeéne, le
neutraliser et enfin se « souvenir » de ce pathogene afin de répondre efficacement et
rapidement par la suite. Ces trois qualités essentielles d’'un vaccin ne suffisent pas
néanmoins a définir complétement un vaccin. En effet, les notions de sécurité, de
balance bénéfice / risque et de protection a long terme restent essentielles et
conditionnent le développement et I'utilisation des vaccins actuels. Les mécanismes
immunitaires mis en jeu durant la vaccination sont variés, allant de 'immunité cellulaire
adaptative a I'immunité humorale en passant par des systémes annexes. Le choix de
I'antigéne, la cinétique d’administration, les molécules adjuvantes ou encore la voie

d’administration sont des criteres déterminants pour l'efficacité d’'un vaccin.

Cet apprentissage des formulations antigéniques a non seulement permis la
e . . . . e

génération de vaccins plus efficaces et plus siirs, mais aussi la possibilité d’envisager la
vaccination afin d’induire une tolérance immunitaire. Ces concepts se sont développés
deés les années 1990 devant I'augmentation croissante de l'incidence des désordres
immunitaires depuis les années 1950 et grace a la diminution progressive du nombre
global de personnes atteintes de pathologies infectieuses. Plusieurs approches
thérapeutiques sont rapidement mises en place pour répondre a ces enjeux de santé

publique. Dans cet ensemble, la plupart sont des thérapies non spécifiques qui s’attellent



a moduler les acteurs de I'immunité en agissant sur leur état d’activation ou sur leur
nombre. On retrouve au sein de cette classe les thérapies médiées par des anticorps
déplétants avec une action, soit sur le compartiment des lymphocytes B (LyB) par
exemple grace aux anti-CD2o (Hauser et al., 2008), soit sur le compartiment des
lymphocytes T (LyT) avec les anti-CD3 (Herold et al., 2002), soit de maniére encore
moins spécifique avec les anti-CD52 ciblant une molécule exprimée par 'ensemble des
lymphocytes matures mais également certaines cellules dendritiques (DC) ou
monocytes. (Investigators, 2008). Ces thérapies présentent I'avantage d’étre
relativement efficaces, mais sont malheureusement caractérisées par une toxicité
importante (i.e. immunodépression) et par le besoin d’'une réadministration fréquente
et a long terme. En parallele du développement de ces anticorps ciblant les cellules de
I'immunité, des approches s’attelent a réguler 'immunité par lintermédiaire de
meédiateurs moléculaires avec les cytokines en chefs de file. Au sein de cette catégorie,
on retrouve notamment certaines des thérapies les plus utilisées dans les désordres
immunitaires (e.g anticorps anti-interleukine 6 (IL-6) ou anticorps anti-tumor necrosis
factor oo (TNF-a)) mais qui sont également les plus cotiteuses ; ceci démontrant bien la
difficulté inhérente au développement de ces approches. De maniére similaire aux
anticorps déplétants, ces médicaments sont non spécifiques d'une pathologie,
potentiellement toxiques et leurs effets s'estompent a I'arrét du traitement. En définitive,
ce sont ces profils d’utilisation et de sécurité parfois contraignants ainsi que 'adaptation
de TI'héritage légué par Jenner et Pasteur qui ont permis de poser les bases du

développement de la « vaccination inverse » ou « vaccination tolérogénique ».

Cette « vaccination tolérogénique », terme qui a I'avantage par rapport celui de
« vaccination inverse » ou « vaccination négative » de définir clairement la notion de
tolérance immunitaire comme objectif, reprend donc les concepts fondateurs de la
vaccination classique. L'objectif est d’apporter un antigene, identifié comme initiateur
des mécanismes pathologiques, sous une formulation spécifique afin de mettre en place
des mécanismes de régulation et ainsi abroger les manifestations délétéres. Les défis de
la vaccination tolérogéne demeurent, de fait, similaires a ceux de la vaccination

classique. Le premier est celui du choix de I'antigéne avec une difficulté certaine a



identifier les antigénes majeurs impliqués dans ces désordres immunitaires et la
nécessité de prendre en compte la variabilité individuelle inhérente a ces pathologies.
Le deuxiéme est bien évidemment linduction de tolérance, complexe dans
l'identification des molécules et cellules 'opérant mais également dans le risque de
développer a linverse une suppression trop grande du systéme immunitaire. Le
troisiéme est celui de la mémoire donc du maintien de cette tolérance effective a long
terme. Devant cette complexité du concept de vaccination tolérogénique, le
développement de thérapies ne peut se faire sans la caractérisation fine des acteurs

majeurs de la tolérance au sein du systéme immunitaire.
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Partie I : Les acteurs clés de la vaccination

tolérogénique

Bien que la tolérance immunitaire implique I'ensemble des acteurs de 'immunité
aussi bien cellulaire quhumorale, ainsi qu'innée ou adaptative, les enseignements de la
vaccination classique mettent les cellules dendritiques au cceur des processus de
tolérance. D’autre part, la compréhension des mécanismes expliquant les désordres
immunitaires souligne bien souvent un défaut tant qualitatif que quantitatif des
lymphocytes T régulateurs (Treg) indépendamment de leur phénotype. De ce fait,
I'accent au sein de cette description des cellules cibles de la tolérance sera porté sur ces
deux types cellulaires en décrivant leur place tout autant dans les processus de tolérance
que dans les phénomeénes d’auto-immunité sans oublier d’évoquer les moyens d’action

disponibles pour les moduler.

1. Les cellules dendritiques (DC): tolérance, auto-immunité et

caractérisation

1.1. Les cellules dendritiques initiatrices de la tolérance

iImmune

Les cellules dendritiques constituent une famille hétérogene de cellules
présentatrices d’antigénes (APC) avec un réle clé dans I'activation de réponses cellulaires
et humorales. Ces « chefs d’orchestre » de la réponse immunitaire ont un role majeur de
sentinelle pour prendre en charge les antigenes issus aussi bien du soi, que d’organismes
pathogénes ou de processus tumoraux. Le réle majeur de ces cellules est donc de
présenter I'ensemble des antigénes apres internalisation, grace a des phénomenes de
migration au sein des organes lymphoides primaires, secondaires et méme tertiaires. Ces
structures, dédiées a la maturation et a la régulation du systéme immunitaire,
permettent le dialogue nécessaire entre initiateurs et effecteurs de 'immunité. En

contexte inflammatoire, de cause infectieuse ou tumorale, les DC sont responsables de
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l'initiation des réponses cellulaires et humorales adaptatives. A l'inverse, dans un
microenvironnement particulier, dont la définition varie grandement en fonction de
I'organe dans lequel elles se trouvent, les DC initient des phénomeénes de tolérance.
Cette action tolérogene est d’ailleurs fondamentale pour garantir 'homéostasie de
I'individu, comme l'atteste le développement d’auto-immunité parfois létale lors de la

déplétion de ces cellules (Ohnmacht et al., 2009).

Le role des DC dans la tolérance s’opére principalement a deux niveaux et se
caractérise par un dialogue privilégié avec les LyT (Figure 1). Le premier niveau
d’interaction est illustré par la délétion, au sein du thymus, des clones lymphocytaires
présentant une affinité forte pour des antigénes du soi. Cette tolérance centrale s’opere
par des mécanismes d’apoptose en empéchant pour la majeure partie de ces clones
lymphocytaires de pouvoir par la suite évoluer en périphérie et initier des réponses
délétéres. D’autre part, ces DC sont également essentielles dans la génération de Treg,
cellules qui reconnaissent, elles aussi, des antigénes du soi mais qui exercent a l'inverse
une modulation des réponses immunitaires en périphérie. Ces mécanismes ne peuvent
néanmoins pas permettre de se dispenser d’'une tolérance périphérique. Ce deuxieme
niveau de tolérance est caractérisé en premier lieu par des phénomenes d’apoptose
induite apres une activation (Chen et al., 2006). Deuxiémement, des phénoménes
d’anergie caractérisés par I'absence de réactivité des LyT sont retrouvés (Mahnke et al.,
2002). Ce mécanisme serait déclenché par la régulation de I'expression de 'un ou de
I'autre des deux signaux essentiels pour permettre I'activation des LyT. Le premier signal
est fourni par la liaison entre le récepteur cellulaire T (TCR) avec le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) présentant un peptide. Le deuxiéme est issu de la fixation
de molécules de costimulation présentes sur les DC et les LyT. Le dernier mécanisme,
également décrit en périphérie, est celui de I'induction de LyT présentant des fonctions
suppressives et classiquement dénommés Treg (Sakaguchi et al., 2008). Au sein de cette
catégorie de cellules, on retrouve les Treg exprimant le Foxp3+, les Treg sécrétant de
fortes quantités d’'IL-10 dénommés Thi ou encore les LyT dits Th3 et caractérisés par une

forte production de « transforming growth factor B » (TGF-j).
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Figure 1. Mécanismes de tolérance centrale et périphérique des lymphocytes T. Au niveau central, la
tolérance s’opére par la sélection positive des clones T réagissant contre des antigénes exogénes,
I'élimination de clones lymphocytaires T autoréactifs ainsi que par la génération de clones T régulateurs
(Treg). En périphérie, I'ignorance, I'anergie, I'apoptose et I'induction de Treg contribuent au contréle de
l'auto-immunité. D’apres Walker L.S.K & Abbas A.K. Nature Reviews Immunology (2002).

1.2. Cellules dendritiques et pathologies auto-immunes

De nombreux arguments sont aujourd’hui disponibles pour effectuer le lien entre
DC et auto-immunité. En effet, si leur réle dans la tolérance est clairement démontré
(Audiger et al., 2017), il est relativement simple d’émettre I'’hypothese que ces cellules
sont également impliquées dans les processus d’auto-immunité. D’ailleurs, la présence
de DC au niveau des sites tissulaires caractérisés par une inflammation dans les
pathologies auto-immunes (e.g polyarthrite rhumatoide (PR) et sclérose en plaques
(SEP)) renforce I'idée de ce réle primordial et continu dans la physiopathologie (Nuyts

et al., 2013; Yu and Langridge, 2017).
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Les manifestations auto-immunes sont reliées aux DC par des mécanismes
principalement cellulaires et accessoirement moléculaires. Au sein des mécanismes
cellulaires, les défauts fonctionnels impliquant les DC dans I'établissement des
tolérances centrale et périphérique sont les premiers mécanismes identifiés dans les
désordres immunitaires et notamment la diminution de production de molécules
tolérogénes comme I'lL-10 et le TGF-B. En deuxiéme lieu, nous retrouvons la capacité de
forte présentation d’autoantigeénes au niveau des organes lymphoides secondaires ou
encore la promotion de la génération de structures lymphoides in situ. Ce mécanisme
est particulierement impliqué dans les processus de diabéte auto-immun (DT1) au sein
du pancréas (Ludewig et al., 1998; Sagar et al., 2012). Les environnements cytokinique et
cellulaire responsables de cette présentation antigénique forte au niveau tissulaire
restent encore peu décrits a 'heure actuelle, mais des particularités génétiques,
influencant notamment la présentation de certains peptides du soi par des cellules
dendritiques sentinelles, sont soulignées. L'importance de la dose de 'autoantigéne ou
de l'allergéne est un autre mécanisme fréquemment avancé. En effet, les autoantigenes,
en conditions non pathologiques, sont en permanence présentés par les APC mais a de
faibles niveaux et en l'absence de signaux moléculaires activateurs (molécules de
costimulation), ce qui ne permet pas d’activer les LyT. Cette notion sera développée par
la suite, dans I'étude plus précise des points de controle immunitaires. Au-dela d’'une
certaine limite, la barriére de la tolérance serait rompue permettant 'apparition d’'une
réponse immunitaire dirigée contre ces autoantigénes. La encore, aucune étude ne
démontre clairement la véracité de cette hypothése, mais plusieurs observations in vitro
étayent cette théorie (Ludewig et al., 2001). Enfin, le dernier mécanisme cellulaire avancé
est celui d’'une présentation d’antigenes exogenes a la suite d'une infection bactérienne,
virale ou fongique, avec la possibilité d’activation « bystander » des LyT. Cette activation
non spécifique s’effectuerait par l'intermédiaire de la reconnaissance par le TCR de
peptides du non-soi présentant des similarités structurales avec des antigénes du soi. De
ce fait, les DC induiraient I'activation de ces LyT autoréactifs et participeraient en

conséquence au développement de désordres immunitaires.

Concernant les mécanismes moléculaires, l'insuffisance ou I'absence d’expression

de certains motifs comme par exemple des intégrines ou autres chimiokines nécessaires
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pour le recrutement des Treg est avancée (Travis et al., 2007). Ces phénomenes peuvent
d’ailleurs apparaitre alors méme que la capacité de sécrétion de cytokines tolérogénes
est conservée. D’autre part, la production excessive de cytokines pro-inflammatoires, et
en particulier le TNF-a, peut étre extrémement délétére au niveau de certains tissus

sensibles comme par exemple les articulations dans la PR.

Ces mécanismes impliqués dans la tolérance ou dans l'auto-immunité sont
potentiellement exercés par I'ensemble des DC. Néanmoins, certains sous types de
cellules dendritiques semblent plus propices a I'instauration de la tolérance, donnant
naissance a la définition de DC tolérogenes (tolDC). Toutefois, 'hétérogénéité a la fois
dans le phénotype, la génération et la localisation des DC, contribue a la difficulté
d’identification de ces acteurs. De ce fait, énoncer une définition claire de ces tolDC reste
toujours a 'heure actuelle relativement complexe. En réalité, les tolDC sont plus qu'une
sous-population de DC exprimant un ensemble de marqueurs, mais vraisemblablement
des cellules caractérisées par leur fonction et leur profil de sécrétion cytokinique

permettant d’initier des réponses tolérogénes.

1.3. Caractérisation des cellules dendritiques tolérogenes

(tolDC)

La définition de DC tolérogénes a donc nécessité de nombreuses recherches et a
I'heure actuelle aucun consensus n’est réellement établi pour les définir, d’autant plus
que de nombreux agents ou techniques sont disponibles pour les générer. Néanmoins,
les DC immatures ou iDC sont fréquemment décrites comme des tolDC par excellence
(Steinman et al., 2003). Cette définition ne peut se suffire a elle-méme, d’'une part car
des iDC sont observées dans 'ensemble des DC qu’elles soient d’origine myéloide ou
plasmacytoides, et d’autre part car les iDC sont définies par leur état de maturation alors

que des tolDC immatures et matures sont présentes chez 'Homme.
Un des premiers mécanismes avancés pour expliquer la capacité des iDC a induire
la tolérance est de présenter de maniére traditionnelle un antigene en I'absence d'un fort

niveau d’expression des molécules de costimulation telles que le CD8o et le CD86. Cette
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particularité engendre au sein du LyT le premier signal d’activation issu du TCR et du
CD3, mais l'absence de signal de costimulation classiquement délivré par le CD28
empéche I'activation compléte de la cellule. De ce fait, le LyT se retrouve classiquement
en état anergique ; état défini par la réfraction aux stimulations antigéniques ultérieures
mais réversible par linterleukine-2 (IL-2). Cependant ce mécanisme ne semble pas
suffisant a lui tout seul car des DC maintenues en culture et mises en présence de TNF-
a ou d’interféron-y (IFN-y) présentent d’'importants niveaux d’expression des molécules
CD8o et CD86 tout en permettant 'induction préférentielle de Treg (Wang et al., 2006).
D’autre part, la capacité des tolDC d'induire la tolérance au niveau des organes
lymphoides secondaires requiert 'expression de certains récepteurs aux chimiokines
comme le CCR7. Ce récepteur permettant de lier les chimiokines CCL1g et CCL21 est
classiquement exprimé apres maturation des DC. Ce phénomeéne de migration et
d’'induction de tolérance périphérique est d’ailleurs mis fréquemment en lumiére dans
des études de tolérance orale aux allergenes ou l'absence de CCR7 déclenche la
prolifération importante de cellules spécifiques de l'allergéne avec des manifestations

allergiques localisées et systémiques (Jang et al., 2006; Worbs et al., 2006).

D’autres équipes décrivent les tolDC comme un état intermédiaire entre les iDC
et les DC matures (mDC), leur permettant d’exprimer des niveaux modérés de CD8o et
CD86 tout en étant capables de migrer a souhait au niveau des organes lymphoides
secondaires aprés avoir pris en charge les antigenes et d’initier les réponses tolérogénes
au sein de ces structures (Florez-Grau et al., 2018)(Figure 2). Ce statut intermédiaire de
maturation est notamment retrouvé dans le cadre d'induction de tolDC par l'usage de
divers agents pharmacologiques. Ces cellules présentent la encore une expression
intermédiaire des molécules de costimulation ainsi que des marqueurs de maturation
CD83 et CD4o. Elles sont en revanche caractérisées par une forte production et sécrétion
d’interleukine-10 (IL-10), une des cytokines tolérogénes avec un réle majeur sur de
nombreux effecteurs. Par ailleurs, ces cellules produisent de fortes quantités de TGF-f3
(Maldonado and Andrian, 2010), la molécule majoritairement identifiée dans la
génération au niveau périphérique de Treg exprimant le facteur « forkhead box protein
3 » (Foxp3). En termes de particularités transcriptomiques, plusieurs études ont permis

de comparer ces tolDC induites avec les différents sous types de DC classiquement
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décrits. On observe que l'activité transcriptionnelle est tres fortement dépendante de
I'agent utilisé pour induire ces tolDC et qu’elle ne permet de pas de définir un ensemble
homogeéne de tolDC partageant des caractéristiques majeures avec un seul sous-groupe

de DC (Garcia-Gonzalez et al., 2017; Sim et al., 2016) .

DC immature DC tolérogene DC matures

Etat de maturation

CD80 + ++ o
CD86 ++ ++ +++
CD83 + ++ a—
MHC-II ++ ++ —
CD40 + ++ 4+
IL-12 +/- + —
IL-23 +/- + -
IL-10 +/- +++ +/-

Figure 2. Les DC tolérogénes présentent un phénotype distinct des DC matures ou immatures. Les DC
tolérogénes caractérisées par une expression intermédiaire des molécules de costimulation CD80,
CD86, CD83 et des molécules de présentation antigénique de classe Il et du marqueur de maturation
CD40. La sécrétion importante d’interleukine-10 associée a une sécrétion faible d’'IL-12 et d’IL-23
compléte la définition de ces cellules. D’aprés Florez-Grau G. et al. Frontiers in Immunology (2018).

1.4. Les cellules dendritiques tolérogenes in situ

De la méme maniere qu’il est difficile de définir le phénotype de la cellule
dendritique tolérogene par excellence, il est extrémement compliqué d’identifier les
tolDC opérant in situ que ce soit au niveau systémique comme tissulaire. Il est important

de rappeler que ces cellules sont tres hétérogénes et se localisent dans de multiples sites.
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D’autre part, en fonction des signaux micro-environnementaux, elles sont capables
grace a leur plasticité phénotypique d’initier tout autant des réponses immunitaires

fortes que d’induire une tolérance durable.

1.4.1. Les cellules dendritiques circulantes

Les cellules dendritiques circulantes sont classiquement catégorisées chez
I'homme et la souris en fonction de leur provenance. On décrit d'un c6té les cellules
myéloides avec au sein de cette classe, les cellules renommeées cDC1 et ¢cDC2 chez la

souris, et d’autres part les DC plasmacytoides.

1.4.1.1. Cellules dendritiques myéloides

Chez la souris, les cDC1 correspondent aux DC conventionnelles exprimant le
CD8 mais tres peu le CDuib et représentent environ 20% des DC dans la rate. Tres peu
de données sont disponibles chez 'Homme sur un potentiel réle tolérogene de ces
cellules au niveau systémique. Néanmoins, une étude souligne un possible réle dans la
génération de Treg (Chu et al., 2012) en utilisant des DC générées in vitro et présentant
ce phénotype. Les cDC2 chez la souris correspondent aux 80% de cellules restant dans
la rate et qui n’expriment pas le CD8. De maniére globale, ces cellules sont caractérisées
par le phénotype suivant CD1ic+ CMH-II+ CD45RloCD8alpha- et CDub+ (Shortman and
Heath, 2010). En termes de tolérance et de la méme maniere que les ¢DCi, peu de
données sont disponibles sur les cDC2 au niveau systémique. Cependant, elle pourraient

participer a la délétion des clones autoréactifs CD4+ (Proietto et al., 2008).

1.4.1.2. Cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) ont été caractérisées pour la
premiére fois en 1999 chez la souris et sont définies par le phénotype CD11cdim CD45RAn;
CD45Rupi, CD317+, MHClljow, CD172+ et CD11ib-. Un des roles importants des pDC est celui
de la tolérance. En effet, ces cellules présentent peu de capacités a induire l'activation
cellulaire T méme apres activation et cette absence d’effet est en partie médiée par une
faible présentation antigénique. De plus, ces cellules seraient capables d'induire la

tolérance par l'intermédiaire de la production d’'indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO).
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Cette enzyme catabolisant le tryptophane serait responsable de I'anergie lymphocytaire
T et du recrutement de Treg. D’autres voies d’action pour initier la tolérance comme la
sécrétion d’'IL-10 et de TGF-f sont également débattues. De plus, une équipe a démontré
une co-localisation tissulaire entre les LyT et les pDC au niveau ganglionnaire, alors
qu’une autre propose un modele de transfert de présentation antigénique entre les pDC
et les DC résidentes au niveau de ces mémes ganglions. Ces différences mécanistiques
pourraient étre entre autres expliquées par I'hétérogénéité de ces pDC au niveau
tissulaire. D’autre part, en contexte tumoral des pDC exprimant de fort niveau d'IDO
sont retrouvées, et leur présence est corrélée avec une évolution clinique défavorable
(Sisirak et al., 2012). Les travaux qui permettent de conclure sur le role des pDC se sont
concentrés sur les conséquences d’'une délétion des pDC par utilisation d’anticorps
spécifique anti CD317. Cette déplétion induit des exacerbations dans des modéles murins
d’allergie et entraine une rupture de tolérance dans un modéle de greffe cardiaque (de
Heer et al., 2004; Ochando et al., 2006), ce qui assure le réle de ces DC dans la génération

d’une tolérance périphérique.

1.4.2. Les muqueuses, un site privilégié de la tolérance

Les cellules dendritiques des muqueuses représentent un intérét certain dans la
compréhension des maladies auto-immunes (MAI). En effet, ces cellules sont en
premiére ligne pour prendre en charge des antigénes exogenes et initier les réponses
immunitaires. De fait, ces cellules sont plus fréquemment décrites comme responsables
d’une activation immunitaire qu’elle soit polarisée vers une immunité cellulaire (Th1) ou
humorale (Th2). Néanmoins, des DC issues de muqueuses diverses (e.g. plaques de Peyer
et lamina propria au niveau intestinal, épithélium pulmonaire) produisent de fortes
quantités d’'IL-10 tout en polarisant les réponses immunitaires vers un profil Th2 (Kelsall
and Rescigno, 2004). L’hypothése expliquant cette double fonction des DC mucosales
serait de permettre une tolérance relative aux organismes commensaux situés au niveau
des muqueuses en évitant toute immunité cellulaire. Les trois types de DC (cDCi, ¢cDC2
et pDC) sont retrouvés au niveau de l'intestin. En premier lieu, les cDC2 induisent des
Treg (Watchmaker et al., 2014), et la présence importante du CDs a leur surface semble

étre corrélée avec le taux de Treg induits. Ces cDC2 expriment le CX3CR1 et induisent
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une tolérance locale grace a I'absence d’expression de CCR7 et donc leur incapacité de
migrer dans les ganglions mésentériques (Schulz et al., 2009). A linverse, les cDC1
participent de leur c6té a I'induction de Treg via la mise en jeu de I'acide rétinoique
(Coombes et al., 2007). Ces DC expriment majoritairement le CD103+, migrent au niveau
de ces ganglions et permettent I'induction de tolérance de maniere plus systémique.

La muqueuse orale est un site d'induction de tolérance privilégiée notamment aux
aliments. L’étude de ce tissu révele la présence de 4 types de cellules impliquées dans la
tolérance (Hovav, 2014; Mascarell et al.,, 2008). Premiérement, des cellules de
Langerhans minoritaires sont observées et leurs mécanismes d’action seront détaillés
dans la description des cellules dendritiques de la peau. On retrouve également des DC
CDub+ CDuc+, des macrophages CDub+ CDiic- et des pDC induisant le recrutement

des Treg par I'expression de I'lFN-y et de I'lL-10.

1.4.3. La tolérance initiée par la peau

Les DC de la peau sont d'une importance cruciale dans la tolérance immunitaire.
De maniére similaire aux DC de la muqueuse, elles sont situées au sein d’'un tissu
particuliérement exposé aux antigénes extérieurs ainsi qu'aux stimuli inflammatoires.
D’autre part, la peau est le siége d’'un renouvellement constant des kératinocytes et
mélanocytes qui s'engagent dans un processus d’apoptose. Cette plasticité tissulaire est
responsable d’'une exposition forte aux composants cellulaires et membranaires de ces
cellules et nécessite donc I'établissement d'une tolérance (Larregina and Falo, 2005) . Le
rOle prépondérant de la peau est particulierement illustré dans la physiopathologie de
I'allergie alimentaire, car a la fois responsable des processus de sensibilisation (Johnston
et al.,, 2014) et des processus de désensibilisation avec le traitement par immunothérapie
épicutanée (Viaskin®, DBV Technologies) (Dioszeghy et al., 2018). Dans ce mécanisme,
les cellules de Langerhans (LC) prennent une part trés importante car elles sont situées
au niveau de la couche la plus externe dénommée I'épiderme. Le processus par lequel
ces cellules induisent une tolérance aux antigenes du soi demeure flou, néanmoins leur
capacité de prise en charge des antigenes couplée a leur migration dans les ganglions
lymphatiques en exprimant de faibles niveaux de molécules de costimulation semble

primordial (Geissmann et al., 2002). D’autre part, les LC stimulent la production d’'IL-10
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et de TGF-B par la sécrétion d’ « a-melanocyte stimulating hormone » (Grabbe et al.,
1996) et pourraient également agir par l'intermédiaire d'IDO. De nombreux travaux
completent cette description de la tolérance par la découverte de I'implication de la
vitamine D3 et du besoin d’activation par les rayons ultraviolets pour induire le
recrutement de Treg (Mora et al., 2008). Cet effet est retrouvé aprés culture in vitro
(Unger et al., 2009) sur des LC qui présentent toujours un phénotype plus proche de DC

immatures que matures.

Au niveau du derme, des cellules dendritiques présentant une forte hétérogénéité
phénotypique sont retrouvées. Leur fonction primaire demeure celle d’activer le systéme
immunitaire et d’initier les réponses cellulaires mais surtout humorales par
I'intermédiaire de la polarisation des LyT CD4+ naifs en LyT folliculaires auxiliaires (Tth)
indispensables pour la maturation des LyB (Klechevsky et al.,, 2008). Cependant
plusieurs revues de la littérature remettent en question les conditions d’induction ou de
sélection des cellules dendritiques de la peau et posent I'hypothése que la tolérance au
niveau de cette interface pourrait étre aussi bien induite par les LC que par les DC du

derme.

L’étude des DC dans la tolérance présente de nombreuses contraintes pour la
compréhension globale des processus. L'hétérogénéité phénotypique forte de ces
cellules et la difficulté de pouvoir les isoler et les cultiver de maniére simple sont les
principales limitations. Malgré ces défis, leur role essentiel reste incontestable que 'on
s’attache a regarder la tolérance centrale ou périphérique. De maniere indépendante du
phénotype, ces cellules exercent leurs fonctions régulatrices a la fois par leur modulation
des signaux d’activation, leur sécrétion cytokinique et leurs capacités de migration et de
présentation. Les particularités tissulaires renforcent malheureusement la complexité
du systéme, cependant le point commun de toutes ces cellules reste leur capacité a
induire efficacement des cellules régulatrices avec en chef de file les Treg. Ces cellules
régulatrices constituent donc, de fait, le deuxiéme acteur clé de la tolérance

immunitaire.
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2. Les lymphocytes T régulateurs

En faisant écho a 'ensemble des données publiées a ce jour dans le domaine de la
tolérance, les Treg indépendamment de leur phénotype prennent une part considérable
dans les mécanismes immunitaires clés de la tolérance. Dés le début des années 70, ces
cellules LyT CD4+ ayant des propriétés immunosuppressives ont été mises en évidence.
Ce domaine d’étude franchit un pas de géant en 1995 quand Shimon Sakaguchi
démontre pour la premiére fois que des CD4+ exprimant le CD25 (ou récepteur o pour
I'TL-2) sont des cellules clés dans la tolérance immunitaire (Sakaguchi et al., 1995). Ces
travaux correspondent a la premieére description de ce que seront appelés par la suite les
Treg au sens le plus couramment décrit. Par la suite, a nouveau I'équipe de Sakaguchi
ainsi que I'équipe de Rudensky démontrent le lien entre le facteur nucléaire Foxps3 et les
Treg par I'intermédiaire de I'étude des patients atteints du syndrome IPEX et du parallele
chez la souris avec la souche «scurfy » (Fontenot et al., 2005; Hori et al., 2003).
Simultanément, des cellules Foxp3- dénommées Tr1 et sécrétant de I'lL-10 ainsi que les
LyT Th3 agissant de maniére presque exclusive par l'intermédiaire du TGF-p seront
décrites comme cellules suppressives. Depuis ces découvertes, la recherche ciblant les
Treg a la fois dans le domaine de la cancérologie comme celui des MAI n’a cessé de mieux
comprendre I'implication de ces cellules et de paver le chemin pour le développement

de pistes thérapeutiques.
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2.1. Les Treg Foxp3+

2.1.1. Caractérisation et réle des Treg Foxp3+

Bien qu'il existe plusieurs types de Treg Foxp3+ comprenant les Treg CD4+, CD8+ ou
encore possédant un TCRy3, nous ne détaillerons ici que les Treg CD4+ Foxp3+ qui sont
les principaux représentants de cette classe de cellules régulatrices. Ces cellules,
exprimant le facteur Foxp3+, sont des cellules caractérisées par des marqueurs clairs,
méme si chez la souris, leur identification est plus simple que chez 'homme. Ces cellules
sont CD4+, CD45RBiow et expriment le CD25 qui est la chaine a du récepteur a
I'interleukine-2. En association a la chaine B (CD122) et a la chaine y (CD132), le CD25
confere au Treg un récepteur avec une forte affinité alors méme que le récepteur
uniquement composé du CD25 ne posséde qu'une faible affinité. Cette particularité
phénotypique leur permet d’étre particuliérement sensibles a I'lL-2 méme administrée a
faible dose, ce qui ouvre un champ thérapeutique extrémement vaste pour l'utilisation
de cette cytokine en tant que thérapie immunorégulatrice (Klatzmann and Abbas, 2015).
Néanmoins, la dynamique des Treg sous IL-2 propre a chaque espece ainsi que les
variations individuelles en complexifient l'utilisation standardisée a des doses fixes
(Churlaud et al., 2018) (Article n°2). Chez 'homme, a l'inverse des souris élevées en
conditions exemptes de pathogénes spécifiques, on retrouve plus de LyT CDg4+
exprimant le CD25 sans étre pour autant des Treg, ce qui est trés probablement la
conséquence d'une exposition constante a des stimulus environnementaux. Néanmoins,
le Foxp3 ainsi que 'absence d’expression du récepteur a l'interleukine-7 (CD127) restent
des outils efficaces afin d’identifier et d’isoler les Treg chez '’homme. Les Treg Foxp3+
sont générés en premier lieu lors des phases de sélection clonale au sein du thymus et
vont par la suite migrer en périphérie pour exercer leur fonction régulatrice. En dehors
de ce mécanisme, les Treg FOPX3+ peuvent étre également induits en périphérie a partir
de LyT CD4+ naifs par I'intermédiaire d'une faible exposition a un antigene ainsi que de

la présence dans le microenvironnement d’IL-2 et de TGF-p.
Le développement de désordres immunitaires qu'’il s’agisse de MAI ou d’allergie

est fortement régulé par le role des Treg et plus particuliérement la balance entre les

LyT effecteurs (Teff) et les Treg. En effet, on retrouve fréquemment une dérégulation de
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cette balance dans des MAI systémiques ou dans le diabete (Long et al., 2010). D’autre
part, la restauration de I'équilibre Teff/Treg permet une amélioration clinique certaine
par exemple dans l'arthrite ou l'allergie (Morgan et al., 2005; Yamashita et al., 2012). De
maniere globale, ce déséquilibre peut étre acquis soit par leur perte de fonction
suppressive, soit par la diminution du nombre de Treg. C’est notamment le cas dans le
syndrome IPEX avec I'absence d’expression de Foxp3 qui est essentiel pour le maintien
de I'expression du CD25, du CTLA-4 ou encore de GITR (Hori et al., 2003). La délétion
de ces cellules est également impliquée dans la perte de tolérance orale avec pour
conséquence l'établissement d'une forte immunité de type Thz et spécifique aux
allergénes (Hadis et al., 2011). Concernant la perte de fonction suppressive, elle est
retrouvée dans de nombreuses pathologies chez 'homme (e.g. DT1, SEP, PR, psoriasis).
Néanmoins sa mise en évidence reste compliquée car elle s’effectue exclusivement par

des cultures in vitro et ne constitue pas toujours le reflet de ce qui s’opére chez I'individu.

2.1.2. Mécanismes d’action des Treg Foxp3+

Les Treg Foxp3+ agissent par de multiples différences a la différence des autres
populations de Treg (Figure 3). Cette polyvalence d’action leur permet d’agir a leur guise
sur des effecteurs variés tout comme de modifier 'amplitude des réponses immunitaires

a la base par leur action sur les DC.
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Figure 3. Les mécanismes d'action des Treg. a) Les Treg agissent de maniére paracrine avec la
sécrétion de TGF-B, d’IL-10 et d’IL-35. b) Les Treg possédent une capacité cytolitique médiée par la
sécrétion de granzymes de type A ou B. c) La captation de I'll-2 dans le milieu par I'intermédiaire du
récepteur de haute affinité, associée a la production d’adénosine induisent une anergie des Teff. d) Les
Treg exercent une modulation des DC par l'intermédiaire de LAG-3 et du CTLA-4. Cette modulation
induit la sécrétion de I'enzyme IDO et in fine I'anergie des Teff. D’apres Vignaly A. et al. Nature Reviews
Immunology (2008).

2.1.2.1. Production de cytokines inhibitrices

Lorsque l'on regarde les Treg Foxp3+ thymiques, le role de I'lL-10 et du TGF-3
dans leur efficacité suppressive semble mineur. En effet, dans des expériences in vitro,
on observe une suppression maintenue méme apres déplétion de ces cytokines par
utilisation d’anticorps spécifiques ou en utilisant des cellules incapables de produire ces
cytokines (Dieckmann et al., 2001; Jonuleit et al., 2001). A I'inverse, des expériences in
vivo en contexte pathologique, semblent démontrer que ces deux cytokines restent
indispensables dans l'activité des Treg (Hawrylowicz and O’Garra, 2005; Joetham et al.,
2007). Ces observations effectuées dans le contexte de I'asthme allergique démontrent
néanmoins que ce mécanisme ne peut se suffire pour induire une tolérance efficace. En
effet, le transfert adoptif de Treg déficients pour I'IL-10 ne permet pas d’abroger I'effet
protecteur. En définitive, ces données supportent donc un réle paracrine de I'lL-10 sur

les Treg Foxp3+ pour leur permettre de controler l'allergie et des recherches ultérieures
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ont démontré que ces Treg ne produisaient pas eux méme cette cytokine a un niveau

suffisant pour étre suppresseurs (Rubtsov et al., 2008).

Le role du TGF-P demeure flou en partie a cause de sa présence sous deux formes :
a la fois membranaire et soluble. Sous forme soluble, le TGF-f3 est impliqué a la fois dans
le développement des Treg induits mais aussi dans le maintien de leur fonction
suppressive. A l'inverse, sous forme membranaire, le TGF-f n’exerce pas ce role
(Piccirillo et al., 2002) mais permet un controle direct des LyT CD8+ infiltrants le
pancréas dans le diabete (Green et al., 2003). De plus, on retrouve le TGF-f & nouveau
sous forme membranaire dans des exosomes en contexte tumoral avec un réle dans
l'accroissement des propriétés immunosuppressives des Treg. En définitive, cette

molécule, quelle que soit sa forme, reste majeure dans l'action des Treg.

En dernier lieu, I'lL-35 semble elle aussi jouer un role dans la prolifération et le
maintien des fonctions suppressives des Treg (Collison et al., 2007). Cette cytokine est
un membre de la famille de I'lL-12. Néanmoins, on remarque un manque important de
recherches évaluant cette cytokine en conditions pathologiques et il n’est pas retrouvé

d’action sur les Treg issus de 'Homme (Bardel et al., 2008).

2.1.2.2. Cytolyse

Loin d’étre I'apanage seul des cellules cytotoxiques comme les NK ou les LyT
CD8+ cytotoxiques (CTL), les Treg sont également décrits comme doués d’'une capacité
de cytolyse avec la présence de granules de granzyme A, de granzyme B et de perforine
qui peuvent étre relargués suite a la fixation du CD18 (Grossman et al., 2004). Ces
mécanismes de cytolyse sont mis en jeu notamment dans la suppression de l'activité
cellulaire des LyB ainsi que des NK et CTL et en particulier dans un contexte tumoral

(Vignali et al., 2008).
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2.1.2.3. Privation en cytokines essentielles

Un des premiers role des Treg avancés apres leur identification était de pouvoir
capturer I'lL-2 grace a leur tres forte expression membranaire du CD25 (Thornton and
Shevach, 1998). Cette observation précoce fut confirmée en 2007 (Pandiyan et al., 2007)
ou la privation en IL-2 dans le milieu est identifiée comme responsable de 'apoptose des
LyT effecteurs (Teff), puis partiellement infirmée en avan¢ant que ce mécanisme ne peut
suffire a lui seul (Oberle et al., 2007). En dehors de ce mécanisme historique, on reporte
également I'implication d’'une voie médiée par I'adénosine et les ectoenzymes CD39 et
CD73. L’adénosine permettrait de supprimer les Teff a travers le récepteur adénosine 2A
mais également d’induire plus de Treg par diminution de sécrétion d’IL-6 et hausse du

TGF-B (Deaglio et al., 2007).

2.1.2.4. Action sur les cellules dendritiques

Les interactions entre les Treg et les DC sont au cceur des modulations
essentielles de l'activité immunitaire. Dans ce cadre, le CTLA-4 prend une part
importante dans ce dialogue. Cette molécule fortement exprimée par les Treg permet
une action primaire sur les DC par la liaison aux molécules de costimulation CD80o et
CD86 en empéchant l'activation médiée par le CD28. Cette liaison est également
responsable de modifications enzymatiques au sein du microenvironnement de la DC.
De la méme maniére, LAG-3 joue un role sur les DC en bloquant leur maturation.
L’ensemble de ces moyens d’action sera détaillé plus précisément dans la description des

points de contréle immunitaires.

2.2. Les Treg sécréteurs d’interleukine-10 (Tr1)

Les cellules Tr1 sont décrites pour la premiere fois en 1997, dans les travaux de
Maria Grazia Roncarolo, comme des LyT CD4+ capables de supprimer des réponses
antigenes spécifiques et n’exprimant pas le Foxp3 (Groux et al., 1997). Ces cellules étaient
a 'époque majoritairement caractérisées par leur sécrétion cytokinique propre, puis a la
suite d’'un consensus international, par le phénotype CD4+ CD49b+ LAG-3+ CD226-

(Abbas et al., 2013). Ces cellules restent néanmoins caractérisées par une production
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importante d’IL-10. En revanche, aucun facteur de transcription propre ne peut étre
associé a ces cellules malgré le fait que I'on retrouve une expression importante mais
non spécifique du répresseur de GATA3 (ROG) a la fois chez 'homme et chez la souris

(Cobbold et al., 2003).

2.2.1. Fonctions des Trl

A la différence des Treg Foxp3+, les Tr1 ne sont pas ou peu retrouvés au niveau
systémique et leur présence est conditionnée par la présence d'un antigene spécifique,
ce qui en fait des acteurs importants de la régulation immune locale (Zeng et al., 2015).
De ce fait, I'étude des Tr1 s’est faite principalement en contexte pathologique et a permis
d’identifier quatre mécanismes d’action principaux. Premiérement les Tr1 suppriment
les Teff et modulent les DC par leur sécrétion d’IL-10. Sur les DC, I'lL-10 induit
laugmentation de lexpression de transcrits comme I« Immunoglobulin-Like
Transcript » 3 et 4 (ILT3 & ILT4) ainsi que la diminution d’expression des molécules de
costimulation et de présentation antigénique. Les trois autres mécanismes retrouves
sont quant a eux partagés avec les Treg. Le deuxiéme est la production ainsi que le
relargage de granzyme B et de perforine lors de contacts avec les APC par I'intermédiaire
entre autres du couple CD2 (LFA-2)/CDs8 (LFA-3) (Magnani et al., 2om).
Troisiémement, les Tr1 expriment les molécules CTLA-4, PD-1 et ICOS et peuvent donc
moduler I'activation des LyT naifs par I'intermédiaire des DC (Gregori et al., 2012). En
dernier, les Tr1 expriment les CD39 et CD73 et de ce fait modulent I'adénosine tri-
phosphate extracellulaire et induisent un microenvironnement appauvri pour les Teff
(Schuler et al., 2014). Cette propriété n’est cependant retrouvée que dans un contexte

tumoral.

2.2.2. Induction de Trl

Plusieurs techniques sont disponibles pour induire ces Tri dans une visée
thérapeutique et pouvoir exploiter leur capacité suppressive ainsi que leur propension a
migrer au sein des tissus. Ces techniques sont majoritairement réalisées in vitro, car la

14 14 . L4 L) A A r . r )
génération de Tr1 in vivo semble extrémement complexe a cause de la nécessité d'une

multitude de cytokines et de signaux d’activation d’intensité appropriée. L’étape clé dans
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la génération de ces cellules a partir de LyT CD4+ naifs réside dans I'utilisation de
certains sous-types de DC et particulierement les iDC, les pDC ou les DC sécrétrices d'IL-
10. Dans cette optique et que ce soit chez 'homme ou chez la souris, il est possible
d’utiliser des DC cultivées avec de la vitamine D3 et de la dexaméthasone (Barrat et al.,
2002).Une seule étude fait état de la génération de Tr1 a partir de LyT CD4+ naifs sans
l'aide d’APC mais requiert l'utilisation de vecteurs viraux conférant la capacité de
production de doses importantes d’'IL-10 (Andolfi et al., 2012). L’étude qui parait la plus
intéressante sur la génération deTr1 est celle publiée en 2016 qui évalue la génération de
ces cellules in vivo par 'utilisation de nanoparticules vectorisant des complexes CMH-
[I-peptides et de ce fait stimulant les cellules sans besoin de DC. Cette nanoparticule
induit des cellules Tri-like spécifiques de I'antigéne, qui par la suite permettent de
controler efficacement les manifestations auto-immunes dans différents modeéles auto-
immuns (encéphalomyélite expérimentale autoimmune (EAE), diabete, arthrite). Cette
technique peut, par ailleurs, permettre de générer des Tri-like spécifiques pour chaque
antigéne d’'intérét en créant les nanoparticules correspondantes (Clemente-Casares et
al., 2016). En plus de controler les réponses cellulaires T, ces Tr1 sont également capables
d’induire des LyB régulateurs (Breg) par I'intermédiaire de I'lL-10. Le role de ces Breg
n’est pas clairement identifié mais reste cependant intéressant notamment dans des
pathologies caractérisées par l'implication forte des immunoglobulines dans la
pathologie. C’est notamment le cas dans I'allergie ou ces Breg, par leur production d’'IgG

de type 4 contrélent partiellement la réactivité aux allergénes.

2.3. Les Treg sécréteurs de TGF-f3 (Th3)

Les Treg polarisés vers un profil Th3 sont une population de cellules régulatrices trés
peu décrites en comparaison aux Treg Foxp3+ et aux Tr1. Ces cellules, identifiées pour la
premiére fois au sein des ganglions mésentériques, sont impliquées dans la tolérance
orale aux antigénes du soi (Chen et al., 1994). Par la suite, une meilleure caractérisation
de ces cellules sera possible grace aux travaux de recherche soulignant la dépendance au
TGF-B pour leur action régulatrice et a I'expression membranaire en association avec le
« latency-associated peptid » ou LAP a la surface de ces Th3 (Oida et al., 2003). Grace a

cette identification phénotypique claire (CD4+ CD25-LAP+), les Th3 sont étudiés dans
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plusieurs modéles de pathologies auto-immunes comme la colite ou 'EAE, qui est le
parallele murin de la SEP. De maniére intéressante, ces cellules sont retrouvées chez
I'Homme a la fois en contexte physiologique (Gandhi et al., 2010) mais également en
contexte tumoral (Scurr et al., 2014). Si en situation classique, ces cellules permettent un
contréle fin des réponses immunitaires, en contexte tumoral les Th3 sont clairement
délétéres avec méme un rdle suppresseur supposé supérieur a celui des Treg. Il reste
cependant une grande inconnue dans le mécanisme d’action des Th3, dans la mesure ot
la relation entre leur effet suppresseur et les Treg Foxp3+ n’est pas renseignée. En effet,
le role majeur du TGF-p reste celui d'induire des Treg Foxp3+ a partir de LyT CD4+ naifs.
De plus, I'absence de facteurs de transcription identifiés pour les Th3, a la différence des
Thi, Th2 et Treg avec respectivement T-bet, GATA3 ou Foxp3, complexifie la
caractérisation complete de ces cellules. C’est donc probablement pour I'ensemble de
ces raisons, que les développements de vaccination tolérogénique détaillés par la suite

se concentrent principalement sur I'induction de Treg Foxp3+ et Tr1.

Pour clore cette description des acteurs clés de la vaccination tolérogénique, il est
important de rappeler les deux principaux maitres d’ceuvre de la tolérance immunitaire
que sont les DC et les Treg. Bien qu'il reste encore de nombreuses voies d’action encore
non décrites, il est aisé de se rendre compte du réle primordial des molécules de
costimulation, des cytokines et autres molécules régulatrices modulées par les cellules
dendritiques. De leur c6té, les Treg s'appuient sur des mécanismes divers, a la fois par
contact et a distance des cellules effectrices. Ce systéme complexe représente une voie
d’action thérapeutique majeure pour la vaccination tolérogene. En effet, la majorité des
développements spécifiques d’'un antigene vont s’atteler a moduler les DC avec en ligne

de mire une action sur les Treg.
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Partie 2 : Les stratégies vaccinales

tolérogénes

Le développement des stratégies vaccinales tolérogenes présente de fortes
analogies avec la vaccination classique. Grace aux développements des techniques de
biologie moléculaire, d'ingénierie génétique, cellulaire et moléculaire et a 'amélioration
des procédés de syntheése de biomatériaux, de nombreuses approches sont a ce jour
disponibles. Cette diversité n’est cependant pas superflue, tant il est complexe d’arriver
ainduire un signal de tolérance spécifique d'un antigéne ainsi que d’y adjoindre la notion
de mémoire de la tolérance et donc d’'un maintien a long terme. C’est avec la meilleure
caractérisation de la physiopathologie de I'auto-immunité, de la mise en lumiere des
particularités propres a chaque maladie et 'identification des motifs incriminés que les
débuts de la vaccination tolérogénique ont pu voir le jour. Ce besoin dun effort
considérable de caractérisation de I'ensemble des peptides impliqués dans chaque
pathologie est encore aujourd’hui nécessaire mais l'utilisation de techniques d’analyse a
large échelle, comme les « microarray » permet de multiplier les pistes thérapeutiques a

investiguer.
1. Les premieres approches avec les vaccins cellulaires et ADN

Parmi toutes les approches disponibles, la plus ancienne découle naturellement
du développement des vaccins classiques et demeure celle de 'administration de LyT
induits par 'EAE mais inactivés par irradiation ou traitement pharmacologique avec la
mitomycine C (Ben-Nun et al., 1981). Cette approche permettait la génération de
réponses immunitaires dirigées contre ces LyT spécifiques de I'antigene majeur impliqué
dans I'EAE, la protéine basique de myéline (MBP), et en conséquence de diminuer la
fréquence de ces clones déléteres. Par la suite, la technique de vaccination par ADN nu
fut utilisée en exploitant les propriétés inhérentes de transfection au sein de cellules.
Dés 1996, un premier vaccin ADN est développé chez la souris a nouveau dans I'EAE
(Waisman et al., 1996). L'objectif n’était plus d’augmenter les réponses immunitaires

mais de préférentiellement réorienter les réponses médiées par les LyT Thi, considérées

31



comme délétéres, en réponses humorales de profil Th2. De maniére efficace,
I'administration de ce plasmide, codant pour une région variable du TCR des LyT
impliqués dans la physiopathologie de 'EAE chez la souris (domaine Vf38.2), a permis
une réduction importante de la sécrétion de cytokines de type Thi (majoritairement
I'TFN-y). A I'inverse, une augmentation de la production de cytokines de type Thz, avec
en téte de file I'lL-4, a été observée. Malheureusement, ce type de vaccination ADN
ciblant directement les acteurs cellulaires impliqués s’est heurté trés rapidement au
challenge des réarrangements du récepteur cellulaire T au cours de la maladie mis en
place pour échapper a la tolérance induite. D’autre part, I'efficacité demeurait partielle
car 'EAE ne peut étre seulement définie par le role des LyT Thi et la diversité des
réponses immunitaires fragilisait la protection. Par la suite, I'utilisation de vaccins ADN
s’est préférentiellement concentrée sur I'utilisation de plasmides codant les antigénes
du soi décrits dans la physiopathologie de la maladie en les associant avec des molécules
modulant I'équilibre Thi1/Th2 des LyT. Ces développements ont principalement évalué
l'utilisation de I'lL-4 ou de motifs nucléotidiques de type CpG (Steinman, 2010).
L'utilisation de ces vaccins ADN codant des antigénes du soi a permis de remettre en
avant I'importance des DC et la nécessité d'un adressage effectif. En effet, a la différence
des vaccins ciblant directement les effecteurs, I'efficacité de ces vaccins reste limitée si
I'intégration au niveau des APC est faible, et cette intégration constitue une barriére

pour 'utilisation de ces vaccins tels quels in vivo.
2. La génération de DC tolérogénes

Devant I'intérét grandissant de l'utilisation de DC capables d’induire la tolérance,
de nombreux protocoles ont été élaborés afin de générer ces DC. La grande majorité des
travaux sur le sujet évalue I'utilisation de ces techniques de génération en association
avec la présentation d’'un peptide et en conséquence conférant une spécificité de
tolérance. Néanmoins, certaines équipes ont pris le parti de s’orienter vers une
génération de DC tolérogenes en I'absence d'une spécificité de présentation antigénique.
Plusieurs techniques sont disponibles, avec en premier lieu I'utilisation d’agents
pharmacologiques classiques, mais également I'utilisation de molécules biologiques,

d’agents pathogénes ou encore 'utilisation de la thérapie génique (Tableau 1).
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Tableau 1. Modalités de génération des DC tolérogénes. La génération des DC tol

érapie génique ou encore

ter 'usage d’agents biologiques et pharmacologiques, la th

nécessi

de probiotiques et de parasites. Le potentiel tolérogéne est par la suite évalué dans des modéles de

désordres immunitaires en paralléle de lidentification des mécanismes d’induction de tolérance.

D’aprés Van Brussel et al. Autoimmunity Reviews (2014).
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2.1. Agents pharmacologiques

L'utilisation d’agents pharmacologiques présente I'avantage de pouvoir induire des
tolDC de maniére rapide et reproductible de par la simplicité d’utilisation et de
caractérisation de ces molécules. La liste des molécules abordées par la suite n’est certes
pas exhaustive mais se concentre sur les principales molécules utilisées par le passé et a

I'’heure actuelle pour générer ces cellules tolérogénes.

2.1.1. Vitamine D3

La vitamine D3 est classiquement utilisée dans les désordres métaboliques
touchant 'homéostasie du calcium et des os. Sous forme active (1-25 dihydroxyvitamine
D3), cette molécule peut aussi moduler les cellules dendritiques (Adorini and Penna,
2009; Szeles et al., 2009). En effet, en cultivant des DC et en ajoutant cette vitamine dans
le milieu de culture, on retrouve un effet sur 'augmentation de la production d’IL-10 de
maniere concomitante avec une diminution de production de I'IL-12. Néanmoins, une
des limitations de I'utilisation de la vitamine D3 réside dans le besoin important en
TNFa a la fois sous forme soluble et membranaire pour la génération de Treg par les
tolDC (Kleijwegt et al., 2010). Il apparait donc essentiel de prendre en compte cette
limitation chez les patients recevant des anti-TNFa avec un potentiel effet inhibiteur

pour la génération de réponses tolérogenes.

2.1.2. Immunosuppresseurs

Les immunosuppresseurs sont classiquement utilisés dans de nombreuses
pathologies inflammatoires ou auto-immunes. Les corticostéroides demeurent les
premiers représentants de cette classe médicamenteuse et induisent une diminution
générale de l'activité métabolique des acteurs de 'immunité. Cependant cette action
reste généralisée et de nombreux effets secondaires sont observés a la fois a court terme
et a long terme. Néanmoins, cet effet reste intéressant afin d'induire des tolDC car on
retrouve une baisse d’expression du CD86 et de I'expression des molécules de CMH de
classe II a la surface. Apres coculture de LyT CD4+ naifs en présence de ces tolDC
induites, il est observé une diminution de la capacité d’activation des LyT sans atteinte

de celle des Treg. Le mécanisme avancé serait celui d'une diminution générale du
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métabolisme de ces DC avec une baisse de 'expression des molécules de co-stimulation.
De plus, 'expression de CCR7 est maintenue a la surface des DC ce qui permet le
maintien des capacités de migration dans les organes lymphoides secondaires. Dans la
classe des corticoides, la dexaméthasone demeure I'agent le plus couramment utilisé,
cependant I'ensemble des recherches effectuées ne s’accorde pas sur l'efficacité de cet
agent. En effet, certaines études démontrent une faible efficacité notamment par rapport
a la vitamine D3 (Ferreira et al., 2012). A l'inverse, d’autres travaux démontrent une
efficacité importante de la dexaméthasone avec des modifications transcriptionnelles
caractéristiques (Garcia-Gonzdlez et al., 2017). Bien que n’appartenant pas a la classe des
immunosuppresseurs, la metformine, molécule utilisée en diabétologie pour permettre
un controle modéré de la glycémie, a démontré son efficacité dans la génération de
tolDC en modulant les voies métaboliques au méme titre que la rapamycine (Sim et al.,

2016).

2.1.3. Simvastatine

La simvastatine est un inhibiteur de 'enzyme HMG-CoA réductase utilisée
couramment dans le traitement des hypercholestérolémies. Le mécanisme d’action par
lequel cette molécule agirait sur les DC reste a 'heure actuelle peu décrit mais, de
maniere similaire aux corticostéroides, I'hypothése d'une diminution du métabolisme
général des DC reste la plus probable. Les effets observés apres traitement de DC issues
de patients atteints de sclérose en plaques sont une baisse de production de cytokines
pro-inflammatoires telles que I'lL-1b, I'IL-6, I'lL-12, I'lL-21 et I'lL-23. Comme pour les
corticostéroides, on retrouve également une augmentation de I'lL-10 (Zhang et al., 2013)
ainsi qu'une baisse de I'expression des molécules de classe I et de costimulation (CD8o

et CD86).
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2.1.4. Aspirine

L’aspirine est une trés ancienne molécule utilisée depuis I'antiquité avec une
action sur le cycle des prostaglandines induisant entre autres une diminution de la
fievre, des processus de coagulation ou encore une baisse de la réactivité et de la capacité
régulatrice des LyT. Lorsqu’elle est utilisée sur des DC, 'aspirine permet une baisse
d’expression des molécules de costimulation (CD40, CD8o et CD86) ainsi qu’une
augmentation du facteur « immunoglobulin-like-transcript-3 (ILT-3) (Buckland et al.,
2006). Il en résulte une plus faible capacité d’activation des LyT naifs sans diminution
de l'induction de Treg Foxp3+. De plus, ces effets sont maintenus méme apres

stimulation par LPS ou cytokines activatrices.

Plus récemment, des agents modulant les facteurs de transcription ont été utilisés
avec en premier la modulation de la voie Nrf2 qui permet d’influencer sur la balance
Th1,Th2 et Thi7 (Wei et al., 2018). Ces modulations permettent une régulation fine de la
sécrétion cytokinique des DC avec en finalité une possibilité d’augmentation de la
production de I'IL-4, de I'IL-10 et du TGF-f mais également une baisse du TNF-a, de
I'TFN-y et de I'lL-12.

2.2. Agents biologiques

2.2.1. Interleukine-10 (IL-10)

L'utilisation de l'interleukine dans la génération de DC a partir de progéniteurs
permet d’induire des iDC et permet une maturation faible des DC méme en cas de
stimulation. L'induction de ces iDC, également appelée DC-10, est réalisée par
l'activation de cascades de signalisation intracellulaire médiées par JAK et
phosphoSTAT3 qui permet la répression des génes associés a la maturation des DC
(Steinbrink et al., 1997). Grace a ces modifications, ces DC sont efficaces dans le controle
des réponses déléteres dans plusieurs modeéles pathologiques comme l'arthrite (Van

Brussel et al., 2014; Comi et al., 2018).
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2.2.2. Transforming Growth Factor 3 (TGF-f3)

La biologie du TGF-B et de ses différentes isoformes (TGF-Pf1 a 4) demeure
relativement complexe compte tenu des cibles variées et des nombreux acteurs
intermédiaires. Dans ce contexte, l'activité de cette molécule sur les DC n’est pas
fermement démontrée, mais une action par hétérodimérisation de Smadz2, Smad4 et un
recrutement de NF-«B est décrite, avec pour effet I'inhibition de la maturation des DC

de la méme maniére que I'lL-10.

Les résultats les plus intéressants pour la génération de tolDC semblent
cependant nécessiter l'utilisation simultanée de I'lL-10 et du TGF-B. En effet, méme si
l'utilisation de l'une ou de l'autre de ces molécules permet l'induction de LyT
suppresseurs, la combinaison des deux permet une efficacité plus importante dans
I'anergie induite chez des LyT (Torres-Aguilar et al., 2010a). Ces DC induites ont par la
suite été testées en coculture avec des LyT mémoire spécifiques de I'insuline et issus de
patients atteints de DT1. Les tolDC induites ont permis en premier lieu de réduire la
prolifération des LyT mémoire de maniére antigeéne spécifique. D’autre part, les LyT
ayant proliféré présentaient un phénotype bien distinct avec une faible capacité de
production de I'lL-2 et de 'IFN-y mais a I'inverse une forte capacité de production de

I'IL-10 (Torres-Aguilar et al., 2010b).

2.2.3. Tumor Necrosis Factor-o (TNF-a)

De maniére contradictoire avec les observations faites chez 'Homme dans les
MALI ou le TNF-a est largement décrit comme contributeur dans la physiopathologie de
ces maladies, cette cytokine peut étre utilisée de maniére bénéfique dans la génération
de DC modifiées et de l'utilisation de ces dernieres en contexte pathologique. En effet,
plusieurs études démontrent l'intérét de ces DC dans la modification de polarisation
observée au niveau du compartiment des LyT. Dans un contexte d’arthrite au collagene,
on retrouve une modification phénotypique des CD4+ vers un profil Th2 moins délétere
dans cette pathologie (Van Duivenvoorde et al., 2004), une augmentation de la sécrétion
d’'IL-10 (Healy et al., 2008) ou encore l'expansion de Treg exprimant le CD4gb

(Charbonnier et al., 2006).
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2.3. Thérapie génique

La thérapie génique représente une approche trés intéressante dans la génération
de tolDC. En effet, a la différence de l'induction de ces cellules par l'intermédiaire
d’agents pharmacologiques ou biologiques, la thérapie génique permet théoriquement
une expression stable du phénotype de ces tolDC apres réinjection avec une visée
curative a long terme. Malheureusement, les processus d’infection et de culture de ces
DC limitent encore a 'heure actuelle I'utilisation a large échelle de ce type de technique.
Au sein du concept de l'utilisation de thérapie génique, plusieurs techniques sont
différentiables. Les premiers essais ont évalué I'ajout d'information génétique pour des
molécules de tolérance. Dans ce cadre, I'lL-10, le CTLA-4, IDO ou encore le TGF- ont
été utilisés avec des résultats précliniques positifs majoritairement obtenus dans
'arthrite induite au collagene. Les mécanismes sous-jacents dans la protection obtenue
sont identiques a ceux des DC générées par ces mémes agents biologiques: une
orientation de la polarisation des CD4+ vers un profil Th2 pour I'IL-4, une induction de
Treg pour I'lL-10 et le TGF-B. IDO et le CTLA-4 semblent quant a eux jouer sur

'activation des Treg in fine.

L'utilisation de la thérapie génique permet d’autre part d’interférer sur le profil
des DC par l'utilisation d’ARN sous différentes formes (miRNA ou siRNA). Dans ce
cadre, des travaux intéressants dans 'allergie a 'ovalbumine ont évalué I'utilisation de
miRNA (pour « microRNA ») comme le miR-23B qui accroissent les propriétés
tolérogéniques par 'intermédiaire d’'une inhibition de la voie Notch/NF-«B. On retrouve
apreés traitement une diminution de 'expression des molécules de costimulation (CD80o
et CD86) ainsi que celles de CMH-II (Zheng et al., 2012). Une autre approche tres
semblable est celle de I'utilisation de siRNA (pour « small interfering RNA ») afin de
réduire directement la production dune cytokine comme I'IL-12 ou une voie
d’activation. Les limitations inhérentes a ce genre de technique restent entre autres la
toxicité potentielle d’'une telle inhibition a long terme, mais également la persistance de

cet effet apres réinjection chez l'individu.
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2.4. Utilisation de microorganismes

L'utilisation de microorganismes et notamment certaines bactéries est
grandissante de par les effets bénéfiques observés non seulement dans les pathologies
liées au systéeme digestif (Maladie de Crohn et Rectocolite hémorragique) mais
également dans d’autres maladies systémiques comme le lupus ou la composante du
microbiote intestinal devient majeure. Dans cette optique, plusieurs travaux ont montré
I'impact d’'une coculture de bactéries et de DC ou d’'une administration intra gastrique
de ces bactéries dans I'induction de DC tolérogenes et de Treg. Ces effets sont observés
aussi bien avec I'utilisation de parasites comme Schistosoma et de Fasciola hepatica mais
également avec certaines levures comme Candida albicans (Van Brussel et al., 2014).
D’autre part, le genre lactobacillus a été et reste largement utilisé avec une action a la
fois sur le statut de maturation des DC (baisse de I'expression de CD8o et CD86) mais

aussi par une augmentation de sécrétion de I'IL-10 (de Moreno de LeBlanc et al., 2om).

3. Les nanoparticules

Les nanoparticules (NP) qu’elles soient d’origine synthétique ou virale sont un outil
de choix dans lI'induction de tolérance, notamment grace a une captation préférentielle
par les APC (Irvine et al., 2013). Cette structure particulaire inférieure a 1 pm leur permet,
d’une part de diffuser jusqu’aux organes lymphoides secondaires mais également dans
le foie et d’autre part d’étre phagocytées par 'ensemble des APC. Le processus de
présentation antigénique de ces NP répond aux mémes lois que celui de la présentation
des antigénes particulaires ou agrégés (Tostanoski and Jewell, 2017). De ce fait,
l'utilisation de ces particules pour permettre une stimulation du TCR sans molécules de

costimulation représente un moyen d’induction de tolérance trés intéressant.

Cette approche a été utilisée d'une maniere similaire avec 'administration de cellules
exprimant un ou plusieurs antigénes par l'intermédiaire d’'une liaison synthétique
(Miller et al., 2007). L’action tolérogéne ainsi obtenue peut étre a la fois initiée
directement par ces cellules artificiellement présentatrices mais aussi apres I'apoptose

et la prise en charge de ces cellules avec in fine une réorientation des réponses
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immunitaires. Apres plusieurs développements précliniques dans des modeles d’EAE, de
transplantation ou d’allergie (Smarr et al., 20m1), cette approche a été étudiée chez
I'Homme dans un essai de phase I en 2013 (Lutterotti et al., 2013). L'injection de ces
cellules combinées a 7 peptides identifiés comme pathogénes dans la SEP a permis de
combiner une diminution des réponses cellulaires spécifiques des antigenes a une tres
bonne tolérance du traitement. Cette tolérance fut confirmée par la suite avec I'absence
d’'induction d’anticorps spécifiques dirigés contre ces antigenes présentés a la surface

(Peschl et al., 2015).

A la suite de ces recherches évaluant le couplage antigene-cellule, de nombreux
travaux ont exploité ces mécanismes d'induction de tolérance en utilisant des
nanoparticules. D’une part, les NP peuvent étre produites plus rapidement et facilement
que la culture et la modification de cellules humaines. D’autre part, 'avantage de cet
outil est la versatilité, avec la possibilité de vectoriser n'importe quel antigéne a la
surface ou au sein de la NP, mais également d’y adjoindre des composants tant pour
augmenter les réponses que pour, a linverse, induire un signal de tolérance.
Actuellement, tres peu de développements de NP d’origine virale ont été ou sont en
cours d’évaluation clinique. La description des développements et des approches qui va
suivre s’attachera donc a décrire les NP synthétiques, tandis que les NP d’origine
biologique seront abordées dans la discussion de ce manuscrit. Néanmoins, les
approches décrites par la suite sont hypothétiquement transposables en tout point aux

NP d’origine biologique et permettent d’évaluer le chemin parcouru dans ce domaine.

3.1. Le développement des NP synthétiques

Au cours du temps, plusieurs matériaux ont été successivement utilisés comme
composants principaux des NP. Cet aspect structural demeure essentiel dans la
production de ces NP, tant sur le plan de la sécurité d’utilisation que sur 'optimisation
de la présentation antigénique. Les premiéres NP ont été produites en utilisant des
métaux avec 'avantage de pouvoir combiner des antigenes, des ligands ou des agents
thérapeutiques a la surface. Ces NP ont un profil de stabilité trés important au cours du

temps mais demeurent potentiellement toxiques. En effet, il est démontré une absence
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de biodégradation au sein des organismes ce qui souléeve la question de la toxicité a long

terme de ce type de particules.

A la suite de ces NP métalliques, les propriétés naturelles des liposomes ont a leur
tour été exploitées pour la génération de nouvelles NP. Leur structure permissive par la
présence de cholestérol membranaire pour I'intégration de molécules dans la membrane
fait de ces particules une option encore aujourd’hui utilisée et étudiée. Ces propriétés
permettent également la création de zones de forte expression membranaire pour
faciliter la prise en charge et la liaison aux cellules cibles (Macauley et al., 2013). L'autre
avantage des liposomes est de pouvoir intégrer en leur sein un antigeéne qui sera relargué
aprés endocytose dans le cytoplasme ou dans les vésicules lysosomales. Ces NP
présentent néanmoins un inconvénient majeur qui est celui de la cinétique de relargage.
Il existe trés peu de données dans la littérature sur les cinétiques exactes de relargage au
sein des cellules cibles des molécules embarquées. L’étude de ces processus apparait
complexe en condition in vivo, et la réalisation de ces expériences in vitro est un biais

non négligeable pour réaliser de telles études.

A T'heure actuelle, les NP les plus utilisées sont produites a partir de polymeres
synthétiques ou naturels. Au sein de cette catégorie, on peut citer entre autres l'acide
polylactique (PLA), les polyacides lactiques-co-glycoliques (PLGA), le polystyrene, le
dextran ou encore le chitosan. On préférera utiliser parmi ces différentes possibilités des
polymeres biodégradables afin d’éviter les risques de toxicité communs avec les NP
métalliques. A la différence des liposomes, les NP de polymeres créent une matrice
emprisonnant I'antigéne ou la molécule que I'on souhaite vectoriser. Il est donc possible
d’embarquer sans distinction des molécules hydrophobes ou hydrophiles, la seule
différence résidant dans la méthode de préparation de ces NP. L’avantage de ce type de
NP réside dans la forte capacité a modifier le relargage des molécules en fonction du
processus de préparation utilisé et de ce fait de connaitre parfaitement la cinétique de

ces particules (Gu et al., 2008).

Quel que soit le type de NP utilisé, plusieurs critéres sont également a prendre en

compte pour envisager leur usage dans linduction d'une tolérance spécifique.
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Premiérement la charge électrique est un critere non négligeable. En effet, les particules
chargées positivement (cationiques) auront préférentiellement une visée pro-
inflammatoire. A l'inverse, les particules chargées négativement (anioniques) auront
une immunogénicité réduite et une circulation systémique plus importante. Dans la
méme optique, il est possible d’utiliser du polyéthyléneglycol (PEG) pour diminuer
I'agrégation des NP entre elles ou avec les protéines sériques (Gref et al., 2000). Le
deuxiéme critere a prendre en compte pour l'utilisation de ces particules est la taille de
celles-ci et donc en conséquence le site d’injection. Il est fréquemment décrit que des
NP de petite taille (< a 100 nm) diffusent plus largement au niveau systémique et dans
la circulation lymphatique. A I'inverse, les NP de grande taille auront besoin d’'une prise
en charge préalable par les APS afin d’infiltrer les organes lymphoides secondaires. En
dernier lieu, la combinaison de plusieurs molécules d'intérét peut poser certains
problemes de compatibilité et d’agrégation avec les NP polymériques. Afin d’éviter ces
complications, il est parfois préférable d'utiliser deux NP différentes et d’'influencer sur

le ratio entre celles-ci avant injection.

3.2. Approches thérapeutiques basées sur des NP

De la méme maniere qu'’il existe plusieurs types de NP, il existe autant si ce n’est
plus de types d’approches les utilisant pour induire une tolérance spécifique. Si certaines
approches prennent le parti d’exploiter les processus tolérogénes préexistants, d’autres
prennent le contre-pied et utilisent des agents immunorégulateurs pour arriver a

controler les réponses déléteres (Figure 4).
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Figure 4. Développements thérapeutiques utilisant des nanoparticules d'origine synthétique. Trois
principes d’utilisation des NP en vaccination tolérogéne sont développés a I'heure actuelle : ceux
exploitant les processus tolérogénes préexistants, ceux ciblant des récepteurs de la tolérance et enfin
ceux utilisant des agents pharmacologiques. Au sein de ces trois classes, on retrouve des NP
vectorisant des antigénes sous forme d’ADN, de protéines, de peptides ou associés aux molécules du
CMH. La présence de protéines membranaires, telles que la phosphatidylsérine, des ligands de CD22
ou des Ac anti-Fas permet également de diversifier les mécanismes d’action. D’aprés Kishimoto T.K. et
Maldonado R.A. Frontiers in Immunology (2018).
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3.2.1. Approches exploitant les processus tolérogenes

préexistants

3.2.1.1. tNP présentant un complexe CMH + peptide

Le concept de ce type de NP tolérogénes (tNP) est d’exploiter le principe qu'une
présentation de I'antigeéne par les molécules HLA de classe I ou II et sans molécules de
costimulation permet d’induire la tolérance. Cette approche a été testée premierement
avec les molécules HLA de classe I afin de supprimer les LyT CD8+ autoréactifs et
d’'induire un phénotype anergique voire régulateur. Le phénotype obtenu pour ces LyT
CD8+ semble d’ailleurs stable dans le temps avec I'établissement d’'une protection
lorsque l'on transfere ces cellules dans un modéle murin de diabete (NOD) (Tsai et al.,
2010). La méme équipe de recherche a appliqué cette approche aux molécules HLA de
classe II avec cette fois ci l'induction de cellules Tr1. Ces cellules ont permis
I'établissement d’'une tolérance spécifique que ce soit en administration préventive ou

thérapeutique dans plusieurs modeles pathologiques (Clemente-Casares et al., 2016).

3.2.1.2. Tolérance orale

La voie orale est historiquement connue pour induire une tolérance spécifique
avec des mécanismes néanmoins partiellement décrits mais ou I'implication des LyT
CD4+ Th3 semble étre nécessaire. Cette population de cellules régulatrices exerce son
activité suppressive majoritairement via une sécrétion importante de TGF-f. Plusieurs
études utilisent des NP en vectorisant soit directement I'antigéne, soit TADN codant
pour la protéine. Les résultats obtenus avec les NP vectorisant le collagéne sous forme
protéique ont permis une réduction des symptomes dans un modele d’arthrite induite
au collagene (Kim et al., 2002). Dans le cadre des NP vectorisant '’ADN, deux modeéles
ont été étudiés : un premier modele d’allergie a 'ovalbumine avec des résultats mitigés
(Goldmann et al., 2012), et dans un deuxiéme temps un modele d’hémophilie avec
l'utilisation de NP délivrant le facteur VIII sous forme plasmidique (Dhadwar et al.,
2010). Ces travaux n'ont pas été adaptés chez 'Homme, probablement a cause d'un
besoin encore présent d'une meilleure caractérisation des mécanismes impliqués dans

I'établissement de la tolérance.
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3.2.1.3. Autres

Plusieurs possibilités d’utilisation des NP peu conventionnelles ont été testées
toujours en exploitant des processus tolérogenes physiologiques. La premieére consiste
en l'utilisation des mécanismes associés a l'apoptose avec la constitution d'un
microenvironnement propice a la tolérance. Dans ce cadre, les NP sont utilisées pour
délivrer un antigene et faciliter les phénomenes d’apoptose de maniére limitée afin
d’initier les réponses tolérogenes. Cette utilisation pose néanmoins plusieurs questions
de sécurité et d’efficacité a long terme en comparaison aux autres approches disponibles.
La derniere possibilité est d’exploiter les processus de tolérance observés au niveau oral,
intestinal et hépatique (Weiner et al., 2011). En effet, la délivrance d’antigénes au sein du
foie pourrait représenter une piste intéressante mais une caractérisation compléte de
I'ensemble des mécanismes spécifiques de cet organe est nécessaire avant d’envisager

toute translation chez 'homme.

3.2.2. Approches ciblant des récepteurs impliqués dans la
tolérance

De la méme maniére que pour générer des tolDC in vitro, I'utilisation de
molécules, mais cette fois-ci par 'intermédiaire de NP pour un adressage spécifique,
apparait comme évidente. En reprenant les molécules les plus couramment utilisées
pour induire ces tolDC, I'étude de NP vectorisant a la fois un antigéne combiné avec de
I'lL-10, du TGF-B ou encore de la vitamine D3 a été réalisée. Malgré un potentiel
d’utilisation dans un large choix de modeles pathologiques, I'ensemble des travaux
réalisés n’a pu évaluer cette approche que dans des modeles d’EAE avec l'utilisation de
peptides ou de la protéine compléte MOG (Kishimoto and Maldonado, 2018). Mais
devant l'efficacité observée, il serait intéressant d’étudier ce type de tNP dans d’autres

modeéles auto-immuns ainsi que dans l'allergie.
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Une autre possibilité plus récemment étudiée a été d’induire l'anergie et
I'apoptose des LyB par coexpression sur des NP de I'antigéne et de ligand du marqueur
CD22 (appartement a la famille SIGLEC) (Macauley et al., 2013). L’action thérapeutique
visée est I'abrogation des réponses anticorps par les LyB et les résultats ont été
concluants dans un modele d’hémophilie au facteur FVIII. Enfin, I'utilisation du systeme
Fas/Fas-L pour induire a nouveau I'apoptose, mais cette fois-ci préférentiellement des
LyT en utilisant des NP exprimant des complexes CMH-peptide et du Fas a leur surface,
demeure intéressante particulierement pour une utilisation en prévention de rejet de

greffe.

3.2.3. Approches utilisant des agents pharmacologiques
inhibiteurs

La troisiéme et derniére catégorie de tNP exploite la prise en charge des NP pour
délivrer des agents tolérogenes au contact des APC. On retrouve au sein de cette
catégorie I'utilisation d’inhibiteurs de NF-kB responsables d'une induction de Treg
Foxp3+ ou encore les inhibiteurs de mTOR avec la rapamycine permettant la génération
de iDC, de Treg Foxp3+, et I'inhibition des effecteurs. Pour ces deux agents intégrés au
sein de NP, leur efficacité a été démontrée dans des modeéles thérapeutiques d’'EAE. De
plus, des effets sont retrouvés sur l'activation et la différenciation des LyB et des
plasmocytes avec une réduction du taux d’anticorps dirigés contre 'antigene au niveau
systémique. Ce mécanisme d’action accessoire représente cependant une autre
application potentielle pour le traitement de maladies, notamment celles caractérisées
par des anticorps dirigés contre les traitements (e.g anti-TNF-o, facteurs de

coagulation).

De maniere générale, I'utilisation de tNP dans I'induction de tolérance spécifique
représente un formidable outil a la fois polyvalent dans sa capacité a s’adapter a la
pathologie, mais également ubiquitaire par le fait que les DC en sont les cellules cibles
et qu’elles sont les cellules clés pour ce type de pathologie. Plusieurs essais cliniques ont

été réalisés ou sont en cours de réalisation chez 'Homme. Actuellement, le recul sur ce

type de thérapies n’est pas assez important pour permettre de conclure sur les futurs
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développements. Néanmoins, et méme en cas d’inefficacité pour certaines pathologies,
de nouvelles approches restent envisageables, comme par exemple la combinaison de
deux actions tolérogeénes avec la combinaison d’anti CD22 a la surface et de rapamycine
au sein de la NP. L'utilisation de NP d’origine biologique comme les pseudo-particules
virales ou « Virus-Like Particles » (VLP) pourrait étre également une alternative
intéressante, tant par leurs propriétés structurales que par leurs capacités naturelles a

moduler le systéme immunitaire.
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PARTIE 3 : Points de controle immunitaires

et tolérance

1. Les points de contrdle immunitaire

Les points de contrdle ont pris une part treés importante dans le développement de
thérapies modulant le systéme immunitaire. Le tres récent décernement du prix Nobel
2018 de Physiologie et Médecine a James P. Allison et Tajuku Honjo, pour leurs travaux
sur les points de contréle immunitaires et leur régulation en cancérologie, en est le
parfait exemple. Qu’il s’agisse d’'induire un signal fort de tolérance ou a linverse
d’augmenter drastiquement les réponses immunitaires, ces motifs moléculaires
présentent un role clé dans 'homéostasie de I'immunité et sont des voies d’action
thérapeutique majeures. Au sein de cette classe, on retrouve plusieurs motifs donc le
plus ancien et le plus décrit demeure le CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte associated
protein-4). Cette molécule est, a 'heure actuelle, la seule a étre utilisée couramment
chez 'Homme aussi bien en tant que suppresseur immunitaire sous forme soluble, qu’en
tant que thérapie anti-cancéreuse par l'intermédiaire d’'un anticorps la ciblant. Méme si
moins utilisées dans I'induction de tolérance, d’autres molécules comme PD-1 restent
néanmoins intéressantes a étudier. Afin de comprendre les possibilités thérapeutiques
d’utilisation et de combinaison de ces molécules, une description des modes d’action et
des développements actuels et futurs ciblant ces points de contréle immunitaire semble

indispensable, en s’attachant plus spécifiquement au CTLA-4.

1.1. Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4 (CTLA-4)

1.1.1. Structure et expression

Modérateur de l'activation cellulaire des LyT, le CTLA-4, également dénommé
CD152, possede un role primordial dans I'établissement de la voie régulatrice nécessaire
au fonctionnement optimal du systéme immunitaire. Il s’agit d’'une glycoprotéine
transmembranaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines, d'une longueur

de 223 acides aminés et qui fut découverte pour la premieére fois sous forme d’ADN
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complémentaires extraits de LyT CD8+ en 1987 (Brunet et al., 1987). Son domaine
extracellulaire est caractérisé par une structure appartenant a la superfamille des
immunoglobulines et commune a de nombreuses autres molécules de surface. Ce
domaine contient le site de fixation spécifique pour les ligands CD80o et CD86 présents
sur les APC. Le site de fixation entre le CTLA-4 et le CD80o différe de celui du CD86,
néanmoins l'avidité de fixation pour ces deux molécules est identique (Linsley et al.,
1994). A I'inverse, les cinétiques de fixation different entre les deux ligands, notamment
car le CD8o semble préférentiellement se fixer sur CTLA-4 alors que le CD86 serait
légérement plus affin pour le CD28. Ces données sont néanmoins sujettes a caution, car
ces expériences requiérent l'utilisation de ligands solubles ne présentant pas forcément
la méme structure quaternaire ou le méme état de dimérisation que des molécules

insérées dans la membrane.

La forme constitutive du récepteur est homodimérique, tout comme le CD28 ou le
CD8o, avec un poids moléculaire avoisinant les 42 kilos Dalton (kDa). Cette dimérisation
permet la création et le maintien d’'une structure en maillage lors de la fixation au
CD80/86 et confere une stabilité au complexe formé (Figure 5). De plus, elle est permise
par la présence de résidus cystéine en position 157 et par des N-glycosylations en position
13 et 145 (Linsley et al., 1995) au sein du domaine intracellulaire. Le CTLA-4 n’a pas
besoin d’étre sous forme d’homodimere pour pouvoir se fixer a ses ligands et en
particulier le CD8o, cependant la dimérisation permet d’augmenter fortement cette
affinité (Greene et al., 1996). En revanche méme sous forme monomérique, le CTLA-4
présente une affinité plus forte que le CD28 pour le CD8o. A la suite d’une fixation avec
ses ligands, il n’est pas observé de modifications structurales de la partie intra ou

extracytoplasmique du CTLA-4 (Stamper et al., 2001).
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Figure 5. Représentation schématique de la liaison du CTLA-4 au CD80. Les homodimeéres de CTLA-
4 présents a la surface des LyT se lient aux homodiméres de CD80 présents sur les DC. Cette structure
particuliére permet la stabilité du complexe formé. D’apres Alegre et al. Nature Reviews Immunology
(2001).

A la différence du CD28, le CTLA-4 est majoritairement retrouvé au niveau
intracellulaire des LyT au sein de vésicules associées ou non a I'appareil de Golgi. En cas
d’activation par la fixation du TCR sur le complexe CMH - peptide, I'expression du
CTLA-4 est augmentée jusqu'a étre détectée pour environ 30% des LyT chez 'Homme
(Lindsten et al., 1993). Cependant les Treg expriment de maniere constitutivement plus
importante le CD152 a la surface et ceci sans besoin d’activation au préalable. En dehors

des LyT, quelques autres types cellulaires expriment de faibles niveaux de CTLA-4,

notamment certains sous types de LyB et de DC.

Une fois a la surface, le CTLA-4 est soumis a endocytose par l'intermédiaire de
vésicules mantelées composées essentiellement de clathrine. Le devenir du CDis2 est
ensuite dichotomique avec en premier lieu un réadressage vers la membrane plasmique
ou alors une dégradation lysosomale. Ces phénomeénes d’endocytose, de recirculation et
de rétention intra-vésiculaire du CTLA-4 sont par ailleurs tres largement dépendants du
domaine intracellulaire de la molécule. Le CTLA-4 possede une partie intra-
cytoplasmique de 35 acides aminés dépourvue d’activité enzymatique et qui ne présente

pas de domaine de signalisation de type Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition
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Motif ou ITIM (Teft et al., 2006). Cette partie contient également deux résidus tyrosines
(en position 201 et 218) ainsi qu'une région enrichie en proline, qui permettent les
phénomeénes d’adressage de la molécule a la surface, de recyclage ou de dégradation

lysosomale (Figure 6).

(] TCR CTLA-4 é g
J L
y @ @
O Clathrine
I \ Recyclage @
L’ Exocytose
/ l Dégradation
Appareil
de Golgi
Endosome Lysosome

Figure 6. Cycle intracellulaire du CTLA-4. L’adressage membranaire des vésicules contenant du CTLA-
4 est dépendant de signaux activateurs tels que ceux médiés par le TCR. Aprés expression
membranaire, le CTLA-4 est soumis a une endocytose médiée par la clathrine et par la protéine AP2.
Le devenir de ces endosomes est double, avec un recyclage membranaire ou avec une dégradation au
sein de lysosomes. D’aprés Walker et al. Nature Reviews Immunology (2011).

1.1.2. Mécanisme d’action

Les différents mécanismes d’action du CTLA-4, bien que pour la plupart
largement décrits, restent encore débattus quant a leur réel impact dans
I'immunomodulation. Lors des premiéres recherches sur le sujet, le CTLA-4 pouvait tout
aussi bien agir par un mécanisme actif que passif. En effet, les premiéres cocultures
cellulaires de LyT, d’APC et de CTLA-4 solubles démontraient une diminution de la

prolifération lymphocytaire. Malheureusement ces résultats ne permettaient pas de
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différencier un blocage du couple CD28/CD80-CD86 (mécanisme passif) de 'absence
de signalisation médiée par le CTLA-4 membranaire (mécanisme actif). Le role
inhibiteur a été par la suite confirmé avec deux recherches indépendantes qui ont mis
en lumiére le phénotype délétére et auto-immun de souris déficientes pour la molécule
(Tivol et al., 1995, Waterhouse et al., 1995). En effet, le développement de syndromes
lymphoprolifératifs et en conséquence de destruction tissulaire chez des souris
déficientes confirmait la nécessité du CTLA-4 pour controler les réponses immunitaires

et non l'inverse.

Un des premiers mécanismes d’action décrit dans les années 1990 pour le CTLA-
4 fut la déphosphorylation de la chaine £ du corécepteur CD3 par 'intermédiaire d’'une
phosphatase (SHP-2). Cette modification entrainerait I'incapacité de transduire le signal
initié par la fixation du TCR sur le complexe CMH-peptide. Malheureusement, cette voie
d’action fut par la suite infirmée grace a l'utilisation d’inhibiteurs de phosphatases
(Calvo et al., 1997; Lee et al., 1998). De la méme fagon, I'impact sur la diminution de la
formation de microclusters de ZAP7o, formations nécessaires a la transmission du signal
déclenché par le TCR, fut également réfuté puis remis en lumiére dans les années 2000
(Calvo et al., 1997; Schneider et al., 2008). D’autres voies d’action, telles que PI3K, AKT
ou SHP-1 et 2 ont été mises en avant avec une remise en cause par la suite sans exception
(Walker and Sansom, 2015). Enfin, un effet médié par la régulation intracellulaire de
I'expression des genes a été souligné. Cette régulation aurait pour conséquence la
diminution de production de l'interleukine-2 (IL-2), une cytokine essentielle pour la
survie et la prolifération des LyT et en particulier des Treg, ainsi que le blocage des LyT

en phase G1 du cycle cellulaire (Krummel and Allison, 1995) (Figure 6).
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Figure 7. Mécanismes d’action intracellulaires du CTLA-4. Le CTLA-4 pourrait inhiber le signal induit
par le CD3 par l'intermédiaire de SHP-2 en déstabilisant les microclusters de ZAP70. D’autre part, les
voies médiées par PI3K et par PP2A pourraient inhiber la production cytokinique et la prolifération
cellulaire en modulant les cascades de signalisation intracellulaires. D’aprés Alégre et al. Nature
Reviews Immunology (2001).

L’ensemble des données actuelles semble cependant montrer que 'effet majoritaire
du CTLA-4 n’est pas lié d'une maniere ou d’'une autre a une voie d’activation
intracellulaire a travers sa partie intra-cytoplasmique. En effet, la liaison du CTLA-4 a
son ligand n’entraine pas de modifications transcriptomiques notables au sein des
lymphocytes I'exprimant en comparaison a des LyT déficients pour le CTLA-4 ou des
LyT naifs activés par un anti-CD28 (Friedline et al., 2009; Wakamatsu et al., 2013). De
plus, les travaux de Kataoka et al montrent que 'amputation de ce domaine ne semble
pas avoir d'impact sur l'activité des Treg dans des études in vitro (Kataoka et al., 2005).
Pour nuancer ce propos, une étude américaine a cependant mis en évidence, par
I'intermédiaire d'une mutation du CTLA-4 au niveau de 'un des deux résidus tyrosine
(Y201V), le role de la partie intra-cytoplasmique du CTLA-4 dans l'activité suppressive

des Treg en cas de pathologie auto-immune induite (Stumpf et al., 2014).
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La principale voie d’action du CTLA-4 serait donc la compétition de liaison avec le
CD28 sur leurs ligands communs, a savoir le CD80o et le CD86 présents sur les cellules
présentatrices d’antigenes (Figure 8a). Cette compétition est trés largement en faveur
du CD152 qui présente une affinité environ 100 fois supérieure a celle du CD28 (Linsley
et al., 1995). En réalité, le CTLA-4 présenterait une affinité préférentielle pour le CD80o
tandis que le CD28 se lie plus facilement au CD86 (Bhatia et al., 2005). D’autre part, la
liaison du CTLA-4 avec ses ligands permettrait la diminution du CD80o et du CD86 a la
surface des cellules présentatrices d’antigénes. Les travaux de I'équipe de Shimon
Sakaguchi confirment cette hypothese avec de I'étude des LyT régulateurs, cellules
présentant une expression du CTLA-4 importante comparativement aux LyT

conventionnels (Onishi et al., 2008).

Concernant les modifications observées au sein des APC, les mécanismes déclenchés
par la fixation du CTLA-4 et les voies d’action intracellulaires issues de CD8o et CD86
sont peu décrits. Néanmoins, la voie PI3K par l'intermédiaire de la protéine Notch 1
semble étre impliquée (Koorella et al., 2014). Cette signalisation est responsable d’'une
augmentation de production de T'IL-6 ainsi que de l'enzyme indoleamine 2,3
dioxygénase (IDO) (Fallarino et al., 2003) (Figure 8b) . En effet, des DC mises en culture
avec des Treg produisent plus d'IDO et par conséquent augmentent le catabolisme du
tryptophane au niveau extracellulaire et diminuent la disponibilité de cet acide aminé
dans le milieu. Cet effet est confirmé par la baisse de production d'IDO apres ajout d’'un
anticorps anti-CTLA-4 ou par l'utilisation de cellules exprimant peu le CTLA-4. La
conséquence de cette diminution du tryptophane est : (i) responsable d'une anergie des
LyT dans l'environnement de ces APC par diminution des capacités de division
cellulaire, et (ii) 'augmentation de la sécrétion de TGF-8 par les DC (Munn and Mellor,
2007). Cette altération de I'environnement cytokinique et nutritionnel serait propice a
I'induction et a I'activation des Treg, cellules clés dans I'établissement d’'une tolérance
immunitaire (Figure 8c). Ces effets sont également retrouvés avec l'utilisation des
molécules de CTLA-4 solubles (Grohmann et al., 2002). D’autre part, une diminution de
I'ordre de 50% de I'expression des molécules de costimulation apres fixation est observée

et pourrait étre expliquée par l'internalisation du complexe CTLA-4/CD80o ou CD86 une
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fois la liaison effectuée (Qureshi et al., 2011) (Figure 8d). En effet, sous forme non
phosphorylée, 'ensemble des résidus tyrosine et proline au niveau intra-cytoplasmique
permet 'association avec la protéine AP50 qui est une des sous-unités de 'adaptateur
pour la clathrine. Le devenir du complexe formé serait alors la dégradation au sein des
vésicules d’endocytose qui par la suite présentent une activité lysosomale. Ce mécanisme
n'est pas retrouvé pour la molécule CD28 du fait de l'absence de domaines
intracytoplasmiques permettant cette signalisation intracellulaire. Enfin, la liaison du
CTLA-4 a son ligand serait un signal déclencheur de la motilité du LyT engagé, avec pour
conséquence une instabilité au niveau de la synapse immunologique (Schneider et al.,
2006). Cette action reste elle aussi sujette a controverses, les travaux de I'équipe de
Jeffrey Bluestone ayant attribué cette augmentation de mobilité cellulaire au couple PD-

1/PD-L1 (Fife et al., 2009).

En conclusion et compte tenu des résultats contradictoires ces 30 derniéres années,
les roles supposés du domaine intra-cytoplasmique du CTLA-4, seraient mineurs et ceci
méme si des motifs impliqués dans des voies d’endocytose sont décrits. A I'inverse, le
domaine extracellulaire, véritable interface avec les APC, jouerait un réle prépondérant
dans l'action modulatrice de maniére dépendante de la quantité et de la dynamique de
I'expression de la molécule a la surface des LyT. Par ailleurs, 'ensemble des études a
visée thérapeutique décrivant 'utilisation de molécules de CTLA-4 solubles et I'étude
des patients présentant des mutations hétéro ou homozygotes pour le CTLA-4 au niveau
du site de fixation s’accordent pour confirmer cette dépendance entre dose, dynamique

et effet.

55



Transendocytose

CMH-Peptide

CD80/86
CD80/86

d Capture des molécules de costimulation des CPA

c Anergie médiée par IDO

TGF-8

Récepteur au

CD80/86

a Blocage de la liaison entre le CD28 et CD80/86
CTLA4

b Sécrétion de cytokines inhibitrices

Figure 8. Mécanismes d'action extrinseques du CTLA-4. a) Le CTLA-4 en se liant au couple CD80/86
diminue la disponibilité pour le CD28 ce qui empéche I'induction du signal de costimulation. b) Suite a
la liaison avec le CD80/86, le CTLA-4 induit la sécrétion de cytokines inhibitrices avec majoritairement
le TGF-B. c) Le CTLA-4 induit au niveau des APC la production et la sécrétion d’'IDO. Cette enzyme en
catabolisant le tryptophane induit I'anergie des LyT présent dans le microenvironnement. d) Des
phénoménes de transendocytose, observés principalement au niveau des Treg, participent a la
diminution de I'expression des molécules de costimulation a la surface des APC. D’apres Walker et al.
Nature Reviews Immunology (2011).
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1.1.8. Isoformes et polymorphismes du CTLA-4

Deux isoformes du CTLA-4 sont décrites dans la littérature. La premiere forme,
décrite précédemment et majoritaire, est composée du peptide d'initiation, du domaine
de liaison au CD8o et CD86, du domaine transmembranaire et enfin d’'un domaine intra-
cytoplasmique. Cette forme retrouvée a la surface des LyT a également été retrouvée,
dans des expériences in vitro, a la surface d’exosomes issus de LyT CD4+ (Esposito et al.,
2014). Ces vésicules riches en CD63 peuvent étre sécrétées par plusieurs types cellulaires
dont les DC. Ces observations n’ont néanmoins pas été confirmées in vivo avec I'absence
de détection de ces vésicules dans le sérum de donneurs sains. La deuxiéme isoforme
dénommée sCTLA-4 pour CTLA-4 soluble, déficiente pour le domaine
transmembranaire, a été observée chez ’homme et la souris. Cette forme minoritaire est
retrouvée sous forme de monomeéres a la suite d'une activation des LyT CD4+ (Esposito
et al., 2014). Son réle reste encore a confirmer mais ce sCTLA-4 serait un des moyens de
controler l'activation des LyT et d’empécher une activation inadaptée et rémanente du

systéme immunitaire.

Le géne codant pour le CTLA-4 est situé sur le chromosome 2q33, entre le géne
codant le CD28 et celui codant ICOS. Cette distance génétique faible avec ces autres
motifs complexifie 'étude des polymorphismes. Plusieurs mutations d’'un seul acide
aminé sont retrouvées dans les régions promotrices (Wang et al., 2002) ou les régions
codantes. Fréquemment, ces mutations sont associées avec le développement de
pathologies comme la maladie de Graves, le diabete de type 1, la colite ou encore le lupus.
Néanmoins apres étude approfondie, ces mutations ne sont pas les seules associées au
développement de ces pathologies et le lien direct de causalité ne peut étre affirmé
(Gough et al., 2005; Liu and Zhang, 2013). Les derniéres recherches sur le sujet soulignent
cependant certaines associations entre CTLA-4 et des formes de néphropathies
spécifiques (Jacob et al., 2018), de pancréatite mais également dans I'asthme allergique
(Munthe-Kaas et al., 2004). Bien que les travaux publiés sur les néphropathies et la
pancréatite souffrent d'un manque de puissance compte tenu du nombre de patients
inclus, ceux étudiant 'association entre polymorphismes du CTLA-4 et allergie sont plus

intéressants car réalisés dans 3 pays sur 364 patients asthmatiques. Un total de 7
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polymorphismes sont décrits avec une influence sur les niveaux d’IgE sériques, la
positivé a au moins un test de provocation cutanée ou la fonction respiratoire. Ces
résultats ont par ailleurs été renforcés par une méta-analyse récemment publiée qui
démontre un corrélation entre la mutation +49A/G et le risque de développement de

I'asthme chez plus de 9ooo patients atteints ou non (Zheng et al., 2018).
1.2. Programmed cell Death protein 1 (PD-1)

Tout comme le CTLA-4, la molécule PD-1 (Programmed cell Death protein 1) est
une molécule clé dans la régulation du systéme immunitaire ce qui en fait un « point de
controle » immunitaire. Ce motif, autrement dénommé PDCD1 ou encore CD279 est
engagé suit a I'activation cellulaire T d’'un lymphocyte et permet d'inhiber les signaux
activateurs émis suite a la liaison du TCR avec le complexe CMH-peptide et la molécule
CD28 avec le CD8o ou le CD86. Cette molécule fait 'objet de nombreuses recherches et
développements dans le domaine de la cancérologie, néanmoins l'accent dans cette
description sera porté majoritairement sur son rble et son utilisation en tant

quimmunosuppresseur.

1.2.1. Structure et expression

La molécule PD-1 est exprimée majoritairement par les LyT notamment les LyT
tolérants, les Treg, les Tth, les Tfr, les LyT mémoire. A l'inverse, on ne retrouve pas
d’expression de ce motif a la surface des LyT naifs mais son apparition fait suite a la
liaison TCR et du complexe CMH-peptide. En cas de disparition ou de diminution de la
présentation d'un antigene, I'’expression de PD-1 diminue ce qui n’est pas le cas lors d’'une
infection chronique ou dans le contexte du cancer. En dehors des LyT, on retrouve
également cette molécule sur les LyB, les NK, ainsi que les cellules myéloides sans pour

autant avoir défini de role.

Au niveau structural, cette molécule est caractérisée par deux motifs tyrosines,
présents au sein du domaine intra-cytoplasmique, qui sont phosphorylés apres liaison a
un ligand. Cette phosphorylation entraine la fixation de protéines de type « protein
tyrosine phosphatase » (PTP), comme par exemple SHP2. Ces PTP peuvent

déphosphoryler des kinases essentielles dans I'activation d'un LyT et donc antagoniser
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les signaux issus du CD3 et du CD28, en agissant en aval sur le couple PI3K-AKT, RAS,
ERK, VAV ou encore la phospholipase Cy (Hui et al., 2016; N et al., 2012; Yokosuka et al.,
2012). Les meécanismes définissant une action préférentielle, soit sur la cascade
d’activation du CD28, soit sur celle du TCR, demeurent flous. Néanmoins, le besoin
récurrent d’'une stimulation par 'antigene pour ces T effecteurs définirait le potentiel

régulateur de PD-1 et serait donc un de ces moyens d’action principaux (Figure pdi a).

La molécule PD-1 posséde plusieurs ligands, majoritairement PD-L1 (autrement
dénommé CD274 ou B7-Hi) et PD-L2 (autrement dénommé CD273 ou B7-DC). PD-L1
est une molécule assez ubiquitaire retrouvée au niveau des cellules hématopoiétiques
(LyT, LyB, DC et macrophages) mais aussi au niveau de cellules non issues de lignées
hématopoiétiques (cellules endothéliales stromales et vasculaires, ilots pancréatiques,

trophoblastes placentaires, et kératinocytes).

1.2.1. Mécanisme d’action et role dans la tolérance

Au niveau moléculaire, les mécanismes d’action de PD-1 sont encore débattus
mais un lien est décrit entre PD-1 et l'activité métabolique des LyT. En effet, cette
molécule pourrait inhiber 'augmentation du métabolisme du glucose et de la glutamine
induits apres activation par le TCR et le CD28. Cette inhibition permettrait de bloquer
le passage a la glycolyse anaérobie qui est une des transitions nécessaires pour la
prolifération et la différenciation des LyT. On retrouve également apres liaison une
augmentation de la lipolyse et de 'oxydation des acides gras dans les LyT CD4+ (Parry

et al., 2005; Patsoukis et al., 2015)

Chez des souris déficientes pour PD-1, on observe une plus forte propension au
développement de pathologies auto-immunes avec 'apparition de syndromes mimant
le lupus, le développement de cardiomyopathies, ou encore une plus forte maladie chez
des souris développant un diabéte spontané (fond génétique NOD pour « non obese
diabetic mice ») (Nishimura et al., 1999, 2001; Wang et al., 2005). Chez 'homme, dans le
cas de mutations uniques pour le locus PDCDy, il est observé une association avec des
pathologies auto-immunes (Keir et al., 2008). Cependant, la nature de cette relation n’a

jamais été déterminée, qu’il s’'agisse d’'une causalité ou d'une simple corrélation. La
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molécule PD-1 est aussi grandement impliquée dans les processus de délétion clonale
s'opérant au sein du thymus. En effet, la perte de PD-1 a ce stade est responsable d’'un
plus fort taux de LyT double positifs pour le CD8 et le CD4 au niveau systémique.
Malheureusement, les mécanismes sous-jacents pour cette modification de sélection
clonale sont peu définis (Nishimura et al., 2000). Au niveau périphérique, PD-1 permet
de restreindre l'activation de LyT CD4+ et CD8+ autoréactifs au niveau des organes
lymphoides secondaires, mais également de moduler I'expression des récepteurs aux
chimiokines a la surface de ces LyT afin de diminuer la capacité migratoire dans les tissus
cibles (Pauken et al., 2013). Elle participe également a I'induction de Treg a partir de LyT
CD4+ Foxp3- en périphérie (Francisco et al., 2009). D’autre part, le réle suppresseur des
Tfr et donc le contréle des réponses adaptatives serait lui aussi dépendant d’une

signalisation induite par PD-1 (Sage and Sharpe, 2016).

En conclusion, le role global de PD-1 chez I'individu sain peut se définir comme
modérateur de 'amplitude initiale de la réponse T. Ce role modérateur s’exerce a trois
niveaux dans la définition de cette réponse. Le premier niveau d’action s’opére au sein
du thymus tandis que le deuxiéme est observé au niveau des organes lymphoides
secondaires. Enfin, le troisiéme permet un controle affiné de la réponse immunitaire au
sein des tissus cibles (Figure 9). De plus, PD-1 permet d’affiner la différenciation et le
devenir des LyT responsables de I'établissement de la mémoire immunitaire. Cependant
cette molécule ne peut étre considérée comme simplement un marqueur d’exhaustion

car elle est exprimée par de nombreuses cellules impliquées dans la tolérance.
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Figure 9. Rble de PD-1 dans la tolérance immunitaire. PD-1 participe a I'établissement de la tolérance
deés la sélection clonale dans le thymus. En périphérie, PD-1 est impliqué dans le contrble des réponses
auto-immunes par la diminution de I'activation des LyT, le contrdle de leur migration et participe a I'action
des Tfr. Le dernier niveau d’action est tissulaire et comprend le contréle de I'activation des LyT et
l'induction de Treg.

1.3. Autres points de contrdle immunitaires

En dehors de ces deux points de contréle majeurs au sein de la synapse
immunologique, de nombreuses autres molécules sont mises en jeu. Parmi elles,
certaines sont responsables de signaux inhibiteurs tout comme PD-1 et CTLA-4. Dans
cette catégorie, on retrouve LAG-3, TIM-3, TIGIT, les KIR, ainsi que des molécules
induisant une activation comme GITR et ICOS (Tableau 2). Devant l'absence de
thérapies tolérogenes exploitant leurs propriétés, ces molécules ne seront que

succinctement décrites afin d’entrevoir les possibilités de leur utilisation.
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. U - Autres - . . P .
Point de contrdle immunitaire . N Expression cellulaire Ligands Mécanisme d'action
dénominations

LAG-3 . CMH-II Blocage du CD3
CD223 T , CD4+ et CD8+ activé X . . 5
Lymphocyte activation gene 3 HERE € actives LSECtin Augmentation des fonctions suppressives des Tregs
Galectine9
TIM-3 PtdSer Inhibition des signaux déclenchés par l'activation viale
+ +
T Cell Immunoglobulin-3 CD4+Thl, CD8+ et Tregs HMGBI1 TCR
Ceacam-1

TIGIT WUCAM . CDl112 Inhibition des signaux déclenchés par l'activation viale

(immune suppressive checkpoint) Vstm3 i, R B e (s, i CD155 TCR en modulant la PLCgamma
. . Majoritairement les NK, CPA et LyT Inhibition de l'activation cellulaire par liaison au CMH-I

(immune suppressive or CD188 . CMH-I . . .

CD8+ associés a la tumeur présentant des peptides du soi

activating checkpoint)
Activation de NF-kB, c-Jun et p38 aprés liaison au

4-1BB D4+ D8+ ivé K ivé
. o ) CD137 EP i ERI e, KIS EEiias 4-1BBL ligand. Activation cellulaire et induction d'un
(immune activating checkpoint) Tregs, DCs, neutrophiles . q
phenotype pro-inflammatoire
) ) GITR . CD357 Tregs, CD4+ activés et CD8+ GITRL Atténuation des foncuonslsuppresmves de§ Tregs et
(immune activating checkpoint) augmentation des réponses T effectrices
ICOS CD278 CD4+ et CD8*+ activés, Tregs ICOSL Activation de PIK3R, PI3KC et de la voie médiée par

(immune activating checkpoint AKT

Tableau 2. Points de contrle immunitaire annexes. Au sein de cette catégorie, des points de contrdle
activateurs (4-1BB, GITR, ICOS) et inhibiteurs (LAG-3, TIM-3, TIGIT) sont décrits. Les activateurs
accroissent les fonctions des LyT, qu’elles soient suppressives ou effectrices tandis que les inhibiteurs
modulent les signaux d’activation induits par la fixation entre le TCR et les molécules du CMH.

1.3.1. Lymphocyte activation Gene 3 (LAG-3)

La molécule LAG-3 (« Lymphocyte activation gene 3 ») ou CD223 a été découverte
pour la premiere fois en 1990, trés rapidement apres la caractérisation du CTLA-4
(Triebel et al., 1990). Cette molécule est principalement retrouvée sur les LyT activés
(CD4+ et CD8+) et sur les Treg qu'ils soient thymiques ou périphériques (Huang et al.,
2004). Ce sont les Tr1 qui expriment le plus fortement cette molécule et sont d’ailleurs
couramment définis par la coexpression de LAG-3 et du CD49b (Gagliani et al., 2013). La
structure tridimensionnelle de LAG-3 est analogue a celle du corécepteur CD4 avec la
présence de 4 domaines extracellulaires de type immunoglobulines a I'exception d’'une
expression membranaire sous forme dimérique. Cette analogie structurelle permet

néanmoins sa fixation sur le CMH-II avec une affinité plus forte que le CD4 (Huard et

al., 1995).

Les moyens par lesquels LAG-3 agit soit sur les LyT activés ou les Treg demeurent
encore peu connus. Le mécanisme d’action historiquement décrit est celui d'une liaison
au domaine extracellulaire du CD3, ce qui empéche l'activation, la prolifération, la
production de cytokines et les mouvements de flux calciques au sein du LyT (Hannier
et al., 1998). Cette observation est basée sur I'utilisation d’anticorps anti-LAG-3 est reste
encore sujette a débat a I'heure actuelle. Les mécanismes internes de LAG-3 sont

dépendants de motifs cytoplasmiques conservés car une seule mutation au niveau de
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cette région abroge les capacités régulatrices liées a la molécule. Cependant, les

protéines ou enzymes requises en amont ou en aval ne sont pas encore définies.

De maniére étonnante, un déficit seul en LAG-3 chez la souris ne prédispose pas
les animaux a un développement spontané d’auto-immunité. Néanmoins, LAG-3 semble
indispensable pour l'activité suppressive des cellules régulatrices, car le blocage par un
anti-LAG3 en situation pathologique entraine la perte des fonctions suppressives des
Treg (Workman and Vignali, 2005). Cet effet est démontré chez des souris LAG-3
« knock-out ». Aprés administration de super antigénes comme l'entérotoxine du
staphylocoque du groupe B (SEB), on observe une expansion incontrolée de clones
cellulaires T présentant un TCR avec une chaine 8 commune (Vb8) ainsi qu'une
splénomégalie (Workman et al., 2004). Cette observation a été reproduite dans un
modele antigene spécifique avec 'utilisation de cellules spécifiques pour 'ovalbumine
déficientes pour LAG-3 et restimulées avec de I'ovalbumine (Workman et al., 2004) ou
dans un modele induit de diabete de type 1 (Bettini et al., 20m). L'étude la plus
intéressante sur le sujet date de 2014 et démontre le role de cette molécule dans la
génération de LyT régulateurs spécifiques des autoantigénes de maniére synchrone avec
PD-1, TIM-3 et TIGIT (Burton et al., 2014). Ces cellules agiraient majoritairement par la
sécrétion d’IL-10, ce qui laisse penser qu'il s’agit majoritairement de Tr1. L'utilisation
simultanée d’anticorps anti-LAG-3 et anti-PD-1 renforce cette idée de synergie car elle

permet une meilleure clairance de I'infection (Blackburn et al., 2009)

1.3.2. T Cell Immunoglobulin-3 (TIM-3)

Découverte en 2002, la molécule T cell immunoglobulin-3 (TIM-3) a été
initialement décrite comme sélectivement exprimée sur des cellules productrices d'IFN-
¥ (LyT CD4+ Th1 et LyT CD8+) (Monney et al., 2002). Ce n’est que récemment que TIM-
3 a été également mis en évidence sur Treg. En dehors d’'une fixation débattue sur la
galectine 9 (Gongalves Silva et al., 2017; Leitner et al., 2013), TIM-3 se lie a la phosphatidyl
serine ou PtdSer de maniére non spécifique. Cette interaction intervient
majoritairement sur les cellules dendritiques avec une augmentation de la prise en
charge des composants apoptotiques dans le milieu et sur la cross-présentation

(Nakayama et al., 2009). Deux autres ligands sont décrits, avec premiérement le « high
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mobility group protein B1» (HMGB1) (Chiba et al., 2012) qui jouerait un réle dans la
diminution de l'activation lymphocytaire, et deuxiémement Ceacam-1 (Huang et al.,
2015). Ce dernier est co-exprimé a la surface des LyT CD4+ lors d’induction de tolérance
et sur des LyT CD8+ infiltrant des tumeurs et présentant des marqueurs phénotypiques

d’épuisement ou de perte fonctionnelle.

TIM-3, par l'intermédiaire de phosphorylations de kinases, agit par inactivation
des signaux émis apres la liaison entre le TCR et les molécules de CMH (Lee et al., 201m1).
De ce fait, TIM-3 est décrit comme appartenant a une famille de molécules impliquées
dans les processus d’auto-immunité comme 'asthme, I'allergie et I'atopie. Les premieres
études fonctionnelles de TIM-3 suggérent un réle régulateur des réponses Th1 avec une
exacerbation des symptémes de I'encéphalite expérimentale auto-immune (EAE) dans
des modeéles murins de traitement par anti-TIM-3 (Monney et al., 2002). Ces données
ont été confirmées par 'utilisation de souris déficientes pour TIM-3 ou par l'utilisation
de protéines de fusion TIM-3-Ig de maniére similaire au CTLA-4. Dans I'ensemble de ces
études, une augmentation de la proportion d’animaux atteints de manifestations auto-
immunes a été observée (Sabatos et al., 2003; Sanchez-Fueyo et al., 2003). L'inactivation
de TIM-3 est également responsable d'une activation forte et incontrolée des
macrophages sans pour autant influer sur les LyT Thi7 (Monney et al., 2002). D’autre
part, TIM-3 semble essentiel dans l'efficacité thérapeutique de certaines molécules dans
le cadre de 'auto-immunité. En effet, on observe qu'un traitement par I[FN-1 induit non
seulement plus de sécrétion d’IL-10 par les LyT mais également plus d’expression de
TIM-3 (Zhu et al., 2015). Cette observation renforce les données chez 'homme ou la
thérapie IFN-f§ chez des patients atteints de sclérose en plaques semble également
augmenter I'expression de TIM-3. Cest également le cas chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, chez qui 'augmentation de TIM-3 est corrélée a une meilleure
réponse aux traitements par méthotrexate ou tocilizumab ainsi qu'une activité de la

maladie plus faible (Liu et al., 2010).

A Tinverse, des points de contrdle activateurs sont également présents et
permettent une activation importante et maintenue des acteurs de I'immunité apres

contact avec leurs ligands. Dans cette catégorie, on retrouve les molécules 4-1BB, GITR
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et ICOS. 4-1 BB appartient a la famille des récepteurs aux « tumor necrosis factor » (TNF)
et permet le maintien de I'activation cellulaire dans les LyT CD4+, CD8+ et lymphocytes
NK. D’autre part, ce récepteur est impliqué dans la polarisation de ces acteurs vers un
profil pro-inflammatoire. Le « glucocorticoid induced TNFR-related protein » (GITR),
tout comme 4-1BB, appartient a la famille des récepteurs aux TNF. Cette molécule
exprimée par les Treg, les LyT CD8+ et les CD4+ activés est impliquée dans I'atténuation
des fonctions suppressives des Treg et 'augmentation des capacités effectrices des LyT
apres fixation a son ligand (GITRL). Enfin, le troisiéme et non moins essentiel point de
controdle activateur est le « inducible T-cell costimulator » (ICOS). Autrement dénommé
CD278, il est exprimé par les LyT activés qu’ils soient CD4+ ou CD8+ ainsi que les Treg.
Apres fixation a son ligand, 'activation de la voie médiée par les facteurs AKT et PI3K
permet d’augmenter les capacités suppressives dans le cas des Treg et effectrices dans le
cas des LyT conventionnels. Cette régulation fine, complexe et mettant en jeu de
nombreux acteurs représente une voie d’action thérapeutique importante, que I'on se
place dans un contexte purement inflammatoire, auto-immun ou tumoral. Cependant,
les modifications transcriptionnelles et phénotypiques, a la fois sur les cellules
exprimant ces points de contrdle mais également sur les cellules exprimant les ligands,
rend 'utilisation d’agents bloquants ou activateurs délicate afin de pas induire une trop

forte activation ou suppression.

2. Quelles thérapies aujourd’hui pour les points de contrble

iImmunitaire

2.1. Thérapies basées sur la molécule CTLA-4

Compte tenu du role crucial du CTLA-4 sur l'activation et la régulation des
réponses immunitaires médiées par les LyT, l'utilisation d’agents pharmacologiques
ayant une action aussi bien bloquante qu’activatrice a vu le jour des les années 1990. Les
connaissances sur les molécules CD28, CD152 et leurs ligands CD8o et CD86, ont permis
premiérement l'utilisation d’anticorps ciblant le CD28 afin d’activer le systéme
immunitaire. En premier lieu, 'objectif était d’activer les LyT de maniere indépendante

d'une stimulation antigénique. De maniére surprenante, l'effet observé était une
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activation préférentielle des Treg. Le développement de ces anticorps s’est donc
poursuivit avec la création de deux anticorps candidats (TGNunz2 et TGNig12).
Cependant le premier essai clinique de phase I utilisant 'anticorps TGN1412 fut un échec
avec l'apparition d’'une activation massive des LyT conventionnels ainsi que d'un
relargage important de cytokines et de chimiokines. Cette activation importante,
qualifiée de choc cytokinique, a provoqué I'apparition de symptémes allant de la fievre
a la nécrose des extrémités chez 6 volontaires sains (Suntharalingam et al., 2006). Ces
résultats ont grandement ralenti la recherche d’agents thérapeutiques agissant sur le
CD28. Malgré cet échec, la recherche d’agents bloquants a cependant continué avec le
sc28AT. Cet anticorps monovalent a démontré une efficacité modérée lors de
transplantations allogéniques cardiaques et rénales dans un modéle de primate non
humain. En combinaison avec des inhibiteurs de calcineurine (CNI), les effets
thérapeutiques étaient améliorés et une augmentation de la fonction régulatrice des

Treg était observée (Poirier et al., 2010).

L’autre possibilité thérapeutique évidente pour induire une immunosuppression
est d’exploiter les mécanismes d’action du CTLA-4. L'usage de protéines de fusion
combinant le CTLA-4 avec un fragment d'immunoglobuline (CTLA4-Ig) fut donc tres
rapidement développé. Cette approche présentait I'avantage par rapport aux anticorps
anti-CD28 d’éviter tous risques d’activation trop importante du systéme immunitaire.
Les premieres recherches utilisant cette protéine de fusion ont vu le jour au début des
années 1990 et ont mis en évidence un potentiel thérapeutique dans de nombreuses
pathologies (Finck et al., 1994; Larsen et al., 1996; Linsley et al., 1992). On peut citer
notamment les excellents résultats obtenus dans le cadre du lupus chez la souris (Linsley
et al., 1992). Ces travaux ont mis en lumiére une diminution des réponses cellulaires
médiées par les LyT mémoires. A l'inverse, les LyT sécrétant de l'interleukine 17 (IL-17)
et exprimant le CCR6, définissant les lymphocytes T Thiy, semblaient résistants a ce
traitement. Cette absence d’effet sur les lymphocytes Thi17 pourrait étre un frein dans
certaines maladies car ces cellules sont des acteurs importants de l'inflammation
tissulaire. Un autre aspect clé dans l'utilisation de formes solubles du CTLA-4 réside
dans la proportion initiale de précurseurs T spécifiques d’'un antigene. La présence de

cette spécificité cellulaire semble étre critique dans lefficacité régulatrice d'un
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traitement par CTLA4-Ig (Ford et al., 2007). Cette notion essentielle permet d’entrevoir

les possibilités ainsi que les limites d'une telle thérapie.

La majorité des résultats publiés chez la souris concernent I'utilisation du CTLA4-
Ig dans des modeles de MAI qu’elles soient systémiques ou d’organe (Tableau 3). De
plus, des études ont évalué son potentiel chez la souris et chez 'Homme dans I'asthme
allergique. Malgré des résultats tres positifs chez la souris avec I'abrogation des signes
cliniques de I'asthme méme apres I'arrét de la thérapie, les résultats chez 'Homme ont
été tres décevants (Parulekar et al., 2013). Seule une faible diminution non statistique du
nombre d’éosinophiles récupérés dans les lavages broncho-alvéolaires était observée.
Cet échec du CTLA4-Ig chez 'Homme dans l'allergie n’est pas isolé. En effet, pour de
nombreuses pathologies auto-immunes (e.g. lupus, maladies inflammatoires chroniques
de I'intestin, uvéite, SEP) les résultats des essais passés ou toujours en cours d’évaluation
chez 'Homme ont été tres inférieurs a ceux obtenus avec les modéles précliniques.
Quelques exceptions sont cependant la pour rappeler l'intérét d’'utiliser ces thérapies.
En effet, un essai dans le diabéte de type I démontre un début de reprise de sécrétion
d’insuline chez des patients récemment diagnostiqués (Orban et al., 2011). Par ailleurs,
les trés bons résultats obtenus dans la PR ainsi que dans la prévention du rejet de greffe

ont permis la délivrance d’'une autorisation d’utilisation pour ces deux indications.

Pathologie Année Journal Nom Hote
Rajet de greffe Xenogreffe pancréatique 1992 Science Lenschow et al. Sour?s
Allogreffe de peau et de coeur| 1996 Nature Larsen et al. Souris
1994 Science Finck et al. Souris
Lupus érythémateux systémique 2014 Arthritis and Rheumatism Fury et al. Homme
Glomérulonéphrite 2010 Arthritis and Rheumatism Merrill et al. |Homme
Diabéte de type I 1995 Journal of Experimental Medicine | Lenschow et al. | Souris
2011 The Lancet Orbanetal. |Homme
Administration i.p. 1999 Internation Immunology Ratts et al. Souris
. Administration i.v. 1999 Internation Immunology Ratts et al. Souris
Sclérose en plaques - S .
1995 Journal of Clinical Investigation Cross et al. Souris
1999 Neuroimmunology Cross et al. Souris
Uvéite 2015 Experimental Eye Research Iwahashi et al. | Souris
1997 American Journal of Respuatory Cell | Van Oosterhout Souris
. . and Molecular Biology etal.
Allergie Asthme allergique ] 4
2013 Americal Journal of Respiratory Parukelar Homme
and Critical Care Medicine et al.
Arthrite Arthrite 1994 Science Finck et al. Souris
Polyarthrite rhumatoide 2005 New England Journal of Medicine | Genovese et al. |Homme
Colite 2002 | International Immunopharmacolgy |Davenport et al.| Souris

Tableau 3. Développement du CTLA-4 sous forme soluble (CTLA4-lg). Le CTLA4-Ig a été testé dans
de nombreux désordres immunitaires chez 'Homme et la souris comprenant les maladies auto-
immunes, la transplantation et I'allergie.
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Chez 'Homme, le CTLA4-Ig fut développé sous le nom d’abatacept et combine la
molécule CTLA-4 avec un fragment constant d’IgG1. A ce jour, deux médicaments sont
autorisés : I'abatacept (Orencia®) et le belatacept (Nulojix®). Ces deux médicaments
développés par le laboratoire Bristol-Myers Squibb ont été commercialisés afin de pallier
un manque de thérapies sires et efficaces pour des pathologies altérant grandement la

qualité de vie des patients.

2.1.1. Abatacept (Orencia®)

L’abatacept est aujourd’hui utilisé principalement dans la PR dans les formes
modérées a séveres. Cette pathologie multifactorielle, qui est la plus fréquente parmi les
rhumatismes inflammatoires chroniques, est en partie caractérisée par le recrutement
intra-articulaire de monocytes et de macrophages sécrétant plusieurs cytokines pro-
inflammatoires. Ces cytokines sont responsables du recrutement des lymphocytes T et
d’autres cellules immunitaires menant a une inflammation importante au niveau
articulaire ainsi qu’a une destruction tissulaire. Au niveau clinique, cette maladie est
classiquement évaluée par une grille de score issue de I'’American College of
Rheumatology (ACR) permettant d’évaluer I'état global physique et psychique du
patient. De cette grille découlent les notions d’ACR20, ACR50 et ACR7o0. Ces valeurs
correspondent respectivement a une amélioration du score ACR d’environ 20%, 50%, ou
70% par rapport a une mesure préalable. D’autres scores, comme le « Health Assessment
Questionnaire » (HAQ), sont également utilisés pour évaluer la pathologie. Plusieurs
thérapies sont disponibles actuellement pour le traitement de la PR avec en téte de file
les « disease-modifying antirheumatic drug ». Cette classe de médicaments comprend
entre autres des immunosuppresseurs comme l'azathioprine, le cyclophosphamide ou
d’autres molécules anti-inflammatoires comme I'hydroxychloroquine. L’abatacept
comme option thérapeutique n’est arrivé qu’apres 'obtention des autorisations de mise
sur le marché américain en 2005 et européen en 2007, dix ans apres le début des

recherches chez la souris.

C’est I'essai ATTAIN, qui a permis de motiver I'autorisation délivrée pour utiliser
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I'abatacept chez des patients atteints de PR évolutive et réfractaires aux autres thérapies
(Genovese et al., 2005). Dans cet essai, les patients traités par abatacept présentent une
amélioration largement supérieure de leur état clinique. Cette amélioration est attestée
par l'augmentation du nombre de patients positifs pour le critere ACR70, ACR50 ou
ACR20. De plus, le pourcentage de patients positifs pour le critéere ACR20 s’est maintenu,
et ce méme apres 1 mois sans traitement par abatacept. Malgré une utilisation moindre
notamment en comparaison aux anti-TNFa, 'abatacept reste efficace et prescrit en
premiére ligne de traitement dans certaines formes actives de la PR. D’autre part son
efficacité permet dans certains cas de pouvoir améliorer significativement la qualité de

vie des patients méme en 'absence d’autres traitements.

2.1.2. Belatacept (Nulojix®)

L’augmentation de I'incidence de pathologies telles que le diabete a eu un impact
majeur sur le nombre de transplantations notamment rénales. Malgré 'amélioration des
techniques chirurgicales, le besoin de nouvelles thérapies et/ou optimisations pour
maintenir une tolérance apres la greffe restait nécessaire en partie par la multiplication
des transplantations de donneurs allogéniques. L'utilisation de I'abatacept dans ce cadre
paraissait trés intéressante. Cependant, les résultats obtenus apreés traitement par
abatacept ont été modestes et ont motivé l'utilisation de variants avec notamment le
LEA29Y, autrement dénommé belatacept. Cette molécule, décrite pour la premiere fois
en 2005, différe de I'abatacept par une modification de deux acides aminés (Lio4E et
A29Y) responsable d'une dissociation plus faible avec le CD8o et le CD86. Dans les
expériences in vitro, l'activité de la molécule était 10 fois supérieure a celle de premiere
génération (Larsen et al., 2005). Dans les premiéres études précliniques chez le primate,
le belatacept a été comparé a 'abatacept et a démontré sa supériorité dans I'allongement
de la survie des greffons rénaux. Cette amélioration clinique était accompagnée d'un
allongement de la durée entre la greffe et 'augmentation de la créatinine dans le sérum
(20,5 jours pour l'abatacept contre 71 jours pour le belatacept). Ceci témoigne d’'une

meilleure reprise de I'activité fonctionnelle du greffon apres traitement par belatacept.
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Chez 'homme, deux essais, BENEFIT et BENEFIT-EXT, ont évalué I'abatacept en
comparaison a la cyclosporine avec comme critéres d’évaluation les taux de survie des
greffons et des patients (Durrbach et al., 2016; Vincenti et al., 2016). Ces deux essais qui
ont duré 7 ans avec des analyses intermédiaires a 3 et 5 ans ont tous les deux mis en
évidence 'avantage du belatacept dans la reprise fonctionnelle d’activité du greffon.
Néanmoins, I'essai BENEFIT-EXT ne montre pas de supériorité pour le belatacept au
niveau des critéres principaux a l'inverse de I'essai BENEFIT. Cette dualité de résultats
est due en partie au fait que les critéres de don de rein étaient élargis dans I'essai
BENEFIT-EXT et que les greffons étaient donc plus aptes a étre rejetés. A I'heure
actuelle, le belatacept est trés peu utilisé sur le long terme chez les patients transplantés
car aucune étude le comparant au tacrolimus n’a été effectuée alors que ce dernier est

dorénavant le traitement de référence.

2.2. Thérapies basées sur la molécule PD-1

L'utilisation de PD-1 ou PD-L1 en thérapeutique est largement développée dans
le domaine des thérapies cancéreuses. Le développement d’approches dans le traitement
des désordres immunitaires présente également un grand intérét. En effet, en prenant
en compte le postulat que seuls les LyT activés expriment PD-1, développer de telles
thérapies permettrait d’apporter une immunomodulation sélective a I'inverse des autres
thérapies conventionnelles comme les corticostéroides ou la cyclosporine. En effet, 1a ot
les corticostéroides induisent des effets systémiques avec des effets secondaires parfois
graves et la ciclosporine induit une dépression globale des lymphocytes T, des thérapies
ciblant PD-1 ou PD-L1 permettraient de limiter les risques secondaires. Cependant tres
peu d’approches sont a ce jour développées dans ce sens, et la limitation principale
réside dans le besoin d'une co-fixation entre PD-1 et PD-L1 ainsi qu’entre le TCR et le

complexe CMH-peptide de maniére co-localisée afin d'induire un blocage de ces LyT.

Une premieére approche développée en 2005 fut d'utiliser des cellules
dendritiques modifiées afin de co-exprimer le peptide MOG35-55 ainsi que PD-L1 a leur
surface (Hirata et al., 2005). Les effets de cette transfection ont été évalués, d’'une part

par des expériences in vivo de prolifération spécifique de LyT CD4+, d’autre part par
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I'étude du développement de 'EAE chez des souris immunisées. L'utilisation de ces DC
modifiées et administrées de maniere préventive ou thérapeutique (apres le
déclenchement de la maladie) a permis de réduire la sévérité de la maladie. Cette
efficacité clinique a été accompagnée de signes biologiques avec la réduction de l'infiltrat

lymphocytaire au sein de la moelle épiniere.

La deuxiéme approche possible est d’utiliser des vecteurs viraux afin de
transduire des cellules au site d’intérét et d'induire une immunosuppression par
I'intermédiaire du PD-L1. En 2006, cette approche a été testée dans un modéele spontané
d’auto-immunité chez des souris BXSB (Ding et al., 2006). L'utilisation de ces adénovirus
(AdPD-L1) a induit une diminution des dépéts d'immunoglobulines, de linfiltrat
lymphocytaire et inflammatoire, ainsi que de I'atteinte histologique au niveau rénal. Ces
résultats ont été en partie confirmés par des expériences in vitro qui ont mis en lumiére
I'impact de PD-Li1 dans I'activation et dans la production d’anticorps par les LyB en 2016,
avec en visée thérapeutique I'utilisation dans un contexte de transplantation (Buermann
et al., 2016).

Une des principales limitations de I'utilisation d’agonistes de PD-1 ou de PD-L1
est également le risque d’effets secondaires graves et notamment d’infections. En effet,
comme PD-1 est impliqué dans I'établissement d'une tolérance lymphocytaire mais
également dans la modulation fine du répertoire des LyT, il est impératif d’exclure tout
risque d’aggravation d’infections bactériennes, virales ou fongiques avec l'utilisation de

ce type de molécules.

Concernant les autres points de controle immunitaires décrits précédemment,
I'ensemble des essais précliniques et cliniques en cours ou passés ont tous exploité ces
molécules afin d’accroitre les réponses anti-tumorales. A 'heure actuelle, les travaux les
plus avancés sont ceux évaluant LAG-3, soit sous forme soluble soit par I'intermédiaire
d’anticorps dirigés contre LAG-3. Cependant, ces développements se heurtent

principalement a une trop faible efficacité lorsqu’administrés seuls.
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Ce travail de these s’inscrit dans la lignée des recherches au sein du laboratoire, a
savoir la mise au point de nouvelles thérapies dans le traitement des désordres
immunitaires. L'utilisation de VLP) comme vecteur de signal de tolérance exploite le
savoir-faire préexistant de 'équipe au sein de la structure tout en apportant un caractere
hautement novateur en s’éloignant des applications vaccinales conventionnelles. Les
objectifs initiaux de ce projet étaient multiples : (i) développer la production de VLP
vectorisant un antigéne par l'intermédiaire d'une fusion avec les protéines de capside
mais également d’y adjoindre un signal immunorégulateur par l'intermédiaire de
protéines de surface. Le CTLA-4 est a notre sens un candidat intéressant justifié par un
réel recul d’utilisation dans de nombreuses MAI chez la souris et chez 'Homme et dans
la possibilité de développer de nombreux tests de caractérisation et de comparaison
grace aux outils préexistants. (ii) évaluer cette thérapie sur les cellules cibles et mesurer
la capacité a inhiber des réponses antigenes spécifiques et/ou induire des acteurs de la
tolérance, (iii) définir I'efficacité dans des modéles murins de pathologies. Dans ce cadre,
l'allergie alimentaire représente une pathologie intéressante car définie par une
physiopathologie causée par des allergenes (antigenes) parfaitement caractérisés mais
aussi par une exacerbation des réponses lymphocytaires Th2. Le choix de l'allergie
alimentaire, pour laquelle peu de solutions existent, permet également I'action de ces
VLP en utilisant des modeles d’allergies croisées. (iv) caractériser les acteurs et les
mécanismes de |'établissement de la tolérance immunitaire. Au-dela de 'utilisation des
VLP tolérogenes dans 'allergie alimentaire, 'objectif in fine de ce projet est d’entrevoir

la possibilité de translation de cette thérapie dans le domaine des MAI.

Production et caractérisation des VLP

La production des VLP a été réalisée selon les mémes procédés que ceux présentés
dans plusieurs travaux de recherches publiés (Garrone et al., 2011a; Pitoiset et al., 2017).
Par I'intermédiaire de cellules productrices humaines de type HEK293T, les VLP ont été
générées par transfection de plasmides codant pour les protéines Gag ou Gag-Pol, les
protéines de fusion Gag-eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) et Gag-OVA ainsi
que pour les différentes molécules natives ou chimériques de CTLA-4. Ce recours a des

formes modifiées du CTLA-4 a été effectué afin de contourner le probleme de faible

73



expression de cette molécule causée par un signal de rétention intracellulaire présent
dans la partie intra-cytoplasmique. La purification de ces particules s’est opérée a l'aide
d’ultracentrifugation sur gradient de densité et a précédé la quantification et la
caractérisation des constituants ainsi que la validation des lots produits. Ces derniéres
étapes ont été réalisées entre autres par technique de dosage BCA, ELISA, Western-Blot

et par cytométrie en flux.

Etude d’efficacité des VLP tolérogénes sur les cellules cibles

Afin d’étudier le potentiel tolérogéne de ces VLP, des expériences de coculture
avec des DC ont été réalisées et ont permis une étude du phénotype de ces cellules en
conditions activatrices ou non. Dans le but de renforcer les données obtenues, nous
avons également réalisé ces analyses avec d'une part des DC issues de la rate et d’autre
part des DC différenciées a partir de la moelle osseusse. Enfin, pour permettre
d’envisager dans le futur un développement chez 'Homme, ces expériences ont été
reproduites avec des DC dérivées de monocytes sanguins humains. Quelle que soit la
condition, les analyses effectuées ont consisté en l'analyse du phénotype et de la
sécrétion cytokinique ou enzymatique de ces cellules par cytométrie en flux et par
quantification ELISA des surnageants de culture. La conséquence de cette modulation
des DC est illustrée par les capacités d’inhibition de prolifération spécifique d'un
antigene. Cette étude a été réalisée in vitro par la coculture de LyT et d’APC issues de

souris ayant un TCR spécifique pour 'ovalbumine (souris OT-II).

Efficacité des VLP tolérogénes dans un modéle murin d’allergie alimentaire a

I’ovalbumine

L'utilisation du modele d’allergie alimentaire présente de nombreux avantages
pour répondre a la question de la pertinence des VLP tolérogénes dans les désordres
immunitaires et notamment celui d’avoir déja été utilisé au sein du laboratoire dans la
recherche de nouvelles thérapies immunorégulatrices (Bonnet et al., 2016). Dans le cadre
de nos recherches, nous avons choisi d’administrer les VLP tolérogénes chez des souris

sensibilisées a l'allergéne et avant le développement des symptémes cliniques. La dose
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ainsi que le schéma d’administration utilisé ont été relativement empiriques en
sappuyant essentiellement sur les données obtenues avec l'utilisation de VLP en
vaccination classique. Par la suite, I'évaluation de la sévérité de la maladie s’est appuyée
sur les travaux déja publiés avec I'évaluation clinique des animaux (aspect du poil,
présence ou absence de diarrhées, température corporelle), mais également par des
critéres biologiques (e.g. taux sériques d’IgE, d’'IgGz2a, metalloprotéases). La mise en
lumiére des acteurs impliqués in vivo dans la protection a été réalisée par le transfert de
LyT régulateurs issus de souris traitées ou non par des VLP tolérogénes. Ces cellules ont
ensuite été injectées a des souris naives qui furent sensibilisées et challengées
successivement. En dernier lieu, et pour répondre aux interrogations sur la spécificité
d’action de ces nanoparticules, un modeéle croisé d’allergie a I'ovalbumine et a la

cacahuete a été mis au point.
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Background

Virus-like particles (VLPs) led to enormous progress in the field of vaccine development with
several ones currently commercialized worldwide. Lately, chimeric VLP-based technology
emerged and offered new therapeutic options. A variety of diverse VLP types have been
proposed as vaccine platforms, and their interaction with the innate immune system is of major

importance for the adaptive immune response they induce.

Objective
Here, we aimed at designing recombinant retrovirus-derived VLPs as tolerogenic vaccines. We
investigated their immune-modulating properties and their efficacy to control the allergen-

specific immune response.

Methods

Tolerogenic VLPs displaying the CTLA-4 immune checkpoint on their surface (tVLPs) were
designed and modified to express ovalbumin (OVA) into the core (tVLPOV4). After production
and validation of the particles, we assessed their tolerogenic effect on murine and human
monocyte-derived dendritic cells (DCs) by analyzing activation and maturation markers by
flow cytometry and we evaluated the consequences on the antigen-specific T cell priming. The

POVA

therapeutic potential of tVL was characterized in a mouse model of ovalbumin-induced

food allergy and we questioned the importance of Tregs in the immunosuppressive effect.

Results
We demonstrated that tVLPs efficiently block upregulation of CD80 and CD86 on murine and
human activated DCs and inhibit the proliferation of OVA-specific TCR-transgenic CD4+ T

cells in murine model. Immunoregulatory profiles were induced by tVLPs in DCs as shown by
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the IL-10 secretion or IDO expression. tVLPOVA vaccination also prevented the onset of allergic
symptoms and inflammation in a mouse model of OVA-induced intestinal allergy. This
therapeutic effect was antigen-specific, long-lasting and supported by Foxp3™ Tregs as
illustrated by the induction of protective effect in naive mice after transfer of Tregs purified

from vaccinated mice.

Conclusion
Recombinant retrovirus-derived VLPs can be designed to express immunomodulatory
molecules and used as tolerogenic vaccines. These tVLPs open new therapeutic perspective for

the treatment of allergy or autoimmune models.
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Introduction

Allergic disorders are characterized by increased dysregulated immune responses driven by
Th2 cell cytokines, such as interleukin-4 (IL-4) and interleukin-13 (IL-13), which are known to
be leading actors in the effector phase of the response and to be sufficient to induce the main
manifestations of allergic disease. By processing and presenting antigens to naive T cells,
dendritic cells (DCs) play a key role in triggering polarization of naive T cells into a Th2
phenotype secreting cytokines. However, DCs have also the capacities to prevent and control
allergic reactions by inducing T cell hyporesponsiveness and/or regulatory T cells (Treg)
(Ruiter and Shreffler, 2012). One of the potential causes of these dysregulated immune
responses to harmless antigens has been attributed to a failure of Treg-mediated tolerance (Ling
et al., 2004). To note, allergy is one of the clinical manifestations of patients with the immune
dysregulation, polyendocrinopathy X-linked syndrome (IPEX), a Treg deficit due to a mutation
of the Foxp3 (Torgerson et al., 2007). On the contrary, the induction of Tregs has been also
demonstrated in successful allergen-specific immunotherapy (AIT), where they suppressed
almost all aspects of Th2-mediated hypersensitivity (Chinthrajah et al., 2016; Fujita et al.,
2012). As a result, alternative treatments to enhance Treg responses might be useful in
prevention and treatment of allergic diseases (Bonnet et al., 2016, 2017).

Among the different forms of immunosuppressive mechanisms exploited by DCs, indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO) has been identified as one of the key molecular components responsible
for DC-induced tolerogenesis (Pallotta et al., 2011). IDO has been shown to dominantly control
the functional status of Tregs in response to inflammatory stimuli (Baban et al., 2009).
Moreover, expression of IDO in immature DCs reduced Th2 cell activation and allergic airway
inflammation in OVA-sensitized mice (An et al., 2011). Thus, intervention in the antigen-

presenting process and/or activation of the DCs is a strategy for allergic inflammation
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modulation (Lombardi and Akbari, 2009). These tolerogenic DCs show decreased expression
of costimulatory molecules, such as CD80 and CD86, and reduced production of
proinflammatory cytokines. The downregulation of those costimulatory molecule expression
on DCs is one of the mechanisms used by Tregs through cytotoxic T lymphocyte antigen 4
(CTLA-4) to suppress immune responses. Thus, mutations of the gene encoding CTLA-4 have
been associated with various autoimmune diseases (Waterhouse et al., 1995) and recent meta-
analysis results suggested that specific CTLA-4 polymorphisms constitute an important risk
factor for asthma susceptibility (Zheng et al., 2018). In contrast, the fusion molecule CTLA-4—
immunoglobulin (CTLA4-Ig) has been shown to induce immunological tolerance in
autoimmunity and allograft transplantation by blocking T cell co-stimulation and induction of
IDO (Grohmann et al., 2002; Rudd and Schneider, 2003). Interestingly, it was shown in a mouse
model of ovalbumin-driven asthma that CTLA4-Ig acts as a potent adjuvant to augment the
therapeutic effects of allergen immunotherapy (AIT) (Maazi et al., 2013).

Currently, AIT is limited by the extracts preparation and their potentially induced harmful side
effects. Indeed, the administration of soluble Ag to sensitized patients bears a considerable risk
of adverse reactions, thereby necessitating slow dose escalation or coadministration of therapies
that minimize anaphylaxis. Thus, there is a need for novel treatments or novel ways of antigen
administration to safely induce antigen-specific tolerance. Those new therapies must answer
the need of long lasting, safe and effective treatment for allergic patients. Nanoparticles and
especially virus-like particles (VLPs) are ideal candidates to target DCs and deliver a
tolerogenic signal that initiates allergen-specific tolerance induction. Here, we describe a
tolerogenic retrovirus-derived VLP (tVLP) carrying shielded version of ovalbumin as allergen

and express chimeric form of CTLA-4 on their surface.
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We evaluated the capacity of tolerogenic VLPs to modulate the phenotype of DCs, their
cytokine secretion profile and thus inhibit antigen-specific response initiation. Finally, we
wondered if these tVLPs are effective in allergy protection in an experimental mouse model of

ovalbumin food allergy.

Material and methods

Plasmids (listed in Appendix.1). pGag-pol encoding for core proteins from Murine Leukemia
Virus (MuLV) is derived from pHIT60 (Soneoka et al., 1995) by promoter substitution with a
minimal CMV promoter using the Sacll/Xbal unique restriction sites. pcppT.CMV-Gag/OVA
is a human cytomegalovirus (hCMV) promoter driven expression lentiviral plasmid producing
MLV Gag-OVA fusion protein and the ampicillin resistance protein. The OVA sequence was
inserted at the C-term of Gag using the unique Mlul site of restriction (Position 8683; made by
Genscript®). pGag-OVA, previously described (Pitoiset et al., 2017), derives from pcDNA3.1
mammalian vector and encodes the Gag-Ova fusion protein under hCMV promoter. The
pCTLA-4wr plasmid encodes the wild type mCTLA-4 protein inserted in the pIRES backbone
(Clontech®) using the unique EcoRI site of restriction (Position 1102). The pCTLA-4tm
encodes mCTLA-4 in which the transmembrane and intracytoplasmic domains were substituted
with those of the vesicular stomatitis virus-derived G (VSVg) protein and separate to
extracellular of mCTLA-4 domain by the Gly-Gly-Gly-Gly-Ser flexible linker. The pCTLA-
4cp1 encodes mCTLA-4 in which the transmembrane and intracytoplasmic domains were

substituted with those of the CD59 molecule as anchoring system.

Cell lines. Human embryo kidney cells (HEK 293T; CRL-1573, ATCC), were cultured at 37
’C in 5% CO2 in DMEM medium supplemented with 2 mM of L-glutamin, 100 U/ml of

penicillin and streptomycin and 10% of heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (all from
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Thermo Fischer Scientific). 293T-GagGFP cells (DD7) were obtained after infection of HEK
293T cells with the recombinant lentiviral vector encoding Gag-GFP previously described.
293T-GagOVA cells were obtained after infection of HEK 293T cells with a recombinant
lentiviral vector encoding GagOVA. Clonal cell line was established by both ampicillin
resistance selection and limiting dilution. Positive clone for expression of eGFP or GagOVA
were selected by flow cytometry based on GFP fluorescence or using anti-OVA (Agro-Bio®)

and anti-MuLV Gag (clone R187, CRL-1912 cells; ATCC) mAbs after cell permeabilization.

VLP production and purification. Non-recombinant or OV A-recombinant VLPs were produced
in 293T or 293T-GagOVA, respectively. Cells were seeded in 175-cm? culture flasks (15 x 10°
cells per flask) and cotransfected 24 h later with 50 pg of plasmid DNA including pGag-pol
added or not with pCTLA-41m or pCTLA-4Gpr at pre-determined ratio (2:1 pGag-pol / pCTLA-
4 for tolerogenic VLPs (tVLPs); 1:2 pGag-pol / pCTLA-4 for tVLPOV%) using calcium
phosphate transfection protocol. To obtain GFP-recombinant VLPs, DD7 cells were seeded
according to the same protocol as HEK 293T and cotransfected with 50 ng of pCTLA-41m or
pCTLA-4cp. The protocol for VLP production and purification has been previously described
(Pitoiset et al., 2017), however the purification of VLP was realized by ultracentrifugation
through a 3 mL 30%-50% sucrose gradient (Sigma-Aldrich). The production of VLP was
quantified by protein measurement according to the bicinchoninic acid Assay method (Pierce

BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer Scientific).

Immunoprecipitation & immunoblot analysis. For immunoprecipitation experiments, samples
(30 pg of total protein) were incubated with 1 pg of anti-mouse-CTLA-4 mAbs (clone 14D3,
eBiosciences) at 4°C during 30 minutes, then mixed with 10 uL of pre-washed protein G

Dynabeads (Thermo Fischer Scientific) during 1 hr. The bead-VLP complexes were washed
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and beads were removed using glycine buffer (pH = 2.6; Sigma Aldrich) before Western-Blot
analysis. For Western Blot analysis, samples (10 pg of total protein for VLPs or 10 ng of OVA)
were mixed with LDS Sample and LDS Reducing Buffer and analyzed by electrophoresis in a
4-12% Bis Tris Gel according to manufacturer’s instructions (Thermo Fischer Scientific). After
protein transfer into PDVF membrane, immunostaining was performed in Tween 0.05% PBS.
Antibodies used for detection were rat mAbs (clone R187, CRL-1912 cells; ATCC) recognizing
the MuLV p30 Gag capsid protein, polyclonal rabbit anti-OVA (Agro-Bio). Biotinylated
secondary Abs and Streptavidine-Qdot (Thermo Fischer Scientific) were used for the secondary
staining. Signals were detected with a Quantum ST4-3026 (Vilber Lourmat). The amount of
CTLA-4 was detected on the surface of VLPs by homemade sandwich ELISA using mAb anti-
CDI152 (0.2 pg/mL, clone 14D3, eBioscience) and anti-CD152 mAbs (UC10-4B9,

eBioscience) and CTLA-4 His Tag (Sino Biologicals) was used as standard.

DC activation assay. Murine DCs were isolated from spleens or produced from bone marrow
(BMDC) of BALB/c mice. Spleen were harvested and digested during 30 min in 10% FCS
RPMI (Life technologies) with 0.1 mg/mL DNAse and Collagenase IV (Sigma Aldrich). CD3+,
CD19+ and Ter119+ cells were eliminated using magnetic separation with specific biotinylated
antibodies (eBiosciences) and anti-Biotin beads (30 uL/ 1.108 cells; Miltenyi). The remaining
cells were stained for CD11c and I-A/I-E then purified using FACS® sorting (FACS-Aria, BD)
by selecting CD11¢"MHC-II" cells. Bone marrow cells were cultured for 8 days in RPMI
medium supplemented with 2 mM L-Glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, 10% heat inactivated FCS and 20 ng/mL GM-CSF. Fresh medium was added
every 3 days. At day 8 for BMDC and just after sorting for the splenic DCs, the cells were
plated (50.000 cells/ wells) and incubated during 24 h with 10% FCS RPMI and 20 ng/mL of

GM-CSF (Miltenyi) +/- 10 pg/mL LPS (Sigma Aldrich) +/- VLPs at several concentrations.
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The expression of activation markers (CD80, CD86, CD40, MHC-II) was analyzed by flow
cytometry and cytokine secretion was assessed in culture supernatants by ELISA assays.

Monocytes derived dendric cells from peripheral blood of healthy donors from the
Etablissement Frangais du Sang (EFS), APHP Saint Antoine Paris were purified from PBMC
isolated on Percoll (Sigma-Aldrich) and positively selected using CD14 Human Microbeads
and LS Columns (Miltenyi). CD14+ cells were then cultured during 5 days at 37°C, 5% CO> in
RPMI (Gibco) supplemented with 2 mM L-Glutamine, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, 10% heat inactivated FCS, rIL-4 (20 ng/mL) and rGM-CSF (100 ng/mL). On day
5, moDC were activated or not with TNF-a (100 ng/mL) +/- tVLP. After 24 hours, moDC were
analyzed by flow cytometry using HLA-DR-FITC, CD86-APC, CD80-PE, CD11c-PEVio615

(Miltenyi) and IDO-PC7 (intracellular staining - Thermo Fischer Scientific).

In vitro proliferation of antigen specific CD4+ T cells. Spleens and mesenteric lymph nodes
(mLN) cells were collected from OT-II Foxp3-GFP mice. Non-Treg T cells (Tconv) were
isolated from spleen and mLN by negative selection using biotin-conjugated antibodies specific
for Ter119, CD19 and CD8 (all from BD Biosciences) and anti-biotin microbeads (30 uL/ 1.108
cells; Miltenyi). CD4"CD25Foxp3- cells were then selected by fluorescence activating cell
sorting (FACS ARIA, BD). Prior to culture, irradiated splenocytes (25 Gy) were incubated with
either peptide OV A-1I323.339 (5 pg/mL, Genscript) or protein OVA (200 pg/mL, Sigma Aldrich)
during respectively 1 or 4 hours and OT-II cells stained with CellTrace Violet (CTV, Thermo
Fischer Scientific) according to the manufacturer’s recommandations. In a 96-well plate, 10°
OT-II CTV+ cells were cultured in RPMI medium supplemented 20 ng/mL of GM-CSF
(Miltenyi) and 10% heat-inactivated FCS, with 5.10° pre-incubated splenocytes in presence of
I, 5 or 10 pg/mL of VLPs +/- mCTLA-4, or medium in controls. After 2 and 3 days,

proliferation and activation of CTV* Tconv cells were analyzed by flow cytometry.
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Flow cytometry. Isolated cells were stained with the following Abs at predetermined optimal
dilutions for 20 min at 4°C: Live Dead-e780, CD11c-PE, I-A/I-E — v500, CD80-e450, CD86-
PeCy7, and CD40-APC to analyze mouse dendritic cells, HLA-DR-FITC, CD86-APC, CD80-
PE, CDI11c-PEVio615 (Miltenyi) for human dendritic cells, CD3-PETR, CD8-Alexa700,
CD25-PeCy7 (eBioscience), CD4-HorizonV500 (BD) to analyze T cells. Intracellular detection
of IDO-PeCy7 (eBioscience) was performed on fixed and permeabilized cells using a
CytoFix/CytoPerm kit buffer (eBioscience). All cytometry experiments were performed on a
BD LSRII or a Cytoflex S (Beckman Coulter) cytometer and data were analyzed using FlowJo
Software (Treestar Inc). For flow cytometry analysis of VLPs, 20 nug of VLPs were incubated
with 5 uL of 4 pum diameter aldehyde/sulfate latex beads (Thermo Fischer Scientific) for 15
min at room temperature, and washed with PBS (gqsp 1 mL) during 1 h. Blocking solution was
added (20 pL of FCS) for 30 min and after three washings, anti-CD152-PE (eBiosciences) was
added in 2% BSA in PBS for 1 h. For intra-VLP staining, beads were incubated in Triton 1%
PBS during 1 h and then incubated with primary antibodies (anti-MuLV p30 and anti-OVA
previously mentionned) and secondary antibodies in 0.1% Triton PBS. Finally, beads were
washed and resuspended in 200 uL PBS for flow cytometry analysis using a LSRII (Beckton

Dickinson).

ELISA assays. OV A-specific IgE and IgGaa titers were quantified in sera of sensitized mice
using homemade ELISA. OVA (500 ng/well; Sigma Aldrich) was coated in flat-bottom 96-
well plates (Nunc, Denmark) at 4°C overnight. After washing and blocking nonspecific binding
sites with 1% BSA PBS for 1 h at RT, 100 pL of diluted serum samples were added to each
well and incubated for 2 h at RT. OV A-specific IgE and IgGza were detected with specific

biotinylated antibodies (Southern Biotech) and revealed with peroxidase-conjugated
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streptavidin (Sigma-Aldrich) and TMB at room temperature for 5 min. The reaction was
stopped by adding 100 uL HCI1 (1M) and the OD was read at 450 nm using an automatic ELISA
plate reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter). mMCPT-I levels were
measured using Ready Set Go ELISA assays (Thermo Fischer Scientific) according to the

manufacturer’s recommendations.

Mice. Seven-week-old BALB/C (AnNR/j) female mice were purchased from Janvier Labs. OT-
II mice (B6.Cg-Tg(TcraTcrb)425Cbn/J) were bred with C57BL/6 Foxp3+ (C57BL/6-
Tg(Foxp3-GFP) mice in the Centre d’Expérimentation Fonctionnelle UMS28. Mice were
maintained in our animal facility (CEF UMS28) 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.

Food allergy model and treatment. Mice were sensitized twice at 1-wk interval by i.p. injection
of 10 ng of OVA (A5503; Sigma-Aldrich) mixed with 500 pg aluminum hydroxide (Imject
Alum; Thermo Fischer Scientific). Three days after sensitization, mice were injected with 30
ng of VLPs (total protein) every day for 5 days. Allergy was then induced 3 days later by OVA
p-o administrations (20 mg/mouse) every two to three days. Severity of allergic response was
assessed 30-45 min after the last induction by measuring changes in body temperature using a
rectal thermometer (Bioseb) and by evaluating clinical score as previously described (Bonnet
et al., 2016). Mice sera were collected at different time points and stored at -80°C until their

analysis by ELISA for immunoglobulins.
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Statistical analysis. Statistical significance was evaluated with GraphPad Prism (GraphPad
Software) using Mann-Whitney U test (comparison of rank, unpaired, nonparametric test, two-

tailed, a risk = 5%) with *p<0,05 taken as statistical significance (**p<0,01; ***p<0,001).

Results

Design and characterization of tolerogenic VLP

As a candidate vaccine for the treatment of immune disorders, we designed MLV-
derived pseudo-particles carrying ovalbumin (OVA) as antigen and displaying CTLA-4 on their
surface (tVLPOVA) (Fig. 1a). To this end, fusion GagOVA gene sequence was designed and
used for cell transfection as described in Material and Methods in association with GagPol and
GagPol/mCTLA-4 plasmid DNA for VLPOVA and tVLPOVA production, respectively. In order
to increase the amount of CTLA-4 expressed on VLPs, we compared either the native or two
chimeric forms of CTLA-4 that express heterologous anchoring domains derived from the G
protein of vesicular stomatitis virus (VSVg) or the transmembrane glycosylphosphatidylinositol

(GPI) domain of CD59.

The ability of GagOVA to self-assemble into VLPs was validated by Western blot
analysis of transfected cell supernatant after density gradient centrifugation. Specific antibody
reacting against the capsid of MuLV (anti-p30) recognizes all three major proteins (p30 and the
two uncleaved combined form of p12 and p15 at respectively 30, 42 and 67 kDa) in the VLP"
preparation (Fig. 1b). With the VLPOVA batch, a higher main band corresponding to the
GagOVA fusion protein was observed in addition to the major forms of Gag. It was confirmed

with anti-OVA antibody that reveals two specific bands at 45 and 75 kDa corresponding to
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respectively unbound OVA and the GagOVA fusion protein. Moreover, when VLPOVA were
analyzed by flow cytometry, both OVA and Gag proteins were detected after permeabilization
of the particles (Fig Ela). The expression of CTLA-4 on the surface of tVLPs was formally
demonstrated by immunoprecipitation, revealing Gag proteins on Western blot of anti-CTLA-

4 immunoprecipitated tVLP samples (Fig. 1¢), but not with VLP".

As we wanted to select the most potent tolerogenic VLPs, we compared the level of
expression of the different chimeric form of CTLA-4, analyzing both the VLPs and the
producing cells by flow cytometry. While native CTLA-4 (CTLA-4:) was expressed poorly
both on cells and VLPs, the replacement of the transmembrane and intracellular domains by
either those of VSV-G (CTLA-41m) or CD59b (CTLA-46p1) proteins significantly boosted the
CTLA-4 expression (Fig. 1d). Interestingly, the GPI domain of CD59b was the anchoring
system allowing the highest expression of CTLA-4 among other tested and was selected for
further studies (2.5 -fold increase for GPI anchoring vs VSVg). We also quantified the CTLA-
4 by ELISA and measured an average percentage of 13% + 2% for tVLPOVA and 8% + 0.3%
for tVLP of CTLA-4 among the total proteins, corresponding to a mean dose of 150 pg/mL of

CTLA-4 for both tVLP and tVLPOVA (Fig. 1F).

tVLP controls mouse dendritic cell activation and cytokine secretion

To study the effect of tVLPs on DC activation, we incubated tVLP expressing GFP
(tVLPSP) with mouse splenic DCs exposed to LPS. We confirmed that tVLPS*? were uptaken
by DCs since 99.4% of the cells are GFP+ (Fig. 2a). After 24h, LPS resulted in an up-regulation
of CD80 and CD86 costimulatory molecules as compared to medium that was blocked by

tVLPs (Fig. 2b). Indeed, a strong decreased expression of costimulatory molecules (ie. CD80
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and CD86) was observed, even reaching lower level of expression than without activation
signals, as shown by the fold changes of the geometric mean fluorescence intensity (gMFI) of
CD80 and CD86 molecules (Fig. 2¢). Interestingly, tVLPs have no significant impact or slightly

increase the expression of MHC-II and CD40 in comparison to the LPS condition (Fig. 2c).

Similar experiments were renewed with bone marrow-derived dendritic cells (BMDCs)
(Fig. 2d). To note, the level of expression of CD80 after LPS activation was much higher in
BMDC:s than in splenic DCs, nonetheless tVLPs were still effective to block significantly this
increase (5.8 vs 1.5-fold increase). However, the LPS-induced upregulation of CD86 was only
partially inhibited by tVLPs (11.8 vs 8-fold increase; p=0.083). We also confirmed that tVLPs
had no effect on the fluctuation of MHC-II (2.1 vs 2.3-fold increase) and CD40 (8.2 vs 8.2-fold
increase) expression (Fig. 2d). Importantly, we demonstrated a dose-dependent effect of tVLPs
on costimulatory molecules with mild regulation starting from the range of 1 pg/mL (Fig. 2e).
Cytokine secretion was also analyzed by ELISA and no significant specific alteration was
observed for IL-4 and IL-12 with tVLPs when BMDC were activated with LPS. However, IL-
10 was drastically increased when LPS-activated DCs were cultured with tVLPs, suggesting a

tolerogenic phenotype (Fig. 2f).

tVLP controls human dendritic cell activation

To further investigate the potential of tVLPs to induce tolerance in humans, we
translated the previous experiments by using human monocytes-derived DCs activated or not
by TNF-a.. We observed a decreased expression of CD80 and CD86 costimulatory molecules
when we added tVLPs regardless of the presence or not of the activation signal (Fig. 3a).

Indeed, expression of CD80 and CD86 was increased with TNF-a but was totally inhibited
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when tVLPs were added (2.0 vs 0.5-fold increase of CD80 gMFI; 1.6 vs 0.5-fold increase of
CD86 gMFI). tVLPs also slightly diminished the HLA-DR expression (0.8-fold change for
tVLP and tVLP + TNF-a) while TNF-a had no significant effect (Fig. 3c¢). Since DCs
expressing low levels of CD80 and CD86 are frequently described as tolerogenic cells, we
assessed the ability of tVLPs to induce this type of cells. We analyzed the proportions of
CD80™VCD86'" DC cells and observed that tVLPs significantly increased the proportion of
tolerogenic DCs even with TNF-a, whereas TNF-a alone increased the proportion of activated
CD80MCDS86M DCs (69,37% vs 40.6% in control group) (Fig. 3b).

We also investigated the ability of our tolerogenic vaccine to induce IDO production
that has been shown to compromise T cell proliferation, promote T cell anergy and Tregs. The
proportion of IDO* DCs was significantly increased when cells were incubated with tVLPs and
TNF-a, but not when either tVLPs or TNF-a were added (Fig. 3d and 3e). Since other antigen
presenting cells (APC) such as B cells can take in charge and process VLPs, we assessed the
effect of tVLPs on CD19" cells. Upon activation signals (ie CpG and CD40L), a significant
increase of CD86 was observed on B cells that was fully abrogated in presence of tVLPs (Fig.

Supp. 3). However, no impact of tVLPs was observed on CD80 and IDO expression in B cells

(Fig Supp 3).

tVLP inhibits antigen-specific CD4+ T cells proliferation

Given the striking inhibition of APCs activation with tVLPs, we next sought to
determine the vaccine efficacy to block antigen specific responses. Thus, OV A-specific naive
CD4+ T cells isolated from OT-II transgenic mice were further stained by CellTraceViolet®
and cultured with APCs loaded with OV A323.339 peptide or OVA protein in the presence or

absence of tVLPs. After 2 days of culture with OV A323.339 peptide, OT-II cells proliferated with
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a maximum of 5 divisions (Figure 4A) that can be improved when control VLPs™ (without
CTLA-4) were added in the culture. In contrast tVLPs significantly blocked this proliferation
as shown by the lower percentage of divided cells, and more efficiently than CTLA4-Ig used
as control. We calculated the suppression index for each condition and assessed the dose-
response relation between tVLP and suppression after 2 or 3 days of culture (Figure 4B-C).
Using OVA peptide or protein, we confirmed that tVLPs efficiently suppress in a dose-
dependent manner the T-cell proliferation, even if the overall suppression was lower with the

peptide. In all conditions, the supremacy of tVLPs to control T-cell priming was reported.

tVLP protects against severe allergic reactions in a murine model of OVA-specific food-

induced anaphylaxis

Investigating the therapeutic potential of our vaccine to induce immune tolerance
required its application in a murine model of food allergy. Therefore, we treated sensitized mice
with daily injections of tVLPs were for 5 days, after immunization with OVA in alum adjuvant,
followed by multiple cycles of oral challenges with OVA to induce anaphylaxis (Fig.5a). A 5
days-course of tVLPOVA injections significantly inhibited the OVA-induced anaphylaxis
throughout the multiple challenge cycles (Fig E3a). When we focus on dates at which the
highest allergic reactions were measured in control mice (days 24, 33 and 160), we observed a
significant decrease of the clinical symptoms (i.e. piloerection and diarrhea) but also less prone
body temperature drops in tVLPOVA-treated mice compared to VLP- controls (Fig. 5b and Fig
E3b). This long-term modulation of allergen reaction was correlated with a lower increase of
OVA-specific IgE titers in treated mice compared to controls at day 160 (Fig. 5¢). We also

demonstrated a dose-depend protective effect of vaccination since mice injected once or three
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times with tVLPOVA had significantly higher symptoms and temperature drops than mice treated
with the 5-day course of vaccination (Fig. 5d).

Importantly, neither CTLA-4" VLPs lacking OVA (tVLP") nor OVA* VLPs lacking
CTLA-4 (VLP®VA) were able to induce a significant protection in challenged mice both on
clinical symptoms and body temperature drops (Fig. E3a). The specificity of the therapy was
formally addressed by sensitizing and challenging OV A-protected mice with peanut allergens.

POVA_vaccinated and OV A-challenged and

Thus, mice were successively OV A-sensitized, tVL
then sensitized and i.v. challenged with peanut. No protection against peanut anaphylaxis was
observed in tVLPOVA-vaccinated mice, after body temperature drop measurement and
comparison with placebo vaccination (Fig. Se). However, when an ultimate OVA i.v. challenge

was performed, tVLPOVA-vaccinated mice showed lower body temperature decrease,

highlighting the specificity of the protection provided by tVLP vaccination.

tVLP induces a Treg-dependent immunomodulation of allergy

We next evaluated if Tregs are associated with the suppressive effect of tVLPs.
CD4*CD25" T cells were isolated from tVLPOVA vaccinated mice, which were protected after
two cycles of p.o. OVA challenges (Fig. 6a), and then transferred into naive mice before the
beginning of the induction protocol for OVA specific anaphylaxis. During the following 3
cycles of allergy, mice transferred with Tregs from tVLPOVA donors developed a significant
less severe allergy with lower clinical scores and no body temperature loss, in contrast to mice

who received Tregs from VLP -treated mice (Fig. 6b).

Discussion
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We here show for the first time at our knowledge that VLP carrying shielded versions
of allergen and expressing CTLA-4 as tolerogenic signal might be of interest in the long-term
and specific prevention of allergy. VLP represents a novel and versatile platform for the in vivo
delivery of allergens and prevent allergies. Strategies that express allergens either inside the
particles (Kratzer et al., 2018) or at the surface (Engeroff et al., 2018) have been recently
described but neither in association with immunoregulatory molecules. Despite the fact that
expressing allergens on the surface of the particles triggers the production of allergen-specific
IgG and thus be effective to inhibit IgE-binding on mast cells or basophils, VLPs carrying
allergens inside the capside features an interesting way to deliver a tolerogenic signal. The main
advantage to carry allergen inside the particle is to avoid their recognition by preformed IgE
bound to FCERI and thus mast cell degranulation. Thereby, recombinant VLP elude the risk of
inducing anaphylaxis when applied to sensitized individuals in vivo. However, additional
signals of tolerance seem to be required in order to induce a strong, long lasting and therapeutic
effect in food allergy, as shown by the poor efficacy of the VLPOVA vaccine compared to the
tVLPOVA candidate to control anaphylaxis in OVA-induced food allergy model. While
retrovirus-derived enveloped VLPs (eVLPs) were initially proposed for standard vaccination
(Pitoiset et al., 2015) and reach successfully phase I clinical trials, here we first highlighted the
ability to specifically design eVLP for tolerogenic vaccination. By linking CTLA-4 on the
particles, we modify their immune properties and their immunogenicity as show in the
proliferative assays (Figure 4). However, using native form of CTLA-4 was not efficient to
display sufficient quantity of molecules on the surface of the VLPs, therefore underlying the
need of genetically engineered anchoring domain. New systems such as the Spy catch
technology (Brune et al., 2016) have been recently described to easily display molecules, but
not applicable for retrovirus-derived VLP. Thus, we decided to use GPI based anchoring system

that allow strong expression and stability (Wojta-Stremayr et al., 2015). Moreover, GPI domain
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are known to be expressed in lipid rafts region of the cell membrane, where the VLP budding
occurs (Chazal and Gerlier, 2003). By using this anchoring system, we were able to display
high amount of CTLA-4 on the surface and effectively target DCs (Figure 2). We report that
tVLPs modulate DCs by decreasing expression of CD80 and CD86 and thus inducing one of
the key characteristics of the iDC or tolDC phenotype (Maldonado and Andrian, 2010). On the
contrary, CD40 on DCs was not modulated by tVLPs, but its specific role in tolerance induction
is still controversial (Florez-Grau et al., 2018; Tuettenberg et al., 2010). Moreover, IL-10
production remains the main characteristic of tolDCs (Comi et al., 2018) as it is a powerful anti-
inflammatory cytokine that plays an essential role in dampening immune responses and in
preventing chronic inflammatory pathologies including allergy (Akdis and Akdis, 2014). By
increasing IL-10 production without modulating IL-4 secretion, tVLPs alleviated DC cytokine
production to promote tolerance. Indeed, DC producing high levels of IL-10 have been
highlighted as potent inducer of Tr1 cells and therefore dampen autoimmune disorders (Comi
et al., 2018). Moreover, we highlighted the role of tVLPs to increase IDO production in human
moDC. This modulation mediated by CTLA-4 binding may also be of interest in tolerance
induction by promoting anergy through increased tryptophan catabolism (Platten et al., 2012)
and Tregs induction (Baban et al., 2009). Indeed, anergic modulation of IDO contributes to
tolerance induction during subcutaneous allergen immunotherapy by reducing Th2 cytokines
production (Taher et al., 2008). Overall, the results on both murine and human DCs suggest a
strong tolerogenic role for tVLPs that was confirmed by the inhibition of antigen-specific cell
priming in our in vitro experiments.

To assess the ability to effectively control food allergy, we vaccinated mice after the
sensitization with a 5-day course of complete and incomplete VLPs. Only the VLP expressing
both the allergen and CTLA-4 (tVLPOVA) was able to induce long-term protection against

anaphylaxis as shown by low clinical symptoms and absence of severe body temperature drop
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in contrast to other control VLPs (tVLP, VLPOVA). Despite previous report showing that VLPs
expressing only antigen have protective effects in a preventive model of pollen allergy (Kratzer
et al., 2018), here we show the requirement to combine VLPs with immunoregulatory signal to
provide efficient and long-term therapeutic effect in food allergy model. Interestingly, VLPs
expressing CTLA-4 alone were also ineffective to control anaphylaxis in our model,
highlighting the specificity of action of this therapy. Indeed, we showed that treating mice with
tVLPOVA was ineffective in the prevention of other food allergies. The underlying
mechanisms of this antigen-specific long-term protection are not fully characterized, though
previous study suggests that VLP are subject of uptake by natural pro tolerogenic dendritic cells
that induce Foxp3+ Tregs (Kratzer et al., 2018). We here confirm the Treg mediated effect of
VLP as the protection can be transferred to naive mice. However, this modulation was not
responsible for a significant decreased level of IgE, nor an increased level of protective IgG2A
(data not shown). Thus, other mechanisms, such as Trl induction and or T cell phenotypic

skewing, need to be further investigated for future development.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Legends Figure

Figure 1. Characterization of tolerogenic VLPs

(a) Structure of OVA-recombinant tolerogenic VLPs (tVLPVA) and scheme of plasmid
constructions used for the VLP production. WT Gag capsid plasmid DNA is used to produce
control VLP~ while GagOVA fusion protein encoding sequence is added for recombinant
VLPOYA production. CTLA-4rm and CTLA-4gpr derived from the native CTLA-4wr by
switching the transmembrane and intracytoplasmic domains with those from the glycoprotein
of the vesicular stomatitis virus (TM) or the GPI anchor of CD59b molecule (GPI) and linked
by a glycine linker (L) to the extracellular domain of CTLA-4. (b) Validation of OVA
expression in recombinant VLPs (VLPOVA) by specific Gag (anti-p30 MuLV) and OVA
Western Blot analysis. Control VLPs (VLP") made of WT Gag are used in control. (c)
Validation of CTLA-4 expression onto tVLPs by immunoprecipitation with anti-CTLA-4
antibodies and immunoblotting using anti-p30 antibody. (d) Comparison of the expression level
of CTLA-4 expressing WT, TM-VSV-G or GPI anchor domains on transfected cells (up panels)
or onto VLPs coated beads analyzed by flow cytometry (lower panels). Non-transfected cells
or VLP ~ coated beads were used as negative controls (blank histograms). (¢) Quantitation of
CTLA-4 on tVLP, tVLPOVA or VLP ~ using specific ELISA (left panel) and expressed as relative
quantity among total proteins measured with BCA assay (right panel). Results are means +

SEM and representative of 3 independent experiments.
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Figure 2. Effects of tVLPs on dendritic cell phenotype and cytokine profile

(a) Uptake of tVLPs expressing eGFP by purified splenic DCs assessed by flow cytometry
analysis of GFP+ cells after 24 hours of culture (red line). DC culture alone were used as
negative control (black line). (b-e) Flow cytometry analysis of splenic (b-c) or bone marrow
derived DCs (d) after coculture with medium added or not with 1 pg/mL of LPS and in presence
or not of 15 ug/mL of tVLPS!?, Live cells with positive expression of CD11. and MHC-II were
gated and CD80, CD86, CD40 and MHC-II expression was measured. Representative dot-plots
showing CD80 and CD86 expression on splenic DCs (b) and expression level of surface
molecules on splenic dendritic cells (¢) and bone-marrow derived DCs (d) is represented as the
relative gMFI compared to medium. (¢) Analysis of dose-dependent effect of tVLPC!? added at
1, 5o0r 10 pg/mL on splenic DCs represented as the relative gMFI of costimulatory molecules
compared to medium. (f) Cytokines production by splenic DCs after 24 hours of coculture.
Results are expressed as relative variation from the mean amount for all the samples detected
in the supernatants by specific IL-4, IL-10 and IL-12,70 ELISA. All results are representative

of 3 independent experiments.
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Figure 3. Modulation of human dendritic cell activation by tVLPs

Monocyte-derived dendritic cells (moDcs) were differenciated from PBMC of healthy donors
after 5 days of culture with GM-CSF and IL-4. moDCs were then cocultured with medium
added or not with 100 ng/mL of TNF-a and 15 pg/mL of tVLPs for 24 hours and analyzed by
flow cytometry. Live cells with positive expression of CD11. and MHC-II were gated and
CD80, CD86 and MHC-II expression was measured. Representative dot-plots showing CD80
and CD86 expression on moDCs (a) and respective expression levels expressed as relative
gMFI compared to medium control (b) are shown. (c¢) Proportion of moDCs coexpressing high
or low levels of CD86 and CD80 in presence or absence of activation signals (TNF-a) and
tVLPs. (d-e) Effect of tVLPs on IDO production in MoDCs. Representative dot-plots showing
IDO expression in moDCs (d) and the percentages of moDC secreting high levels of IDO (e)

are shown. Results are means + SEM and representative of 2 independent experiments.
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Figure 4. Blockade of antigen-specific OT-II CD4+ T cell proliferation induced by tVLPs

Sorted and CTV-stained CD4°CD25" T cells from OT-IIxFoxp3 GFP" mice were cultured
during 2 or 3 days with irradiated splenocytes loaded with either OV A323.339 peptide or OVA in
presence or not of 10 pg/mL of tVLP~, VLP ~ or CTLA-4-equivalent dose of abatacept
(Orencia®) and then analyzed by flow cytometry. (a) Representative CTV dilution dot plots at
day 3 and the percentages of undivided and divided OT-II CD4"* T cells in the different cell
culture conditions are shown. Suppression indexes based on the division profiles were
calculated for OT-II cells cocultured with OV A323.339 peptide (b) or OVA (c) loaded splenocytes
for two (left panels) or three days (right panels). Results are means = SEM and representative

of 3 independent experiments.
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Figure 5. tVLP vaccination prevents severe allergic reactions in a mouse model of
ovalbumin-induced food allergy.

(a) Experimental setup. Mice were sensitized at days -14 and -7 with OVA / alum, then treated
daily with 30 ug/mouse of either tVLPOVA or VLP at days 1 to 5. Ten days after, mice were then
1% challenged (C1) with OV A p.o. administrated every two to three days until obtaining a score
higher than 4 for 80% in control mice. A 2" challenge (C2) was initiated 9 days later and a 3™
challenge (C3) was performed in a late manner 150 days after the vaccination. (b) Clinical score
and body temperature loss measured 30 min after the last OV A gavage for the three challenges
(C1, C2 and C3) are shown. (c) OV A-specific IgE levels assessed by ELISA after the first (Day
25) and the last (Day 150) OVA challenges. Results are mean +/- SD (d) Dose-dependent effect.
Clinical score and body temperature loss of mice treated with either 1, 3 or 5 injections of
tVLPOVA after the 15t OVA challenge. (e) Specificity of the induced-protection against allergy
reactions. Mice sensitized to both peanut and OVA were vaccinated with tVLPOVA or not (PBS)
and then sequentially challenged i.p. with 1 mg of peanut crude extract at day X and 250 pg of
OVA atday Y. The body temperature losses were measured 30 min after i.p. injection. Symbols
represent individual mice and bars indicate the mean + SEM. Dashed lines represent the
threshold discriminating severe from moderate clinical symptoms and body temperature loss.

Results are one experiment representative of 3 independent experiments
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Figure 6. Tregs from tVLP-vaccinated mice prevent severe allergic reactions.

(a) Experimental setup. Mice were sensitized with OVA and vaccinated with tVLPOVA or VLP-
as previously described. After 2 cycles of oral challenges, CD4"CD25M T cells were sorted from
spleens and mesenteric lymph node and 50.000 cells were reinjected iv into naive mice. Starting
from the day of the T cell transfer, mice were sensitized and 3 successive cycles of challenges
were performed. (b) Clinical score and body temperature loss 30 min after the last OVA gavage
for the three challenges (C1, C2 and C3) are shown. Symbols represent individual mice and
bars indicate the mean = SEM. Dashed lines represent the threshold discriminating severe from
moderate clinical symptoms and body temperature loss. Results are one experiment

representative of 3 independent experiments.
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Figure E1. Flow cytometry detection of GAG and OVA proteins in recombinant VLPOVA
after intracellular staining.

Expression of Gag (a) and OVA (b) after permeabilization of VLPOVA coated on beads and
analyzed by flow cytometry (red histograms). Secondary antibodies alone were used a negative

control (black histograms).
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Figure E2. Modulation of human B cell activation by tVLPs

B cells were sorted from PBMC of healthy donors upon positive selection on CD19. After 24
hours of culture with medium added or not with CD40L and anti-p antibodies (activation signal)
and in presence or not of 15 pg/mL of tVLPs, B cells were gated on CD19" cells and analyzed
for CD80, CD86 and MHC-II expression. (a) Representative histograms showing CD80 and
CD86 expression levels on B cells cultured without (black histograms) or with activation
signals (red histograms) in presence or not of tVLP (blue and green histograms). (b) Effect of
tVLPs on IDO production in human B cells. Representative dot-plots showing IDO expression

in B cells are shown. Results are representative of 2 independent experiments.
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Figure E3. Effect of the tVLPs and the different control vaccines on the severe allergic
reactions in a mouse model of ovalbumin-induced food allergy.

Mice were sensitized at days -14 and -7 with OV A / alum, then treated daily with 30 pg/mouse
of either tVLPOVA, tVLP, VLPOVA or VLP- at days 1 to 5. Ten days after, mice were then 1
challenged (C1) with OVA p.o. administrated every two to three days until obtaining a score
higher than 4 for 80% in control mice. A 2" challenge (C2) was initiated 9 days later and a 3™
challenge (C3) was performed in a late manner 150 days after the vaccination. (a) Clinical score
and (b) body temperature loss measured 30 min after the last OVA gavage for the three

challenges (C1, C2 and C3) are shown.
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Conclusions de I’article

Nos résultats démontrent tout d’abord la capacité des VLP dérivées de rétrovirus
a vectoriser un antigéne, ici 'ovalbumine, au sein de la capside par l'intermédiaire d’'une
protéine de fusion GAG-OVA. De plus, l'utilisation d’'une protéine chimérique associant
le domaine extracellulaire du CTLA-4 et un domaine transmembranaire de type
glycosylphosphatidylinositol, nous a permis d’augmenter significativement la quantité
de molécules présentées a la surface de ces VLP et ainsi leur conférer une forte capacité
tolérogene.

Lorsqu’elles sont mises en présence de DC murines, d’origine splénique ou
différenciées a partir de la moelle, ces VLP tolérogénes inhibent 'augmentation de
I'expression des molécules de costimulation CD80o et CD86 induite aprés une activation.
Cette modulation dépendant de la dose de VLP est accompagnée d'une augmentation
de la sécrétion d’IL-10 qui est une des cytokines majeures dans la régulation du systeme
immunitaire. L’étude paralléle réalisée a partir de DC dérivées de monocytes humains a
permis de confirmer ces résultats et d’identifier une augmentation de production de
I'enzyme IDO induite par ces VLP. Cette modulation des DC permet, in fine, de bloquer
efficacement la prolifération de LyT spécifique d’'un antigéene (OVA).

L’administration de VLP tolérogeénes (tolVLP) chez des souris sensibilisées a
I'ovalbumine, antigénes modéle a l'origine d’'une allergie alimentaire, a permis une
réduction des signes cliniques observés et de la chute de température corporelle apres
réadministration de I'allergéne par voie orale. Cette efficacité observée dés les premieres
administrations de I'antigéne s’est par ailleurs maintenue dans le temps jusqu'a 160 apres
le premier jour de traitement. De plus, une spécificité d’action vis a vis de 'antigéne est
démontrée par l'absence de protection dans un autre modeéle d’allergie et par
I'inefficacité de VLP ne vectorisant par 'OVA. Les mécanismes de tolérance impliqués
dans cette protection demeurent encore partiellement caractérisés, néanmoins le role
des Treg a pu étre souligné par des expériences de transfert de protection a la suite d'un
transfert adoptif de ces cellules a partir de souris vaccinées. L'implication d’autres
cellules régulatrices comme les Tr1 ou les lymphocytes B régulateurs reste cependant a
définir. En définitive, ces résultats constituent a ce jour la preuve d’efficacité d'un vaccin

tolérogene de type VLP dans un modele d’allergie alimentaire.
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1. Les développements des VLP : de 'immunisation a la tolérance

La vaccination a d{, au fil du temps et des innovations thérapeutiques, adapter
son arsenal afin de permettre une protection plus stre et plus efficace de la population.
On peut citer entre autres dans ce cadre le développement des vaccins inactivés, sous-
unitaires ou encore conjugués. Les VLP font également partie de ces innovations et ont
non seulement permis la mise au point de vaccins pour des infections jusqu’alors sans
option thérapeutique, mais ont également facilité le développement de nouveaux
vaccins plus surs et tout autant efficaces dans la prévention de l'infection par le virus de
I'hépatite B (VHB). Ces particules, découvertes pour la premiere fois en 1968 dans le
sérum de patients infectés par le (VHB), présentent I'avantage de mimer la structure
tridimensionnelle des virus natifs tout en étant incapables de pouvoir infecter 'héte. La
vaccination classique a donc exploité la présence de ces motifs répétitifs a la surface ainsi
que le mimétisme structurel (e.g. taille et présence d'une capside) de cette particule afin
d’activer les réponses immunitaires adaptatives et innées (Bachmann and Jennings,
2010). L'autre avantage de ces VLP réside dans la sécurité de leur usage en exploitant
I'absence de matériel génétique et donc I'impossibilité de pouvoir se répliquer au sein
d’un individu. De plus, il est possible de produire ces particules dans de nombreux
systemes d’expression qu’ils soient eucaryotes, d’origine animale ou végétale, ou
procaryotes. Ce choix du systeme d’expression est d’ailleurs une étape clé dans la
production de VLP, car il conditionne la nature et la complexité de la VLP produite en

déterminant par exemple la présence ou non d’'une enveloppe a la surface.

1.1. Les premiers développements vaccinaux utilisant les VLP

Suite a la découverte de ces pseudo-particules lors de I'infection par le VHB, les
premiers développements vaccinaux se sont axés sur la prévention de cette infection. En
1986, le premier vaccin VLP autorisé chez 'homme se base sur des VLP produites en
cellules humaines ou en levures et exprimant des antigenes de surface du VHB (HBsAg),
adsorbés sur un gel d’hydroxyde d’aluminium (Alum). En 2006 et 2007, deux vaccins
contre le papillomavirus humain (HPV) composés de pentaméres de protéines de

capside L1 furent développés (i.e. Gardasil® et Cervarix®). Que ce soit pour le VHB ou le
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HPV, ces vaccins ont permis de poser les bases pour le développement a plus large
échelle de thérapies vaccinales utilisant les VLP. Leurs propriétés immunogénes on
conduit a utiliser les VLP comme plateforme de présentation d’antigenes. Aujourd’hui,
137 essais cliniques évaluant l'efficacité de vaccins VLP sont répertoriés sur la base de
données ClinicalTrials.gov. Parmi ces essais cliniques, de nombreuses infections sont
ciblées incluant le virus Chikungunya mais aussi le virus de l'immunodéficience
humaine, bien qu'une grosse partie des essais en cours s'intéresse au virus de la grippe
(24 essais répertoriés). Le développement de ces nombreuses thérapies utilisant les VLP,
a la différence des vaccins contre le VHB ou le HPV, est possible grace a l'utilisation de
VLP exprimant des antigénes chimériques a leur surface. Ce chimérisme autrement
dénommé pseudotypage est permis par l'utilisation de protéines de fusion couplant
I'antigene désiré a des protéines de capside ou par l'utilisation de VLP enveloppées. Un
trés bon exemple des possibilités de ce pseudotypage reste le vaccin RTS,S/ASo1 ou
Mosquirix®. Ce vaccin est constitué de VLP exprimant un antigéne de Plasmodium
falciparum combiné a la protéine HBsAg (The RTS, 2011). Par cette technique, un vaccin
dirigé contre un parasite a pu étre développé et autorisé par la majorité des instances

réglementaires pour la premiére fois chez 'Homme.

La polyvalence des VLP et les techniques de pseudotypages a permis l'utilisation
de cette plateforme en dehors de la prévention des maladies infectieuses. En effet, le
développement des vaccins basés sur les VLP s'est fait dans d’autres champs
thérapeutiques comme la cancérologie ou la cardiologie (Tableau 4). En effet, on
retrouve en 2012 une étude évaluant un candidat vaccin dans le traitement du
mélanome. L’objectif était d'induire une forte réponse immunitaire dirigée contre les
cellules exprimant les antigénes tumoraux dérivant de la protéine MART-1 exprimée par
les mélanoblastes. Par l'intermédiaire d'une VLP dérivée de bactériophages QP et
exprimant des oligonucléotides immunostimulants (CpG) ainsi que ces antigénes
tumoraux, une augmentation du nombre de LyT cytotoxiques recrutés au site d'injection
a été observée. Cette méme approche thérapeutique fut utilisée en cardiologie avec des
VLP issues de bactériophages Qf et présentant le peptide de I'angiotensine II a leur
surface. Le développement de réponses immunitaires contre ce peptide a permis par la

suite une réduction du taux sérique de cette hormone au niveau systémique avec en
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conséquence finale la diminution de la pression sanguine chez des souris hypertendues
(Ambiihl et al., 2007). Ces développements démontrent la polyvalence d’utilisation de
ces VLP dans d’autres domaines que la prévention des maladies infectieuses et
permettent d’envisager le développement d’approches vaccinales dans une pléthore de
champs d’application. Malheureusement, aucune suite de développement n’est a ce jour

annoncée pour ces nouvelles thérapies.

Application Institution Administration | Systéme d'expression Plateforme Antigene | Développement
Rhinoconjonctivite et asthme Cytos Biotechnology SC E. coli QB Non enveloppé CpG Phase 2
Maladie d'alzheimer Cytos Biotechnology SC-IM E. coli QB Non enveloppé AB1-6 Phase 2
Diabéte de type 2 Cytos Biotechnology sC E. coli QB Non enveloppé IL1B Phase I
Hypertension Cytos Biotechnology sC E. coli QB Non enveloppé Ang II Phase 2
Mélanome métastatique Cytos Biotechnology M E. coli QB Non enveloppé | Melan-4, CpG Phase 2
Addiction ala nicotine Cytos Biotechnology SC E. coli QB Non enveloppé Nictoine Phase 2

Tableau 4. Développements vaccinaux utilisant des VLP en dehors de la prévention ou du traitement
des maladies infectieuses. D’aprés Kuschnir et al. Vaccine (2012).

1.2. Les pseudo-particules rétrovirales et leur optimisation

Afin de permettre l'utilisation des VLP dans de nombreuses pathologies et
d’améliorer leur capacité a moduler le systéme immunitaire, de nouvelles structures
virales constituant les VLP ont été utilisées. Dans ce cadre, I'utilisation de VLP dérivées
de rétrovirus oncogenes prend tout son sens. Ce type de VLP issues de virus enveloppés
présente plusieurs avantages par rapport aux autres plateformes virales. En premier lieu,
la simplicité et la caractérisation complete du génome viral de ces pseudo-particules
permet de générer facilement des VLP recombinantes. Deuxiémement, la présence
d'une enveloppe permet l'intégration de molécules a la surface avec des intensités
d’expression variables. Ce pseudotypage, tout comme les VLP basées sur des protéines
QB, peut étre utilisé soit pour présenter des antigenes contre lesquels on souhaite
induire des réponses immunitaires, soit présenter des molécules facilitant I'adressage
aux APC. La preuve de principe d’utilisation de ces pseudo-particules fut apportée en
2006 (Bellier et al., 2006) et par la suite appliquée a la vaccination contre le virus de
I'hépatite C (Garrone et al., 2o11b; Huret et al., 2013) ou contre le HPV (Lescaille et al.,

2013). Ces études ont d’autre part soulevé la problématique de la conformation des
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antigenes a la surface des pseudo-particules ainsi que I'importance de l'efficacité de

I'ancrage conditionnant I'expression des antigenes a la surface.

Au sein du laboratoire, le domaine transmembranaire de la protéine G du virus
de la stomatite vésiculeuse (VSVg) a tres vite été retenu. Ce domaine présente des
peptides signaux facilitant l'adressage a la membrane plasmique et permet une
expression forte de protéines en définitive sur les VLP produites (Garrone et al., 2011a).
En dehors de ce motif, on retrouve aussi les domaines glycosylphosphatidylinositol
(GPI) tres fréquemment utilisés, dont celui issu du CD59. Le CD59 est une protéine
régulatrice présente de maniére ubiquitaire qui protege d'une lyse systématique par le
systeme du complément. Son expression doit donc étre la plus large possible, et le
domaine GPI remplit parfaitement cette fonction. Plusieurs travaux mentionnent
I'utilisation de ce domaine afin d’'induire une expression membranaire forte (Paulick and
Bertozzi, 2008), y compris pour ancrer les protéines sur les VLP (Wojta-Stremayr et al.,
2015). Bien évidemment, d’autres systemes sont disponibles afin d’exprimer a la surface
des VLP tous types de molécules. Le systéme SpyCatcher / SpyTag reste une alternative
extrémement intéressante dans cette optique (Brune et al., 2016). Ce systéme, similaire
a l'utilisation de molécules combinées a la biotine ou la streptavidine, consiste en
l'utilisation d’'un motif dénommé SpyCatcher lié a la VLP et permettant 'accrochage de
I'antigéne d’intérét par l'intermédiaire d’'une liaison via un motif complémentaire
dénommé SpyTag. Ce systéme a notamment I'avantage de pouvoir dissocier d'une part
la production de VLP et d’autre part la présentation d’antigéne d’intérét. Malgré ces
avantages, ce systéme reste néanmoins contraignant par la nécessité d’inclure le
SpyCatcher au sein de la VLP soit par I'utilisation de protéines de fusion (méthode
possible avec les VLP Qp), soit par l'utilisation d’ancrage membranaire sur des VLP
enveloppées et donc ne résout pas le probleme. De plus, ce systéme requiert la
production de I'antigéne ou de la molécule d’'intérét couplée au SpyTag. Dans le cadre
de nos recherches, nous avons évalué lefficacité de l'ancrage membranaire par
l'utilisation des domaines d’ancrage issus de VSVg, du CD59b et du CD16. Nos résultats
ainsi que ceux comparant 'utilisation de I'ancrage du CD16 ou CD5g9b confirment la
meilleure efficacité de I'ancrage GPI issu du CD59b pour 'expression de molécules a la

surface des VLP (Wojta-Stremayr et al., 2015). Cet ancrage fut par ailleurs utilisé par
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plusieurs autres équipes dans le développement de VLP présentant des molécules en

surface (Feng et al., 2015; Skountzou et al., 2007).

Un autre avantage des VLP dérivées des rétrovirus par rapport a d’autres types de
particules et notamment des VLP Q est de pouvoir embarquer des protéines et
molécules a l'intérieur de la capside par l'intermédiaire de protéines de fusion. Cette
capacité de transport des antigénes de maniére masquée ou protégée, pour reprendre
les termes de l'étude de Kratzer et al, est particulierement intéressante dans de
nombreux champs thérapeutiques. Cette possibilité peut étre exploitée pour apporter
aux cellules prenant en charge ces VLP une information génétique, une enzyme, une
molécule inductrice d’apoptose, un marqueur permettant le suivi ou encore un antigene
(Kaczmarczyk et al., 2011). Cette capacité de transport couplée aux effets médiés par des
molécules de surface élargit d’autant plus les possibilités et les champs thérapeutiques
correspondants. De maniere globale, les VLP dérivées de rétrovirus constituent un
formidable outil de développement vaccinal, dans l'efficacité de I'induction de réponses
immunes mais également dans I'adaptation possible a d’autre champs thérapeutiques
que la vaccination conventionnelle. C’est notamment le cas dans l'induction de
tolérance dans l'allergie, ot les VLP permettent d’apporter un allergéne a l'intérieur de
la capside, ceci limitant les réactions immédiates, tout en agissant par I'intermédiaire

des molécules en surface.

1.3. Les VLP pour induire une tolérance

Les travaux présentés dans ce manuscrit font partie des premieres recherches
utilisant les VLP dans un processus de vaccination tolérogéne. Plusieurs revues de la
littérature ont relevé le potentiel role de ces particules dans la capacité a moduler les
réponses immunitaires de maniére tolérogene (Pitoiset et al., 2015; Valenta et al., 2016).
Cependant, c’est en 2009 que les premieres VLP sont développées dans l'allergie en
utilisant des VLP Qf qui expriment des allergeénes a leur surface, notamment Fel d1 qui
est un allergene issu du chat (Schmitz et al., 2009a). Cette stratégie radicalement
différente de celle de nos VLP tolérogénes prend le parti de vouloir induire de fortes

quantités d’Ig de type G en orientant les réponses lymphocytaires vers un profil Thi. Ces
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immunoglobulines vont par la suite bloquer la fixation des IgE délétéres et ainsi
empécher le relargage de médiateurs inflammatoires. Cette inhibition est médiée
notamment par le récepteur FcyRIIb qui posséde une affinité forte pour les IgG et qui
diminue la signalisation médiée par le récepteur des IgE : le FceRI (Nimmerjahn and
Ravetch, 2008). Cette stratégie permet, en conséquence, la prévention du choc
anaphylactique chez ces souris, ainsi que la réduction de la perméabilité péritonéale
aprés challenge par injection intra-péritonéale de l'allergéne. Cette approche a
également été transposée dans le cadre de 'allergie alimentaire avec, pour l'instant, la

méme efficacité (Bachmann, 2018).

Bien que cette approche semble prometteuse, la question du risque de l'utilisation
de cette thérapie se pose. En effet, un des risques majeurs des immunothérapies actuelles
dans l'allergie est le risque de réactions anaphylactiques suite a 'exposition volontaire a
l'allergene. Afin de répondre a ces interrogations, 'équipe de recherche ayant développé
ces VLP a effectué des tests afin de démontrer I'absence de réactivité avec leur utilisation
(Schmitz et al., 2009b). Ces tests ont été réalisés en analysant la dégranulation des
basophiles sanguins isolés a partir de prélevements de sang de patients allergiques pour
Fel di. Les résultats montrent clairement que la présentation de Fel d1 associé aux VLP
limite la réactivité par rapport a I'allergéne soluble. Néanmoins, pour des doses élevées,
on remarque une dégranulation des basophiles sanguins. L’autre option thérapeutique,
qui semble de prime abord moins a risque de déclencher des réactions anaphylactiques,
est celle de vectoriser l'allergéne a l'intérieur des VLP. Ce choix, que nous avons fait, a
aussi été sélectionné par une équipe autrichienne qui a développé des VLP vectorisant
I'ovalbumine sans présenter a la surface de molécules immunorégulatrices. De maniére
similaire a notre approche, ces travaux ont analysé I'efficacité de VLP basées sur le MLV
dans la prévention de l'allergie respiratoire au pollen d’armoise (Art v1) chez des souris
humanisées. En contradiction avec I'étude des VLP Qp - Fel D1, une dégranulation des
basophiles est observée lorsque I'allergéne Art v1 est exprimé a la surface des VLP alors
que ce n’est pas observé lorsque l'allergene est exprimé au sein de la capside. Nos
résultats confirment ces observations, mais des expériences d’administrations de nos
VLP par voie iv et de suivi de I'apparition d’'un choc anaphylactique est prévu par la suite.

Les VLP vectorisant Art vi au sein de la capside sont donc hypoallergéniques a la
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différence de celles exprimant l'allergéne en surface. Cette étude a d’autre part permis
d’identifier les cellules prenant majoritairement en charge les VLP par voie nasale. Ce
sont en premier les macrophages alvéolaires et en deuxiéme les DC CDio3+ qui
capturent les VLP. Ces résultats corroborent des observations faites au sein du
laboratoire (Vazquez et al. Manuscrit en préparation), avec cependant la nuance que les
cellules prenant en charge les VLP possédent chacune une cinétique d’apparition bien
spécifique. En effet, les macrophages alvéolaires semblent précocement capturer les
VLP, alors que les DC sont identifiées par la suite. Cette capacité de prise en charge par
les DC CD103+ place donc ces VLP contenant l'allergéne au centre des processus de

tolérance.

Devant ces résultats, on peut se poser la question de I'analyse de la prise en charge
des VLP apreés injection intrapéritonéale ou par d’autres voies d’administration. Il
apparait donc essentiel de tester d’autres voies d'administration des VLP et d’attester de
Iefficacité de ces voies en ciblant majoritairement les muqueuses riches en cellules
CD103+. Ces expériences seront d’autant plus intéressantes que ces muqueuses,
considérées comme un lieu clé de la génération de tolérance, sont fréquemment mises
en évidence par des approches similaires a la notre (Pei et al., 2018). La réalisation de ces
analyses pourra étre réalisée a I'aide de VLP vectorisant des marqueurs de suivi et
I'analyse de la prise en charge pourra s’effectuer par immuno-histochimie ou par
cytométrie en flux. D’autre part, la mise en évidence de l'augmentation des Treg
tissulaires du poumon apres traitement par VLP Art v1 ajoute un élément clé dans le
mécanisme d’action de cette thérapie (Kratzer et al., 2018). Afin d’objectiver I'induction
de Treg apres administration intrapéritonéale de tolVLP, il sera intéressant de regarder
au niveau systémique et local, en particulier au niveau intestinal avec les plaques de
Peyer et la lamina propria, mais aussi au niveau des ganglions mésentériques les
modifications globales phénotypiques des LyT. Par ailleurs, l'utilisation de LyT
spécifiques de 'ovalbumine (cellules OT-II) pourrait permettre de renforcer les données
sur la spécificité d’action des VLP tolérogenes. L'injection de ces cellules préalablement
a un traitement par tolVLP dans des souris naives permettra d’attester une modification
de ce compartiment de cellules spécifiques. Cette expérience sera néanmoins limitée par

la capacité de diffusion et de migration des cellules OT-II injectées. En conclusion, notre
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étude comme celle des VLP Art v1 place l'utilisation des VLP dans le traitement de
l'allergie comme une alternative extrémement prometteuse mais souligne néanmoins le

besoin d'une meilleure caractérisation des mécanismes associés a la protection.

2. Mécanismes de tolérance induits par 'immunothérapie spécifique
dans l’allergie alimentaire et place des VLP tolérogénes dans

I’arsenal thérapeutique

Le développement des immunothérapies spécifiques de l'allergie alimentaire a
permis, par le biais d’analyses biologiques durant et a I'issue des traitements, d’observer
I'induction de mécanismes de tolérance. Ces mécanismes peuvent étre par la suite mis
en relation avec une amélioration clinique et ainsi définir de nouveaux corrélats de
protection vis-a-vis de l'allergie alimentaire. Il apparait donc essentiel pour toute
nouvelle thérapie d’analyser les modifications induites au niveau des acteurs clés de
l'allergie alimentaire et de faire le parallele avec les développements existants. Dans cette
discussion, nous analyserons donc les résultats obtenus avec le développement des
immunothérapies spécifiques et détaillerons les possibilités et les limites de l'utilisation

des VLP tolérogénes dans l'allergie alimentaire.

Les premiéres utilisations de I'immunothérapie spécifique (ITS) sont reportées
dés 1908 avec les prémices de I'immunothérapie par voie orale (OIT). La technique
consistait en 'administration récurrente de faibles quantités d’ceuf par voie orale chez
un enfant présentant une allergie a cet aliment. Par la suite, d’autres voies
d’administrations sont explorées et notamment la voie sous cutanée (SCIT). Malgré un
potentiel risque de réaction diminué par I'évitement de la voie orale, la SCIT s’est avérée
moins sure que 'OIT de maniere générale (Nelson et al., 1997). En effet, la SCIT peut
étre source de réactions systémiques avec pour facteurs de risques 'absence préalable
de contrbéle de l'asthme dans lallergie respiratoire ou des erreurs de dosage dans
l'allergie alimentaire (James and Bernstein, 2017). Les mécanismes sous-jacents de ces
réactions généralisées ne sont pas réellement caractérisés, cependant il semblerait que

ces réactions soient dues au passage au niveau systémique des allergenes apres injection.
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Cette sécurité d'utilisation moindre de la SCIT a néanmoins participé au développement
des immunothérapies par voie sublinguale (SLIT) et par voie épicutanée (EPIT). Ces
deux derniéres voies d’administration, a l'inverse de la SCIT présentent une sécurité
d’utilisation supérieure en comparaison a 'OIT, avec moins d’effets indésirables gastro-
intestinaux (Bégin et al., 2016) mais une plus faible capacité de tolérance finale d'un
aliment par rapport a une OIT (Chinthrajah et al., 2016). Ces ITS sont donc considérées
comme efficaces, mais leur effet durable reste discuté et la sécurité d’utilisation reste
fortement dépendante de la voie d’administration. Les mécanismes induits par
I'ensemble des processus d’'ITS peuvent étre séparés en 3 catégories en fonction de leur
délai d’apparition et du compartiment lymphocytaire principal affecté ; nous retrouvons
donc en premier lieu les mécanismes de désensibilisation rapidement induits apres le
traitement, ceux modulant les réponses cellulaires LyT et enfin ceux modulant les

réponses cellulaires LyB.

2.1. Désensibilisation

2.1.1. Modulation par les ITS

Concernant les mécanismes immédiats, ils ont été définis initialement dans la
rhinite allergique et dans les hypersensibilités aux piqtires d’insectes puis confirmés a la
suite de protocoles OIT dans le cadre d’allergies aux protéines de lait ou a la cacahueéte.
On retrouve en premier lieu une diminution de 'activation des basophiles sanguins et
des mastocytes tissulaires (Burks et al., 2012; Jones et al., 2009). Cette hyposensibilité est
attestée par 'augmentation de la dose d’allergene nécessaire pour activer le relargage
des médiateurs inflammatoires et augmenter 'expression de CD63 membranaire a I'aide
de tests d’activation in vitro (test d’activation des basophiles ou TAB). Une des causes
avancées pour cette baisse d’activation est la diminution du nombre d’IgE dirigées
contre 'antigene, que ces Ig soient circulantes (Vickery et al., 2013a) ou a la surface des
cellules (Oka et al., 2013). Cette diminution d’activation des basophiles ne serait pas
cependant le mécanisme majoritaire pour l'établissement de la tolérance, car un
traitement OIT chez la souris permet une tolérance gastro-intestinale sans modification
de l'activation des basophiles (Leonard et al., 2012). L’autre hypothese probable reste

celle de la déplétion faible et progressive des meédiateurs inflammatoires par
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I'administration de l'allergéne qui reste toujours sous le seuil de déclenchement des
réactions anaphylactiques. Tout comme la diminution des IgE sur les effecteurs, cette

hypothése n’est observée que dans un nombre limité d’études.
2.1.2. Modulation par les tolVLP

Concernant les mécanismes de désensibilisation rapide objectivés apres le
traitement par VLP tolérogenes, nous n’observons pas de diminution du taux d’'IgE apres
un premier cycle d’allergie. Cette observation n’apparait cependant pas contradictoire
avec une efficacité, car les souris traitées sont statistiquement moins atteintes que les
souris traitées par VLP vides. D’autre part, cette absence de différence peut aussi
s’expliquer par le fait que les souris ont été traitées apres la sensibilisation et que les
meécanismes régulant la production d’IgE n’ont pas eu le temps de se mettre en place.
Néanmoins, ce taux d’IgE semble au fil des cycles d'induction d’allergie croitre de
maniére plus réduite chez les souris traitées par les VLP tolérogénes (augmentation d'un
facteur 3,5 chez les souris traitées par VLP- contre 2,4 chez les souris traitées par
tVLP?Y%). Ces résultats supposent donc que I'action des tVLP?V* permet de contréler
l'allergie de maniére précoce certes, mais qu’elle induit également des mécanismes a
long terme responsables d’un contréle de la production d’IgE. Ces résultats nécessitent
néanmoins une confirmation et pourra permettre d’identifier notamment une
modulation des basophiles et des mastocytes ou une induction de Breg. Par ailleurs,
nous n'observons pas de différence significative entre les deux groupes dans le dosage
sérique de mMCPT-1. Ces résultats sont cependant a prendre avec précaution, car pour
des raisons éthiques les souris les plus malades n’ont pas été prélevées pour réaliser ce
dosage. Or c’est bien dans le groupe traité par les VLP - que la moitié des animaux
présente un score d’allergie maximal. Et d’autre part, nous avons pu précédemment
observer que ce dosage chez la souris est malheureusement caractérisé par une variation

importante entre les individus d'un méme groupe (Bonnet et al., 2016).

A l'avenir, I'étude de 'impact d’un traitement par tVLP?V sur les cellules effectrices
de l'allergie sera nécessaire. Cette étude devra répondre a la modulation ou non des
éosinophiles et des basophiles sanguins ainsi qu'aux taux de mastocytes retrouvés au

niveau des tissus cibles. Par ailleurs, I'étude de I'état d’activation des basophiles par TAB
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donnera également des informations sur la susceptibilité de libération des médiateurs
inflammatoires. A ce jour, aucune étude ne répond a ces questions qu’il s’agisse de VLP
présentant l'allergéne a la surface ou a l'intérieur de la capside. La difficulté réside
cependant dans l'identification des cinétiques et de la localisation de I'action des VLP.
Nous pourrions néanmoins nous appuyer sur les résultats obtenus dans 'étude de I'lL-2
a faible dose ot des modifications significatives sont obtenues 3 jours apreés le dernier
challenge oral (Bonnet et al.,, 2016). C'est donc aprés un traitement successif aux
sensibilisations et dans les quelques jours suivant le dernier challenge allergique qu’il
serait intéressant de regarde l'activation des basophiles ou de prélever et de marquer

une portion de l'intestin afin d’identifier les mastocytes.

2.2. Impact sur les cellules présentatrices d’antigene

2.2.1. Modulation par les ITS

Le deuxieme type cellulaire identifié comme cible des ITS dans lallergie
alimentaire est celui des APC. Au sein de cette classe de cellules, les cellules de
Langerhans sont une des cibles principales et leur recrutement est observé, apres OIT,
au niveau de la muqueuse orale (Allam et al., 2010). Ces cellules sont entre autres
responsables de I'établissement de la tolérance au travers de leur sécrétion d’IL-10 et de
TGF-B. Concernant la SCIT, I'étude apres restimulation in vitro de leucocytes sanguins
isolés révele que l'action serait en partie médiée par la modulation des monocytes,
l'augmentation de production d’IL-10 et la dégradation accrue du tryptophane
(Bussmann et al., 2010). D’autre part, on retrouve a la surface des monocytes
I'augmentation de I'expression de récepteurs a certains transcrits (ILT3 et ILT4) ; ces
récepteurs étant indispensables pour le développement des fonctions tolérogenes des
monocytes et corrélés avec le recrutement de Treg (Brenk et al., 2009) . En dernier lieu,
les recherches sur 'EPIT soulignent le r6le primordial des LC de la peau, qui migrent par
la suite dans les ganglions drainants et vont induire la prolifération de Treg Foxp3+ et
de Treg LAP+ qui retourneront au niveau intestinal pour prévenir les manifestations

allergiques (Tordesillas et al., 2017).
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2.2.2. Modulation par les tolVLP

Au cours de nos recherches, nous n’avons pas évalué I'impact des tolVLP sur les DC
en condition in vivo. Une part trés importante de nos recherches fut dédiée a I'étude de
la modulation des DC dans des expériences in vitro. Dans ces expériences, nous avons
pu démontrer I'induction d'un phénotype proche de celui généralement décrit pour les
tolDC. En effet, la diminution importante de l'expression des molécules de
costimulation, 'augmentation de production de I'lL-10 et d'IDO permettent d’objectiver
Iefficacité des tolVLP. L’étude de I'expression des récepteurs ILT3 et ILT4 ainsi que de
PD-L1 et PD-L2 serait également intéressante a réaliser par la suite afin d’apporter une
confirmation supplémentaire sur la capacité d’induction de tolérance de ces DC.
Néanmoins, cette caractérisation n’apportera pas d’informations nouvelles sur les
meécanismes conduisant a cette tolérance. A la place, une étude transcriptomique a la
fois sur des DC humaines et murines mises en présence de tolVLP permettrait de définir
de maniere plus fine les modifications induites et de pouvoir comparer ces données avec
celles issues de protocoles d’'induction par l'intermédiaire d’autres agents biologiques
(Gueguen et al., 2015). Cette étude prochaine ne dispensera pas cependant de réaliser
d’autres études de caractérisation des APC tissulaires et en particulier au niveau
intestinal a l'issue d’'un traitement par tolVLP exprimant la GFP et permettant ainsi
’étude de la prise en charge de ces particules. En définitive, la meilleure caractérisation
des modifications phénotypiques et transcriptomiques des DC ne pourra que faciliter
l'identification des cibles secondaires de ces tolVLP et principalement renseigner sur

I'état d’activation du compartiment des LyT.

2.3. Impact sur les lymphocytes T et les Treg

2.3.1. Modulation par les ITS

De maniére générale, les ITS vont permettre une action globale sur les LyT, a la fois
en diminuant les LyT effecteurs et notamment Th2, et en augmentant le nombre de LyT
anergiques ou en promouvant les Treg soit par leur nombre, soit par leur fonction. Cest
donc majoritairement un rééquilibre de la balance Thz2/Treg qui est nécessaire afin de

rétablir une tolérance (Akdis et al., 2004). Ce rééquilibre est mis en évidence apres une
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OIT (Smaldini et al., 2015), avec I'implication de I'IL-10 et du TGF-B, mais aussi avec une
SCIT (Aslam et al., 2010) ou une EPIT (Dioszeghy et al., 2011). L'utilisation de complexes
tétrameres CMH-peptide permet d’affiner cette analyse en se concentrant uniquement
sur les réponses spécifiques. Ces analyses supplémentaires confirment les résultats
observés sur le compartiment des LyT, avec une augmentation franche des Treg Foxp3+
spécifiques de l'allergéne et sécrétant de I'IL-10 (Aslam et al., 2010). D’autre part, la
longueur du traitement par OIT semble influencer la capacité a induire une tolérance
au long terme, par 'intermédiaire de I'induction de LyT anergiques et par la persistance
de LyT spécifiques de l'allergéne qu'ils soient naifs ou mémoire (Ryan et al., 2016). Enfin,
on retrouve également des modifications épigénétiques a l'issue d’OIT ou d’EPIT
particuliérement au niveau des Treg sans mécanisme d’action identifié. Cest une
hypométhylation qui est observée au niveau du facteur Foxp3+, tandis que GATA-3, un
des facteurs nucléaires essentiel dans la caractérisation des LyT Thz, est hyperméthylé
(Mondoulet et al., 2018; Syed et al., 2014). Ces observations coincident avec le rééquilibre
de la balance Treg/Thz, illustré par une meilleure transcription de Foxp3+ permise par

son hypométhylation, et a I'inverse la répression de GATA-3 par son hyperméthylation.
2.3.1. Modulation par les tolVLP

L’ensemble des mécanismes induits par les ITS au niveau des LyT présentés
précédemment n'ont pu étre testés au sein de ces recherches, principalement par
manque de temps. Néanmoins, 'accent a été porté sur la modulation des Treg induite
apres vaccination avec les tolVLP. Au cours des challenges oraux avec 'allergéne, une
tendance a 'augmentation de I'expression du marqueur d’activation ICOS a pu étre
observée au niveau sanguin chez les Treg issus des souris traitées. En revanche, aucune
modification n’a été attestée sur les niveaux d’expression de CTLA-4, Foxp3 ou sur le
taux de Treg Foxp3+ en lui-méme. D’autre part, I'étude d’un transfert de Treg de souris
traitées vers des souris naives renforce le role de ces cellules dans le contrdle de I'allergie.
Il demeure cependant essentiel d’identifier les cinétiques ainsi que les localisations de
I'établissement de la tolérance. L’étude de Kratzer et al. est intéressante dans ce domaine
car elle objective une augmentation des Treg au niveau pulmonaire 40 jours apres

I'injection des VLP par voie nasale et apres un challenge allergique (Kratzer et al., 2018).
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D’autres expériences peuvent étre intéressantes dans le renforcement du role des
Treg dans la protection médiée par les tolVLP. La déplétion de ces cellules a l'aide
d’anticorps déplétants les cellules CD25+ permettrait d’apporter une nouvelle
confirmation qu’ils soient utilisés en amont des challenges oraux ou apres I'apparition
de la protection. Concernant l'étude de leur spécificité, I'absence de tétrameres
fonctionnels de classe II pour 'OVA complexifie cette recherche. Néanmoins le transfert
de cellules issues de souris exprimant le TCR spécifique pour 'OVA ainsi que la GFP de
maniere conditionnelle avec le Foxp3+ permettra d’attester I'activation ou I'induction de
cellules régulatrices spécifiques de I'antigene. Enfin, I'identification de l'origine de ces
Treg, a savoir l'action préférentielle des Treg thymiques ou induits en périphérie,
modulant I'action des tolVLP apparait importante. Cette question peut étre abordée de
deux maniéres, soit en analysant le phénotype des Tregs a I'aide de marqueur d’origine
thymique tels que Helios ou Nrpy, soit en transférant en périphéries des LyT présentant

des marqueurs congéniques et en étudiant leur conversion vers un profil régulateur.

2.4. Impact sur les lymphocytes B

2.4.1. Modulation par les ITS

Bien que les modifications de la balance Treg/Th2 ou du niveau d’activation des
basophiles soient essentielles pour permettre d’'induire une tolérance dans l'allergie,
'action sur les LyB semble tout autant essentielle surtout lorsque 'on rappelle leur role
dans la physiopathologie de I'allergie. Chez les patients allergiques et traités par OIT a
long terme, on observe une augmentation du taux d'immunoglobulines de type G4
(IgG,) associée a une réduction du taux d’'IgE (Vickery et al., 2013b). D’autres études
confirment l'augmentation des IgG, et rapportent également la présence plus
importante de LyB spécifiques de l'allergéne (Hoh et al., 2016). Ces LyB présentent
majoritairement un phénotype mémoire sans pour autant exprimer des marqueurs de
plasmoblastes et expriment préférentiellement des IgG ou des IgA. Malgré ces résultats
en faveur d’'une action bénéfique des IgG,, leur relevance dans la tolérance aux allergénes
est souvent remise en question (Williams et al., 2012). Une étude anglo-portugaise
récente répond cependant de maniére claire a cette interrogation en mettant en lumiere

le role des IgG, dans le controle de I'activation des basophiles et mastocytes pour la
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cacahuete et ceci méme en présence d'IgE spécifiques (Santos et al., 2015). Cette
inactivation s’opérerait tres certainement par lintermédiaire des récepteurs Fcy
inhibiteurs précédemment décrits avec 'utilisation de VLP exprimant l'allergene a la
surface. En définitive, leur role est tres certainement bénéfique mais leur présence n’est
pas forcément requise pour observer des améliorations cliniques. En ce qui concerne les
IgA, il semblerait qu'une augmentation des IgA soit détectée chez des patients tolérants
apreés une OIT, et qu'elles agissent en diminuant le passage intestinal des allergénes
(Konstantinou et al., 2014). Enfin, le dernier mécanisme d’action médié par les LyB a
l'issue d’'une ITS serait le recrutement de LyB avec des propriétés régulatrices et
notamment sécrétant de linterleukine-10. Plusieurs études viennent étayer cette
hypothése et présentent ces LyB régulateurs comme acteurs de la tolérance par le
recrutement de Treg, par I'inhibition de maturation des DC et enfin par la modulation
des LyT folliculaires auxiliaires (Tth) en favorisant la production d’IgG4 (van de Veen et

al., 2016).
2.4.1. Modulation par les tolVLP

De la méme maniere que pour les mécanismes liés au lymphocytes T, nous n’avons
pas pu étudier en détail les modulations induites au niveau du compartiment
lymphocytaire B. Concernant les IgG2A qui sont le parallele des IgG4 chez 'homme,
nous n’'observons aucune différence ou tendance dans leur taux que nous regardions
aprés vaccination et ceci, a un temps précoce (Jour 25) ou tardif (Jour 150) aprés les
sensibilisation. Cette absence d’effet pourrait étre traduite par I'absence de modulation
du compartiment des LyB ou de la génération de Breg. Cependant, I'apparition des [gG2a
dans les ITS chez la souris augmentent fréquemment aprés de multiples administrations
et 'administration d’une seule cure de tVLPova en début de protocole pourrait ne pas
suffire pour induire la production de ces immunoglobulines. L’absence d’induction
d’IgGaa est également observée apres traitement par VLP vectorisant l'allergéne Art-1
(Kratzer et al., 2018). Une des réflexions possibles serait de privilégier I'utilisation de VLP
exprimant l'allergéne a I'extérieur pour augmenter le taux d’IgG global dirigées contre
l'allergéne, comprenant les IgGz2a chez la souris ou les IgG4 chez 'homme. Cependant,

'essai clinique réalisé chez 'homme pour évaluer la tolérance des VLP Qp exprimant
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Derp1 a certes permis une augmentation du taux d’IgG spécifiques de l'allergéne mais
ces immunoglobulines appartenaient quasi exclusivement aux sous-types 1 et 3 (Kiindig

et al.,, 2006).
3. Quels futurs développements pour les VLP tolérogenes ?
3.1. L’utilisation d’autres signaux de tolérance

Le développement futur de ces VLP tolérogenes exprimant le CTLA-4 ne doit pas
occulter la possibilité de substituer le CTLA-4 par d’autres signaux de tolérance ou de
développer la spécificité d’adressage aux APC. Cependant, dans l'optique de garder cette
structure des VLP tolérogenes telle que nous I'avons envisagée a 'heure actuelle, il est
essentiel de conserver la capacité de transport des antigenes au sein de la capside. Une
des alternatives pour développer une thérapie permettant la tolérance pour plusieurs
allergenes serait d'injecter un mélange de VLP plutot que de vouloir intégrer au sein de
la capside ces allergenes. Il est raisonnable de penser qu'un encombrement stérique trop
important puisse géner le bourgeonnement de ces VLP et donc la capacité de les
produire de maniére compatible avec une utilisation dans des modeles animaux ou chez
I'Homme. C’est d’ailleurs le cas aujourd’hui avec le vaccin Cervarix®, le vaccin Gardasil®
ou encore le Gardasilg® qui contiennent chacun un mélange de 2, 4 ou 9 sérotypes de
VLP dérivées du HPV. Concernant les molécules de substitution, les principales
candidates sont bien évidemment celles déja testées dans la génération des DC
tolérogénes avec en téte de file I'lL-10, ou le TGF-f. La molécule PD-1, bien qu’elle n’ait
jamais été utilisée a ces fins et qu’elle présente un mécanisme d’action bien distinct du
CTLA-4, reste une option intéressante. D’autre part, il est également possible d’agir
directement sur d’autres types cellulaires comme les Treg avec l'utilisation de VLP
exprimant l'interleukine-2. Cette approche qui avait été initialement envisagée au sein
de notre projet de recherche sera détaillée dans la suite de cette discussion. En dernier
lieu, l'utilisation d’autres molécules au sein des VLP peut étre intéressante dans la
modification de la polarisation des réponses des LyT. En effet, il est possible d’insérer au
sein de la capsides des ARN non codants afin d’augmenter les réponses immunitaires et
les orienter vers un profil Thi (Pitoiset et al., 2017). Cette stratégie nécessite néanmoins

la possibilité de combiner un allergéne ainsi que ces ARN au sein de la VLP.
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3.1.1. Les autres points de contrdle immunitaire

L'utilisation d’autres points de controle en dehors du CTLA-4, pour apporter le
signal de tolérance, reste a I'’heure actuelle moins prometteuse. En effet, bien que la
liaison entre PD-1 et PD-L1 ou PD-L2 semble induire au niveau des monocytes une
diminution du métabolisme avec une production potentielle d’'IL-10 (Said et al., 2010),
ces modifications n’ont jamais été reproduites avec des DC et il n’existe pas de données
suggérant cette voie d’action comme suffisante pour induire un phénotype de tolDC.
D’autre part, diminuer I'expression de la molécule PD-L1 a la surface des APC peut
hypothétiquement avoir des conséquences opposées a I'induction de tolérance. En effet,
PD-1 influe grandement au niveau intracellulaire sur I'état d’activation des LyT, et
d’autre part certaines cellules tissulaires expriment de grandes quantités de PD-Li, ceci
contribuant a 'absence de réaction immunitaire. L'utilisation de VLP exprimant a la
surface la molécule PD-1 pourrait donc de maniére délétére favoriser 'apparition de
manifestations auto-immunes en régulant cette expression de PD-1. A linverse,
I'utilisation de VLP exprimant a la surface un ligand de PD-1 pourrait permettre
I'induction d’une tolérance au niveau des LyT. L’ajout d’'un antigéne au sein de la VLP
pourrait permettre alors de combiner le déclenchement de mécanismes de tolérance au
sein d'un microenvironnement de DC exprimant I'antigéne en question. Cette approche
pourrait d’autre part étre exploitée avec 'utilisation de ligands pour les molécules TIM-
3 et LAG-3. Leur effet immunomodulateur presque exclusivement opéré au sein des
cellules exprimant ces deux molécules pourrait étre exploité de maniere intéressante.
Malgré ces possibilités de développement, I'utilisation du CTLA-4 nous est néanmoins
apparue comme la meilleure approche au sein des points de contréle immunitaire en

combinaison aux VLP pour apporter un signal de tolérance.

3.1.2. Le TGF-f3 et IL-10

Comme nous l'avons vu précédemment, le TGF-§ est une molécule intéressante
car elle permet I'induction préférentielle des Treg Foxp3+ et stabilise leur phénotype

suppresseur. Deux développements de NP utilisant cette cytokine ont été réalisés et
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soulignent le potentiel hautement tolérogene de cette combinaison. Le plus récent
évalue I'administration de NP de PLGA conjuguées avec de la lipophiline (PLP) et du
TGF-B (Casey et al., 2018). Ces NP, administrées par voie sous cutanée, induisent en
premier lieu d'importants taux de Treg a partir de LyT naifs (87,3% apres 4 jours de
culture avec de I'lL-2 et un anti-CD3). De plus, la combinaison du TGF-f avec la PLP
permet uniquement I'induction de Treg spécifiques de I'antigéne incorporé au sein de la
nanoparticule. Malheureusement, ces NP ne permettent pas d’éviter I'apparition des
signes cliniques initiaux dans un modele d’EAE récurrente rémittente induite (Casey et
al., 2018). Seule une diminution de la sévérité des rechutes est observée en dépit de la
mise en évidence d’'une augmentation des Treg dans le foie. D’autre part, on retrouve
dans la littérature I'étude de McHugh et al, qui a évalué I'impact de NP co-délivrant du
TGF-B et de I'IL-2 afin d’'induire des Treg (McHugh et al., 2015). De maniére intéressante,
l'utilisation de ces NP en conditions in vitro a permis le doublement du nombre de Treg
(CD25+ Foxp3+) par rapport a l'utilisation de facteurs solubles a la méme concentration.
De plus, ces Treg Foxp3+ induits possédent une capacité suppressive plus forte que ceux
générés avec les médiateurs solubles et maintiennent le phénotype Foxp3+ de maniére
plus stable dans le temps méme apres exposition a I'IL-6, cytokine qui oriente
préférentiellement les LyT vers un phénotype Thi7. La conclusion de ces travaux est la
démonstration de l'induction de Treg dans la rate, les ganglions mésentériques et
axillaires, 5 jours aprés une injection intraveineuse de ces NP. Ces deux études
soulignent le potentiel du TGF-Bf dans la vaccination tolérogene en ciblant
préférentiellement les Treg. Il est donc possible d’envisager d’exploiter le potentiel des
VLP en exprimant a la surface du TGF- et l'antigéne au sein de la capside. Le
développement de ces VLP est d’autant plus intéressant que les DC expriment elles aussi
le récepteur au TGF-f. Bien que tres peu d’études publiées évaluent cette cytokine seule
dans la génération de tolDC, les modulations induites au niveau des APC par le TGF-$3
permettent le maintien d’un statut de maturation intermédiaire tout en conservant des

capacités migratrices (Esebanmen and Langridge, 2017).

L’IL-10 reste la deuxiéme molécule trés largement utilisée pour l'induction
d’acteurs de la tolérance, dont les tolDC. A ce titre, il est tres facile d’envisager son

utilisation en association avec les VLP. Au sein de 'équipe, nous avons déja étudié cette
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combinaison par l'intermédiaire de I'administration de plasmide codant pour la VLP
exprimant I'ovalbumine au sein de la capside mais sans CTLA-4 en surface, et associé au
plasmide codant pour I'lL-10 (données non publiées). Cette association, testée dans le
méme modele d’allergie alimentaire que celui utilisé au cours de mes recherches, n’a pas
permis de moduler statistiquement la sévérité des signes cliniques observés sur
I'ensemble des challenges. Cependant, une baisse du score clinique attribué a pu étre
observée lorsque I'on regarde indépendamment chaque cycle de challenge oral. En effet,
lors du deuxieme et du troisieme cycle de challenge, une efficacité a été observée.
L’administration de VLP, a la place de plasmides codant ces VLP, pourrait accroitre cette

efficacité en délivrant ces signaux de tolérance a un niveau plus local.

Dans la littérature, seule une étude évalue 'usage de NP vectorisant de I'IL-10 en
association avec des NP vectorisant la protéine MOG (Cappellano et al., 2014). Bien que
significative, la baisse du score clinique observée aprés administration préventive ou
thérapeutique reste tres faible. Plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées pour
expliquer cette efficacité modérée avec premiérement l'absence de libération des
composés au niveau du site tissulaire. Cependant cette hypothese peut étre écartée, car
les résultats démontrent une treés bonne diffusion au niveau cérébral. Les autres
hypothéses évoquées peuvent étre I'absence de libération simultanée de I'lL-10 et de la
protéine MOG ou alors la faible demi-vie des composants relargués. Dans cette optique,
I'exploitation des propriétés de transport des VLP pourrait étre intéressante car elle

permettrait une délivrance simultanée aux cellules cibles.

Une des limites qui apparait avec la combinaison de molécules tolérogénes sous
forme membranaire reste celle de I'absence de relargage dans le microenvironnement et
donc une action potentielle plus localisée qu’avec I'utilisation des NP synthétiques.
Cependant, cette expression membranaire peut au contraire étre bénéfique pour
augmenter la durée de demi-vie de ces molécules in vivo et permettre une action sur les
cellules cibles. Les travaux sur I'IL-2 a la surface des VLP et leur capacité a moduler le
phénotype de LyT CD8+ en augmentant leur fonction soutiennent cette conception

(Wojta-Stremayr et al., 2015).
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3.1.3. L’interleukine-2

L'IL-2 est un piste thérapeutique majeure dans Il'immunosuppression
actuellement. Cette interleukine initialement utilisée dans le domaine de la cancérologie
(i.e. carcinome métastatique rénal et mélanome métastatique) a forte dose (18 millions
d’UI par injection) ne permettait d’obtenir que des améliorations cliniques mineures et
ne reste aujourd’hui prescrite que trés rarement en cas d’échec pour I'ensemble des
autres traitements disponibles. La caractérisation des Treg Foxp3+ et de leur expression
constitutive du CD25 a permis d’ouvrir un nouveau champ thérapeutique pour I'lL-2 en
l'utilisant a faible dose dans le but d’expandre préférentiellement ces Treg. C’est dans les
vascularites induites a la suite d’'une infection par le virus de I'hépatite C que la preuve
de concept de I'lL-2 a faible dose (IL-2fd) fut démontrée (Saadoun et al., 2011). Par la
suite, plusieurs essais cliniques ont été initiés, a la fois pour définir précisément les
cinétiques optimales d’utilisation ainsi que les pathologies susceptibles d’étre traitées.
Récemment, les travaux réalisés au sein du laboratoire ont révélé une efficacité aussi
bien de maniére préventive que thérapeutique dans l'allergie alimentaire (Bonnet et al.,
2016). Ces résultats ont motivé le lancement d’'un essai clinique chez 'homme dans la
rhinite allergique (PHRC 15-15-0395 : RHINIL-2) ainsi que le développement de VLP
tolérogenes présentant I'IL-2 a leur surface. Ce développement permet d’envisager une
administration simultanée d’IL-2 et d'un allergene avec l'idée d'induire des Treg
spécifiques de cet allergéne. La question de la spécificité des Treg dans l'allergie fait
notamment écho aux résultats observés avec I'lL-2fd. En effet, aucune augmentation
statistique du nombre de Treg n’est retrouvée a distance du traitement, néanmoins
Iefficacité clinique est conservée laissant supposer la génération d'un nombre restreint

mais suffisant de Treg spécifiques.

Nous avons donc développé au laboratoire les outils pour produire des VLP
exprimant I'lL-2 a leur surface (VLP-IL2) et I'ovalbumine au sein de la capside. En
premier lieu, nous avons caractérisé ces VLP selon les mémes procédés que pour les VLP
exprimant le CTLA-4. A l'aide d’'un anticorps spécifique de I'lL-2, nous avons pu mettre
en évidence la présence de I'[L-2 au sein des échantillons produits. En comparaison a

I'IL-2 murine native qui présente un poids moléculaire d’environ 16kDa, I'IL-2 retrouvée
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sur les VLP présente un poids moléculaire plus élevé, probablement relié a la présence
d'un domaine d’ancrage membranaire (Figure 10a). Cet ancrage membranaire a été
sélectionné sur la base de la comparaison entre la protéine VSV et le domaine GPI du
CDs59p et de maniére similaire au CTLA-4, 'ancrage membranaire GPI a permis une
meilleure expression de I'[L-2 a la fois sur les cellules productrices et sur les VLP. Malgré
cet ancrage, on remarque que l'expression de I'lL-2 a la surface demeure tres faible
comparativement au CTLA-4 (Figure 10b). Cette faible expression est confirmée par les
dosages de la cytokine par ELISA. Une concentration moyenne de 1,2 ng/ml est retrouvée

pour des échantillons contenant 1 mg/mL de protéines totales. (Figure 10c).

Afin de vérifier les propriétés fonctionnelles de cette IL-2, nous avons recouru a
des cellules dépendantes de I'lL-2 (CTLL-2 ATCC ® TIB-214). Ces cellules ont été mises
en culture durant 8 jours en présence d'une gamme croissante d’IL-2 murine
recombinante, de VLP-IL2 ou sans IL-2 et la survie ainsi que la prolifération ont été
évaluées par comptage au bleu trypan. En termes de survie, les VLP-IL2 permettent
d’obtenir une cinétique comparable a celle obtenue avec un milieu contenant 25 a 50
UIl/mL. Lorsque 'on regarde la cinétique de prolifération des CTTL-2, les résultats
obtenus permettent d’évaluer une activité des échantillons de VLP-IL2 comprise entre
12,5 et 25 Ul/mL (Figure 10d). Rapportées a la concentration protéique totale des
échantillons de VLP de 50 pg/mL, ces valeurs sont tres inférieures a celles espérées. En
effet, en considérant un volume d’injection de 200 pL par souris, l'activité de I'IL-2
administrée ne sera au maximum que de 300 Ul. En comparaison, certaines études
montrent une efficacité dans 'EAE dés 10000 UI (Rouse et al., 2013), tandis que la
majorité des études évaluent des quantités de 25000 a 50000 UI par injection. En
définitive, ces résultats ne nous ont pas encouragé a tester en efficacité thérapeutique
ces VLP-IL2 dans des modeles précliniques, mais soulignent au contraire un besoin
certain d’optimisation afin d’accroitre la quantité d’IL-2 exprimée a la surface.
Néanmoins, il serait intéressant de regarder si malgré cette faible concentration

d’interleukine-2, I'induction de Treg a partir de LyT naifs pourrait étre possible.
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Figure 10. Caractérisation des VLP exprimant I'IlL-2 a leur surface (VLP-IL2). a) Analyse des
composants des VLP-IL2 par Western Blot avec une révélation par anticorps anti-IL-2 et anti-gagp30.
b) Analyse de I'impact de 'ancrage membranaire par cytométrie en flux et utilisation de billes fixant les
VLP. c) Détection de la quantité moyenne d’IL-2 par ELISA dans les échantillons de VLP-IL2. d) Analyse
de l'activité de I'lL-2 a la surface des VLP par étude de la prolifération et de la survie de cellules CTLL-
2 en comptage au bleu trypan.
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3.2. L’application des VLP tolérogénes dans les maladies auto-

iImmunes

L’allergie alimentaire est certes une pathologie grave avec un risque d’anaphylaxie
létale et une incidence en augmentation constante, cependant le champ des MAI
représente également une grande opportunité d’application pour les tolVLP. Il est donc
rationnel de vouloir développer cet outil dans ces maladies, d’autant plus que le
mécanisme d’action des tolVLP, par l'intermédiaire de la modulation des DC et du
compartiment des LyT, semble compatible. Parmi 'ensemble des modeles décrits au
cours de ce travail de recherche, il est aisé de remarquer 'omniprésence de 'EAE pour
évaluer des thérapies immunosuppressives. Ce modeéle présente en effet pour avantage
d’étre rapide (durée d’évaluation clinique moyenne de 30 jours entre les premieres
immunisations et la stagnation ou la rémission des symptomes), simple (pas de nécessité
de souche de souris particuliére) et relativement peu couteux. L'inconvénient majeur
reste cependant la variabilité des signes cliniques de la maladie entre différentes
expériences et ce principalement a cause de la complexité de préparation des
immunisations. Malgré cette seule contrainte majeure, nous avons décidé d’utiliser ce

modele pour développer I'approche des tolVLP dans les MAL.

Afin de pouvoir développer ce versant de I'approche, nous avons créé et produit les
outils nécessaires et en premier lieu des VLP exprimant la protéine MOG sous forme
fusionnée avec la protéine gag, de maniére similaire a I'ovalbumine. Le choix de MOG
est basé essentiellement sur la pléthore d’essais précliniques l'utilisant, par rapport aux
données relativement peu abondantes pour la lipophiline (PLP). Selon les mémes
procédés que ceux utilisés précédemment, nous avons produit et caractérisé ces VLPMO¢
et mis en évidence la présence des composants caractéristiques. Apres étude par
Western-Blot, nous observons la bande caractéristique de la protéine a 25 kDa ainsi
qu'une forme conjuguée avec la protéine gag a 9o kDa (Figure n1a). La présence de MOG
est confirmée d’autre part en cytométrie en flux tout comme la présence de CTLA-4 a la
surface sur les tVLPMOC (Figure 11b). Nous avons démontré par la suite la capacité des

tVLP a inhiber la prolifération de cellules spécifiques de MOG. Pour se faire, nous avons

trié des DC et des LyT CD4+ naifs issus de souris transgéniques 2D2 exprimant un TCR
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CMH-II restreint pour le peptide MOGss55 (souris C57BL/6-Tg(Tcra2D2, Tcrb2D2)
1Kuch/J). Apres incubation avec le peptide MOGss-s5, les DC ont été mises en culture
avec les LyT CD4+ 2Dz avec ou sans tVLP. A l'issue de la culture, l'effet inhibiteur des
tVLP a pu étre observé (Figure 11¢) avec une suppression moyenne de l'ordre de 65%. A
I'inverse dans les conditions avec des VLP vides ou sans VLP, une prolifération d’au
moins 75% des cellules 2Dz est observée (Figure 11d) au bout de 7 jours. D’autre part,
l'effet dose dépendant des tVLP a été mis en évidence par I'index de suppression et sur
I'expression membranaire du marqueur d’activation CD25 par les cellules 2D2 (Figure
1e). Les évaluations des tolVLP dans le modele d’EAE sont actuellement en cours
d’évaluation et devraient rendre leurs résultats trés prochainement. Dans I'éventualité
de résultats positifs, le potentiel tolérogene des tolVLP serait grandement amélioré en
démontrant non seulement une efficacité dans une pathologie trés marquée par une
polarisation Th2 comme lallergie, mais aussi a linverse dans une pathologie

préférentiellement causée par une hyperactivation des lymphocytes Thi.

Lors du choix des modéles de MAI pour évaluer les tolVLP, nous avons également
envisagé une étude dans le diabete de type I. La disponibilité de souris développant
spontanément un diabete (NOD) au sein du laboratoire ainsi que I'expertise acquise de
ce modele avec I'étude de I'L-2fd étaient des avantages pour son utilisation. Néanmoins,
la robustesse moyenne ainsi que le délai important d’apparition des symptomes ont été
des freins et nous ont préférentiellement orienté vers 'EAE. D’autre part, de nombreux
antigénes sont identifiés dans ce modéle et le choix de I'antigene incorporé dans les VLP
peut étre problématique. Nous avions cependant sélectionné en priorité les antigénes
GADs; et l'insuline car ce sont les deux antigénes majoritaires déja étudiés dans le
développement de thérapies tolérogenes. Malgré ces contraintes, ce modele reste
cependant intéressant et pourrait étre a l'avenir utilisé pour conforter le potentiel

tolérogene des tolVLP.
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Figure 11. Développement des tVLPMOC, a) Caractérisation des VLPMO® par Western Blot. La présence
des protéines GAG et MOG est révélée par I'utilisation d’anticorps anti-gag p30 et anti-MOG. b)
Caractérisation des tVLPMOC par cytométrie en flux. La présence de la protéine MOG a l'intérieur et du
CTLA-4 a I'extérieur des tVLPMOC est révélée par I'analyse des VLP conjuguées a des billes de latex .
c) d) e) Des LyT CD4+ spécifiques du peptide MOGss.55 marqués au CellTraceViolet® ont été cultivés
en présence de DC chargées avec le peptide MOGss.55 avec ou sans tVLP. La prolifération a été ensuite
analysée par cytométrie en flux sur 7 jours. c) Inhibition de la prolifération des cellules 2D2 par les tVLP
et calcul des index de suppression correspondants d) Pourcentage de cellules divisées durant les 7
jours de culture. e) L’action inhibitrice des tVLP est dose dépendante. Mesure de [lintensité de
fluorescence du CD25 en fonction des concentrations de tVLP utilisées en culture.
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CONCLUSION
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L’incidence grandissante des désordres immunitaires, combinée avec le contrdle
progressif d'un grand nombre de maladies infectieuses par la vaccination, a permis le
développement d’approches vaccinales tolérogenes. Ces approches thérapeutiques
complexes ont nécessité l'identification des mécanismes et des acteurs clés de la
tolérance comprenant entre autres les DC ainsi que les Treg. Les points de controle
immunitaires, largement exploités dans les thérapies anticancéreuses, sont également
des leviers cibles majeurs dans la volonté d’induction de tolérance. Cependant ces
thérapies souffrent d'une insuffisance d’effets thérapeutiques durables chez 'Homme,
malgré une efficacité en modele préclinique. En exploitant ces concepts, la majorité des
développements actuels ont pour objectif final d'induire une tolérance spécifique, sans
effets secondaires et de maniére durable dans le temps. Le « graal » dans ce champ
thérapeutique serait donc la caractérisation d'un outil efficace et polyvalent, que 'on
souhaite l'utiliser dans des MAI systémiques, d’organes, dans l'allergie ou dans la
prévention du rejet en transplantation. Pour répondre a cette demande, la génération
de DC tolérogénes ou lutilisation de nanoparticules quelle qu’en soit l'origine
représente une approche intéressante car elle permet de combiner l'apport d'un
antigene tout en y adjoignant un signal tolérogéne. Cet intérét est souligné par la
conduite de 8 essais cliniques actuellement en cours de recrutement pour la majorité
dans la sclérose en plaques. Cependant, dans ces développements ainsi que dans les
nombreux travaux précliniques publiés dans ce domaine, le besoin de nouvelles
approches reste toujours présent et motive la recherche de nouvelles combinaisons

tolérogenes.

Dans ce cadre, l'utilisation de VLP, vectorisant un antigéne et exprimant en
surface des molécules immunorégulatrices telles que le CTLA-4, est porteuse d’espoir.
Apres avoir démontré 'efficacité de cette thérapie pour moduler les DC et induire un
phénotype tolérogéne, nous avons souligné les capacités d’'inhibition du blocage de la
prolifération de LyT spécifiques de cet antigéne. La vaccination de souris sensibilisées a
I'ovalbumine a permis la réduction significative des signes cliniques de l'allergie lors des
challenges oraux avec l'allergene ainsi qu'une perte de température corporelle réduite.
Cette sensibilité réduite a 'anaphylaxie fut maintenue dans le temps jusqu’a 160 jours

apreés les premieéres sensibilisations. Les mécanismes de tolérance impliqués dans cette
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protection demeurent encore peu identifiés, néanmoins le role prépondérant des Treg
est souligné. En effet, le transfert de Treg issus de souris protégées dans d’autres souris,
chez qui l'allergie est induite par la suite, permet a nouveau une réduction des
symptomes cliniques observés. La notion de spécificité de la protection induite est
également démontrée, car un traitement par des VLP exprimant I'ovalbumine ne permet
pas une protection contre 'apparition de symptomes apres la sensibilisation par un autre
allergéne comme la cacahuéte. En définitive, ces résultats définissent la preuve de
principe de l'efficacité des tolVLP dans l'allergie alimentaire chez la souris. Le futur de
ce nouveau concept dans l'allergie alimentaire sera modelé tres certainement par la
caractérisation fine des mécanismes induits et par la définition des cinétiques de
tolérance. Pour répondre a ces interrogations, l'utilisation d’agents déplétant un type
cellulaire spécifique comme les Treg, les LyB ou certains sous-types de cellules
dendritiques sera trés certainement nécessaire et permettra d’identifier le role de

chacun.

Compte tenu de la polyvalence de cette approche et de sa transposition dans les
MALI, des travaux de recherche ont été entrepris dans le traitement de 'EAE. A I'heure
actuelle la caractérisation des tolVLP et de leur efficacité a inhiber des cellules
spécifiques de 'antigene MOG a été réalisée. Des études d’efficacité in vivo ont été
entreprises et permettront de statuer sur I'intérét de continuer ce développement dans
les MAL L'optique futur de ce projet continue sur cette lancée avec des études dans
d’autres modeéles de MAI, notamment le lupus ou le diabéte de type 1. Malgré les
inconvénients inhérents a ces modeles (e.g. faible représentativité de I'ensemble des
mécanismes sopérant chez T'homme et durée importante pour observer le
déclenchement de la maladie), la démonstration d’'une efficacité sera un atout majeur
pour entrevoir un passage a I'usage chez 'Homme. Enfin, 'exploitation de la polyvalence
de cet outil se doit d’étre réalisée de maniere approfondie avec la production et I'étude
de nouvelles particules tolérogenes vectorisant d’autres points de contréle immunitaire,

ainsi que d’autres signaux de tolérance tels que des cytokines régulatrices.
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Short Summary

We have developed and validated a mathematical model depicting and predicting the effect of
low-dose interleukin-2 on Treg expansion in mice and humans. This model should help in the
design of optimal therapeutic schemes for the long-term treatment of various chronic

autoimmune, inflammatory or allergic diseases.
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To the editor:

Interleukin-2 (IL-2) is the major cytokine controlling regulatory T cell (Treg) homeostasis and
function [1]. At low dose, IL-2 specifically activates Tregs and improves autoimmunity in
mice and humans [2-4]. As autoimmune diseases (AIDs) intrinsically reveal Treg
insufficiency [2], IL-2 has broad potential for their treatment. As Tregs control all immune
responses and inflammation, 1d-IL2 also has therapeutic potential for inflammatory diseases
(IDs) [2]. allergy [5] and in the field of transplantation [2.6]. However, given the pleiotropic
effects of IL-2 on other immune cell types that also respond to IL-2 at higher doses, such as
CD4" and CD8* Teffs, Natural Killer cells and group 2 innate lymphoid cells [2], and given
its short half-life [7]. finding a dose and schedule of administration that maintain a proper
Treg/Teff balance over time is key to the therapeutic use of 1d-IL.2. We aimed to rationally
define IT.-2 doses and schemes of administration that will lead to long-term improvement of

the Teff/Treg balance.

We first investigated the dynamics of immune cells in C57BL/6 mice receiving an
“induction” dosage of IL-2 aimed at a brisk stimulation of Tregs, consisting of a 5-day course
of daily intraperitoneal injection of 25 000, 50 000 or 100 000 IU (Fig 1A) from day 0 to day
4. The percentage of blood Tregs (defined as CD25" FOXP3" cells among CD4™ T cells [6.8])
was assessed 24 hours after each administration and results are expressed as relative variation
compared with the PBS-treated group. The maximum increase in Tregs was observed at day 5
and was dependent on the cumulative dose received. We also analyzed the effects of IL-2 on
blood Tregs at 2 hours after IL-2 injections in the same mice. Blood Treg proportions were
decreased at 2 hours (See Fig El in this article’s Online Repository at www jacionline.org).
This suggested a recirculation of Tregs immediately after IL-2 injection and prompted us to
study the dynamics of Tregs in secondary lymphoid organs. In spleen, Treg proportions were

increased at 2 hours (See Fig El in this article’s Online Repository at www jacionline.org).
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Collectively, these results indicate that there is an early recirculation or margination of blood
Tregs upon 1d-IL2 administration. We then assessed what would be the effects of a
“maintenance” dosage aimed at sustaining a long-term effect on Tregs, administered as
repeated single IL-2 administrations given after an induction course (See Fig El in this
article’s Online Repository at www jacionline.org). The 50 000 IU IL-2 induction course
resulted in a 1.71 + 0.04-fold increase of blood %Tregs (p<0.0001) that was down toa 1.16 +
0.03-fold increase at day 8 (p=0.02). A single reinjection of IL-2 at day 8 increased the Treg
proportion 24 hours thereafter 1.17 + 0.02-fold (p=0.004). Further injections every three days
sustained elevated levels of Tregs over baseline values throughout the treatment period (from
1.16- to 1.33-fold increase). Spacing the injections every 7 or 15 days led to reduced Treg

increase during maintenance treatment.

We used these in vivo data to model the dose/scheme effects of IL-2 on Tregs in mice during
the induction and maintenance phases. Data of Treg expansion versus time were modeled and
simulated using the NLME R package (R version 3.1.3, R development core team). A single-
compartment model with first-order input and output was chosen. The evaluation of goodness
of fit graphs showed that this model fitted the data well (Fig 1B). We then used this model to
simulate in silico reinjections every 3 days (Fig 1C). The prediction fitted very well the actual

in vivo data obtained using this treatment scheme (Fig 1C).

We then aimed to adapt this model validated in mice to modeling human data. We used data
from our previous study of 1d-IL2 in type 1 diabetes (NCT01353833) that assessed the effects
of a 5-day course of daily IL-2 injections[8.9]. The expansion of blood Tregs for each dose is
presented in Fig 2A and was modeled using the model developed for mouse studies (See Fig
E2 in this article’s Online Repository at www jacionline.org). Results are expressed as delta
variation of Treg frequency in CD4" T cells, i.e. % of Tregs in CD4" of the day minus % of

Tregs in CD4* at Day 0 and vertical dotted lines represent IL-2 injection. We then predicted
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in silico the potential effects of different doses and the periodicities of IL-2 reinjections given
after an induction course (See Fig E2 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org ). For example, with 1 MIU IL-2 “virtual™ injections every 3 days. Tregs
were expected to remain stable with a delta variation of %Tregs ranging from 3 to 4 (i.e. a 60-
80% increase): with 3 MIU every 3 days, %Tregs were predicted to increase continuously;
with reinjections every 15 days, Tregs were expected to (i) return to their baseline
approximately at day 20 with 0.33 MIU; (i1) be stable with a delta variation of %Tregs
ranging from 0.5 to 1.5 (i.e. 10-30% increase) with 1 MIU; and (ii1) to be stable with a delta

variation of % of Tregs ranging from 2.5 to 3.5 (i.e. 50-70% increase) using 3 MIU.

Based on safety data from our previous clinical trials and our modeling, we chose the dose of
1 MIU/injection, with once-a-fortnight injections during the maintenance course to perform a
novel clinical trial of 1d-IL2 in patients with mild forms of various autoimmune diseases
(theumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, systemic lupus erythematosus, psoriasis,
Beheet's disease, Wegener's granulomatosis, Takayasu's disease, Crohn’s disease, ulcerative
colitis, autoimmune hepatitis, sclerosing cholangitis, Gougerot-Sjogren syndrome, Transreg
clinical trial: NCT01988506). Treg dynamics over time in the first 40 treated patients is
presented in Fig 2B. Note that Treg evaluations were always made just prior to an IL-2
injection, thus 14 days away from the last injection. These values therefore underestimate the
overall effect during the 14-day period. As predicted from above, %Treg was increased
during the maintenance phase in treated patients (delta of 1.12 + 0.25 %, p<0.0001 at day 31,
and 132 + 0.33%, p<0.0001 at day 91), representing a minimum 20% increase for a

prediction that was between 10 and 30%.

Thus, we have defined and validated a model for predicting the dynamic Treg response to IL-
2 that should help navigate its use in numerous therapeutic targets, from various AIDs to

transplantation and allergy. Our pharmacodynamic model can predict the effects of any
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combination of any of the treatment parameters: dose, length of the induction phase, timing of
maintenance injections. Also, our results show that the response to IL-2 is predictable across
multiple autoimmune diseases and that we have validated a therapeutic scheme that provides

long-term improvement of the Teff/Treg balance.
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Figure legends.

Figure 1. Dynamics and modeling of Tregs in mice treated with IL2.

(A) Dynamics of Tregs in blood during a 5-day course of IL-2 (Pool of 3 different
experiments (n = 10)) (B) Observed and in silico modeling of Treg dynamics in blood after a
5-day course of daily injections of 50 000 IU of IL-2, and (C) followed by reinjections of
50 000 IU of IL-2 every 3 days.

Figure 2. Dynamics and modeling of CD4+ Tregs in humans after 1d-IL2.

(A) Observed Treg dynamics in humans after a 5-day course of 1d-IL.2 (doses ranging from
0.33 million IU/day to 3 MIU/day) (n = 6 patients/treatment). (B) Comparison of in silico
modeling and real Treg dynamics (n=40) after reinjections of 1 MIU of IL-2 every 15 days

after a 5-day course of IL-2.
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Figure Legends

Figure E1. Dynamics and modeling of Tregs in mice treated with IL2.

(A)(B)(C) Results are expressed as relative variation compared with the PBS-treated group.
These data are from a pool of 3 different experiments (n = 10) using C57BL/6 mice. (A) Treg
dynamics in blood at 2 and 24 hours post-injection and (B) Treg dynamics in blood and
spleen at 2 hours post-injection, during a 5-day course of 50 000 IU/day of IL-2. (C)
Dynamics of Tregs in blood during a 5-day course of 50 000 IU of IL-2 and then reinjection
every 3.7 or 15 days with 50 000 IU of IL-2. Comparison between IL-2 and PBS group was

done using the Mann-Whitney test (*, p <0.05; **, p <0.01; *** p <0.0001).

Figure E2. Dynamics and modeling of CD4+ Tregs in humans after 1d-IL2.

(A)(B) Vertical dotted lines represent IL-2 injection. Blood sampling was performed just
before IL-2 injection. Results are expressed as delta variation of Treg frequency in CD4™ T
cells. i.e. % of Tregs in CD4" of the day minus % of Tregs in CD4" at Day 0. (A) Modeling of
the results obtained in humans after a 5-day course of 1d-IL.2 (doses ranging from 0.33 million
IU/day to 3 MIU/day). (B) In silico modeling of Treg dynamics after injections of 1d-I.2

every 3 or 15 days following a 5-day course of 1d-IL.2, using 0.33, 1 or 3 MIU/injection.
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Résumé

Les pathologies allergiques constituent un probléme 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 a une nouvelle exposition a
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 a recruter
et activer in vivo des cellules aux fonctions suppressives offre une nouvelle piste thérapeutique. Dans cette optique, I’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 ’homme pour d’autres
dysfonctionnements immunitaires, y compris 1’allergie alimentaire. Au travers d’une revue de la littérature détaillant les principaux problémes
médico-épidémiologiques, les bases physiopathologiques de 1’allergie alimentaire et les thérapies disponibles et a venir, nous détaillons I’intérét
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. Epidémiologie, aspects économiques et traitements
actuels de '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 1’allergie peut apparaitre
a tout dge, elle reste plus fréquente chez I'enfant avec une pré-
valence de 7,1 % [1] 2 8 % (2] dont 2,4 % souffrant d’allergies
alimentaires multiples [ 1] et 3 % présentant des réactions séveres
[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 séveéres nécessitant une hospita-
lisation aurait été multiplié par 5 dans certains pays [5]. En
Europe, les allergies alimentaires constituent la cause principale
d’anaphylaxie chez les enfants de 0 a 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 & 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 1'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 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 cofits
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 par an. L'essor de nouvelles thérapies pourrait donc avoir
un réel impact financier.

1.3. Traitements actuels de l'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 & peu d’indications de 1’allergie alimen-
taire et n'est pratiquée que par certains services spécialisés.

1.3.1. Traitements symptomatiques

Les divers traitements pharmacologiques existants ne per-
mettent qu'une prise en charge symptomatique de 1'allergie.
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. Il y a cependant
beaucoup d'obstacles au succeés de son utilisation, malgré des
recommandations claires. Selon les études, entre 62 % et 87 %
des patients ne 'utilisent pas correctement [£] 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.

191



B. Bonnet et al. / Revue frangaise d’allergologie 57 (2017) 327-336 329

Devant le peu de traitement disponible, I’anxiété générée et
le mésusage de I'adrénaline, il est préférable d’agir sur la pré-
vention de Iallergie. A ce jour, I'éviction de I'allergne 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 allergénes 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 allergénes 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 [9].
Toutefois, la prise en charge de I’ allergie alimentaire par la stricte
éviction de I’allergéne 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]. Il 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 spécifiquement des immu-
nothérapies, sont aujourd’hui en cours de développement. Elles
ont toutes pour but de contrbler les réponses immunitaires
exacerbées dirigées contre '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 I'IL-5, I'IL-4 et I'IL-13. Ce mécanisme est associé i la pro-
duction d’'immunoglobuline (Ig) de type E (IgE) apres 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 phénomeéne d’exocytose,
rapide et brutal, conduit 2 la sécrétion des médiateurs préformés
(histamine, sérotonine, tryptase. ..) et néoformés (leucotrienes,
prostaglandines et chimiokines), responsables des signes cli-
niques de 'allergie.

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

probable de la vitamine D dans ’apparition de la pathologie
de par son effet dans le maintien de I'intégrité de la barriere
épithéliale au niveau intestinal [14]. Cette relation a été
confirmée par la corrélation observée entre une carence de
cette vitamine et l'apparition d’allergies & I’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 1'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 rdle dans
I’absence de sensibilisation et dans la restauration d’une tolé-
rance orale [16]. Ces données sont confortées par 1’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 A 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
contrdle 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 a des manifestations
auto-immunes ou allergiques [13]. Pour preuve, '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 a haut
risque d’allergie (basé sur les prédispositions familiales notam-
ment |’atopie maternelle) comparé aux enfants a faible risque
[19]. L'importance des Treg s'illustre par ailleurs dans leur role
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 rdle dans le contrdle de
I"allergie [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 rle indis-
pensable dans la régulation de ces manifestations [25-27]. De
méme, |’administration préalable de Treg & des souris sensi-
bilisées puis rendues allergique a I’ovalbumine s’est montrée
tres efficace quant 2 la prévention des signes cliniques de
I’allergie alimentaire constituant la premiere démonstration de
I’utilisation des Treg comme outil thérapeutique dans "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 l'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 symptdmes de I'allergie. Les différents mécanismes de suppression peuvent
étre également la cible de biothérapies.

CTLA-4 qu'ils expriment a leur surface [31]. Les Treg entrainent
aussi une déviation de la production des IgE spécifiques vers la
production d'IgG4 décrites comme protectrices [32]. Les Treg
inhibent le recrutement des cellules effectrices au niveau du site
inflammatoire [ 13] et diminuent la dégranulation des mastocytes
[33] ou de I'expression de FceRI [34].

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

2.2. Avancées thérapeutiques de l'allergie alimentaire

2.2.1. Reconsidération de l'immunothérapie spécifique
(1T5)

L'ITS, communément appelée désensibilisation, constitue le
pilier actuel du traitement de 1’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 & penser qu’elle pourra étre proposée
dans le futur pour I’allergie alimentaire.

L'ITS consiste a réduire la sensibilité de I’organisme 2
I’allergéne en modulant progressivement la réponse immunitaire
vis-2-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 '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 & doses croissantes de 1’allergéne,
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, a 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 aprés 6 semaines d’OIT [40] alors
que qu’apres 5 ans de traitement 50 % des patients sont tou-
jours désensibilisés 1 mois aprés arrét de I’OIT aux arachides,
soulignant les limites actuelles de I'efficacité a long terme de
ces approches. Concernant la sécurité, 10 2 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 I1[42,43].
De plus, la récente caractérisation des cesophagites a éosino-
phile réversibles aprés traitement a contribué a 1'augmentation
du nombre de réactions graves [44]. Ces études démontrent
clairement que I'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 & long terme
satisfaisante.

L'immunothérapie par voie sublinguale (SLIT) présent
I’avantage de cibler la muqueuse sublinguale qui constitue la
premiére zone de contact avec le trophallergéne, et est dite
« pro-tolérogéne » en raison de sa teneur en cellules dendri-
tiques spécifiques capables d’induire des Treg. La SLIT consiste
donc & administrer I’allergéne en trés faible quantité (de 1'ordre
du microgramme allant jusqu'au milligramme) & dose crois-
sante sous la langue. Des concentrés d’extraits allergéniques
solution ou en tablettes sublinguales sont proposés [45]. Les
protocoles de désensibilisation sont trés similaires a ceux de
I’OIT [46]. Les essais cliniques menés pour la plupart dans le
cadre de I’allergie aux arachides ont ét¢ conduits durant 1 44 ans
[47.48] afin d’atteindre une dose maximale tolérée satisfaisante.
En termes d’efficacité et comparativement & 1’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 I’allergéne, a 1’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 cacahuete, 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 & 11 ans [41,57].
Ces premiers résultats soulignent I'efficacité de I'EPIT, qui est
actuellement en étude de phase 111, 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 '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 colit—efficacité et
I'hétérogénéité des protocoles d'immunothérapies constituent
les limites actuelles, sans compter les risques associés 2 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 & 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 1'OIT afin de réduire
les éventuelles réactions séveres liées a la réintroduction de
I'allergéne lors de la phase d’escalade de dose. Chez des
patients présentant une allergie aux protéines de lait ou aux
arachides et non-répondeurs a une premiere OIT, il a pu étre
montré que I'omalizumab administré comme adjuvant & une
seconde OIT permettait de tolérer une dose d’allergéne plus
importante, de diminuer les effets indésirables de I'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 2
bloquer des IgE a été proposée par Pagovich et al. Cette
thérapie génique qui consiste en 1’administration de vecteurs
viraux autorisant I’expression d’anti-hIgE a démontré son effi-
cacité dans un modele préventif d’allergie a I'arachide chez
des souris humanisées. Cette efficacité s’est traduite par la
diminution des taux sériques d’IgE 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 a 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 toll-like receptor (TLR). Ces
ITS adjuvantées ont pour but de favoriser le rééquilibre des
réponses Th1/Th2 enrenforcant les réponses Th1 [62—64]. Paral-
Ielement 2 ces stratégies qui continuent d’inclure I’allergéne,
il a éé testé ’administration simple d’antigéne Mycobacté-
rien, favorisant la réponse Thl, avec de I’ADN non-codant
utilisé comme adjuvant pro-Th1 [65,66]. Ces immunothérapies
qui s’affranchissent de la réintroduction de ’allergéne, pra-
tique considérée comme 2 risque chez les sujets allergiques,
constituent un axe intéressant de recherche et pourrait bientdt
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 & éosinophiles 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 éé étudié dans I'cesophagite & €osinophiles, maladie présen-
tant des caractéristiques communes avec I’allergie alimentaire
comme la présence d’IgE ou encore la disparition des symp-
tdomes apres éviction de I'aliment incriminé. Une diminution
significative des €osinophiles dans I'eesophage a €té 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 1’action de cet anticorps notamment par association
4 un autre anticorps ciblant I'IL-4 et/ou I'IL-13 (dupilumab)
pourraient permettre de réévaluer son utilisation dans ’allergie
alimentaire.

2.2.5. Abatacept

Les molécules de I’activation des lymphocytes T et plus
particulierement les molécules de co-stimulation ont un role
important dans I'initiation et ’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 2 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 modeles 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 I’asthme modéré chez’homme
[70], I'utilisation de I’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 derniéres années et
la découverte de ses propriétés immunorégulatrices ouvrent
12 encore de nouvelles pistes thérapeutiques pour I'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, I'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 I’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 & une modulation de la plasticité et
I'inflammation de 1'épithélium intestinal [73]. L'autre hypo-
theése émise est la capacité du microbiote a réguler la sécrétion
d'IgE et a favoriser & I'inverse la sécrétion d’IgA, permettant
un plus faible passage de I'allergéne a travers la barriére muco-
sale [74]. Au-dela de la sphére intestinale, le microbiote présent
en d'autres sites, comme la peau, pourrait également interve-
nir dans les phases de sensibilisation, y compris pour |'allergie
alimentaire [71].

Plusieurs travaux ont exploité I'ensemble de ces proprié-
tés régulatrices microbiennes afin d’induire une tolérance
dans 'allergie. Différentes approches sont possibles combinant
ou non l'administration mucosale et persistante d’un aller-
geéne, d’'une molécule tolérogeéne ou I'utilisation des propriétés
pro-tolérogenes de certaines souches bactériennes. Une des
approches testées a permis d’évaluer 1'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 I'utilisation
de Lactococcus lactis capables de sécréter I'IL-10 au niveau
local [76]. Dans un modele 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 I'inverse, 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 et d’envisager |’ utilisation d’autres molécules tolérogenes.
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 tolérogenes, d’allergénes

que par I’étude de souches dotées de propriétés tolérogenes
intrinséques.

2.2.7. Thérapie cellulaire ex vivo par Treg

Le role central des Treg dans la régulation des réponses
allergiques ayant été 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 étre
apportée dans différents modeles précliniques chez 1’animal
[25,77,78) mais ces stratégies restent confrontées aux problémes
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'IL-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'IL-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
[NKT]) qui a ét€ initialement décrite comme facteur de crois-
sance des lymphocytes T. Elle agit en se fixant sur son récepteur
composé de trois chaines polypeptidiques (IL-2Ra [CD25], IL-
2RB [CDI122] et IL-2Ry [CD132]) qui forment le récepteur
de haute affinité a I'[L-2 [79]. La fixation de I'IL-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 acquitrent le
CD25 qu’apres activation [ 79]. Les Treg sont donc plus sensibles
a I'IL-2 que les autres populations cellulaires (Fig. 2).

L'IL-2 a 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.
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Fig. 2. Les effets pléiotropiques de I'IL-2 en fonction de la dose utilisée. L'IL-
2 utilisée a faible dose induit I'expansion préférentielle des Treg qui possédent
le récepteur de haute affinité pour I'IL-2. A I'inverse, I'IL-2 utilisée & 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'IL-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 & une activation in vivo spécifique
des Treg et la sécrétion d’IL-10 [90]. Le role anti-inflammatoire
de I'IL-2 faible dose a également été montré dans le contrdle
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’IL-2 a 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 2
ces travaux, un essai clinique de phase I testant I'IL-2 faible
dose dans le diabete 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 fagon dose dépen-
dante [93]. Deux essais cliniques concernant le diabete chez
I’enfant (NCT02411253 et NCT01862120, disponibles sur clini-
caltrials.gov) et des patients atteints de maladies auto-immunes
(étude de phase II 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 2 la thérapie
cellulaire ex vivo.

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

En effet, notre équipe a démontré que I’administration d’IL-
2 faible dose permet l'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 a
partir des CD4 naifs [97]. De méme, I'IL-2 blogue le développe-
mentdes 7 Follicular helper (Tfh) [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 Tfh [98].

Les propriétés biologiques précédemment décrites, nous ont
conduit a appliquer cette immunothérapie par IL-2 faible dose
dans deux modeles murins d'allergie alimentaire (ovalbumine et
cacahuete). L'efficacité préventive de I'[L-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, I'effet théra-
peutique de I'[L-2 faible dose est Treg-dépendant dans la mesure
ot I'efficacité clinique de I'IL-2 chez les souris chez qui les Treg
ont été éliminés est abrogée. IL-2 prévient le recrutement des
effecteurs de 'allergie (€osinophiles, 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 contrbler
la sécrétion d’IgE spécifiques de 1’ovalbumine [26]. L'efficacité
curative de L'I1-2 faible dose (administrée aprés le déclenche-
ment des signes cliniques) a été également démontrée dans ce
modele d’allergie a I’ovalbumine [26]. De fagon remarquable,
Iefficacité 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’IL-2 a également ét€ testée
dans des modeles d’asthme allergique, démontrant I’efficacité
préventive d’une cure de 5 jours d’IL-2 faible dose (50 000 UI)
dans la prévention de I’hyperactivité bronchique chez des sou-
ris sensibilisée puis challengée par I’allergéne (données non
publiées).

2.2.83. IL-2 : adjuvant des ITS ?. 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-antigénes [99], la présence et le role de Treg spé-
cifiques des allergénes doivent étre démontrés dans le cadre des
allergies. Ainsi, I’administration simultanée d’IL-2 faible dose
et de I’allergéne pourrait étre 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’allergene et au contraire favoriser la tolérance.

3. Conclusion

Les évolutions épidémiologiques observées dans 1'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 ’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 2 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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Résumé

L’incidence croissante des désordres immunitaires a motivé le développement
de nouvelles approches permettant I'induction d’une tolérance immunitaire spécifique
et maintenue dans le temps. S’inscrivant dans ce cadre, la vaccination tolérogéne
exploite les propriétés innées du systéme immunitaire pour rétablir la tolérance en
visant spécifiquement les acteurs majeurs que sont les cellules dendritiques et les
lymphocytes T régulateurs. Ce concept se confronte néanmoins a certaines limitations
dues au besoin d’apporter I'antigéne sous une forme particuliére ou de maniere
combinée avec un signal de tolérance. En exploitant les propriétés natives des
pseudo-particules dérivées de rétrovirus, nous avons mis au point une plateforme
permettant de répondre a ces problématiques propres a la vaccination tolérogene. Par
ce travail de thése, I'objectif fut de démontrer la faisabilité de cette approche, en
produisant et caractérisant des VLP exprimant 'ovalbumine au sein de la capside et
présentant des molécules de CTLA-4 a leur surface. Par une étude fonctionnelle sur
les cellules dendritiques et sur des cellules présentant une spécificité réactionnelle
pour 'ovalbumine, nous avons mis en exergue les propriétés tolérogenes de ces VLP.
Ces propriétés ont par la suite été confirmées dans un modéle d’allergie alimentaire
induite a l'ovalbumine chez la souris. Les résultats obtenus démontrent pour la
premiére fois que ces VLP tolérogénes permettent le contrble de I'allergie alimentaire
de maniere spécifique et a long terme et fournissent la preuve de concept de leur
utilisation. Les travaux entrepris permettent d’autre part d’envisager l'utilisation de ces
particules dans d’autres champs d’application et notamment les maladies auto-
immunes.

Mots clés : Immunothérapie — Tolérance — Pseudo-particules rétrovirales - Allergie

Abstract

The increasing incidence of immune disorders has motivated the development
of innovative approaches allowing the induction of a specific and long-lasting immune
tolerance. Tolerogenic vaccination stands as one of those new therapies and exploits
the innate properties of the immune system to restore tolerance by specifically
targeting major players such as dendritic cells and regulatory T cells. Nevertheless,
this concept faces certain limitations due to the need to provide the antigen in a
particular form or in combination with a tolerance signal. By exploiting the native
properties of pseudo-particles derived from retroviruses, we have developed a platform
to answer those needs. With this thesis research, the objective was to highlight the
feasibility of this approach by producing and characterizing VLPs expressing
ovalbumin within the capsid and presenting CTLA-4 molecules on their surface. By
functional studies on dendritic cells and on ovalbumin specific T cells, we highlight the
tolerogenic properties of these VLPs. These properties were subsequently confirmed
in a model of ovalbumin-induced food allergy in mice. The obtained results
demonstrate for the first time that these tolerogenic VLPs allow the control of food
allergy in a specific and long-lasting manner, thus supporting the proof of concept of
their use. Additional work also makes it possible to consider the use of these particles
in other fields of application and in particular autoimmune diseases.



