N

N

Caractériser ’épuisement lymphocytaire T global ou
donneur-spécifique, apres transplantation rénale:
analyse phénotypique et fonctionnelle
Arnaud del Bello

» To cite this version:

Arnaud del Bello. Caractériser I’épuisement lymphocytaire T global ou donneur-spécifique, apres
transplantation rénale: analyse phénotypique et fonctionnelle. Immunologie. Université Paul Sabatier
- Toulouse III, 2021. Francgais. NNT': 2021TOU30153 . tel-03626534

HAL Id: tel-03626534
https://theses.hal.science/tel-03626534
Submitted on 31 Mar 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03626534
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Fédérale

THESE

En vue de I'obtention du

Toulouse Midi-Pyrénées

DOCTORAT DE L'UNIVERSITE DE TOULOUSE

Délivré par:
Université Toulouse 3 Paul Sabatier (UT3 Paul Sabatier)

Présentée et soutenue par:
Arnaud Del Bello
le 16 Décembre 2021

Titre:
Caractériser I'épuisement lymphocytaire T global ou donneur-spécifique aprés
transplantation rénale: analyse phénotypique et fonctionnelle

Ecole doctorale et discipline ou spécialité :

ED BSB : Immunologie EI
Unité de recherche:
INFINITY: Institut Toulousain des maladies infectieuses et inflammatoires
Directeur/trice(s) de Thése :

Dr Emmanuel TREINER

Jury:
Pr Nassim Kamar (Président)
Dr Nuala Mooney (Rapporteure)
Pr Gilles Blancho (Rapporteur)
Pr Alexandre Hertig (Examinateur)
Dr Emmanuel Treiner (Directeur de Theése)




Résumé
Caractériser I’épuisement lymphocytaire T global ou donneur-spécifique,

apres transplantation rénale : analyse phénotypique et fonctionnelle

L'utilisation d’une immunosuppression (IS) au long cours reste indispensable apres
transplantation, méme si le phénotype des rejets se modifie avec le délai de greffe. Cependant, les
complications liées a la sur- IS (néoplasies, infections...), ou sous- IS (rejet aigu ou chronique) réduisent
toujours la survie des patients ou des greffons. Améliorer la compréhension des mécanismes
lymphocytaires impliqués dans les modifications des réponses allo-spécifiques ou non spécifiques
apres greffe est importante pour individualiser la prescription des immunosuppresseurs et limiter leurs

complications.

Une altération des fonctions lymphocytaires T peut survenir au cours des mécanismes allo-
immuns, ou sous traitement immunosuppresseur au long cours. L’épuisement lymphocytaire T (ELT)
caractérise un état de dysfonction affectant les lymphocytes T mémoires, dans des situations de
stimulation chronique avec persistance de I’exposition a un antigéne. Cet état est caractérisé par une
baisse des capacités prolifératives ou fonctionnelles de ces cellules, et la co-expression de récepteurs
inhibiteurs (Rls). Bien que des modéles murins aient récemment souligné le réle de I'ELT dans le rejet

de greffe, cet état dysfonctionnel reste peu étudié.

Dans une premiere étude, nous avons analysé |'expression de 3 Rls classiquement associés a
I’ELT (2B4 (CD244), Programmed cell Death protein (PD)-1), et CD160, au cours du traitement par anti-
PD1 (nivolumab) de 3 transplantés rénaux présentant une leucoencéphalopathie multifocale
progressive. L'analyse des Rls dans les CD4+ et CD8+ a montré des taux élevés d’expression de 2B4,
PD-1, et CD160 avant traitement, suggérant un ELT. Aprés traitement, seule I'expression de PD-1
diminuait, alors que les autres Rls n’étaient pas affectés par |'utilisation du traitement, suggérant la

persistance de cet dysfonction lymphocytaire.

Par la suite, nous avons cherché par une étude transversale a caractériser I'ELT dans une
population de patients exposés a de forts niveaux d’IS, les patients greffés avec anticorps spécifiques
du donneur préformés (greffes HLA incompatibles, HLAI). Ces patients recevaient tous une induction
par sérum anti-lymphocytaire et rituximab, ainsi qu’un traitement de maintenance par tacrolimus,
acide mycophenolique, et corticoides. Afin de comparer |’expression des Rls (PD-1, Tigit, 2B4) et les
capacités de production cytokinique (IFNy, TNFa, IL2) de ces patients, nous avons utilisé un groupe de

patients greffés en incompatibilité ABO (greffes ABOi) recevant un traitement d’induction et de



maintenance similaire, mais exposé a un antigéne dont la réponse est T-indépendante. Nous avons pu
observer une augmentation de la co-expression des récepteurs inhibiteurs dans le groupe de patients
HLAi en comparaison aux patients ABQi. Particulierement, Tigit présentait un niveau d’expression dans
les CD4 et CD8 du groupe HLAI plus élevé comparativement aux ABOi. De plus, alors que Tigit était
négativement corrélé aux capacités fonctionnelles des LT du groupe ABOi, toute corrélation était
perdue dans le groupe HLAi. Ces données suggérent que I'ELT au cours de la reconstitution
lymphocytaire serait plus important apres greffe HLAI, ce qui est cohérent avec le niveau élevé de

complications infectieuses et néoplasiques décrites aprés ce type de greffe.

Dans une deuxieéme étude transversale portant sur des patients transplantés rénaux, libres de
toute complication infectieuse, néoplasique, allo-immune, et sous traitement immunosuppresseur
standard, nous avons montré une corrélation positive entre le délai de greffe et I'expression de Tigit
dans les CD4 mémoires, alors que la proportion de cellules CD4+ TIGIT-CD226+ diminuait. L’analyse
fonctionnelle de ces cellules nous a permis de montrer une dysfonction de |’axe Tigit/CD226 au cours
du temps dans les CD4 mémoires. Dans les CD8 mémoires, nous avons pu montrer un profil
dysfonctionnel de ces cellules, associé a une augmentation d’expression des cellules CD8+PD-1+Tigit+.
La réponse allo-spécifique (approchée par réaction lymphocytaire mixte) était diminuée en
comparaison a la réponse non-spécifique, et corrélée au pourcentage de cellules mémoires

CD4+Tigit+CD226+Tim3-PD-1-2B4- avant stimulation.

Enfin, nous avons étudié les différences immunologiques T et B au cours de formes modérées
et graves du COVID-19 chez des patients transplantés d’organe solide, et montré des différences

immunologiques majeures au sein des différents compartiments entre les deux groupes.

Par ces différents travaux nous avons montré que I'ELT pourrait étre impliqué dans la
diminution progressive des rejets T-médiés apres greffe. La caractérisation d’une signature d’ELT post
greffe pour limiter les complications liées a I'lS parait utile pour améliorer les résultats post-

transplantation.



Abstract

Global and donor-specific T cell exhaustion after kidney transplantation:

Phenotypic and functional analyses

Kidney transplantation requires the long-term use of immunosuppressive therapy (IT) even if
a modification of rejections phenotype with time was previously noted. However, patient and graft
survival remain entailed by over-IT (e.g cancer and infections), or under-IT (e.g acute or chronic
rejections) complications. A better comprehension of immune mechanisms involved in changes
concerning global or allo-specific responses is a key point to improve the individualization of IT and

decrease IT-related complications.

Several dysfunctional states could occur during allo-immune response, or on long-term
immunosuppressive therapy. T cell exhaustion (TCE) is a dysfunctional state affecting memory T cells
during chronic stimulation due to the persistent exposure of a high load of foreign antigen. This state
is characterized by a decrease proliferative capacity, reduced production of cytokines, and is associated
with co-expression of inhibitory receptors (IRs) expression. Murine models of solid organ
transplantation suggested a role for T cell exhaustion. However, until now this dysfunctional state is

barely studied after transplantation.

We first analyzed the expression of 3 IRs classically associated with T cell exhaustion (2B4
(CD244), Programmed cell Death protein (PD)-1), and CD160), in 3 kidney transplant recipients treated
with anti-PD1 (nivolumab) therapy for progressive multifocal leukoencephalopathy. Before treatment,
we observed a high-level expression of IRs in both CD4 and CD8+ T cells, suggesting T cell exhaustion.
After treatment, PD-1 expression, but not of others IRs, decreased, suggesting the persistence of this

dysfunctional state, strengthened by the absence of clinical improvement.

We next investigated TCE in a cross-sectional study in a highly immunocompromised
population, patients with preformed donor-specific antibodies (HLA incompatible, HLAI). All included
patients received anti-lymphocyte globulins and anti-20 antibodies (rituximab), followed by a
maintenance therapy (tacrolimus, mycophenolic acid, and steroids). We compared IRs expression ( PD-
1, Tigit, 2B4) and cytokine production (IFNy, TNFa, IL2) of these patients to ABO incompatible
recipients that received the same induction and maintenance therapy, but was exposed to a T-
independent response antigen. We observed an increased co-expression of IRs in the HLAi group

comparing with ABOi. Especially, Tigit expression was expressed in higher levels by CD4+ and CD8+ T



cells in HLAi comparing with ABOi. Moreover, while Tigit was as expected negatively correlated with
functional capacities in ABOi patients, we did not observe any correlation between Tigit expression
and function in HLAI recipients. These data suggest that TCE during reconstitution of HLAi patients
would be more important than in ABOi recipients, which is consistent with the higher rate of infectious

and neoplastic complications previously reported in this group.

Thereafter, we performed a second cross-sectional study a living-donor kidney transplant
recipients, free from infectious, neoplastic, alloimmune complications, and receiving a standard
immunosuppressive maintenance therapy (no induction, maintenance with tacrolimus, mycophenolic
acid, steroids). We observed a positive correlation between time post transplantation and Tigit
expression in memory CD4+ T cells, while the proportion of CD4+Tigit-CD226+ decreased. Functional
analysis of these cells revealed a dysfunctional state of Tigit/ CD226 axis with time post transplantation
in memory CD4. In memory CD8+ T cells, we observed a dysfunctional profile of these cells with time
post transplantation, associated with an increased proportion of CD8+PD-1+Tigit+ cells. Donor-specific
response, investigated by the mean of mixed lymphocyte reaction, was reduced comparing with third-
parties responses, and was correlated to the percentage of CD4+Tigit+CD226+Tim3-PD-1-2B4- before

stimulation.

Finally, we studied T and B cells differences during moderate and severe forms of COVID-19
in solid organ transplant recipients. We observed accurate immunological differences between mild
and severe forms (lower CD3+ and CD8+ T cells number, higher proportion of activated CD4+ T cells

and lower proportion of regulatory T cells, NK cells, and transitional B cells in severe forms).

This work suggests that TCE could be involved in the progressive decrease of T cell rejection
post transplantation. Characterizing a post-transplant TCE signature to reduce immunosuppression-

related complication appears to be usefull to improve post-transplant outcomes.
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1. Introduction :

Epuisement lymphocytaire T en transplantation rénale

1. Problématique actuelle en transplantation rénale

La transplantation rénale représente le traitement de référence de l'insuffisance
rénale chronique au stade ultime®. Les progrés réalisés dans la gestion des
immunosuppresseurs ces 30 derniéres années ont considérablement amélioré le pronostic a
long terme des patients transplantés®3. Toutefois, la gestion de I'immunosuppression délivrée
au patient est tres imparfaite. Celle-ci est guidée par une évaluation du risque du rejet, elle-
méme basée sur les antécédents du patients et des cibles globales issues d’études de
cohortes®. Les complications liées a la sur-immunosuppression (infections et néoplasies)
représentent toujours une cause majeure de déces apres greffe, alors que d’autres patients
recevant une immunosuppression dans les cibles usuelles, vont présenter des complications
de sous-immunosuppression (rejet de greffe)*. Il est donc important de développer des outils
permettant une meilleure évaluation du niveau d’'immunosuppression présenté par chaque

patient au fil du temps post greffe.

L'individualisation de la prescription des immunosuppresseurs, afin de réduire le
risque de rejet passe par une meilleure connaissance de la réponse allo-immune. Les
mécanismes en jeu dans la menace immunologique sur le greffon rénal impliquent I’'ensemble
du systeme immunitaire, et commencent avant méme l'implantation du greffon par les

mécanismes inflammatoires liés a la mort cérébrale du donneur et au prélévement?. Les



DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) sont issus de molécules intra-cellulaires
(High Mobility Group Box protein-1, Heat Shock Protein ou purines, habituellement cachées
au systéme immunitaire) libérées dans la circulation par les agressions cellulaires, mais aussi
provenant de produits de dégradation de la matrice extra-cellulaire (fragments de
fibronectine, biglycane, héparine sulfate, hyaluronanes) induits par Iinflammation®.
L'interaction des DAMPs avec de multiples Toll-Like Récepteurs (TLRs), exprimées par les
cellules dendritiques permet une maturation et une activation de ces cellules 7. L’activation
du systeme immunitaire inné va ensuite entrainer |'activation du systéeme immunitaire
adaptatif et ainsi amplifier I'inflammation et les Iésions rénales de rejet’. D’autre part, le
systéme du complément est activé, par la production locale de C3a et C5a qui ont la capacité
d’activer les cellules présentatrices d’antigéne®®. Certaines molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité comme les protéines MICA (Major histocompatibility complex Class-I
peptide-related sequence A) présentent également une augmentation de leur expression a la

surface des cellules endothéliales, ce qui peut directement activer les cellules NK .

L'immunité adaptative joue un role majeur dans le rejet de greffe. Quatre voies de
reconnaissance allogénique sont décrites : directe, directe inversée, indirecte, et semi-directe
(Figure 1). Dans la voie directe, les cellules T du receveur reconnaissent des épitopes du
greffon via les molécules HLA intactes a la surface des cellules présentatrices du donneur. Tout
récemment, a été décrit dans un modeéle murin, une nouvelle voie de reconnaissance ou les
lymphocytes T du donneur pourraient directement interagir avec les lymphocytes B
allospécifique du receveur via les molécules HLA de classe I, et ainsi entrainer la production
d’anticorps spécifiques du donneur!!. Dans la voie indirecte, des peptides issus du donneur (le
plus souvent issues des molécules HLA polymorphiques), sont présentés par les molécules HLA

portées par des cellules présentatrices d’antigéne du receveur. Dans la voie semi-directe, la



réponse allo-immune est initiée suite a la reconnaissance par un lymphocyte T du receveur,
d’un complexe HLA du donneur porté par une cellule présentatrice d’antigene du receveur. Le
mécanisme par lequel une cellule présentatrice du receveur porte une molécule HLA du
donneur, passerait par les vésicules extra-cellulaires. L'importance de cette voie de
reconnaissance allo-immune a été soulevée par des modéles murins, dans le rejet aigu

précoce??

Figure 1. Les différentes voies de reconnaissance HLA allogéniques.

Voie directe Voie indirecte Voie semi-directe
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Bien que la voie directe ait été longtemps considérée comme prépondérante dans les
rejets aigus des premiers jours post greffe, et la voie indirecte vue comme principale dans le
rejet chronique, les études les plus récentes suggerent que ces différentes voies pourraient
persister tout au long de la greffe®3. Le rejet aigu précoce est principalement conduit par les
lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Une fois activés, ces cellules peuvent cibler toutes les
cellules du donneur via leur reconnaissance allogénique du CMH de classe I. Les CD4+ jouent
un role d’assistant a I'activation des CD8+. La voie de reconnaissance indirecte des CD8+
semble peu pertinente en transplantation d’organes solides, et concerne surtout les modeles
de rejets de peau'. Les modéles murins ont montré que la voie indirecte CD4+ peut étre
rapidement impliquée dans les rejets post greffe!®, possiblement sans I'intervention des CD8+.
Le r6le primordial dans le rejet des CD4+ passe par cette voie indirecte, permettant le
développement d’une réponse B efficace (contribution a la commutation de classe des Ig) et
ainsi le rejet anticorps médié. Ainsi, les rejets tardifs T médiés ainsi que les rejets anticorps
médiés (aigus et chroniques, sans anticorps anti-HLA préformés) sont tres largement médiés
par la voie de reconnaissance indirecte des CD4+ dont les cibles sont les incompatibilités
donneur/receveur des complexes majeurs et mineurs d’histocompatibilité!®. Le réle de
I"activation CD4+ par la voie directe semble limité aux premiéres semaines post greffe, et
corrélé a la durée de vie des fractions de cellules dendritiques du donneur’8, Par la suite,
cette voie directe d’activation CD4+ laisserait la place a la reconnaissance de I'alloantigéne
porté par des cellules présentatrices du receveur (voie semi-directe, ol les cellules
présentatrices acquiérent la capacité a exprimer cet alloantigene via transfert de vésicules

extra-cellulaires issues du donneur)?®°.

11



Le profil des rejets rencontrés évolue avec le délai de greffe. Alors que le rejet aigu T
médié est majoritaire dans les premiéres semaines suivant la transplantation, son incidence
diminue et devient extrémement faible aprés quelques années. A l'inverse le rejet chronique
médié par anticorps augmente progressivement pour devenir le diagnostic principal évoqué
sur les biopsies réalisées pour dysfonction du greffon tardivement aprés la greffe?%?!, A ce
jour, les mécanismes mis en jeu dans la modification phénotypique du rejet au cours du temps

restent inconnus.

Nous avons posé I'hypothése du développement d’un épuisement lymphocytaire T

dans les modifications de I'allo-réactivité post greffe.

12



2. Définition de I’épuisement lymphocytaire T

L’épuisement lymphocytaire T (ELT) est un état dysfonctionnel concernant les cellules
T effectrices, caractérisé par une diminution de leur capacité fonctionnelle, des capacités
prolifératives, ainsi que par la co-expression de récepteurs inhibiteurs??%3. En cela, I'ELT différe
des autres états dysfonctionnels classiquement décrits : la senescence cellulaire T est associée
a un phénotype inflammatoire, une trés faible prolifération, une production de médiateurs
cytotoxiques importante, associée a une expression de récepteurs des cellules NK leur
permettant de répondre au-deld de leur spécificité antigénique?*; I’anergie survient lorsque
les cellules T naives sont stimulées par de faibles signaux de co-stimulation, ou par de forts
signaux co-inhibiteurs, et produisent peu ou pas d’IL-2 en réponse aux stimulations

ultérieures® (Table 1).
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Table 1. Présentation des causes, aspect fonctionnel et phénotypique associées a différents état

dysfonctionnels (épuisement lymphocytaire, anergie, sénescence)

Etat lymphocytaire dysfonctionnel

I’expression de

CD73, LAG3, NRP1, 4-

Epuisement Anergie Senescence
Cause Persistance Activation du premier | Réduction des
antigénique signal, sans signal télomeres suite a une
Environnement riche positif de prolifération
en IL-10, TGF-B?? costimulation excessive, ou a des
suffisant, ou avec Iésions de I’ADN?>2¢
signal inhibiteur
important®
Fonction Prolifération diminuée | Prolifération diminuée | Arrét du cycle
Moindre production Moindre production cellulaire
de cytokines de cytokines Sécrétion de cytokines
effectrices?? effectrices (IL-2 au pro-inflammatoires (ex
premier plan)® IL-1, IL-6, IL-8)%
Phénotype Augmentation de Augmentation de Augmentation de

CD57, KLRG1, Tim-3

pratique clinique

chroniques

(réle néfaste, favorise
I’échappement

immunologique)

récepteurs inhibiteurs | 1BB, FR4% Diminution de CD27,
(ex PD-1, TIGIT, 2B4)* CD28%
Description en - Infections virales - Cancer® - Cancer

(réle néfaste, favorise
I’échappement

immunologique)®

14




(contréle de la charge
virale sans disparition
compléte de celle-ci)*’
- Cancer

(pronostique plus
sombre si ELT des
lymphocytes infiltrant
les tumeurs)®®

- Maladies auto-
immunes
(pronostique meilleur
si ELT avant tout
traitement)®

- Transplantation

(pronostic meilleur ?)*°

- Maladies auto-
immunes

(prévient leur
développement)®

- Transplantation
(induction et maintien

de tolérance)®

- Transplantation
(réle néfaste,
majoration du risque

de rejet)*?
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Une charge antigénique élevée et persistante est considérée comme nécessaire au
développement de I'ELT (Figure 2). Les différences de réponse antigénique, et de
microenvironnement, n’ont pas permis jusqu’a présent d’établir une signature universelle
d’ELT, ce qui oblige a I’étudier de maniére ciblée sur chaque situation?®. L’ELT ne refléte pas
une cellule non fonctionnelle, mais plus un processus de différenciation lymphocytaire T
permettant de s’adapter et d’ajuster la réponse immunitaire a la nécessité d’une stimulation
chronique?3. Outre la persistance de I’antigéne, un état d’inflammation chronique amenant a
un environnement riche en IL-10 ou en TGF-B favorise le développement de I'ELT (et a
I'inverse, I'IlL-2 ou I'IL-21 freine son développement)?®. De plus, I'adénosine ou la

prostaglandine E2 favorisent également I'ELT?,

16



Figure 2 A-C. Développement de I’épuisement lymphocytaire T CD8+ au cours d’une stimulation

antigénique chronique.

2A, gauche : Dans le cas d’une stimulation aigue résolutive, apres stimulation antigénique et
activation du TCR, les cellules T CD8+ se différencient en cellules T CD8+ mémoire précurseur (MPEC)
puis en T effectrices (Teff) ; la résolution de I'infection entraine la disparition d’une grande partie des
cellules T effectrices, les cellules restantes se différenciant en T résident mémoires (situées dans les
différents organes d’intérét), ou T mémoires patrouillant dans le systeme circulant, prét a monter
une nouvelle réponse en cas de ré-exposition a I'antigene. A droite, dans le cadre d’une stimulation
chronique (infection, cancer), I'absence de contréle total de I'infection par les T effecteur entraine le
développement de T épuisés au stade précoce qui progressivement vont acquérir un phénotype T

épuisé terminal, non réversible.

Acute infection/vaccination Chronic infection/cancer

Tex ~
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D’aprés McLane et al, Annu Rev Immunol 2019
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2B Trois signaux sont nécessaires au développement de I'épuisement lymphocytaire T. La
persistance de I'antigéne améne a une reconnaissance et activation continue par le TCR (signal 1),
activation menant a une co-expression de multiples molécules d’inhibition, se liant a leurs ligands
portés par les cellules présentatrices potentiellement infectées ou par les cellules cancéreuses (signal
2). Cette liaison entraine une activation sous optimale lymphocytaire T. La présence de cellules
infectées de maniére chronique créée un microenvironnement inflammatoire responsable de la
sécrétion par les cellules immunitaires et cellules présentatrices de TGFf et IL-10 (signal 3) qui vont

participer au développement de signaux d’inhibition, et de I'épuisement.
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D’aprés McLane et al, Annu Rev Immunol 2019
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2C. Dans les premiers stades, I'épuisement lymphocytaire est considéré comme réversible.
Les cellules progénitrices épuisées TCF1+ présentent des similarités phénotypiques avec les
cellules T mémoires. Plus la charge antigénique se maintient, plus le développement d’un
épuisement terminal se constitue, avec la mise en place d’'un programme épigénétique

moins réversible.
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Le concept d’épuisement lymphocytaire est issu des travaux portant sur les souris infectées
de maniére chronique par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV, clone 13),
montrant in vitro la diminution des capacités d’expansion des cellules T spécifiques, au fil du
temps34. Cependant I’exploration plus fine de cet état a permis de montrer qu’il regroupe des
états cellulaires trés hétérogénes®. Au cours d’une infection chronique, un continuum de
différents états d’ELT pourront étre décrits, de moins en moins réversibles au fil de
I’évolution?. L’expression du facteur de transcription T-Cell-Differenciation (TCF)-1, est
considérée comme majeure pour différencier les cellules épuisées dans une phase précoce
(TCF-1+) des cellules épuisées de maniére irréversible (TCF1-)3°. A noter que le stade ultime
de I'ELT est parfois représenté par la délétion physique (exemple du modéle LCMV chez la

souris, pour la réponse spécifique CD8+ spécifique DbNP396- and KbGP34)3®,

L’ELT reste trés majoritairement décrits dans les populations T CD8+2%. Toutefois, une
lymphopénie CD4+ favorise I'ELT des CD8+, laissant supposer un réle de régulation des CD4+
sur le développement de CD8+ au stade terminal de I’'ELT?2. Le rdle des LT helpers semble
également différent lorsque I’antigene persiste. Alors que dans les contextes d’infection aigue,
les T helpers sont indispensables a I'obtention de LT mémoires, mais semblent peu impacter
I’émergence de T effecteurs, la situation s’inverse en situation chronique ou les progéniteurs
ne sont pas altérés par la déplétion CD4+ a la différence des cellules en différenciation
terminale3’. De plus, un phénotype CD4+ exprimant de nombreux récepteurs inhibiteurs,
associé a une moindre production cytokinique, a été décrit aux cours d’infections
chroniques3®°, plaidant pour la survenue également d’un épuisement CD4+ et CD8+. A noter
également qu’un phénotype dysfonctionnel de T régulateurs a également été associé a des

évolutions plus sévéres au cours des pathologies chroniques virales ou néoplasiques*!.
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Toutefois, la possibilité d’appliquer les mémes criteres pour définit I'ELT CD4+ ou CD8+ reste

encore incertain.
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3. Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des cellules présentant un ELT

Quel que soit leur stade, les cellules épuisées ne sont toutefois pas considérées comme
inertes, et conservent les fonctions sous-optimales, mais cependant primordiales pour le
maintien d’une activité anti-virale, ou antinéoplasique par exemple??. Les caractéristiques de

I’ELT se développent de maniere hiérarchique.

3.1 Altération fonctionnelle

L'altération des capacités fonctionnelles est une des premiéres caractéristique a se
développer au cours de I’ELT?2. Dans les lymphocytes T CD8+, pour lesquels le phénomeéne est
le mieux décrit, la perte des capacités de production de I'IL-2 est précoce, suivie par la perte
de production du TNFa*>#3, L’ELT entraine ainsi une diminution des capacités de prolifération
apres stimulation, spécifique ou non-spécifique**. La perte de production de I'lIFN-y intervient
a un stade plus tardif correspondant au stade terminal de 'ELT*3. Par ailleurs, ’ELT CD8+ se
caractérise par une perte de la polyfonctionnalité en réponse a un stimulus chronique®. Les
capacités cytotoxiques persistent jusqu’a des stades avancés d’ELT (Table 2), et méme au

stade terminal, les cellules épuisées conservent des capacités de dégranulation®44°,

22



Table 2. Perte hiérarchique des fonctions inflammatoire, prolifératives, cytotoxiques et majoration

de 'apoptose durant le développement de I’épuisement lymphocytaire T CD8+

IFNy TNFa IL-2 Perforine- | Capacités Apoptose
Granzyme | prolifératives
+++ ++ +/- ++ ++ -
++ + - + + -
+/- +/- - +/- +/- +/-
+/- - - - - ++
+++

3|qISI2A4] 73 UN SISA UOIIRIDUIRMIA

Abbréviations: IFNy, Interferon gamma; TNFa, Tumor-Necrosis Factor alfa; IL-2, Interleukine 2; ELT,

Epuisement lymphocytaire T.

D’aprés Wherry EJ, Nat Rev Immunol 2011
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3.2 Expression simultanée de molécules inhibitrices

Une co-expression intense et soutenue de récepteurs inhibiteurs est considérée
comme la deuxiéme caractéristique a apparaitre. Ces molécules, également nommées
inhibiteurs du « points de controle » (checkpoint) immunitaire, assurent la régulation négative
des différentes capacités fonctionnelles et prolifératives du lymphocyte T. Au cours d’une
infection aigue, I'expression des récepteurs inhibiteurs est transitoire durant I'activation T,
afin de jouer leur réle de « frein immunologique», et ce jusqu’a disparition de I'antigéne. A
I'inverse, les cellules présentant un ELT co-expriment de maniére intense et persistante une
large gamme de récepteurs inhibiteurs. Parmi ces molécules inhibitrices, certaines semblent
particulierement importantes, car exploitées par des virus ou certaines cellules néoplasiques

pour échapper au systeme immunitaire.

De plus, certains récepteurs inhibiteurs (comme Tim-3, TIGIT, CTLA-4, NRP-1, ou PD-1)
sont exprimés de maniere préférentielle par les lymphocytes T régulateurs. Plusieurs
observations permettent d’étayer le role majeur que jouent ici les récepteurs inhibiteurs.
D’une part CTLA-4 et TIGIT sont des cibles transcriptionnelles de FOXP3%’. D’autre part, PD-1,
TIGIT et NRP1 sont capables de réprimer la voie PI3K/AKT/mTOR, contribuant ainsi a la
stabilité de fonction des lymphocytes T régulateurs*®°, La dérégulation d’expression de ces
récepteurs dans les T régulateurs au cours des pathologies auto-immunes et des cancers

reflete leur importance concernant le maintien de T régulateurs efficaces.
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3.2.1 Les principaux récepteurs inhibiteurs

a) Programmed- cell Death (PD) -1 est exprimée par les lymphocytes T, B, NK, mais aussi
par les monocytes. Il joue un réle important dans linhibition de la sélection positive
thymique®!, ainsi que dans la tolérance périphérique®2. PD-1 favorise l'induction de T
régulateurs in vitro*. Les souris déficientes en PD-1 peuvent développer des maladies auto-
immunes tardives comme des atteintes arthritiques et rénales proches du lupus®3, ainsi que
des cardiopathies dilatées auto-immunes®* selon leurs caractéristiques génétiques. Deux
ligands de PD-1 sont connus: PD-L1 (dont I’expression est inductible dans une grande variété
de tissus hématopoiétiques ou non, dont I’endothélium vasculaire, et les cellules épithéliales)
et PD-L2 (exprimé de facon plus restreinte par les cellules dendritiques, macrophages, les
cellules mastocytaires dérivées de cellules souches hématopoiétiques, certains sous-types de
lymphocytes B péritonéaux, ainsi que les cellules B du centre germinatif)®>. Les souris
déficientes en PD-L1 et PD-L2 ne présentent pas d’atteinte spécifique. Cependant, les déficits
en PD-L1 sont associés a une exacerbation de la maladie dans les modeles d’encéphalomyélite
auto-immune expériementale®®, ainsi qu’a une diminution de la tolérance foeto-maternelle®’.
Bien que PD-L1 et PD-L2 partagent PD-1 comme ligand, PD-L1 peut également lier le CD80 (B7-
1) (lorsque les 2 molécules sont exprimées par la méme cellule, en cis), aboutissant a un
moindre signal négatif (1) par compétition vis-a-vis de la liaison avec PD-1, ou (2) lorsque PD-
L1 et B7-1 lient le CD28, aboutissant a un signal positif>8, PD-L2 présente une affinité environ
3 fois supérieure a PD-L1 pour PD-1, mais sa faible expression contrebalance cet avantage
d’affinité®®. La voie classique de liaison entre PD-1 et PD-L1 est une trans-activation (PD-1

exprimé par un lymphocyte T activé, alors que PD-L1 est exprimé par une cellule tumorale ou
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une cellule présentatrice d’antigene). Il est également possible en contexte tumoral d’obtenir
une cis-activation (lorsque PD-1 et PD-L1 sont exprimés simultanément par les cellules
présentatrices ou cellules tumorales). Le développement d’antagonistes de la voie PD-1 /PDL1
ou 2 a permis des avancées majeures dans le traitement de certains cancers comme le

mélanome>°.

b) 2B4 (également appelé CD244) est exprimé par les cellules T, NK et les monocytes. Un
seul ligand lui est connu, le CD48 (exprimé de maniére constitutionnelle par les cellules
hématopoiétiques, mais dont I’expression peut augmenter au cours d’infections, cancers, ou
d’allergies). Cette voie a particuliérement été étudiée dans les infections virales®®.
L’expression du CD48 augmente sur les cellules B durant une infection a EBV®Z. Le r6le de cette
voie de controle de la réponse immunitaire a pu étre mis en évidence par I’étude de patients
atteint du syndrome lymphoprolifératif de type 1 lié a I’X (mutation SH2D1A, codant pour
I’adaptateur majeur SAP pour la signalisation 2B4 dans les cellules NK), dans lequel le défaut
d’activation des cellules NK entraine un défaut de cytotoxicité envers les cellules infectées par

I"EBVS2.

c) Tim-3 (T-cell immunoglobulin and mucin containing protein-3) est exprimé par les
lymphocytes, les cellules NK, macrophages et cellules dendritiques?®. Ce récepteur peut lier la
Galectin-9 et inhiber la réponse T3, Cette liaison entre en compétition avec BAT3 qui diminue
I’action de Tim-3%*. Chez ’lhomme les T régulateurs n’expriment Tim-3 qu’aprés activation.
L'expression de Tim-3 par les T régulateurs semble associé a des fonctions
immunosuppressives des réponses Thl et Th1l7 supérieures aux lymphocytes T régulateurs

n’exprimant pas Tim-3%. Le réle de Tim-3 a été principalement étudié dans les infections
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virales chroniques comme le VIH®, Toutefois ce récepteur inhibiteur a récemment montré
son intérét en cancérologie. Les souris déficientes en Tim-3 présentent une évolution plus
favorable de leur néoplasie associée a une diminution du taux de lymphocytes T régulateurs®’.
De plus Tim-3 pourrait étre utilisé comme biomarqueur de résistance a une monothérapie par
anti-PD-1%8. Cette molécule est également vue comme une potentielle cible thérapeutique
(principalement dans le mélanome, le cancer du poumon ou encore le lymphome B

folliculaire) en association a un agent inhibiteur de la voie PD-15°,

d) LAG-3 (Lymphocyte activation gene 3) est une molécule exprimée par les lymphocytes
T (conventionnels et T régulateurs), B et les NK?8, présentant une forte homologie avec le CD4.
Comme le CD4, LAG-3 peut lier les molécules de CMH de classe 117°. Cependant de nombreuses
études murines ont montré |’effet inhibiteur de la réponse T’.. Le blocage concomitant de
LAG-3 et PD-1 semble une voie prometteuse dans la stratégie thérapeutique anti-

cancéreuse?’’2,

e) Le CD160 est exprimé a la surface des lymphocytes T (CD4+ et CD8+) et des cellules
NK?2. Les voies de signalisation intracellulaire de ce récepteur restent mal connues. Le CD160
est modérément exprimé par les CD8+ (jusqu’a 40%), et par un faible pourcentage de CD4+
(environ 5%), mais ce pourcentage augmente, in vitro, aux temps tardifs aprés stimulation”s.
La liaison du CD160 au CMH de classe | (classique et non classique) entraine une majoration
de I'activation T’4. Cependant la liaison du CD160 au HVEM inhibe la réponse T73. HVEM peut
lui-méme également lier le récepteur activateur LIGHT’>. Le rdle du récepteur LIGHT a été
suggéré dans un modeéle de greffe cardiaque par une augmentation de survie chez les souris

déficientes en ce récepteur’®. De plus, la liaison compétitive du CD160 au HVEM vis-a-vis du
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récepteur activateur permet d’atténuer la réponse T’°. Les souris déficientes en HVEM
présentent une susceptibilité accrue aux pathologies auto-immunes comme

I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale””.

f) Le CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Activated protein 4) est une molécule homologue
au CD28, exprimée par les lymphocytes T (CD4+ et CD8+), mais exercant des fonctions
opposées. CTLA-4 lie le CD80 et CD86 (portées par les cellules B ou les cellules dendritiques),
avec une plus grande affinité que le CD28. A l'inverse de ce dernier, I'interaction du CTLA-4
avec ses ligands entraine une inhibition de la réponse T. Cette fonction inhibitrice de la
réponse T se fait de maniere directe, par compétition avec le CD28 (en liant les récepteurs
CD80 et CD86), mais aussi par voie intracellulaire, via sa portion intracytoplasmique, activant
la serine/threonine phosphatase PP2A et interférant ainsi avec la voie de la PI3K’8. Le réle
critique du CTLA-4 en tant que régulateur négatif de la réponse T, s’illustre par I'observation
des souris déficientes en CTLA-4, qui meurent précocement de complications inflammatoires
et de maladies lymphoprolifératives’>2°, Alors que le CD28 est constitutivement exprimé par
les cellules T, le CTLA-4 est retrouvé a plus de 90% dans les vésicules intracellulaires des
lymphocytes T régulateurs et des T conventionnels activés (en raison de I’'endocytose du CTLA-
4 3 partir de la membrane cellulaire)®!. Le cycle d’internalisation constante du CTLA-4 est
principalement sous la dépendance du complexe d’adaptation AP2 a la clathrine, et permet
son recyclage vers la membrane ou sa dégradation dans les lysozymes. Cette internalisation,
puis dégradation du CTLA-4 permet également une élimination physique des ligands du CTLA-
4 sur les cellules présentatrices d’antigéne (procédé de transendocytose)®?. L'importance de

ce cycle a récemment été mis en évidence par I'identification de patients avec mutation du
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géne LRBA (Lipopolysaccharide Responsive and Beige-Like Anchor protein), associé au
développement d’un déficit immun commun variable, dans lequel les cellules des patients
présentent une augmentation de la dégradation du CTLA-4 (inhibition du recyclage du CTLA-
4), amenant a des taux réduits de CTLA-4 dans les T régulateurs et les T conventionnels®. Il a
également été montré que CTLA-4 empéchait la délétion des T régulateurs dans le thymus et

favorisait leur réponse suppressive de contact84,

g) TIGIT (T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains) est une molécule inhibitrice
principalement exprimée par les lymphocytes (T, B NK). Plusieurs ligands lui sont connus,
principalement CD112 (dont I’expression est ubiquitaire) et surtout le CD155 (exprimé par les
T, B, macrophages, et tissus non hématopoiétiques comme les reins, les cellules du systeme
nerveux central et le tissu digestif), qui est son principal ligand®®. De plus TIGIT entre en
compétition pour la liaison au CD155 avec le CD226 (puissant régulateur positif de I’activation
T), mais aussi avec le CD96 (régulateur négatif de I'activation T)®°. Les mécanismes d’action de
TIGIT sont multiples: d’'une part la liaison de TIGIT et du CD155 induit un phénotype
tolérogene des cellules dendritiques ainsi que des macrophages par production d’IL-10 et une
diminution d’IL-12, entrainant une régulation négative lymphocytaire T (voie extra-
cellulaire)®. D’autre part, TIGIT induit une régulation négative T par voie intracellulaire, par
compétition de liaison du CD155 avec son récepteur activateur le CD226, ainsi qu’en
perturbant la cis-homodimérisation du CD226%’. TIGIT peut exercer directement son effet
inhibiteur par signalisation intracellulaire via son domaine ITIM®. Enfin TIGIT joue un réle
primordial dans les lymphocytes T régulateurs. TIGIT empéche la plasticité des T regulateurs°®
(c’est a dire la perte des capacités suppressives, au profit d’'un profil pro-inflammatoire, via

son rdle inhibiteur sur la voie PI3K), tout comme NRP1%. De plus, les lymphocytes T
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régulateurs exprimant TIGIT sont capables d’inhiber les réponses Thl et Th17 (mais pas les
réponses Th2), et sécrétent des quantités plus importantes de molécules anti-inflammatoires
comme I'lIL-10 et le Fgl2 (Fibrinogen-like protein 2), que les lymphocytes T régulateurs
n’exprimant pas TIGIT 82°°. Dans les modéles murins, les souris TIGIT/ présentent une
activation excessive aprés stimulation antigénique®. Une augmentation de "expression de
TIGIT dans les lymphocytes infiltrant les tumeurs a également été décrite pour de nombreux
cancers®!, et des essais sur le blocage de TIGIT ont débuté. Plus récemment, une dysrégulation
de I'axe TIGIT/CD226 a été mise en évidence dans certaines pathologies auto-immune comme

le lupus, ou la dermatopolymyosite®?.

D’autres récepteurs inhibiteurs ont été décrits, par exemple, 4-1-BB, KLRG1, VISTA, FCyRIIB

(décrits dans %2).

3.2.2 Régulation de I’expression des récepteurs inhibiteurs

L’expression de ces récepteurs passe par des voies et mécanismes de régulation
différents, parfois multiples pour un méme récepteur (Figure 3). Tout d’abord, certains
récepteurs sont activés en « rétro-contréle » par |'activation du TCR et de son corécepteur
CD28. C’est ainsi le cas pour PD-1. Taylor et colléegues®® ont montré qu’aprés activation T par
la voie du TCR et du CD28, une phosphorylation de la protéine glycogéene synthase kinase (GSK)
3 induit son inactivation. Cette phosphorylation passe par la voie PI3K/AKT. La glycogéne
synthase kinase est une sérine/thréonine kinase qui contréle le facteur de transcription Tbx21
(régulant T-bet), lui-méme régulant la transcription du gene PDCD1 codant pour PD-1.

D’autres voies de régulation ont été décrites pour PD-1, partagées par d’autres récepteurs
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inhibiteurs. Balkhi et collégues® ont montré qu’aprés activation du TCR et du CD28, la voie
p38/MAPK/INK était activée par phosphorylations successives, aboutissant a I’activation du
complexe c-Jun/ATF2, puis Yin-Yang 1 (YY1) elle-méme régulant I’expression de PD-1, LAG-3
et Tim-3. PD-1 et Tim-3 sont également sous la dépendance de certaines cytokines,
principalement IL-2, IL-7, IL-15, et IL-21. Ces cytokines induisent une activation des voies JAK
(1 et 3) /STAT, amenant a leur tour une augmentation d’expression de ces récepteur®>°. L’IL-
27, via I'activation de STAT1°’ permet I’expression de plusieurs récepteurs inhibiteurs dont
Tim-3, TIGIT, LAG-3, CTLA-4 et PD-1. De plus, L’IL-6, via I'activation de STAT3 et c-MAF, permet
également I'expression de PD-1%%. Le TGFB est également impliqué dans I’augmentation
d’expression de PD-1, via les facteurs de transcription SMAD2/3°°. Enfin, une augmentation
d’expression de PD-1 est également sous la dépendance de l|'activation de I'Interferon
Responsive Factor 9 (IRF9) induite par 'interferon a'%, et la production de kynurenine par

101 A coté des récepteurs cytokiniques, d’autres récepteurs peuvent étre

I'interferon y
impliqués dans la régulation de I’expression de ces récepteurs inhibiteurs. Dans la phase aigle
du choc septique, il a été rapporté que le récepteur Notch induit la transcription de PD-1 par
les lymphocytes périphériquesi®?. PD-1 peut également étre induit par le récepteur aux
glucocorticoides dans les cellules NK'%. Récemment, un mécanisme de régulation post
transcriptionnel de PD-1, utilisant les granules de stress dépendant des microtubules et la

kinésine 1, a été observé'®4, Ce mécanisme semble étre commun a plusieurs récepteurs

inhibiteurs (TIGIT, BTLA, CTLA-4, Tim-3, LAG-3) mais pas aux récepteurs activateurs%4,
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Figure 3. Mécanismes d’expression de différents récepteurs inhibiteurs
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D’apreés Curdy N et al, Trends in Cell Biology 2019
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Les cinétiques d’expression de ces différentes molécules inhibitrices sont différentes.
Legat et collégues ont analysé I'expression de certains récepteurs inhibiteurs (dont PD-1,
CTLA-4, LAG-3, ou CD160) in vitro apres stimulation mitogénique sur des PBMCs issues de
donneurs sains'®. Les auteurs ont pu ainsi montrer dans ces conditions que certaines
molécules présentent une augmentation d’expression trés précoces (moins de 8 heures),
comme PD-1, CTLA-4 ou LAG-3. Aprés 24 heures de stimulation, plus de 60% des lymphocytes
T CD8+ expriment ces récepteurs inhibiteurs. Le pourcentage de lymphocytes T CD8+
exprimant ces récepteurs continue d’augmenter a 48 et 72 heures de stimulation (prés de 80%
des lymphocytes les expriment apreés trois jours de stimulation). Cependant, il est a noter que
les cinétiques d’expression peuvent varier selon les populations de T mémoires : alors que les
niveaux d’expression semblent homogenes pour CTLA-4 et LAG-3 dans les lymphocytes T CD8+
centraux mémoires, effecteurs mémoires et T EMRA au cours de I’évaluation, le pourcentage
d’expression de PD-1 dans les T EMRA augmente plus tardivement (apres 48 heures), pour
atteindre les mémes niveaux d’expression que dans les effecteurs mémoires ou les centraux
mémoires apres 3 jours de stimulation. D’autres récepteurs inhibiteurs présentaient dans
cette étude une augmentation d’expression plus lente, (comme Tim-3 ou CD160)**1%, Le
pourcentage de lymphocytes T CD8+ exprimant le CD160 augmente lentement et ne
représente que 10% des lymphocytes CD8+ aprés 2 jours, et reste stable apreés trois jours. Le
pourcentage de T CD8+ exprimant Tim-3 augmente aprés 24 heures de stimulation, et pres de

90% des T CD8+ mémoires expriment ces récepteurs apres trois jours de stimulation.
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3.2.3 Mécanisme de régulation négative

Le mécanisme par lequel 'inhibition de la réponse immune est obtenue via les
récepteurs inhibiteurs peut étre effectuée par des motifs ITIM ou ITSM sur leur portion intra-
cellulaire, capables de recruter des protéines SHP (ou éventuellement d’autres adaptateurs)
qui viendront interférer avec la voie activatrice TCR/ costimulation (figure 4). C’est ainsi le cas
pour les récepteurs inhibiteurs PD-1, ou 2B4. Certains récepteurs inhibiteurs (comme LAG-3
ou Tim-3) utilisent d’autres motifs intra-cellulaires (multiples motifs tyrosine non- ITIM, ITSM

pour Tim-3 et motif KIEELE pour LAG-3) pour freiner la réponse positive.

D’autres molécules inhibitrices exercent leur effet par compétition vis-a-vis du méme
ligand que la molécule activatrice, comme le CD160 (compétition de liaison pour HVEM avec

le récepteur LIGHT), ou le CTLA-4 (compétition de liaison pour B7-1 ou B7-2 avec le CD28).

Enfin, ces deux mécanismes peuvent étre décrits pour certains récepteurs inhibiteur,
comme TIGIT (inhibition de la réponse positive par des motifs ITIM activant SHP-1, et

compétition avec le CD226 pour la liaison au CD155), (figure 4).
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Figure 4 A-C. Les différents mécanismes décrits par lesquels les molécules inhibitrices exercent leur

réle.

A : Régulation négative par recrutement de protéines SHP (Proteine Thyrosine Phosphatase) 1 et 2

via motifs ITIM ou ITSM, ou autre (exemple motif KEELE pour LAG-3).
B : compétition pour la liaison d’'un méme ligand entre récepteur inhibiteur et récepteur activateur

C : Différentes molécules inhibitrices et leurs ligands respectifs.
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D’aprés McLane et al, Annu Rev Immunol 2019 et Wherry et al, Nat Rev Immunol 2015
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3.3 Perte de la capacité a survivre de maniére indépendante de la présence de
I"antigene.

Les cellules T mémoires sont capables de survivre au long-cours, sans présence de
I’antigéne, par augmentation de I'expression des récepteurs IL7Ra et IL-2/15RB. Ceci leur
permet de maintenir un auto-renouvellement homéostatique!®®. Cette caractéristique est

perdue par les cellules T épuisées®’

. De plus, la persistance de I’antigéne est un point crucial
a la prolifération de certaines cellules épuisées'®®. Aprés résolution d’une pathologie virale

comme le VHC, une grande partie des cellules T épuisées disparait'?®,

3.4 Altération du métabolisme

Comme dans toutes les cellules de I'organisme, I'adénosine triphosphate (ATP)
nécessaire aux activités cellulaires des lymphocytes T peut étre produit a partir du glucose et
des acides gras par glycolyse, phosphorylation oxydative, et/ou I’oxydation des acides gras.
Les lymphocytes naifs utilisent de maniere prépondérante la phosphorylation oxydative et
I’oxydation des acides gras, pour couvrir leurs besoins énergétiques!!?. Cependant, bien que
tres efficaces, ces deux voies de production d’énergie sont incapables de répondre aux besoins

élevés des lymphocytes activés!!!

. Les cellules lymphocytaires présentent une plasticité
métabolique importante leur permettant de passer d’une phosphorylation oxydative
mitochondriale au stade quiescent a une glycolyse permettant de répondre aux besoins

importants des T effecteurs!'?, En effet, la prolifération massive en réponse a une stimulation,

permettant d’obtenir un nombre conséquent de cellules T spécifiques, est IL-2 dépendant, et
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hautement (et brutalement) consommatrice d’énergie. Ce bouleversement métabolique est
renforcé par les actions des signaux de costimulation comme le CD28, aboutissant via la voie
de phosphoinositol 3 kinase (PI3K), a une phosphorylation de la protéine kinase B (AKT), et
entrainant une activation de la voie des mTORs, et renforcant I’activité de MYC, et HIF1a'3,
Ces différentes voies permettant aux cellules T d’augmenter la transcription des transporteurs

membranaires du glucose et des enzymes de la glycolyse!®3.

Une dysrégulation métabolique a été observée pour les cellules T épuisées!®. Les voies
nécessaires au maintien de la glycolyse sont impactées par la stimulation chronique et
amenent a augmenter la dépendance des cellules T a la phosphorylation oxydative et
I’oxydation des acides gras. Ceci aura pour effet de diminuer les ressources énergétiques de
la cellule, diminuant également les capacités prolifératives et fonctionnelles. Pour exemple,
PD-1 impacte les voies PI3K, AKT et mTOR inhibant la glycolyse!'# (Figure 5), créant une
balance négative entre des besoins anaboliques majeurs et une limitation des capacités
énergétiques. L'impact des autres récepteurs inhibiteurs sur les dysrégulations métaboliques

reste mal connu.
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Figure 5.

Modifications métaboliques observées au cours de I’épuisement lymphocytaire T en

comparaison aux stimulations antigéniques aigues et résolutives.

THitta & MyC s t aLuT
Glyciytic enzymes

D’apreés Sears et al, Immunology 2021

Abbréviations : OXPHQOS, phosphorylation oxydative ; FAO, oxyadation des acides gras
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3.5 Facteurs de transcription et modifications épigénétiques impliqués dans I’ELT.

Les cellules T épuisées présentent un programme transcriptionnel distinct des cellules
T mémoires, et T effectrices, mais aussi des cellules T anergiques!®. Au-dela de profils
d’expression différents, la connexion entre |’expression de certains facteurs de transcription

et les réseaux transcriptionnels différe de celle observée au sein des cellules T effectrices.

NFAT est un facteur classique associé a I’activation lymphocytaire. La balance NFAT-
AP1 lorsqu’elle penche pour NFAT engendre la production de plusieurs récepteurs inhibiteurs

comme PD1, LAG-3, Tim-3.

T-Bet et Eomes sont deux facteurs de transcription primordiaux de la famille T-box.
Durant une infection aigue, ces deux facteurs présentent une augmentation d’expression
apres I'activation lymphocytaire : T-bet permettra de diriger les cellules vers des T effecteurs,
alors que EOMES permettra la production de cellules mémoires!®>. Cependant lors d’une
infection aigue, une réponse T peut étre obtenue malgré I'absence de ces deux facteurs. A
I'inverse, Ces deux facteurs de transcription sont indispensables pour obtenir des cellules T
épuisées!®, Toutefois, le niveau d’expression de ces deux facteurs détermine des stades
différents d’épuisement!®. Durant une infection virale chronique, T-bet est progressivement
réprimé au sein des cellules T spécifiques du virus. Cette diminution d’expression est corrélée
ala progression de la dysfonction lymphocytaire T CD8+1°. A I'inverse, I’expression de EOMES
dans les lymphocytes T CD8+ virus-spécifiques augmente au cours des infections
chroniques!®, et est corrélée dans les modéles murins avec une diminution de la

polyfonctionnalité IFNy + TNFa alors que les capacités cytotoxiques sont maintenues au sein

des LT CD8+ virus-spécifiques®.
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TCF-1 est un facteur de transcription impliqué aux stades initiaux de développement T
dans le thymus, mais aussi dans ’homéostasie des T mémoires!?®. TCF-1 est également

indispensable au maintien des capacités progénitrices des cellules épuisées!?’.

TOX (Thymocyte selection-associated High Mobility Group bOX, 1 et 2) s’est révélé
récemment étre un facteur de transcription majeur qui semble spécifique de I'ELT, pilier du
remodelage épigénétique associé a cet état. TOX est activé via la stimulation chronique du
TCR, et dépend de la calcineurine pour étre induit, via NFAT. En I'absence de production de
TOX, aucune cellule épuisée n’est détectée!’®. Cependant, les études chez 'lhomme ont
montré que ce facteur de transcription n’est pas exclusivement exprimé par les cellules
épuisées, mais aussi par les cellules T effectrices mémoires CD8+. Ainsi les LT CD8+ mémoires
polyfonctionnels EBV ou CMV — spécifiques expriment également TOX'!°. Récemment Beltra
et collégues'?® ont, & partir du modéle murin de LCMV et de lignées cellulaires tumorales
murines et humaines, hiérarchisé 4 niveaux d’épuisement, par I’expression de TCF-1, du CD69,
de SLAMSG, et de TOX. Deux profils de cellules T épuisées progénitrices TCF-1+ sont ainsi
décrits, pouvant étre réversible de I'un a I'autre : I'un quiescent et réside uniquement dans les
tissus lymphoides (TOX"TCF1"CD69+SLAM6+), 'autre est circulant et capable de divisions
cellulaires (TOXMTCF1CD69-SLAM6+). Ces derniéres cellules sont capables de donner
naissance a des cellules T épuisées dites « intermédiaires » (TOX™TCF1-CD69-SLAM®6-),
exprimant encore fortement T-bet, et présentant encore des capacités fonctionnelles et
cytotoxiques modérées. Enfin, des cellules T épuisées de maniére terminale et irréversible
apparaissent (TOXMTCF-1-CD69+SLAMG6-), incapables de se diviser, perdant définitivement
I’expression de T-bet alors que I'expression d’EOMES augmente. L'apparition de ces cellules
épuisées de maniere terminale et irréversible est sous la dépendance de TOX, via la répression

d’expression de T-bet.
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NR4a (Nuclear Receptor 4a) est également un facteur de transcription impliqué dans
la mise en place d’'un programme épigénétique d’ELT, sous la dépendance de I'activation

chronique du TCR, et de NFAT. Une régulation positive entre TOX et NR4a a été décrite!??.

Enfin, des modifications épigénétiques profondes et propres aux cellules T épuisées
ont été mise en évidence (Figure 6). Tout au long du développement de I'ELT, des
modifications progressives de I’architecture de la chromatine sont observées amenant a pres
de 6000 régions accessibles de chromatine différentes en comparaison au cellules T
effectrices, ou T mémoires*?2. Ces marques épigénétiques sont par exemple bien visibles sur
le gene codant pour PD-1 (Pdcd 1) qui devient totalement déméthylé permettant une large
transcription, alors qu’elle ne I’est que tres transitoirement lors de I’activation lymphocytaire
T hors épuisement!?3, Ces marques épigénétiques présentent des similitudes importantes
entre les cancers et infections chroniques. De plus, elles permettent de différencier de
maniere plus précise les cellules pouvant répondre ou non a [Iutilisation d’une
immunothérapie par bloqueur de PD-1 1?4, En effet, Pauken et collégues avaient montré dans
le modeéle murin de LCMV chronique, que les marques épigénétiques étaient peu ou pas
modifiées aprées utilisation d’un bloqueur de la voie PD-1. Ainsi aprés une amélioration tres
transitoire du caractere fonctionnel des cellules apres blocage de la voie PD-1, on observait
un retour a I'état d’épuisement précédent et donc une résistance a ce type de traitement

utilisé seul'?*.
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Figure 6. Modifications épigénétiques au cours de I’épuisement lymphocytaire T.
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D’aprés Wherry et al, Nat Rev Immunol 2015
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4 ELT dans les différentes situations cliniques

4.1 ELT dans les infections chroniques

Dans les infections virales, I'incapacité des cellules T-spécifiques du virus a sécréter des

k- ff . d. I- 7 Y I . I d I' . N 125 .
cytokines effectrices est directement liée a la persistance au long cours de I'antigene!#. Ici
I’ELT est vu comme jouant un role de régulation, permettant le maintien d’un contrdle continu

de I'infection, tout en évitant au systéme immunitaire de créer des lésions délétéres?6:127,

- Modeles murins

L’ELT a initialement été étudié dans un modéle murin d’infection chronique a LCMV?*%,
Afin de déterminer la signature moléculaire de L'ELT dans les infections chroniques, Wherry
et collegues ont étudié le phénotype et la fonction des lymphocytes CD8+ au cours de
I'infection a LCMV dans sa forme chronique (LCMV clone 13) et dans sa forme aigue (LCMV
Armstrong). Les auteurs ont pu ainsi montrer que les souris infectées par la forme chronique
de LCMV présentent dans les premiers jours de lI'infection une co-expression soutenue et
importante de multiples récepteurs inhibiteurs (PD-1, LAG-3, TIGIT, CD160, Tim-3, 2B4), mais
aussi des modifications profondes métaboliques (inhibition de la glycolyse amenant aux
déficiences énergétiques), et un profil transcriptionnel unique, avec des altérations dans
I’expression génique de régulateurs du chimiotactisme (augmentation d’expression de
certains genes comme CXCL10, diminution d’expression d’autres comme CD62L), de

I’adhésion (augmentation d’expression du CD11c ou CD49c mais diminution d’ICAM2 par
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exemple) et de la migration. De plus, des modifications dans certaines voies de signalisation

intra-cellulaire étaient notées (comme la diminution d’expression de NFAT ou Lck).

L'importance de I’expression des récepteurs inhibiteurs dans le maintien d'un état
d’épuisement a été souligné en bloquant ces voies de régulation. En effet, I'utilisation d’un
anticorps anti-PD-1 ou anti-PD-L1 permet de lutter contre I'ELT et d’obtenir un meilleur
contréle de la charge virale'?>13, Ceci a permis de conclure au caractére potentiellement
dynamique de I’état d’ELT, ainsi que I'intérét d’envisager le blocage de ces voies inhibitrices
en situation d’infection chronique. Cependant, I’absence de réponse au blocage unique de PD-
1, a un stade plus tardif a fait apparaitre 'irréversibilité de I'ELT lorsque les cellules ont mis en
place un programme épigénétique spécifique d’ELT, et sont engagées définitivement dans un
état d’épuisement?31132, Ce modéle murin a également permis de montrer que le blocage de
plusieurs molécules de co-inhibition (PD-1 + Tim-3, PD-1 + TIGIT, PD-1 + LAG-3) permettait un

meilleur contrdle de la réponse virale en comparaison au blocage unique d’une voie!?>133.134,

D’autres modeles murins ont été décrits, comme le modéle murin d’infection chronique a
gammaherpesvirus, ayant permis de souligner le réle de LAG-3 dans la régulation négative de

la réponse T 72,
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- Au cours des infections chez ’homme

Chez I'homme, cet état a été principalement étudié dans les pathologies virales
chroniques (HIV, HBV, HCV). De maniére générale, une surexpression de PD-1 par les T CD8+1%°
est observée dans toutes les infections chroniques comparativement aux sujets sains, ainsi
gu’aux patients ayant guéri de l'infection. On note également au cours de I'infection par le
virus de 'immunodéficience humaine (VIH) qu’une augmentation d’expression de Tim-3 dans
les CD4+ et CD8+ est corrélée au maintien d’'une charge virale élevée, mais aussi a la
lymphopénie CD4+%. De plus, la production d’IL-10 est augmentée dans ces pathologies

virales chroniques (VIH, VHB, VHC)!357137,

Dans I’hépatite B, une expression plus importante des récepteurs inhibiteurs 2B4,
CTLA-4 et PD-1, par les CD8+ spécifiques du virus, périphérique ainsi que intra-hépatiques, des
patients infectés de maniére chronique a été retrouvée, en comparaison aux patients en
phase aigue, ou aprés guérison3813%140 |n vitro, le blocage de ces voies inhibitrices permet
d’obtenir des réponses cytokiniques plus importantes!3®13° |’expression de PD-1 a été
évaluée de maniére dynamique au cours de l'infection a HBV. Au cours de l'infection aigue,
une augmentation de I'expression de PD-1 par les T CD8+ spécifiques du virus est observée,
reflétant bien le role de régulation négative en rétrocontrole a une stimulation positive du
lymphocyte. Cette régulation est primordiale, car les patients présentant une expression
diminuée ou retardée de PD-1 présentent un taux élevé de lésions hépatiques séveres

aboutissant a I'insuffisance hépatique gravel#°,

Dans I’hépatite C, une co-expression soutenue des récepteurs inhibiteurs PD-1, CTLA-

4, CD160, TIGIT, 2B4 et Tim-3 a été observée par les T CD8+ spécifiques intra-hépatique des
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patients présentant une infection chronique, en comparaison aux patients en réponse virale
soutenue!*714 n vitro, le caractére dysfonctionnel de ces cellules a été démontré, et peut
étre réversé par I'adjonction d’anticorps bloquant les voies PD-1 et CTLA-4. |l est a noter que
cette surexpression est notée dans les lymphocytes intra-hépatiques, site de réplication du

virus, mais non dans le sang périphérique (pour CTLA-4 et Tim-3)42,

Dans l'infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) une augmentation
de I'expression de ces mémes récepteurs inhibiteurs (PD-1, TIGIT, Tim-3, CD160, CTLA-4, 2B4)
au sein des CD4+ et CD8+ a été observée dans le sang périphérique, en comparaison a des
sujets non porteur du VIH'#>14¢_Une corrélation entre les proportions de T CD8+ exprimant
TIGIT et TIGIT/PD-1 et la progression de la maladie a été rapportée. Par ailleurs, une autre
population T épuisée exprimant fortement KLRG1, TIGIT et CD160 a été identifiée uniquement

chez des patients VIH+ en comparaison a des témoins sains'*’.

Une perte de poly-fonctionnalité dans les CD8+ spécifiques du CMV a également été

associé a un moindre contrdle de I'infection4814°,

Tout récemment, au cours des infections a COVID chez le patient transplanté d’organe
solide, nous avons pu montrer une corrélation entre les taux circulants de CD4+ et de CD8+
conventionnels mémoires exprimant TIGIT et les taux de lymphocytes T régulateurs circulants.
Nous avons également pu mettre en évidence une corrélation entre les taux circulants de
lymphocytes T régulateurs et les mémoires conventionnels CD4+ exprimant le CD39 ainsi que
les CD8+ exprimant PD-1. Il existait également une corrélation entre I’expression de TIGIT dans

les CD4+ conventionnels et les fréquences de CD4+ produisant perforine/ Granzyme B**°,

Ces différentes avancées dans la compréhension de I'ELT ont amené au

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans la leucoencéphalopathie
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multifocale progressive, ol les taux de CD4+ et CD8+ exprimant PD-1 sont parfois majeurs*>?,

un traitement par antagonistes de PD-1 a permis de restaurer I'immunité anti-JC-virus, et ainsi
de guérir certains patients’®>'>3, Cependant, nous avons montré qu’en situation de greffe
rénale avec une immunosuppression soutenue au long cours, d’autres récepteurs inhibiteurs
sont également fortement exprimés (comme 2B4 ou CD160), et ne sont pas impactés par
I'utilisation d’un traitement par antagoniste de PD-1, ce qui limite I'efficacité de ce type de
thérapeutique®*. Un essai thérapeutique est en cours pour évaluer la sécurité d’utilisation et
I’efficacité d’un anti-PD-1 dans le VIH (NCT03367754). In vitro, le blocage de Tim-3 ou de
KLRG1 permet de restaurer 'immunité anti-VIH®%7 et des essais thérapeutiques pourraient

commencer prochainement.

Le r6le de I'ELT est également en cours d’investigation dans le sepsis des patients en
réanimation. Dans un modele murin de sepsis chez des souris (ligature et perforation coecale),

155 ont montré une augmentation de |’expression de PD-1 dans les

Brahmamdam et collegues
lymphocytes T CD4+ et CD8+ spléniques, dans les deux jours suivant le développement du
sepsis. Cette augmentation d’expression de PD-1 est associée a une apoptose lymphocytaire
majeure. L'utilisation d’un anticorps anti-PD-1 permettait de limiter cette apoptose et
d’augmenter la survie des souris traitées. Plusieurs essais cliniques ont été initiés a la suite de
ces observations afin de traiter les sepsis en réanimation. Notre groupe a rapporté récemment
son expérience sur des patients septiques en réanimation®®. L’expression sur les lymphocytes
T CD4+ et CD8+ de trois récepteurs inhibiteurs PD-1, 2B4, et CD160 ont été étudiés chez des
patients atteint d’un sepsis et admis en réanimation a J1 et J3 de leur entrée en réanimation.
Trois clusters de CD8+ principaux étaient retrouvées en analyse non supervisée

(2B4'°ovpD1lowCD160'%,  2B4MPD1MNCD160"",  2B4"NPD1°%wCD160M).  L’augmentation

d’expression de ces clusters était corrélée au risque de décés.
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4.2 ELT en cancérologie

Les cellules tumorales portent des altérations génétiques résultant de lésions de I’ADN
(elles méme induites par déficience de réparation de I’ADN, I'exposition chronique a des
toxiques comme le tabac, ou I’exposition aux ultra-violets)*®’. Ces altérations permettent de
distinguer les cellules normales des cellules cancéreuses, et peuvent induire I'activation des
lymphocytes T*°8. La présence de lymphocytes infiltrant les tumeurs (en particulier les CD8)
est un marqueur pronostic favorable dans de nombreuses tumeurs solides®°. Toutefois, les

160

cellules immunitaires peuvent étre incapables d’éliminer les cellules cancéreuses*®®, suite a la

|61 Les cellules T sont

réduction des fonctions effectrices T par le microenvironnement tumora
dépendantes des nutriments contenus dans le microenvironnement pour produire I'énergie
qui leur est nécessaire lors de leur activation. En cas de balance négative entre besoins
énergétiques et capacité de production, une adaptation avec hypo-fonction apparait'®2. Dans
le microenvironnement tumoral, de nombreuses modifications favorisent le développement
de I'ELT. D’une part, les cellules tumorales détournent pour leurs besoins propre une grande
partie du glucose présent localement. Dans un modele murin de sarcome, le détournement
du glucose par les cellules tumorales entrainait une diminution de la capacité des CD8+ a
contréler la tumeur'®, La déplétion du microenvironnement tumoral en certains acides
aminés essentiels a l'activation T, comme la glutamine, participe a I'ELT locall®*. Le
métabolisme du triptophane par I’enzyme Indoléamine 2,3 Déoxygénase (IDO) sécrétée par
certains cancers, entraine outre la déplétion de cet acide aminé, une accumulation de

kynurenine, elle-méme responsable d’une augmentation de T régulateurs localement, et une

augmentation d’expression de PD-1 par les lymphocytes infiltrant la tumeur!®®. De plus la
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sécrétion d’arginase par les cellules myéloides locales entraine une diminution d’arginine®,

La diminution du pH, I'hypoxie, et I'augmentation des concentrations d’acide lactique

participe également a I'ELT local*¢717°,

171 ont

Dans un modéle murin de mélanome (tumeurs B16-OVA), Miller et colléegues
montré un profil commun (épigénétique, transcriptomique) d’épuisement des lymphocytes T
CD8+ infiltrants les tumeurs, et des lymphocytes T CD8+ issus du modele d’infection virale
chronique, LCMV chronique (clone 13). Deux clusters différents ont pu étre identifiés, entre
lymphocytes T « progéniteurs épuisés » (Tcf1+Tim-3-) et T « épuisés de maniére terminale »
(Tcf1-Tim-3+), présentant des caractéristiques fonctionnelles différentes (perte de Ia
polyfonctionnalité IFNy+TNFoa+IL-2+, diminution des capacités prolifératives, et majoration
des capacités cytotoxiques (production de granzyme B) des cellules T épuisées de maniere
terminale), présentant des réponses différentes au blocage de la voie PD-1 (réversion des
marqueurs d’épuisement des cellules T progénitrices épuisées, alors que les cellules T
épuisées de maniere terminale ne répondent pas). Cependant, des différences ont émergé
récemment entre I'expression de certains récepteurs inhibiteurs (principalement KLRG1,

CD160, LAG-3, et CTLA-4) au cours de l'infection chronique a EBV et du mélanome'’?,

renforgant I'idée d’une expression de ces récepteurs dépendante du contexte.

Chez ’'homme des clusters dysfonctionnels de lymphocytes infiltrant les mélanomes
ou certains cancers du poumon ont été retrouvés, exprimant principalement PD-1, Tim-3,
TIGIT et LAG-3173174 Les implications cliniques, par I'utilisation d’antagonistes CTLA-4, PD-1
ou PD-L1, sont maintenant indéniables dans de nombreux cancers, ou ces traitements ont

montré des résultats impressionnants (en particulier dans le mélanomel’>, les tumeurs du
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poumon non a petites cellules!’®, le cancer du rein'’’, les cancers urothéliaux!’?, ainsi que les

cancers ORL'"?).

Le role de I'ELT dans les hémopathies est en cours d’investigation. Dans la leucémie
aigue myéloide (LAM) I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques est le traitement de
référence lorsqu’il est possible. L'efficacité de ce traitement passe en partie par la capacité
des cellules T du donneur a éliminer les cellules tumorales résiduelles (effet du greffon contre
la leucémie®®®). Le réle des inhibiteurs du checkpoint immun a été mis en lumiére par
I'utilisation avec succes d’un antagoniste du CTLA-4 (Ipilimumab) chez des patients allogreffés
pour LAM, et présentant une rechute post greffe'®l, La méme équipe a par la suite démontré
des profils CD8+ différents selon la réponse aux immunothérapies : les patients ayant répondu
au traitement présentaient une infiltration CD8+ des sites tumoraux plus importante que les
patients n’ayant pas répondu ; alors que les patients ayant répondu présentaient un profil
d’activation des CD8+ circulants plus important (comparables a celui observé chez les patients
ayant présenté une maladie du greffon contre I’h6te apres traitement), les patients non
répondeurs présentaient un profil de CD8+ épuisé!®. De plus, I'étude de patients allogreffés
de moelle ayant rechuté a montré, en comparaison aux patients n’ayant pas rechuté, une
augmentation d’expression de certains récepteurs inhibiteurs (principalement PD-1, Tim-3 et
KLRG-1) au sein des lymphocytes T CD8+ (principalement dans les compartiments T souches
mémoires et T centraux mémoires) infiltrant la moelle osseuse. De plus une signature
permettant de prédire la rechute de ces patients (pourcentage élevé de cellules souches

mémoires (TSM) CD8+PD1+Eomes+T bet-) a pu étre établie'®3,

Actuellement, les thérapeutiques visant a bloquer certaines voies inhibitrices ont

révolutionné la prise en charge de certains cancers. En particulier, les traitements bloquant Ia
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voie PD-1/PD-L1 sont indiqués dans le mélanome au stade métastatique, mais aussi dans le
cancer du poumon non a petites cellules. D’autres molécules comme les anti-CTLA-4 font
maintenant partie de I’arsenal thérapeutique, et de trés nombreuses molécules sont en cours
de développement (antagonistes TIGIT ou Tim-3). L'expression soutenue de plusieurs
récepteurs inhibiteurs ouvre la voie a des associations actuellement en cours d’évaluation
(comme anti-PD-1 + anti-CTLA-4 dans le mélanome (NCT0322076 et NCT02834013,

NCT02408861), ou anti-PD-1 + anti-TIGIT (NCT03119428 et NCT03563716).

4.3 ELT en auto-immunité

A l'instar de ce qui est observé dans les infections chroniques ou les cancers, une
stimulation chronique T s’installe dans I'auto-immunité, mais cette fois dirigée contre des
antigénes du soi. Les cellules CD8+ présentant une forte affinité pour des antigenes du soi,
ayant échappé a la premiere barriere de la sélection négative thymique, subissent
normalement une sélection négative périphérique (procédé de tolérance croisée’®?).
Cependant, I’échappement a ces deux controles dans I'auto-immunité permet a la stimulation
antigénique d’engendrer une expansion oligoclonale T, directement impliquée dans de
nombreux processus dysimmunitaires, comme le diabéte de type 1. Ici, les cellules T CD8+
auto-réactives sont directement responsables des lésions engendrées sur les organes, et
expriment de haut niveaux de cytokines effectrices'®®. Cependant des marques d’ELT peuvent
étre observées et sont alors associées a des trajectoires favorables dans I’évolution de la
pathologie. Dans le lupus erythemateux aigu disséminé ou les vascularites a ANCA par

exemple, un profil transcriptomique associé a I'ELT dans les CD8+ associé a une faible
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expression des molécules de costimulation dans les CD4+ est associé a de meilleures

évolutions?®:187,

Dans cette situation, I'ELT semble ici jouer un role protecteur permettant de freiner le
processus auto-immun. De potentiels biomarqueurs ou de nouvelles voies thérapeutiques

pourraient découler de ces observations dans le futur.

4.4 ELT dans la transplantation d’organes

Actuellement la greffe rénale est le traitement de référence de I'insuffisance rénale
chronique au stade terminal de la maladie. Toutefois, les résultats a long terme restent
fortement impactés par les conséquences du maintien et de la gestion d’un traitement
immunosuppresseur a long terme. Jusqu’a présent aucun biomarqueur (seul ou en
combinaison) n’a pu prouver son utilité pour ajuster le traitement immunosuppresseur au
long-cours, et ainsi limiter le risque de sous-immunosuppression (rejet aigu et chronique T ou
anticorps-médié), ou de sur-immunosuppression (complications infectieuses et

néoplasiques).

L’ELT en transplantation d’organes solides reste actuellement peu étudié. Cependant
la persistance d’une charge antigénique élevée, constituée d’antigénes étrangers, et
représentée par le greffon implanté, rapproche cette situation clinique des infections virales

chroniques.

Toutefois, le concept d’ELT en transplantation se confronte a la multitude de cibles

épitopiques potentielles que représente le greffon (notion de « diffusion épitopique »)*. La
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réponse initiale dominante contre un épitope pourrait ainsi étre maintenue par la survenue
de réponses secondaires a d’autres antigenes du donneur. L'impact de la diffusion épitopique
a précédemment été étudiée en transplantation cardiaque, ou elle a montré une corrélation

avec le rejet chronique!®,

4.4.1 ELT dans les modeles murins d’allogreffe

Des modeles murins ont ouvert la voie a I’étude de I'ELT dans cette situation. Le role
de la masse antigénique dans le développement d’une diminution de la réponse T allo-

189 ou

spécifique a été observé de longue date dans des modeles murins de greffe hépatique
des modeéles de double greffe de coeur ou de rein'®. De plus I'importance de la voie PD-1 /
PD-L1 dans les capacités de développement du rejet a été observée dans des modele murins
d’allogreffe d’organe solide. Wang et collégues®*1°3 ont rapporté une meilleure survie de
greffons cardiaque et de peau apres adjonction de PD-L1- Ig a une dose suboptimale de
ciclosporine ou de rapamycine. Les souris déficientes pour PD-1 ou PD-L1, ainsi que les souris
traitées par anti-PD-1 perdaient tout avantage a |'utilisation d’un bloqueur du second signal
(anti- CD154, CTLA-4 Ig). Enfin les cellules allo-réactives CD4+ et CD8+ issues de souris
déficientes pour PD-1 présentaient un profil plus agressif (augmentation des capacités

prolifératives et de production cytokiniques) que les souris sauvages, suggérant un réle

important de la voie PD-1/ PD-L1 dans la survie des greffons a long terme.

Un profil dysfonctionnel CD4+ exprimant des molécules inhibitrices (dont PD-1) se
développe apres greffe, et est associé a la survie sans rejet. A partir d'un modéle murin de

rejet chronique en greffe cardiaque (modéle bm12 a un seul mismatch classe 1), Sarraj et
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P4ont évalué le profil phénotypique et fonctionnel lymphocytaires, dans une

collégues
situation ou le systéme immunitaire se trouve dans l'incapacité de répondre par absence
d’expression des ligands des sélectines (souris rendues KO pour FUT7, géne responsable de
I’expression de la fucosyl-transferase 7, elle-méme permettant la synthése des ligands des
différentes selectines). Les enseignements tirés de ce modele étaient multiples. D’une part les
souris n‘exprimant pas de ligands pour les sélectines présentaient une survie nettement
supérieure aux souris sauvages. L'infiltration leucocytaire, l'inflammation, ainsi que
I’activation endothéliale au sein de I'organe greffé étaient significativement moindres pour les
souris Fut7”/". D’autre part, les cellules T CD4+ spléniques présentaient un profil phénotypique
d’ELT (avec des taux élevés d’expression de PD-1 mais aussi Tim-3 et KLRG1) ainsi que des
capacités prolifératives diminuées. Enfin, le blocage de la voie PD-1/PD-ligands par un
anticorps monoclonal anti-PD-1, efface tout avantage de survie pour les souris Fut7”, en
entrainant un rejet aigu massif dans les jours suivant lI'injection. Dans un autre modele de
transplantation cardiaque (souris présentant un mismatch HLA complet balb/c dans C5BL6),
Wu et collégues ont analysé I'impact de I'Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4)1%. Les auteurs
ont pu montrer que les souris déficientes en IRF4 présentaient une survie significativement
plus importante que les souris sauvages. Cette augmentation de survie était associée a
I"augmentation de I'expression du facteur de transcription Helios, et des récepteurs
inhibiteurs PD-1 et CD160 sur les lymphocytes T CD4+ spléniques. Le gain de survie pouvait
étre effacé par I’administration d’un anticorps anti-PD-L1 ou par anti-CTLA-4 dans les premiers
jours post greffe (seuls ou en combinaison), mais étaient inefficaces aprés 30 jours de greffe.
Un profil CD8+ évoquant de I'ELT a également été retrouvé apres transplantation d’organes

solides.
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1% ont

Dans un modele d’allogreffe de peau (souris males / femelles), Zou et collégues
étudié lerole de la charge antigénique dans la survie des greffons. Les auteurs ont tout d’abord
montré que seuls les greffons de peau importants présentaient une survie longue, et non les
greffons de taille plus petite. En étudiant de maniere spécifique les cellules allo-spécifiques
dans ce modeéle (lymphocyte T anti-male dans les souris femelles), les auteurs ont montré
d’une part une disparition dans le sang périphérique de ces cellules avec des greffons
importants, mais pas lorsque des greffons de petites tailles étaient utilisés. Dans la rate, a 28
jours de la greffe, les cellules allo-spécifiques des souris ayant recu un greffon de taille
importante étaient (comparativement aux cellules allo-spécifiques des souris ayant recu un
greffon de petite taille) en proportion plus faible, et présentaient un profil d’ELT
(augmentation de I'expression de PD-1, Tim-3, LAG-3 et diminution de I’expression d’IFNy,
TNFa, et Perforin). Dans cet article, les auteurs ont également montré I'importance de la
charge antigénique dans le développement de I'ELT CD4+. En étudiant le profil de cellules
CD4+ CD45.1+ TEa apres transfert adoptif dans deux situations (souris B6 recevant une greffe
de peau a partir de souris Balb/c, ou dans des souris CB6F1 exprimant de fortes quantités de
I"antigéne I-Ea), les auteurs ont pu montrer que seules les cellules 45.1+ Tea directement
exposées dans les souris CB6F1 présentaient un profil d’ELT (diminution en fréquence, et

expression plus importante de Tox, PD-1, LAG-3, Tim-3, TIGIT et diminution de production

d’IFN-y et TNF-a).

L'augmentation d’expression de Tim-3 et de son ligand Galectine-9 au cours du rejet a
été rapportée dans un modele de transplantation pulmonaire chez le rat, soulignant
I'importance de cette voie de régulation dans le rejet®”. Dans un modéle murin d’allogreffe
cardiaque, le blocage de la voie TIM-3 : Galectine-9 par un anticorps anti-Tim-3 (RMT3-23) a

été décrit comme responsable d’un rejet accéléré, (avec augmentation de production
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d’anticorps spécifiques du donneur, augmentation de la polarisation lymphocytaire vers des
réponses Thl et Th17 et diminution de fréquence des lymphocytaires T régulateurs)®®. De
plus, I'administration de galectine-9 dans un modele murin de greffe de peau et de cceur, ont

montré un allongement de survie des greffons!®9200,

4.4.2 ELT en transplantation clinique chez ’lhomme

Chez I’lhomme, a ce jour, les données sont peu nombreuses. Cependant deés la fin des
années 90, Thomas Starzl faisait le postulat d’'un ELT permettant le succes de la greffe a long

terme?°1,

Parmi les preuves indirectes, la diminution de la réponse allo-spécifique, est
importante. Au fil du temps, le taux de rejet diminue, et les caractéristiques se modifient
(quasi disparition du rejet T-médié, remplacé par les rejets chroniques anticorps-médiés)?. En
greffe hépatique, des essais positifs visant a I'arrét de tout traitement anti-rejet apres 10 ans
de greffe, plaide pour la délétion clonale allo-spécifique, pouvant étre vue comme le stade
ultime de I’épuisement. Par le séquencgage de la chaine  du TCR apres réaction lymphocytaire
mixte sur prélevement recueilli avant greffe, Savage et collegues ont rendu plus consistante
cette hypothése. En effet, sur les 8 patients étudiés, les auteurs ont pu montrer une réduction
des séquences allo-spécifiques (sans modification des séquences apres stimulation par « third
parties ») chez six patients?®?2, Une étude longitudinale sur les 6 premiers mois de
transplantation rénale, a montré une augmentation progressive de la proportion de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ présentant des caractéristiques d’ELT3?: par une analyse en

cytométrie de masse, Fribourg et colléegues ont montré une augmentation de différents

clusters considérés comme épuisés car exprimant au moins un récepteur inhibiteur. Au sein
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des cellules CD4+, cing clusters épuisés étaient identifiés (PD-1+TIGIT+Tim-3-2B4-, PD-
1+TIGIT+Tim-3+2B4-, PD-1+4-1BB+Tim-3+2B4+, Th1 épuisés, Th2 épuisés). Parmi ces clusters,
PD1+TIGIT+Tim-3-2B4- était représenté de maniere largement dominante au cours des 6
premiers mois de greffe. L’augmentation de proportion dans le sang périphérique des CD4+
épuisés était corrélé a la diminution des capacités de production d’ATP, concordant avec le
statut épuisé de ces cellules. De plus, cette augmentation des populations épuisées était elle-
méme inversement corrélée a I'augmentation de la fibrose du greffon. Des résultats similaires
ont été obtenus au sein des cellules T CD8+, ou deux clusters épuisés étaient
identifiés (PD1+TIGIT+2B4+Tim-3-4-1BB- et PD1+TIGIT+2B4+Tim-3+4-1BB+). Ici également,
I'augmentation de ces populations T épuisées était corrélée a la diminution des capacités de
production d’ATP, et inversement corrélée a I'augmentation de la fibrose du greffon rénal au
cours des six premiers mois post greffe. Ceci laisserait supposer, comme dans I'auto-immunité
un role positif de I'ELT dans la survie des greffons. Dans une étude transversale, nous avons
étudié I'expression de certains récepteurs inhibiteurs (TIGIT, PD-1, Tim-3, 2B4, CD160) a
différents temps post greffe (a 39 écart interquartile [25-75] (27 ; 71)), chez des patients tous
transplantés a partir d’'un donneur vivant, et recevant un traitement par anti-calcineurines et
acide mycophénolique (article soumis). Nous avons pu noter une corrélation significative
entre le délai de greffe et les fréquences de LT CD4+ mémoires exprimant TIGIT, ainsi que le
ratio TIGIT/CD226. Des modifications fonctionnelles ont pu étre notées avec une diminution
des capacités de production cytokiniques des LT CD4+ TIGIT+CD226+ pour les délais les plus
importants post greffe en comparaison aux patients testés a dans des délais proches de la
greffe. La réponse T allo-spécifique CD4+ était plus faible chez les patients greffés, en

comparaison aux réponses non spécifiques du donneur, et semblait impliquer I'axe
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TIGIT/CD226. Dans les LT CD8+, une corrélation entre délai de greffe et pourcentage de LT

CD8+ co-exprimant PD-1 et TIGIT.

A l'inverse la présence d’un ELT au long cours trop conséquent pourrait également
favoriser la survenue de complications infectieuses opportunistes (comme la Leuco-
Encéphalopathie Multifocale Progressive, LEMP) ou de cancers (en particulier viro-induits). A
titre d’exemple, dans les désordres lymphoprolifératifs post transplantation (PTLD), les
cellules T EBV-spécifiques des patients présentant un PTLD EBV induit présentent une
expression significativement plus importante de marqueurs d’épuisement comparativement
aux patients présentant un PTLD EBV-non induit?°3. De plus, les patients transplantés a partir
d’'un donneur contre lesquels ils possedent des anticorps préformés (greffes dites HLA
incompatibles), présentent plus de complications infectieuses post transplantation?°4. Nous
avons étudié dans une étude transversale comparant I'expression de certains récepteurs
inhibiteurs (TIGIT, PD1, 2B4) et les capacités fonctionnelles (production d’IFN-y, IL-2, et TNFa)
des LT conventionnels CD4+ et CD8+ de patients greffés ABO ou HLA incompatibles?%>. Nous
avons pu montrer une augmentation des fréquences de LT CD4+ et CD8+ exprimant TIGIT dans
le groupe de patients HLA incompatibles. De plus, alors que TIGIT était négativement corrélé
aux capacités fonctionnelles des LT du groupe ABO incompatibles, toute corrélation était
perdue dans le groupe de patients HLA incompatibles. Ces données nous ont amené a évoquer
la possibilité du développement d’un ELT au cours de la reconstitution lymphocytaire, plus

important chez les patients greffés avec anticorps spécifiques du donneur préformés.

Une derniére preuve indirecte du rbéle de I"épuisement lymphocytaire T apres
transplantation d’organe solide a été soulevée par I'utilisation des inhibiteurs du checkpoint

immun chez des patients greffés. Bien qu’actuellement peu prescrits dans cette situation,
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certains patients greffés ont recu un traitement par bloqueur du checkpoint immun aprés une
greffe. Moins d’une centaine de cas ont été rapportés a ce jour?°®2%7_ De maniére générale,
une moindre efficacité est décrite chez les patients greffés d’organe solide, avec moins de 50%
de réponse (partielle ou compléte) sous ce type de traitement. Par ailleurs, prés d’un tiers des
patients transplantés présentent un rejet aigu apres injection de ce type de traitement. Ces
rejets surviennent également chez les patients trés a distance de la greffe (voire méme apres
perte de fonction, chez des patients repris en dialyse aprés greffe rénale2%®), et quel que soit
I’organe greffé (y compris apres greffe hépatique), ce qui plaide pour I'importance du maintien
de I'expression de ces molécules inhibitrices dans la survie a long terme des greffons. Le réle
de la voie des mTOR dans le possible blocage de I'allo-réactivité tout en favorisant la levée de

209

I'ELT a été évoquée par des modeles murins de greffe cardiaque®®® et quelques retours

210

d’expérience chez I’lhomme?!°, mais reste tres largement a confirmer.
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4.4.3 Evaluation de I'ELT chez 'homme : contexte spécifique de la

transplantation rénale

4.4.3.1 Identification des cellules allo-réactives

En transplantation, le pourcentage de cellules T circulantes considérées comme
alloréactives est mal connu chez '"homme, et estimé grossiérement entre 1 et 10%211212,

Plusieurs tests ont été développés afin d’étudier la réponse allo-spécifique (Figure 7) :

- Réaction lymphocytaire mixte (Mixed Lymphocyte Reaction, MLR) :

Dans ce test, les cellules mononucléés de sang périphérique de deux individus sont mises en
culture pour plusieurs jours. Les cellules du donneur sont inactivées par lyse (permettant de
focaliser I'étude sur la présentation indirecte) ou irradiation (permettant une étude apres
présentation directe et indirecte), et la prolifération des cellules du receveur, considéré
comme cellules répondeuses et marquées pour suivre la division cellulaire (par exemple
marquage CFSE ou CTV), peut étre quantifiée. En transplantation d’organe, les cellules allo-
spécifiques et non spécifiques peuvent étre analysées, en utilisant des cellules prélevées chez
le donneur du greffon ou chez des donneurs non apparentés (« third parties »),
respectivement. Ce test décrit depuis les années 60 a I'avantage d’étre robuste, et de
permettre I'analyse phénotypique des cellules ayant proliféré ou non. Cet avantage rend ce
test particulierement utile dans l'analyse de I'épuisement lymphocytaire T post greffe.

Quelques études anciennes ont montré un lien entre les taux de prolifération obtenus in vitro
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par MLR et le taux de rejet post greffe, ainsi que l'installation d’une hypo-réponse allo-

spécifique post greffe?!3214,

La lourdeur de mise en place (temps de manipulation, conservation des cellules du donneur)
ainsi que le délai dans I'obtention des résultats (temps de culture) ne permettent toutefois
pas a cette technique d’étre utilisée en routine pour le suivi des patients. A noter qu’un test
(Pleximmune™) dérivé de la MLR a tenté d’outrepasser ces difficultés, en analysant les
molécules d’activation lymphocytaire T exprimées de maniére précoce (CD40OLigand),
permettant de réduire a 24H le délai de rendu des résultats et de n’utiliser que 3 mL de sang

du donneur. Cependant les preuves manquent pour son utilisation en routine.

ELISPOT (Enzyme-like Immunospot)

Comme la réaction lymphocytaire mixte, cette technique est basée sur la culture des cellules
du receveur en présence de cellules inactivées du donneur (ou de « third parties »), dans des
puits de culture doublés de membrane recouverte par un anticorps dirigé contre la protéine
sécrétée étudiée (dans cette situation, les cytokines IL-2 et IFNy par les CD4+ et CD8+
principalement). Ensuite, aprés un temps de culture court (18 a 24H) et élimination des
cellules, un anticorps de détection (reconnaissant un épitope différent de I'anticorps initial)
est ajouté, ainsi que les agents nécessaires a la révélation du marquage (par exemple,
anticorps secondaire biotinylé, dont le marquage est révélé par ajout de peroxydase de
streptavidine + substrat)?!®. L'intérét de cette technique réside dans sa grande sensibilité?*°,
En pratique clinique, cette technique est actuellement en cours d’évaluation afin de mieux

216

prédire 1e2%® risque initial de rejet de greffe rénale?!’. Cependant, cette technique donne
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seulement une information quant aux capacités fonctionnelles des cellules, et non sur
I"analyse phénotypique, ce qui limite son utilisation pour I'étude de I'épuisement

lymphocytaire.

Afin de déterminer la fréquence des cellules alloréactives dans une population lymphocytaire
T, plusieurs méthodes ont été développées. L'analyse en dilution limite a été décrite dans un
modeéle murin dés les années 198026, En réalisant les analyses de réactions lymphocytaires
mixtes avec des dilutions successives des PBMCs du receveur, Il est possible de calculer la
fréquence de lymphocytes T allospécifiques (relation de Poisson entre le nombre de cellules
répondeuses et le logarithme du pourcentage de cultures considérées négatives?'®). La
production d’IL-2 est classiquement utilisée pour analyser la fréquence des LT CD4+

219

alloréactifs?'®, et par cytotoxicité pour les LT CD8+%?°, ou encore par incorporation de

219 Cette méthode robuste, nécessite

thymidine pour [’évaluation de la prolifération
cependant un temps de manipulations important. Plus récemment, d’autres techniques de
guantification ont été décrites, comme |'analyse des cellules T alloréactives productrices

d’interferon-y par cytométrie de flux aprés réaction lymphocytaire mixte???

, OU encore par les
méthodes de quantification par dilution de colorants en cytométrie, comme le Cell Trace

Violet (CTV)?22, Cette derniére méthode offre la possibilité d’une analyse dynamique de la

prolifération, ainsi qu’une analyse phénotypique en fonction du niveau de prolifération???,
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- Mesure de I'adénosine triphosphate (ATP) par les lymphocytes T CD4+.

Cette technique a été décrite afin d’évaluer les capacités fonctionnelles lymphocytaires a partir
du sang périphérique des patients. Une mesure de I'activation lymphocytaire sur sang total
aprées stimulation mitogénique par phytohemagluttinin (PHA), incubation (18H), détection des
cellules CD4+ par séparation aprées introduction de billes magnétiques, lavage, et enfin lyse
cellulaire puis mesure de I’ATP. Ici encore, cette technique a I'avantage de sa simplicité de mise
en ceuvre, et de sa standardisation. Des tests commerciaux (Immunknown®, Cylex, Inc,
Columbia, MD) ont été testés pour mesurer le niveau d’immunosuppression des patients?23,
Cependant, dans l'analyse de I'épuisement lymphocytaire post transplantation, aucune

caractérisation phénotypique n’est possible. De plus, une stimulation est nécessaire (donc non

donneur-spécifique) pour permettre d’ obtenir une réponse suffisante.
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4.4.3.2 Role du traitement immunosuppresseur

L'une des spécificités majeures de I'ELT en transplantation rénale en comparaison aux
autres situations, réside dans |'utilisation au long cours de traitements immunosuppresseurs
venant bloquer les capacités de réponse du systeme immunitaire. Ces traitements pourront
avoir des effets différents quant a la promotion, ou l'inhibition de I'ELT. L'impact d’un
traitement d’induction déplétant comme le sérum anti-lymphocytaire, sur I'expression de
récepteurs inhibiteurs au cours de la reconstitution immunitaire avait jusqu’a présent été peu
étudié. Comme nous le verrons, nous nous sommes intéressés a I’expression de TIGIT, 2B4, et
PD-1 dans une population de patients ABO incompatibles ou greffés avec anticorps anti-HLA
préformés ayant recu ce traitement, et vu des différences d’expression entre les deux
groupes, plaidant pour la présence d’'un ELT global chez les patients greffés avec anticorps
spécifiques du donneur. Fribourg et collegues avaient également retrouvé une augmentation
des populations T épuisées chez les patients ayant recu une induction??. Les inhibiteurs de la
calcineurine sont un pilier majeur du traitement d’entretien anti-rejet actuellement. Il a
précédemment été montré que TOX, facteur de transcription majeur de I'ELT, impliqué dans
la mise en place des programmes transcriptionnels et épigénétiques spécifiques a I'ELT, était
induit par un signal dépendant de la calcineurine au stades précoces de I'ELT (par la suite la
boucle d’amplification devient calcineurine indépendante)!'8. On peut donc supposer qu’un
traitement au long-cours initié dés le premier jour de greffe, pourrait empécher la mise en
place d’un ELT spécifique ou non du greffon. Dans une étude portant sur des patients ayant

stoppé leur traitement par tacrolimus a distance de la greffe, une augmentation de fréquence
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au cours du temps des LT CD4+ et CD8+ PD-1+ CD57- était notée, alors que les patients
maintenus sous tacrolimus ne présentaient pas une telle augmentation??°. De futures études
sont nécessaires pour confirmer ou non cette hypothése. Les inhibiteurs de la mTOR, par leur
effet sur le métabolisme cellulaire et les fonctions mitochondriales pourraient promouvoir
I’ELT. Au cours des pathologies virales chroniques, il a été montré que les lymphocytes T
cytotoxiques antigéne-spéciques diminuaient leur activité mTORC1 et mTORC222%6. |’ utilisation
d’un antagoniste PD-1 entraine une réaugmentation de la voie de signalisation mTORC1 et
MTORC2, et ainsi une augmentation des fonctions des lymphocytes T infiltrant les tumeurs,
cet effet étant annulé par I'utilisation d’un inhibiteur de la mTOR?%®. Une partie de cette
régulation pourrait passer par la régulation d’expression de PD-1 par le facteur de
transcription FOXO1, lui-méme sous la dépendance de I’laxe mTORC2/AKT??6, Cependantil a
récemment été montré que I'administration d’un inhibiteur de la mTOR pouvait diminuer
I’expression de certains récepteurs inhibiteurs comme TIGIT, PD-1, et PD-L1 sur des cellules T
CD4+ stimulées par I'administration d’IL-7/IL-15 ou par anti-CD3/CD28%%’. De plus, la
persistance de I'activation de la voie des mTOR, en contexte de privation d’énergie, au cours
de I'activation lymphocytaire T pourrait étre cruciale au développement des premiers stades
de I'ELT. L'utilisation précoce d’un inhibiteur de la mTOR améliore les fonctions
mitochondriales, mais abouti a des capacités lymphocytaires T cytotoxiques réduites??,
L'impact exact des inhibiteurs de la mTOR sur le développement de I'ELT reste donc

actuellement non résolu.

L'impact du belatacept sur le développement de I'ELT n’est a ce jour pas connu. Toutefois, il a
récemment été signalé que le récepteur inhibiteur TIGIT était exprimé dans tous les sous-
types de lymphocytes T mémoires associés au rejet greffe sous belatacept. In vitro I'utilisation

d’un agoniste TIGIT permettait d’augmenter I’apoptose de ces cellules T mémoires??°,
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Aucune donnée robuste n’est disponible a ce jour concernant lI'impact de [l'acide

mycophenolique ou de I'azathioprime.

Figure 7. Techniques d’analyse in-vivo des cellules allo-immunes

A. Réaction lymphocytaire mixte (MLR)

CTvlabidad CMFDA-labeled Donor PBMCs CTVeew, viable
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o %
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B. Enzyme-like Immunospot (ELISpot)
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C. Mesure de I’Adénosine Tryphosphate (ATP) produit par les T CD4+ aprés stimulation

mitogénique
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(D’apres Gesundheit B, Bone Marrow Transplantation, 2009)
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Il Travail personnel

Comme précédemment évoque, il est nécessaire en transplantation d’organes
d’obtenir des biomarqueurs plus robustes, permettant une individualisation de la délivrance

des immunosuppresseurs, afin de limiter a long terme les effets de ces traitements.

Pour ce faire, une meilleure connaissance des processus adaptatifs du systéme immunitaire
post greffe est nécessaire. De plus, 'utilisation de molécules visant a bloquer les récepteurs
inhibiteurs afin de stimuler I'immunité dans les pathologies virales et carcinologiques est de
plus en plus fréquente. Ces complications étant courantes aprés transplantation, la question
d’utiliser ce type de traitement conceptuellement antinomique avec la prise d’un traitement
immunosuppresseur se pose. Une connaissance fine des mécanismes mis en jeu chez les
patients greffés en dehors et au cours de ce type de pathologie pourrait permettre d’ajuster
la stratégie thérapeutique et limiter le risque de complications graves qui peuvent en découler

(comme par exemple I'absence d’efficacité, ou le rejet de greffe).

Pour ces raisons nous nous sommes intéressés a cet état dysfonctionnel qu’est I’épuisement
lymphocytaire T en dehors d'un contexte pathologique (lors de la reconstitution
lymphocytaire T apres utilisation de sérum anti-lymphocytaire chez des patients greffés ABO
ou HLA incompatibles, et chez des patients n’ayant pas recu de traitement d’induction) ainsi
gu’au cours de 2 situations infectieuses (infection a JC-virus responsable d’une

leucoencéphalopathie multifocale progressive, et infection a SARS-CoV-2).
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1. Différence d’expression de récepteurs inhibiteurs aprés traitement déplétant par

sérum anti-lymphocytaire apres greffe rénale ABO ou HLA incompatible

Ce travail a fait I'objet
- D’une publication scientifique dans le Clinical & Experimental Immunology

- D’une communication orale a la Société Francophone de Transplantation (2019)

En transplantation rénale, deux types de greffe avec incompatibilité immunologique
existent : d’une part la greffe avec anticorps préformés contre des protéines du systéme HLA
du donneur (ou plus rarement d’autres protéines exprimées par les cellules endothéliales du
donneur), et les greffes a travers des groupes sanguins non compatibles. Les mécanismes de
réaction allo-immune intervenant dans ces deux situations different. Il s’agit dans la greffe
ABO incompatible (ou la cible antigénique est un polysaccharide) d’une réaction T-
indépendante de type 2, alors que ce le mécanisme est T dépendant pour les greffes avec
anticorps préformé anti-HLA. Les résultats sont également tres différents : alors qu’en greffe
ABO incompatible une légére augmentation dans la premiere année du risque de décés du
patient (principalement par un sur-risque infectieux) et de perte de greffon (principalement
par une augmentation du risque d’infection a BK-virus, et de rejet dans les premiéres semaines
de greffe) est rapportée, les résultats a moyen et long terme sont similaires a ceux observés
en greffe standard, sans anticorps préformé. Au contraire en greffe avec anticorps préformé

contre le systéme HLA ou une autre protéine endothéliale du donneur, une augmentation du
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risque infectieux et du risque de rejet est notée tout au long de I’évolution, et les résultats a

long terme sont nettement moins bon qu’en greffe standard.

Dans ces deux types de greffe, une méme immunosuppression est proposée au patient au
dans notre centre (CHU de Toulouse, Département de Néphrologie et Transplantation
d’Organes) avec une induction T et B déplétante par sérum anti-lymphocytaire et rituximab,
associé a une ou plusieurs séances d’aphérese (selon le titre de I'anticorps a dépléter) et un

traitement de maintenance par tacrolimus, acide mycophénolique, et corticoides.

Nous avons cherché a déterminer via une étude transversale, par analyse cytométrique si des
différences d’expression de certains récepteurs inhibiteurs apparaissaient au cours de la
reconstitution immune suivant l'injection des traitements déplétants. Dans cette premiere
étude nous nous sommes intéressés aux molécules les plus classiquement décrites dans
I’épuisement : PD-1, 2B4, et TIGIT, ainsi qu’un marqueur de sénéscence, le CD57. Nous avons
également réalisé une étude fonctionnelle (TNFa, IL-2, IFNy) de ces cellules en fonction de

I’expression de ces récepteurs inhibiteurs.

Nous avons ainsi pu montrer des différences d’expression de certains récepteurs, TIGIT en
particulier, associées a une perte de certaines associations entre expression du récepteur et

profil fonctionnel.
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Abstract

Chronic antigen stimulation can lead to immune exhaustion (a state of T cell dysfunction).
Several phenotypic signatures of T cell exhaustion have been described in various pathological
situations, characterized by aberrant expression of multiple inhibitory receptors (IR). This
signature has been barely studied in the context of allogenic organ transplantation. We
undertook a cross-sectional analysis of the expression of IR (CD244, CD279, TIGIT and CD57)
and their correlation with cytokine-producing functions in T cells reconstituting after
lymphocyte depletion in patients transplanted from living donors, with preformed donor-
specific antibodies. After ABO incompatible transplantation, T cells progressively acquired a
phenotype similar to healthy donors, and the expression of several IR marked cells with
increased functions, with the exception of TIGIT, which was associated with decreased
cytokine production. In stark contrast, T cell reconstitution in patients with anti-HLA antibodies
was characterized with an increased co-expression of IR by T cells, and specifically by an
increased expression of TIGIT. Furthermore, expression of these receptors was no longer
directly correlated to cytokine production. These results suggest that T cell alloreactivity in
HLA-incompatible kidney transplantation drives an aberrant T cell reconstitution with respect
to IR profile, which could have an impact on the transplantation outcome.

108



Introduction

With regards to organ shortage, transplanting a kidney across immunological barriers is
frequently required. Two different situations, with different issues, encompass incompatible
KT. HLA-incompatible (HLAI) KT is known to be associated with a high risk of graft rejection
and poor long-term outcomes (1, 2). However, transplantation across the ABO blood group
barrier leads to similar outcomes comparing with ABO-compatible KT (3-5). Nonetheless, the
treatment used in both incompatible KTs is similar, including (i) the use of multiple
maintenance immunosuppressive therapies, such as calcineurin inhibitors (CNIs),
antimetabolites, or m-TOR inhibitors, (ii) the pre-transplant elimination of circulating
antibodies by apheresis sessions, and (iii) the depletion of B cells with anti-CD20 monoclonal
antibody, associated with a T-cell targeting agent, resulting in almost complete elimination of
circulating lymphocytes, including, T, B and NK cells (6, 7). Following this conditioning,
lymphocytes populations will be progressively reconstituted in the periphery. It is well
described that CD8+ T cells are rapidly re-emerging, whereas the reconstitution of CD4+ T
cells is a slower process that takes years to complete (8). It was previously observed that a slow
CDA4 T cells reconstitution was associated with an increased susceptibility to infections, but also
risk of chronic rejection (9, 10).

Nowadays, consequences of the use of multiple target immunosuppressive treatments,
such as infectious complications and cancer, are a major pitfall (11, 12). Unfortunately, until
now, biomarkers to monitor the depth of immunosuppression are lacking.

T cell responses are induced by TCR triggering but regulated through multiple interactions
between co-stimulatory or co-inhibitory pairs of receptors (13). In recent years, there have been
great advances in our knowledge regarding inhibitory receptors (IR) expression and functions
(14). These IRs are mostly induced physiologically to modulate TCR-dependent activation as
a negative feedback. However, the prolonged expression of some of these IRs, as well as their
excessive co-expression, may lead to a state of potentially reversible dysfunction known as
immune exhaustion (15). This phenomenon has been the focus of many studies in the context
of chronic viral infections and cancer, leading to the development of new immune-based
strategies to reverse these pathological conditions (16). Allogenic transplantation is a
stereotypical condition where chronic stimulation of T cells occurs, and where immune
exhaustion could be encountered (17). There is recent evidence that this phenomenon could be
induced in animal models (18), and could predict allograft function in humans (19). However,
the phenotype of T cells with respect to IR expression, and the description of a potential immune
exhaustion phenomenon, has not been thoroughly investigated thus far in organ transplantation.

In this work, we investigated the pattern of IR expression and their association with T cell
functions in a cross-sectional study of incompatible living-donor kidney-transplant recipients
who received polyclonal antibodies associated with B-cell depleting agents and maintenance
immunosuppressive treatments. This allowed us to study the dynamics of IR expression in
repopulating T cells at various times post-transplantation in the context of alloreactivity.
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Materials and Methods

Patients and Samples: Between 2011 and 2017, 114 living-donor incompatible KTs were
performed. All recipients that received a living-donor ABOi or HLAI KT were offered to
participate in the study. Double incompatible KTs were excluded from this study (n=17), as
well as ABOi or HLAI kidney transplant recipients that received anti-1L-2 receptor blockers at
induction (n=34), or patients that were no longer followed in our center during the sampling
phase (n=16). Two recipients died before the sampling phase of the study and were excluded,
as well as nine recipients who returned to dialysis before the sampling phase. Finally, 36
patients (18 ABOi and 18 HLA: living-donor KTs) were included (Figure S1). All of them was
tested only one time post transplantation. All of them received an informed consent. The study
was approved by an independent ethics committee and declared on www.clinicaltrials.gov
(RCT31/17/0426). Blood samples of 15 healthy donors were obtained from blood donors
provided by French blood bank donors.

Cytometry Analysis: All blood samples were drawn by venipuncture in EDTA and heparin
collection tubes, and transferred within 4 hours to the laboratory of immunology for analysis.

Cell Surface Staining: All stainings were performed directly on whole EDTA blood, within 8h
after collection. Briefly, 100 pL of whole blood were incubated for 15 min with the appropriate
concentrations of monoclonal antibodies at room temperature (RT) in the dark. For
determination of the concentrations of the major blood lymphocyte subsets (TCD4, TCDS, B,
NK cells), blood samples were fixed and lysed with the TQ-prep workstation (Beckman
Coulter), according to the manufacturer’s instructions. 100 uL of flow-count fluorospheres
(Beckman Coulter) were added to the lysed blood and the samples were directly analyzed by
flow cytometry (No-wash procedure). In every other case (CCR7, CD45, CD45RA, TIGIT,
CD244, CD279, CD57), following incubation with the staining antibodies, 2mL of FACSlyse
solution (BD Biosciences) was added and the samples were further incubated for 10 mns at RT.
Cells were then washed after red blood cell lysis, suspended in 500 pL of cellwash solution
(BD biosciences), and analyzed by flow cytometry. Panel of labelled antibodies used were listed
in Table S1.

Cell Stimulation and Intracellular Staining: 50 uL of fresh heparinized blood were incubated
for 3h at 37°C, 5% CO2 in a Duractive 1 tube (Beckman Coulter), containing a fixed amount
of PMA and lonomycin. Fixation, permeabilization and intracellular stainings were performed
with the Perfix NC kit and the Duraclone IFT activation kit (Beckman Coulter), according to
the manufacturer’s instructions. Antibodies used in the Duraclone IFT activation tube are listed
in Table S1.

Flow Cytometry: Acquisitions were performed on a Navios cytometer (Beckman Coulter). Data
were analyzed with the Kaluza software (Beckman Coulter).

Statistical Analysis: All statistical analyses were performed with Prism software (GraphPad).
Unpaired parametric or non-parametric tests were chosen according to the Gaussian analysis of
data. Spearman coefficient was used for correlation analyses, and Pearson coefficient was
established for linear regression analyses. A p value <0.05 was considered statistically
significant. Heatmaps were generated with heatmapper (20).
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Results

The main characteristics of recipients enrolled in this study are described in table 1. Not
surprisingly, HLAI recipients received a re-transplantation more frequently (11% vs 61%, p=
0.04). At the time of sample analysis, all except one patient in the ABOI group received triple
therapy. At this point, HLAI recipients more frequently received mycophenolic acid associated
with CNI than ABOi recipients (72% vs 33%, p= 0.04). Three and six patients, respectively, in
the ABOi and HLAI groups had a history of an acute rejection episode prior to blood sample
analysis: rejection episodes were considered T-cell mediated rejection in 2/3 of cases in the
ABOi group and 1/3 of cases in the HLAI group. A kidney biopsy was performed at the same
time as blood sample analysis in 10 (56%) and 9 (50%) ABOi and HLAI recipients,
respectively. Among the 36 patients, the time between kidney biopsy and blood sample analysis
was 75 (0-1440) and 0 (0-1212) days in ABOi and HLAI patients (p= 0.95), respectively (the
biopsy was performed at the same day of blood sample analysis in 8 and 10 ABOi and HLAI
recipients respectively). HLAI recipients presented a higher rate of antibody-mediated rejection
than ABOI, but the difference was not significant.

Different T Cell Reconstitution and Differentiation after ABO and HLA Incompatible
Transplantation

We first assessed the number and frequency of CD4 and CD8 T cells in transplanted patients.
(Figure 1A). Most patients showed a moderate T cell lymphopenia, mostly as a consequence of
CD4 T cell lymphopenia, while CD8 T cell numbers were in the higher limit of the usual range.
HLA.I patients displayed a higher number of T cells and their subsets, although these differences
did not reach statistical significance.

We next measured the frequency of CD25hi CD127lo CD4+ regulatory T cells (Tregs). ABOi
patients harbored a higher frequency of Tregs than HLAI patients, as determined within the
CD4+ compartment or among total CD3+ T cells (Figure 1B).

In order to analyze T cell homeostasis in our cohorts, we analyzed the differentiation status of
T cell subsets, on the basis of CD45RA and CCR7 patterns of expression (figure 2A). The
pattern of expression of these markers is highly variable between individuals, but also shows
variations upon the specific antibodies used for quantitation; therefore, we included a group of
healthy donors (HD) analyzed with the same antibody panel. Within CD4+ T cells, both groups
of patients showed a decreased frequency of naive CD45RA+CCR7+ cells, as compared with
HD (Figure 2B). This was compensated for by an increased, although not statistically
significant, proportion of CD45RA-CCR7- effector/memory (EM) cells, while the proportions
of CD45RA-CCR7+ central/memory (CM) cells were similar between groups. Finally, the
distribution of the minor subset of CD45RA+CCRY7- terminally differentiated cells (EMRA)
was characterized by a dramatic heterogeneity between transplanted patients, especially in the
group of HLAI individuals. Within CD8+ T cells (Figure 2C), we observed trends towards
lower frequencies of naive and CM for both groups compared to healthy donors, but these
differences were not statistically significant. ABOi patients showed a statistically higher
proportion of EM CD8 T cells.
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T Cell Memory Subsets Uncovers Differential Expression of IRs in ABOi and HLAI Patients

We chose to focus on the expression of three well known IRs by the patients’ T cells: CD244
(also known as 2B4), CD279 (also known as Programmed Death (PD)-1), and TIGIT (T cell
Immunoreceptor with Ig and ITIM domains). We also included CD57, which is generally
associated with another state of T cell dysfunction called senescence. These IRs are mostly, if
not exclusively, expressed by memory T cells; therefore, we restricted our analysis to memory
T cells, after exclusion of CD45RA+CCR7+ naive T cells.

We first looked at IR expression on CD4memory (CD4m) T cells (Figure 3A, left panels). The
expression of all these IRs was similar between groups, patients and healthy donors (Figure
3B). Notwithstanding, expression of CD244, TIGIT, and CD57 was highly heterogeneous,
particularly in HLAI patients, where some patients displayed a dramatically high expression of
CD244 and CD57. Itis well described that IR expression is regulated upon T cell differentiation
and differentially expressed among memory subsets (21). As shown previously, there is a high
inter-individual heterogeneity with respect to CM/EM/EMRA CD4+ T cell frequencies (figure
2B); thus, analyzing total memory CD4+ T cells for IR expression could overlook significant
differences within specific memory subsets. Therefore, we analyzed expression of each IR
separately within CM, EM and EMRA CD4+ T cells. Both CD244 and CD57 are absent from
CM CD4+ cells, and their expression rises dramatically from EM to EMRA cells (Figure 3C).
The situation is different for CD279 and TIGIT, which are expressed at grossly comparable
levels at each stage of CD4+ memory cell differentiation. Overall, CD244, CD279 and CD57
were expressed at similar levels between all groups, although with a dramatic inter-individual
heterogeneity. By contrast, we observed a higher expression of TIGIT in HLAI patients within
the CM compartment, reaching a median frequency of 39.6 % (29-46.8) versus 30.2% (23.7-
36.8) in ABOi and 28.5% (24.1-35.1) in HD.

We then turned to a similar analysis with memory CD8 (CD8m) T cells (figure 3D). CD244
and CD57 expression were similar in HD and ABOI, and higher in HLAI patients, although
these differences were statistically significant for CD244 only. CD279 expression was lower in
both groups of patients compared to HD, but without statistical significance. However, CD279
was significantly decreased in both kidney transplant recipients in the CM compartment (figure
3E). TIGIT expression was higher in CD8m cells from HLAI patients than from ABOi patients.
Detailed analysis of CD8m subsets confirmed these data. Indeed, TIGIT expression was
significantly higher within both the CM and the EM compartments of HLAI patients (figure
3E).

T Cells from HLAI Patients Co-Express more IRs than ABOI Recipients

Although the expression of IRs on memory T cells is physiological, co-expression of multiple
IRs is less common and has been associated in various settings with immune exhaustion. So,
we first plotted each IR against the others in a Dot Plot analysis (figure 4A) within CD4m and
CD8m cells, respectively. In CD4m T cells, the most frequent combinations were
CD279/TIGIT, and to a lesser extent, CD244/CD57. We then performed a Boolean analysis to
quantitate all possible combinations of IR (4B, upper panel). The majority of CD4m cells
expressed none of the IRs (not shown); TIGIT and CD279 were the most frequently expressed
IRs, either alone or in association. Co-expression of 3 or 4 IRs was a minor event, with only the
CD279/CD244/CD57 combination expressed in a significant proportion of cells. From these
data, we analyzed the proportion of CD4m cells expressing 0-4 IR. As shown in the pie chart
(Figure 4C, left), HLAI patients harbored a lower proportion of cells expressing no IR and a
consistently higher frequency of cells expressing 2 and 3 IRs. The situation was quite different
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within the CD8m compartment, where IRs are more expressed than in CD4m+ cells (4A, right
panels). Indeed, few cells express no IRs, whereas the majority co-expresses 2 or 3 IRs (4B,
lower panel). The CD244/TIGIT combination was more frequent in HLAI patients than in HD
or ABOi patients. Further, HLAI patients showed less CD8+ T cells expressing 1IR (p=0.024)
and more expressing 3IRs (p=0.046) than ABOi patients (figure 4C, right panels).

We conclude from these experiments that T cells from HLAI patients co-express more IRs than
cells from ABOi patients, which could be suggestive of a phenomenon akin to T cell exhaustion.

The Ability of CD4+ T Cells to Produce IL-2, and TNFa/ IL-2 is more Altered in HLAI Kidney
Transplant Recipients

As immune exhaustion refers to a state of dysfunction, we wished to assess the functionality of
T cells from our patients. To that end, we quantified the percentage of intracellular cytokine
(TNFa, IFNy, IL-2)- producing cells after mitogenic stimulation with PMA and lonomycin.
Upon stimulation, a large majority of CD4+ T cells produce TNFa, and very often co-produced
IL-2 as well; a lower fraction produces IFNy (Figure 5A, left panels). As shown in figure 5B,
neither the production of intracellular IFNy nor the production of TNFa differed between
transplant recipients and healthy donors. In sharp contrast, both patient groups showed a
dampened IL-2 production by CD4+ T cells, compared with healthy donors (with a trend
towards lower IL-2 production in HLAI patients, compared to ABOi patients). To obtain further
detail, we analyzed cytokine co-production by CD4+ T cells (Figure 5C). Surprisingly, the
decreased frequency of IL-2 producing cells differentially affected the poly-functionality of
CDA4+ cells. Indeed, whereas cells from both HLAI and ABOi displayed a decreased capacity
to produce TNFa and IL-2 together, with a trend towards lower production in HLAI patients,
there was an equivalent proportion of cells co-producing the three cytokines in the three groups.
Finally, we observed an increased frequency of IFNy/TNFa co-producing cells in HLAI
patients.

Among CD8+ T cells, the response is dominated by IFNy and TNFa (Figure 5A, right panels).
Again, IL-2 production was altered in transplant recipients (5D). Cells from ABOi patients
more often produced TNFa and IFNy together, compared to HD (Figure 5D). However,
contrary to CD4+ T cells, both the frequency of CD8+ T cells co-producing TNFo/IL-2 (not
shown) and the frequency of cells co-expressing the three cytokines were decreased among
both patient groups as compared with healthy donors (Figure 5E). Thus, the capacity to produce
IL-2 is strongly affected in ABOi and HLAI kidney transplant recipients, both within the CD4+
and CD8+ compartments; surprisingly, this does not affect the more poly-functional CD4+ T
cells, i.e., cells co-producing three cytokines.

Correlations Between IR Expression and Cytokine Production Differ Between ABOi and HLAI
Kidney Transplant Recipients
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We then performed a correlation analysis between each IR expression pattern and cytokine
expression, as an indirect way of assessing the functionality of IR-expressing subsets. We
expressed the results as a heatmap of p values obtained for each pair of comparison (Figure
6A). Many more significant correlations were found in T cell subsets from ABOi patients than
from HLAI patients (Figure 6A, Table S2). Most of these correlations observed in ABOi T cell
subsets were positive, in line with the idea that IR expression is physiologically induced in
effector/memory and activated T cells, i.e., cells associated with higher functionality. CD57
and CD244 expression in CD4+ T cells correlated with increased cytokine production (Table
S2) PD-1 expression by itself did not correlate with either increased or decreased cytokine-
producing function. However, the frequency of CD4+ T cells expressing PD-1 in combination
with other IRs (such as the PD-1/CD244, PD-1/CD57+, PD-1/CD244/CD57+ and PD-
1/CD244/CD57/TIGIT+ combinations) was positively correlated with cytokine production. As
a matter of fact, the frequency of CD4+ and CD8+ T cells expressing >2IR was linearly
correlated with cytokine production in these subsets (figure 6B, left panels). Furthermore, the
frequency of cells expressing more than 2IRs linearly increased with time in ABOi patients
(6C, left). This is strongly suggestive of a progressive differentiation of naive T cells into
memory T cells expressing IRs. By contrast, in HLAI patients, these linear correlations were
totally absent (supplementary table 2, figures 6B, 6C, right panels). Importantly, we found a
negative correlation in CD4+ T cells from ABOi patients between TIGIT-only expression and
cytokine production (6D, left). This might suggest that these cells represent hypofunctional T
cells. Again, this correlation was not found in HLAI patients (6D, right). In these patients, there
was a negative correlation between CD244+ CD4m T cells and cytokine production (Table S2),
but it was not linear (data not shown), suggesting that these two parameters may be only
indirectly associated.
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DISCUSSION

After KT, the long-term immunosuppressive regimen dampens the patients’ immune
surveillance capacities and strongly increases the risk of severe infections and malignancies.
This phenomenon is increased in high-risk transplantation requiring the use of a lymphocyte-
depleting agent (22, 23). Further, the reconstitution of T cells subsets is biased and influenced
by numerous factors, including homeostatic proliferation, which occurs in lymphopenic hosts,
as well as the chronic exposure to a high density of alloantigens expressed by the graft (8).
Previous studies on post depletion lymphocyte reconstitution reported that CD8+ repopulate
rapidely comparing with CD4+ T cells (24,25), and that repopulating CD8+ Tcells consisted
mainly of differenciated effector-type cells (25). Our results are consistent with these data. In
this work, we carried out a descriptive analysis of the quality of T cell reconstitution in
incompatible kidney transplant recipients, focusing on the expression of IRs in relation to T cell
functions.

The comparison of T cells phenotype between ABOi and HLAI patients was highly informative.
Although these two groups were grossly similar with respect to immunosuppressive regimen,
they showed very different outcomes, with a much lower rate of rejection in ABOI patients.
ABO antigens are carbohydrates that initiate mostly a T-cell independent type 2 antibody
response (26, 27). However, these carbohydrates are often expressed as glycoproteins (6, 28):
they can possibly induce T-cell dependent immunity. B-cell 1soagglutinins could occur in the
early childhood, probably induced by the cell membrane polysaccharides of commensal
bacteria (7). Naturally isoagglutinins are mainly of the IgM class, but they also consist of IgG
and IgA classes, and the levels and distribution patterns of these immunoglobulin types and
subclasses vary with individuals and blood groups (7). Moreover, the role of isoagglutinins
types in rejection remains to be elucidated (7), and the pathogenic potential is also dependant
on the blood group CD5+ B-1 or B-2 cells (6). In ABOQi patients, there was a progressive
reconstitution of a normal IR phenotype, akin to what is found in HD. We observed many
positive correlations between IR expression (such as CD244, CD57 or combinations of PD-1
with other markers) with cytokine-producing functions. This is in agreement with the idea that
these IRs are physiologically regulated upon activation and differentiation into memory T cells,
marking cells with heightened functionality (21, 29, 30). Our data suggest that in ABQi patients,
T cell reconstitution occurs in a quite physiological manner, independent (or with minimal
consequences) from the activation of T cell alloreactive responses.

The situation was very different in HLAI patients, where T cell alloreactivity is an important
determinant. First, the pattern of IR expression differed from both ABQi patients and HD, with
a higher expression of TIGIT, and a higher frequency of T cells expressing > 2IR. Second, most
correlations between IR expression and cytokine production observed in ABOI patients were
absent in HLAI patients. Third, the appearance of these IR-expressing T cells was not correlated
with time post-transplantation. This suggests that, in contrast to the ABOi setting, the major T
cell alloreactivity occurring in the HLAI setting impedes normal T cell reconstitution and drives
an uncontrolled IR expression upon chronic activation. This phenomenon could be amplified
by the fact that these patients harbor a significant proportion of alloreactive memory T cells
prior to transplantation, which are notoriously more resistant than naive cells to both
immunosuppression and depletion (31).

TIGIT appeared to be the most relevant IR in our study, as it was strongly upregulated in both
CD4+ and CD8+ T cells from HLAI patients. TIGIT is an inhibitory receptor expressed by NK
cells and activated and memory T cells, which, upon binding to its cognate ligands PVR and
PVRL2 on dendritic cells, negatively modulates lymphocyte activation (29). High TIGIT
expression has been observed on tumor-infiltrating lymphocytes and is linked to immune
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dysfunction in cancer patients (32, 33). Hence, TIGIT emerges as a candidate for anti-tumoral
immune therapy, which is currently being tested in clinical studies (34). Interestingly, high
TIGIT expression has also being observed in allogenic hematopoietic stem cell transplantation,
where it may mitigate the severity of GVHD (36,37). In ABOi patients, TIGIT expression was
negatively associated with cytokine production in CD4+ T cells, suggesting it could be a marker
of hypo-functional, or exhausted, T cells, as described in other conditions (8, 39). This
correlation was lost in HLAI patients, together with other positive correlations already
described. The absence of correlations between IR expression and cytokine production in HLAI
patients could be the result of confounding factors, in particular the expression of other IRs that
we did not analyze in this study, such as CD160, LAG-3, or TIM-3. For instance, TIM-3 has
recently been identified as upregulated in kidney-infiltrating T cells in murine lupus models,
and implicated in T cell exhaustion (40). Altered expression of co-stimulatory molecules, in
particular CD226, which competes with TIGIT for binding to the same ligands (41), could also
be implicated.

In our study, CD57 and CD244 expression correlated positively with cytokine production in
CD4+ T cells (and CD8+ T cells for CD57) from ABOi patients only. CD57+CD4+ T cells
have been associated with rejection in kidney-grafted patients treated with belatacept (42), and
CD57+CD8+ T cells has been shown to be correlated with acute rejection upon intestinal
transplantation (434). On the other hand, low CD57 expression was associated with poor
response to CMV infection (44). All these data are consistent with our own results. The role of
CD244 is contested, as it has been described as either co-stimulatory or co-inhibitory in
modulating T-cell functions (45). In the transplantation setting, CD244 expression seemingly
marks murine CD8+ T cells with impaired functionality, and promotes tolerance (46, 47).
CD244 has also been found upregulated upon CMV infection after liver transplantation, and
associated with an impaired proliferative response towards allogenic donor cells (48). By
contrast, our data reinforce the notion that elevated CD244 expression marks T cells with
heightened effector functions, indirectly confirming that CD244 is likely a major regulator of
T cell functions (49). PD-1 expression has also been linked with tolerance in mouse models of
cardiac and liver allo-transplantation (50, 51). In both models, blocking PD-1/PD-L1
interactions induced or accelerated allograft rejection. Recently, PD1+CD57- T cells with an
exhausted profile were shown to predict allograft function (19). Although we did not find direct
evidence of a role for PD-1 in graft tolerance, our data do not preclude such a role.

We also found a higher rate of CD25M"CD127'°Y CD4+ Tregs after ABOi compared with HLA\
recipients. This point is in line with previous studies that described similar CD4+ Tregs rates
after ABO compatible or incompatible kidney transplantation (52), whereas lowers rates of
Tregs were associated with chronic rejection (a clinical setting frequently associated with HLAI
transplantation) (53, 54).There are several important limitations to the conclusions of our study.
First, we analyzed a limited number of patients, which could blur important differences and/or
correlations between groups, owing to the large variability observed for many important
parameters. Second, we could not analyze directly the functional capacities of T cell subsets
according to their pattern of IR expression, but relied on correlations. Third, we did not perform
a longitudinal study, and compared groups of patients with a variable time post-transplantation.
However, we think it is noteworthy that despite all these limitations, we were able to show
differences between groups (such as for TIGIT expression) but also to find correlations between
IR expression and cytokine production as well as between IR expression and the time post-
transplantation.

ABOi and HLAI transplantations have very different outcomes with respect to graft rejection.
Although preliminary, our data showing that T cells from patients have a very different pattern
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of IR expression and association with cytokine production is relevant to understanding the
mechanisms of alloreactive T cell regulation. Further studies are required to integrate these
different T cell profiles and the posttransplant outcomes.
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Table 1: Demographic and Clinical Characteristics of the Patients Included in the Study

Variable ABOi (n=18) HLAi (n=18) P
Recipient age at transplantation (years), median (min- 54 (31-68) 47 (26-67) 0,74
max)
Initial kidney disease (%) 0.03

- Glomerular 6 (33) 12 (67)

- Vascular 0 2(11)

- PKD / Interstitial disease 11 (61) 2(11)

- Undetermined 1(6) 2(11)
Retransplantation, yes (%) 2(11) 11 (61) 0,002
Initial IsoAgglutinin titer, mean (range) 64 £128 - -
Initial positive Crossmatch (%) - 2(11) -
MEI DSA ID 8,875+ 6150 -
MFI DSA sum 17,000+16,000 -
Donor age at transplantation (years), median (min-max) 56 (31-66) 50 (34-77) 0,77
Initial immunosuppressive treatment
Polyclonal antibodies 18y Le1oy) 1

Thymoglobulins, y (%) 11(61) 11(61) !
o 3+0.9 3+0.8 1
Number of injection (1.25 mg/kg) 7 (39) 7 39) .
Lymphoglobulins, y (%) 1 1 1
Number of injection (9 mg/kg) 18 (100) 18 (100) 1
Tacrolimus, y (%) 18 (100) 18 (100) 1
Mycophenolate mofetil, y (%) 18 (100) 18 (100) 1
Steroids, y (%)
Time between transplantation — blood sample (months) 20 (6-82) 31(9-77) 0.74
IS treatment at the time of blood sample analysis
Calcineurin Inhibitors, y (%) 18 (100) 18 (100) 1
Tacrolimus, y (%) 17 (94) 18 (100) 0.48
CO Tacrolimus (ug/L) 2%£2 SR 0.60
Cyclosporin A, y (%) 1(6) 0 )
TO Cyclosporin A (ug/L) 150 ) )
Mycophenolic acid, y (%) 6(33) 13(72) 0.04
Mycophenolate mofetil dose (mg / d) 720 720 1
11 (61) 5 (28) 0.1

Everolimus, y (%)
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CO Everolimus (ug/L)
Steroids, y (%)
Steroid dose (mg / d)

GFR (CKD-EPI) at the time of blood sample analysis
BPAR episode before blood sample analysis
T-cell mediated rejection

Antibody-mediated rejection

Abbreviations: ABOi, ABO-incompatible KT; HLAi, HLA-incompatible KT; PKD, Polycystic Kidney

60
18 (100)

50
18 (100)
5

50+ 22
6 (33)
2(11)
4(22)

Disease; MFI, Mean Fluorescence Intensity; ID, Immunodominant; DSA, Donor Specific Antibody; CO,

trough level; GFR, Glomerular Filtration Rate.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Absolute counts per mm3 of CD3+ T cells (left), CD4+ T cells (middle) and
CD8+ T cells (right) in ABOi and HLAI patients. (B) Gating strategy for regulatory T cells
(Tregs) identification by flow cytometry. Examples are shown for one representative ABOI
patient (left) and one HLAI patient (right). (C) Cumulative frequencies of circulating Tregs in
ABOIi and HLAI patients. Each symbol represents an individual patient. Boxes and interval
bars represent the median with interquartile range. All statistical analyses were performed using
two-tailed Mann-Whitney test. A p value <0.05 is considered significant. ns: non-significant.

Figure 2: (A) Gating strategy for ex vivo identification of naive and memory T cell subsets.
Subsets are defined as naive (CD45RA+CCR7+), central memory (CM: CD45RA-CCR7+),
effector memory (EM: CD45RA-CCR7-) and terminally differentiated (EMRA:
CD45RA+CCR7-). (B and C) Frequencies of each subset among CD4+ (B) and CD8+ (C) T
cells, analyzed in healthy donors (HD), ABOi patients and HLAI patients. Each symbol
represents an individual patient. Boxes and interval bars represent the median with interquartile
range. Comparisons were made with one-way ANOVA, followed by a Holm-Sidak test for
multiple comparisons. A p<0.05 is considered significant. ns: non-significant.

Figure 3: Inhibitory receptor (IR) expression by memory CD4+ and CD8+ T cells. (A) Flow
cytometry histograms showing representative examples of CD244, CD279, TIGIT, and CD57
expression by memory CD4+ (left panels) and CD8+ (right panels) T cells in one HD (left),
one ABOi patient (middle) and one HLAI patient (right). (B and E) Frequencies of memory
CD4+ (B) and CD8+ (D) T cells expressing each IR, among HD, ABOi and HLAI patients.(C
and E) Frequencies of memory CD4+ (C) and CD8+ (E) T cells expressing each IR, analyzed
within the CM, EM and EMRA subsets, among HD, ABOi and HLAI patients. Each symbol
represents an individual patient. Boxes and interval bars represent the median with interquartile
range. Comparisons were made with one-way ANOVA, followed by a Holm-Sidak test for
multiple comparisons. A p<0.05 is considered significant. ns: non-significant.

Figure 4: patterns of IR co-expression by memory CD4+ and CD8+ T cells. (A) Dot plot
analysis showing the 6 different patterns of IR co-expression by memory CD4+ (left panels)
and CD8+ (right panels) T cells in one representative HD. (B) Summary of the 16 different
combinations of IR co-expression in memory CD4+ (left) and CD8+ (right) T cells from HD
(grey circles), ABOi patients (blue circles) and HLAI patients (red circles). Each symbol
represents an individual patient. Boxes and interval bars represent the median with interquartile
range. (C) Pie charts representing the mean cumulative frequencies of memory CD4+ (left) and
CD8+ (right) T cells expressing 0 to 4 IR among HD, ABOi and HLA. patients. Comparisons
were made with one-way ANOVA, followed by a Holm-Sidak test for multiple comparisons.
A p<0.05 is considered significant. ns: non-significant.

Figure 5: (A) Dot plots showing a representative example of intracellular cytokine production
by CD4+ T cells (left panels) and CD8+ T cells (right panels) upon PMA and lonomycin
stimulation in one HD. (B) Frequencies of CD4+ (left) and CD8+ (right) T cells producing each
cytokine intracellularly upon stimulation, in HD, ABOi and HLA. patients.(C) Frequencies of
CD4+ (left) and CD8+ (right) T cells co-producing the indicated combinations of cytokines in
the three groups. Comparisons were made with one-way ANOVA, followed by a Holm-Sidak
test for multiple comparisons. A p<0.05 is considered significant. ns: non-significant.

Figure 6: Correlations between IR expression, intracellular cytokine production and delay post-
transplantation. (A) Heatmap of p values obtained for correlations between intracellular
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cytokine production and IR expression in CD4+ T from ABOi (left) and HLAI patients (right).
(B) Linear regressions of the frequencies of CD4+ (upper panels) and CD8+ T cells (lower
panels) producing the indicated cytokines with the frequencies of cells expressing >2IRs. (C)
Linear regression of the frequencies of CD4+ T cells producing the indicated cytokines with
the percentage of cells expressing TIGIT only. (C) Correlations between the frequency of
memory CD4+ T cells expressing the indicated number of IR and the time post-transplantation,
in ABOi patients (left panel) and HLAI patients (right panel). Significance was assessed by F-
test. P values < 0.05 are considered significant. r? value of Pearson’s coefficient is shown where
p <0.05.

Supporting information:
Table S1. Antibodies used for flow cytometry.
Table S2. Correlations Between IR Expression and Cytokine Production.

Figure S1. Study flowchart.
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Figure 2
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Figure 3 (continued)
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Figure 4 continued
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Figure 5

CD4+

2

-2

TNFo

IL-2

TNFo

TNFa/IL-2+  IFNY/TNFa/IL-2

TNFa/ IFNY

IL-2 TNFa

p=0.001

IFNY

p=0.001

0.009

L) T
=
= -
R = s N
’ 0,
%
o« T,
.« e m@u-\o@
. uﬁ.oe
= & -
11039 L $Q9 +0upoks Y,
Anllll._u - .\rv%
oo-ia o -\O@V
b, VT [ o
e
0_ . .. - l\op
U = Sra—
%
o,
e
WD

S]192 | ¥00 +PuUNokD Y,

IFNy/TNFea/IL-2

TNFa./IFNy

TNFa

IL-2

IFNy

809 n=0.04 »

p=10.001
p=0.001
&

100 4

s|182 L 809 Buonpoud-aunoiha oy,

132



on

>

6A

Vae

<
o
o

CcD8

133



Figure 6 continued
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Supplementary Table 1 : Antibodies used for flow cytometry

Antigen | Fluorochrome
Cell surface staining
CD3 AA700
CD4 APC
CD8 PC5.5
CD45 BV510
CD45RA FITC
CD197 PECF594
CYTO-STAT tetraCHROME CD45 FITC
CD4 RD1
CD8 ECD
CD3 PC5
CD56 RD1
CD19 ECD
CD3 AA750
CD4 AA700
CD8 KrOr
CD197 PE
TIGIT ECD
CD244 PerCp5.5
CD279 PC7
CD57 PB
Cell stimulation and Intracellular staining
CD3 AF750
CDh4 PB
CD8 AF700
IFNy FITC
TNFa PE
IL-2 PC7
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Table S2 : A-H : Correlations Between IR Expression and Cytokine Production.

S2A. Correlations (p-values) between IR expression and Cytokine Production in CD4+ T cells, in
ABOi kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy TNFa/IL2 TNFa/IFNy/IL2
Total CD244 0,8491 0,0034 0,0284 0,2214 0,0016 0,0706
Total CD279 0,8491 0,3063 0,0673 0,2566 0,3155 0,5190
Total CD57 0,7370 0,0028 0,0118 0,2486 0,0028 0,0485
Total TIGIT 0,8347 0,5171 0,4151 0,6921 0,2471 0,9457
<1IR 0,5911 0,0025 0,0086 0,1179 0,0061 0,0108
>2IR 0,5911 0,0025 0,0086 0,1157 0,0061 0,0112
OIR 0,8917 0,0158 0,0137 0,1612 0,0208 0,0657
CD244+ 0,6256 0,1414 0,6256 0,9735 0,2730 0,1014
CD57+ 0,9745 0,3698 0,3358 0,6441 0,5496 0,3749
TIGIT+ 0,0971 0,0499 0,0137 0,6921 0,0971 0,0401
CD279+ 0,7647 0,9205 0,7370 0,8812 0,8347 0,5806
CD244+CD57+ 0,8099 0,0090 0,0558 0,3943 0,0077 0,0804
TIGIT+ CD57+ 0,5171 0,7506 0,5537 0,2214 0,6561 0,2172
CD279+CD57+ 0,6298 0,0127 0,0147 0,2523 0,0499 0,0889
TIGIT+CD244+ 0,8879 0,8450 0,6858 0,5943 0,9967 0,7968
CD279+CD244+ 0,7784 0,0340 0,1695 0,2180 0,0425 0,1637
CD279+TIGIT+ 0,6692 0,0850 0,1695 0,6786 0,0812 0,2722
CD279+ CD244+CD57+ 0,8025 0,0114 0,0679 0,1573 0,0054 0,1654
TIGIT+CD244+CD57+ 0,7328 0,1307 0,2287 0,9445 0,1526 0,2247
CD279+TIGIT+CD57+ 0,9639 0,5786 0,6692 0,9967 0,9782 0,6321
CD279+CD244+TIGIT+ 0,9929 0,4151 0,3342 0,3654 0,4703 0,3211
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ 0,5659 0,0016 0,0034 0,2180 0,0067 0,0390

136




S2B. Correlations (r coefficient) between IR expression and Cytokine Production in CD4+ T cells, in

ABOi kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa. TNFa/IFNy | TNFo/IL2 | TNFa/IFNy/IL2
Total CD244 0,0604 0,7637 0,6154 -0,3604 0,8022 0,5207
Total CD279 0,0604 0,3077 0,5275 -0,3356 0,3022 0,1956
Total CD57 0,1044 0,7747 0,6868 -0,3411 0,7747 0,5620
Total TIGIT -0,0659 -0,1978 -0,2473 0,1210 -0,3462 -0,0193
<1IR -0,1648 -0,7802 -0,7088 0,4567 -0,7308 -0,6887
>2IR 0,1648 0,7802 0,7088 -0,4567 0,7308 0,6887
0IR -0,0440 -0,6648 -0,6758 0,4127 -0,6429 -0,5262
CD244+ 0,1486 0,4319 0,1486 0,0110 0,3274 0,4759
CD57+ -0,0083 0,2696 0,2889 -0,1377 0,1816 0,2662
TIGIT+ -0,4835 -0,5604 -0,6758 0,1210 -0,4835 -0,5785
CD279+ 0,0934 -0,0330 0,1044 -0,0440 -0,0659 -0,1653
CD244+CD57+ 0,0743 0,7043 0,5475 -0,2534 0,7153 0,5048
TIGIT+ CD57+ 0,1978 0,0989 -0,1813 0,3631 -0,1374 0,3664
CD279+CD57+ 0,1484 0,6813 0,6703 -0,3384 0,5604 0,4931
TIGIT+CD244+ -0,0413 -0,0578 -0,1210 0,1612 0,0000 0,0786
CD279+CD244+ -0,0879 0,5989 0,4066 -0,3631 0,5769 0,4105
CD279+TIGIT+ -0,1319 -0,5000 -0,4066 0,1265 -0,5055 -0,3251
CD279+ CD244+CD57+ -0,0743 0,6878 0,5254 -0,4132 0,7373 0,4083
TIGIT+CD244+CD57+ 0,1045 0,4429 0,3576 0,0220 0,4209 0,3600
CD279+TIGIT+CD57+ 0,0165 0,1703 0,1319 0,0028 -0,0110 0,1460
CD279+CD244+TIGIT+ 0,0055 0,2473 0,2912 -0,2696 0,2198 0,2975
CD279+CD244+TIGIT+CD57+| 0,1758 0,8022 0,7637 -0,3631 0,7253 0,5840
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S2C. Correlations (p-values) between IR expression and Cytokine Production in CD8+ T cells, in
ABOi kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy | TNFo/IFNy/IL2
Total CD244 0,4257 0,2886 0,0284 0,7647 0,3342
Total CD279 0,2550 0,3939 0,5786 0,6692 0,5537
Total CD57 0,6692 0,0101 0,3835 0,7647 0,0251
Total TIGIT 0,1574 0,2392 0,2800 0,4934 0,3342
<1lIR 0,7609 0,0036 0,5339 0,5645 0,0015
>2IR 0,7609 0,0036 0,5339 0,5645 0,0015
OIR 0,4936 0,1173 0,4593 0,9716 0,1173
TIGIT+ 0,4255 0,3012 0,3630 0,7612 0,4147
CD279+ 0,2466 0,4593 0,7615 0,5533 0,5533
CD57+ 0,8437 0,8577 0,2282 0,6397 0,5758
CD244+ 0,6545 0,0780 0,7890 0,2886 0,1030
TIGIT+ CD57+ 0,7806 0,5322 0,8646 0,4847 0,3857
CD244+CD57+ 0,2799 0,0165 0,4706 0,9716 0,0546
CD279+TIGIT+ 0,5656 0,3440 0,5291 0,8445 0,5053
CD279+CD57+ 0,6023 0,5330 0,2965 0,3103 0,7361
TIGIT+CD244+ 0,5780 0,6808 0,4593 0,6158 0,8725
CD279+CD244+ 0,8166 0,9858 0,3249 0,5411 0,9007
CD279+TIGIT+CD57+ 0,6406 0,2574 0,4924 0,8301 0,3235
CD279+ CD244+CD57+ 0,6415 0,0463 0,1680 0,9432 0,0899
TIGIT+CD244+CD57+ 0,7343 0,3737 0,3156 0,8166 0,2629
CD279+CD244+TIGIT+ 0,4154 0,0899 0,4706 1,0000 0,1618
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ 0,4262 0,8166 0,7074 0,4706 0,9149
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S2D. Correlations (r coefficients) between IR expression and Cytokine Production in CD8+ T cells, in
ABOi kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa | TNFa/IFNy | TNFo/IFNy/IL2
Total CD244 0,2418 0,3187 0,2473 0,0934 0,2912
Total CD279 -0,3407 -0,2582 -0,1703 -0,1319 -0,1813
Total CD57 0,1319 0,6978 0,2637 -0,0934 0,6264
Total TIGIT -0,4176 -0,3516 -0,3242 -0,2088 -0,2912
<1IR -0,0937 -0,7438 -0,1901 0,1763 -0,7851
>2IR 0,0937 0,7438 0,1901 -0,1763 0,7851
0IR -0,2088 -0,4560 -0,2253 0,0110 -0,4560
TIGIT+ -0,2421 -0,3109 -0,2751 -0,0935 -0,2476
CD279+ -0,3462 -0,2253 0,0934 0,1813 -0,1813
CD57+ -0,0608 0,0552 0,3591 0,1436 0,1713
CD244+ 0,1374 -0,5055 0,0824 0,3187 -0,4725
TIGIT+ CD57+ -0,0858 0,1909 -0,0526 -0,2130 0,2628
CD244+CD57+ 0,3242 0,6484 0,2198 -0,0110 0,5440
CD279+TIGIT+ -0,1758 -0,2857 -0,1923 -0,0604 -0,2033
CD279+CD57+ 0,1597 -0,1905 0,3138 0,3054 -0,1037
TIGIT+CD244+ -0,1703 -0,1264 -0,2253 -0,1538 -0,0495
CD279+CD244+ -0,0714 -0,0055 0,2967 0,1868 0,0385
CD279+TIGIT+CD57+ -0,1433 -0,3388 -0,2094 -0,0661 -0,2975
CD279+ CD244+CD57+ 0,1429 0,5604 0,4066 0,0220 0,4890
TIGIT+CD244+CD57+ -0,1044 0,2692 0,3022 0,0714 0,3352
CD279+CD244+TIGIT+ -0,2473 -0,4890 -0,2198 0,0000 -0,4121
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ | -0,2418 -0,0714 -0,1154 -0,2198 -0,0330
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S2E. Correlations (p-values) between IR expression and Cytokine Production in CD4+ T cells, in HLAI
kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy | TNFa/IL2 | TNFa/IFNy/IL2
Total CD244 0,4796 0,4636 0,6266 0,9605 0,9276 0,1505
Total CD279 0,2610 1,0000 0,3411 0,2477 0,6485 0,3411
Total CD57 0,8946 0,4731 0,9396 0,6733 0,7732 0,3911
Total TIGIT 0,3590 0,9638 0,6818 0,1535 0,6706 0,5838
<1lIR 0,9363 0,5944 1,0000 0,6562 0,9276 0,6818
>2IR 0,9605 0,6818 0,9638 0,7184 0,8438 0,5321
OIR 0,9066 0,5423 0,9276 0,5392 0,8915 0,5944
CD244+ 0,0186 0,7616 0,6158 0,0255 0,0938 0,0136
CD57+ 0,6957 0,8438 0,9879 0,6845 0,5733 0,6818
TIGIT+ 0,6342 0,2806 0,9276 0,4017 0,2464 0,9276
CD279+ 0,6401 0,3825 0,3825 0,9122 0,6158 0,4175
CD244+CD57+ 0,3427 0,8915 0,9879 0,4893 0,2399 0,1862
TIGIT+ CD57+ 0,3745 0,3843 0,5863 0,5194 0,4848 0,2965
CD279+CD57+ 0,6844 0,9155 0,3656 0,6234 0,8915 0,9396
TIGIT+CD244+ 0,7698 0,4356 0,4265 0,9242 0,1413 0,3332
CD279+CD244+ 0,7644 0,6051 0,7156 0,7698 0,5022 0,4265
CD279+TIGIT+ 0,3305 0,3998 0,4086 0,6957 0,8201 0,0809
CD279+ CD244+CD57+ 0,3757 0,4542 0,4175 0,5044 0,7270 0,3176
TIGIT+CD244+CD57+ 0,8349 0,5022 0,3332 0,4236 0,3253 0,5838
CD279+TIGIT+CD57+ 0,0194 0,8703 0,1159 0,0076 0,5288 0,0922
CD279+CD244+TIGIT+ 0,1337 0,9787 0,1865 0,0232 0,6068 0,8883
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ 0,6401 0,9758 0,3911 0,3115 0,5838 0,4448
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S2F. Correlations (r coefficient) between IR expression and Cytokine Production in CD4+ T cells, in
HLAI kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy |TNFa/IL2 | TNFa/IFNy/IL2
Total CD244 -0,2024 -0,2132 -0,1429 -0,0132 -0,0286 -0,4066
Total CD279 0,3212 -0,0022 0,2747 0,3300 -0,1341 0,2747
Total CD57 -0,0374 -0,2088 -0,0242 0,1232 -0,0857 -0,2484
Total TIGIT 0,2640 0,0154 0,1209 0,4026 -0,1253 0,1604
<1lIR -0,0220 0,1560 -0,0022 -0,1276 0,0286 0,1209
>2IR -0,0132 -0,1209 0,0154 0,1056 0,0593 -0,1824
OIR -0,0330 0,1780 -0,0286 -0,1760 0,0418 0,1560
CD244+ -0,6249 0,0901 -0,1473 -0,5985 0,4681 -0,6527
CD57+ -0,1122 0,0593 -0,0066 -0,1166 0,1648 -0,1209
TIGIT+ -0,1364 0,3099 -0,0286 -0,2398 0,3319 0,0286
CD279+ 0,1364 0,2527 0,2527 -0,0308 0,1473 0,2352
CD244+CD57+ -0,2706 0,0418 -0,0066 -0,1980 0,3363 -0,3758
TIGIT+ CD57+ 0,2555 0,2508 0,1584 0,1861 0,2024 0,2992
CD279+CD57+ 0,1188 0,0330 0,2615 0,1430 0,0418 0,0242
TIGIT+CD244+ -0,0836 0,2264 0,2308 0,0286 0,4154 -0,2791
CD279+CD244+ -0,0858 0,1516 0,1077 -0,0836 0,1956 -0,2308
CD279+TIGIT+ 0,2794 0,2440 0,2396 0,1144 0,0681 0,4857
CD279+ CD244+CD57+ -0,2530 -0,2176 -0,2352 -0,1914 -0,1033 -0,2879
TIGIT+CD244+CD57+ 0,0616 0,1956 0,2791 0,2310 0,2835 -0,1604
CD279+TIGIT+CD57+ 0,6229 0,0485 0,4405 0,6913 -0,1806 0,4692
CD279+CD244+TIGIT+ 0,4212 0,0088 0,3745 0,6086 -0,1476 0,0419
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ 0,1364 0,0110 0,2484 0,2904 0,1604 -0,2220

141




S2G. Correlations (p-values) between IR expression and Cytokine Production in CD8+ T cells, in HLAi
kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy | TNFa/IFNy/IL2
Total CD244 0,7500 0,5629 0,8915 0,7849 0,9638
Total CD279 0,6818 0,7616 0,7732 1,0000 0,3253
Total CD57 0,8796 0,9396 0,8083 0,9758 0,8915
Total TIGIT 0,6706 0,9638 0,7385 0,5526 1,0000
<1lIR 0,8761 0,8761 0,9364 0,5694 0,7696
>2IR 0,8881 0,8641 0,9485 0,5799 0,7579
0IR 1,0000 0,6930 0,9879 0,6051 0,4924
TIGIT+ 0,9517 0,5423 0,8676 0,7043 0,9155
CD279+ 0,3628 0,8826 0,4418 0,8231 0,5652
CD57+ 0,0889 0,1140 0,0654 0,1977 0,0628
CD244+ 0,7500 0,4448 0,9396 0,9035 0,4086
TIGIT+ CD57+ 0,2065 0,2536 0,1304 0,3709 0,0489
CD244+CD57+ 0,5733 0,8557 0,5944 0,7043 0,5838
CD279+TIGIT+ 0,5629 1,0000 0,7616 0,8915 0,7385
CD279+CD57+ 0,1410 0,6012 0,1551 0,0732 0,6174
TIGIT+CD244+ 0,7849 0,8557 0,8557 0,9758 0,4924
CD279+CD244+ 0,3100 0,6266 0,3253 0,6158 0,3025
CD279+TIGIT+CD57+ 0,7576 0,5429 0,5277 0,4977 0,6223
CD279+ CD244+CD57+ 1,0000 0,9517 0,8796 0,9517 0,9879
TIGIT+CD244+CD57+ 0,8201 0,6930 0,8676 0,5423 0,9758
CD279+CD244+TIGIT+ 0,4924 0,8201 0,4542 0,6595 0,8557
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ 0,7732 0,5221 0,7270 0,7966 0,7270

142



S2H. Correlations (r coefficient) between IR expression and Cytokine Production in CD8+ T cells, in
HLAI kidney transplant recipients.

IFNy IL2 TNFa TNFo/IFNy | TNFo/IFNy/IL2
Total CD244 -0,0945 0,1692 -0,0418 0,0813 0,0154
Total CD279 0,1209 0,0901 0,0857 0,0022 0,2835
Total CD57 -0,0462 -0,0242 -0,0725 0,0110 -0,0418
Total TIGIT 0,1253 0,0154 0,0989 0,1736 0,0022
<1lIR -0,0419 0,0463 -0,0198 -0,1610 0,0860
>2IR 0,0419 -0,0463 0,0198 0,1610 -0,0860
OIR 0,0022 0,1165 -0,0066 -0,1516 0,2000
TIGIT+ 0,0198 -0,1780 -0,0505 -0,1121 -0,0330
CD279+ 0,2618 0,0440 0,2222 0,0660 0,1672
CD57+ -0,4714 -0,4405 -0,5066 -0,3634 -0,5110
CD244+ -0,0945 -0,2220 -0,0242 -0,0374 -0,2396
TIGIT+ CD57+ -0,3568 -0,3238 -0,4229 -0,2555 -0,5374
CD244+CD57+ -0,1648 -0,0549 -0,1560 -0,1121 -0,1604
CD279+TIGIT+ 0,1692 0,0022 0,0901 0,0418 0,0989
CD279+CD57+ -0,4101 0,1522 -0,3969 -0,4917 0,1455
TIGIT+CD244+ -0,0813 -0,0549 -0,0549 -0,0110 -0,2000
CD279+CD244+ 0,2923 0,1429 0,2835 0,1473 0,2967
CD279+TIGIT+CD57+ -0,0861 0,1766 -0,1788 -0,1921 0,1435
CD279+ CD244+CD57+ -0,0022 -0,0198 -0,0462 0,0198 0,0066
TIGIT+CD244+CD57+ 0,0681 0,1165 0,0505 0,1780 0,0110
CD279+CD244+TIGIT+ 0,2000 -0,0681 0,2176 0,1297 0,0549
CD279+CD244+TIGIT+CD57+ -0,0857 -0,1868 -0,1033 -0,0769 -0,1033
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2. Une diminution de la réponse T apparait au cours de la transplantation rénale, lié a
une modification de la balance de I'axe TIGIT/CD226 dans les CD4+ et de la co-

expression PD-1+ TIGIT dans les CD8+

Ce travail a fait I'objet

- De la création de collection d’échantillons biologiques au sein de cohortes
spécifiques a ce travail, mais aussi de cohortes prospectives toujours en cours

- D’un article actuellement soumis

2.1 'axe CD226/TIGIT/CD96

L’axe CD226/TIGIT/CD96 représente une voie d’activation et de régulation négative
dont lintérét en cancérologie s’accroit ces derniéres années avec le développement

d’antagonistes contre certains récepteurs de cet axe.

Le CD155 (PVR) est le point d’entrée du poliovirus dans les cellules d’ou son nom. Il
s’agit d’'une molécule d’adhésion. L’expression du CD155 a été associé a un pronostic péjoratif
dans différents types de cancer?!’. Son expression est principalement retrouvée dans les

cellules myéloides, ainsi que les cellules tumorales®, mais aussi dans un grand nombre de
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cellules endothéliales, épithéliales (dont les cellules tubulaires rénales)?!®. Cette molécule est

connue pour avoir trois ligands principaux : CD226, TIGIT et CD96.

Le CD226 (aussi appelé DNAM-1, DNAX accessory molecule — 1), TIGIT (aussi appelé
WUCAM, Washington University Cell Adhesion Molecule, ou Vstm3, V-Set and
Transmembrane doMain containing protein 3, ou VSIGY, V-Set and ImmunoGlobulin domain
containing protein 9) et CD96 (Tactile, T cell ACTivation Increased Late Expression 9) sont
exprimées principalement sur les lymphocytes T et les cellules NK et ont en commun certains

ligands, le CD155 (PolioVirus Receptor [PVR], NECL-5) et le CD112.

Le CD226 est une molécule d’adhésion et de costimulation de la superfamille des
immunoglobulines, capable d’augmenter I'activité cytotoxique et la production d’IFNy des
cellules NK et des lymphocytes T. Elle est exprimée également par les monocytes, les
plaguettes, et certaines populations B. Elle contient deux domaines extracellulaire Ig-like, un
récepteur intracellulaire avec motif d’activation tyrosine dépendant. Deux ligands lui sont
connus CD112 et CD1558, L'importance de cette voie de costimulation a été démontrée lors
de la présentation antigénique par des cellules non professionnelles. La perte progressive de
I’expression de ce récepteur, sous la dépendance du facteur de transcription EOMES a été
mise en avant dans la dysfonction des lymphocytes T CD8+ infiltrant les tumeurs?®°. Le signal
de costimulation induit par CD226 et renforcé par LFA-1 qui permet la phosphorylation du

motif intracellulaire de CD2262%%°.

TIGIT est une molécule inhibitrice, principalement exprimée par les lymphocytes T,
certaines populations B, et les cellules NK. TIGIT contient un domaine extra-cellulaire Ig
variable, un domaine transmembranaire, et un domaine intracellulaire porteur d’un motif

ITIM?2, Le ligand principal de TIGIT est le CD155 (PVR). Cependant TIGIT peut également lier
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le CD112, CD113 mais avec des affinités bien plus faibles®”22t, Récemment nectin4 a été décrit
comme un nouveau ligand de TIGIT, spécifique, mais uniquement exprimé par les cellules
tumorales???. Les mécanismes d’action de TIGIT lui permettant d’effectuer son rdle de
molécule inhibitrice sont multiples. L'affinité supérieure de TIGIT sur le CD155 en comparaison
au CD226 lui permet de gagner la compétition de liaison sur ce ligand??3. La liaison de TIGIT au
CD155 entraine sur la cellule T une diminution de I'activation, via la phosphorylation du motif
ITIM intracellulaire, et I'interférence avec les voies d’activation®. TIGIT empéche également
I’'homodimérisation de CD226, et induit une déphosphorylation de celui-ci ce qui empéche
cette molécule de jouer son réle de costimulation8®224, Enfin I'interaction TIGIT-CD155 induit
un phénotype plus tolérogéne des cellules dendritiques®’. De nombreuses études ont montré
I'importance de cette voie d’inhibition dans les cancers solides, ou les pathologies virales
solides (détaillé dans la partie 1). TIGIT semble principalement exprimé dans les cellules T
mémoires progénitrices épuisées, ou elles sont avec PD-1 les molécules inhibitrices
dominantes®’. TIGIT semble également inhiber les fonctions effectrices lymphocytaires T via
son rdle sur les T régulateurs. Joller et collégues®® ont montré que les Tregs exprimant TIGIT
produisaient plus d’IL-10, leur permettant d’influer sur le phénotype plus tolérogene des
cellules dendritiques, et ainsi d’inhiber les réponses effectrices. Cette observation a
également été rapportée dans le mélanome et des modéles murins!'®22>, Le réle de TIGIT sur

les cellules NK est également important en réduisant leur activation de maniére drastique??!.

Le CD96 est également un membre de la famille des immunoglobulines. Cette
molécule participe a I’adhésion cellulaire via son ligand principal le CD155 (avec une affinité

supérieure au CD226 mais inférieure a celle de TIGIT)8. Le CD96 est également exprimé par
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les cellules NK, les lymphocytes T (af et y8) ainsi que par certains sous types de lymphocytes
B. Cette molécule avait initialement été décrite comme molécule de costimulation, car tres
fortement uprégulée suivant I’activation cellulaire T et NK, d’une maniére similaire au CD226.
Depuis, plusieurs publications sont venues contredire cette idée. Dans les modeles murins
déficient en CD96, il a été montré une augmentation de la réponse NK aprés stimulation par
LPS ou stimulation par IL-12 ou IL-18%%8, Chez I’homme, le rdle de cette molécule est moins
clair. L’analyse du transcriptome de cellules NK hépatiques montre une association entre
I’expression du CD96 et un phénotype et un profil fonctionnel d’épuisement de ces cellules??,
De plus I'expression du CD96 a été retrouvée comme particulierement augmentée dans les
lymphocytes infiltrant les tumeurs8®. Cependant d’autres ont montré une augmentation de la
fonction des cellules NK avec l'utilisation d’un agoniste du CD962%’. La dualité de ces
observations est représentée par la caractérisation moléculaire de ce récepteur qui contient
dans son domaine intracellulaire un motif ITIM-like proche de celui de TIGIT, mais aussi un
motif YXXM également retrouvé sur les molécules de costimulation comme le CD282%28. Le réle

exact de cette molécule est donc actuellement a définir.

Récemment un autre ligand a été décrit dans cet axe, PVRIg. Ce récepteur serait
principalement le ligand du CD112, mais pourrait également interagir avec CD226 (mais trés

peu avec TIGIT). Il s’agirait d’une nouvelle voie inhibitrice, synergique avec celle de TIGIT?%,
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Figure 1. D’apres Alterber Z, Cancer Discovery 2021

L'intérét de cet axe CD155/TIGIT/CD226/CD96 est croissant en cancérologie, ou des
antagonistes TIGIT et CD96 sont en cours d’évaluation. Plus récemment en transplantation de
moelle osseuse, des taux élevés de TIGIT dans la moelle aprés allogreffe ont été associés a de
meilleurs pronostics alors que des taux élevés de CD226 circulants sont associés a une
survenue plus fréquente de formes graves de maladie du greffon contre I’héte?3°. Une
dysrégulation dans I'expression de TIGIT et du CD226 a également été rapportée dans
certaines maladies auto-immunes (comme la cirrhose biliaire primitive?3, le lupus

232 ou la dermatopolymyosite?33). En transplantation d’organes

érythémateux disséminé
solide cet axe a été peu étudié a ce jour. Dans un modéle murin de transplantation rénale, le
CD112 et le CD155 ont été retrouvés fortement uprégulés au cours des épisodes de rejet aigu.
Cependant les souris déficientes en CD155 ou CD112 présentaient des taux de rejet
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comparables aux souris sauvages*>*, confirmant la nécessité d’une prise en compte globale de
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I’axe TIGIT/CD226/CD96 et des ligands CD155 et CD112 en vue de d’appréhender leur réle en

transplantation d’organe solide.

Par différents travaux portant sur des patients transplantés rénaux, en dehors ou au

cours de complications infectieuses, nous avons cherché a déterminer la présence

2.2 Présentation de nos résultats

Les résultats de la transplantation rénale restent décevants a long-terme, souvent
inférieurs a la durée de vie des patients. L'absence de biomarqueurs permettant
d’individualiser la prescription d’immunosuppresseurs au fil de I’évolution empéche
I’anticipation des complications a type de sur-immunosuppression (infections et cancers) ou

de sous-immunosuppression (rejet de greffe).

Le développement d’un épuisement lymphocytaire T spécifique ou non vis-a-vis du donneur
apres greffe est actuellement mal connu. Toutefois, la transplantation rénale représente une
situation dans laquelle un épuisement T pourrait apparaitre (charge antigénique élevée et
continue en particulier), et plusieurs modéles murins (évoqués en introduction) suggerent un

réle positif de ce phénomene en greffe.

Nous avons étudié le développement d’un épuisement T global et spécifique du donneur au
travers d’une étude transversale, de patients greffés rénaux a partir d’'un donneur vivant, ne
présentant pas de complication immunologique (greffe ABO ou HLA incompatible, rejet,
récidive de la maladie initiale), ou infectieuse (infection en cours, infection a CMV a répétition,

réplication a BK-virus sérique). Nous avons étudié |’expression mais aussi le profil fonctionnel
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(par cytométrie de flux) de plusieurs récepteurs inhibiteurs : PD-1, 2B4, CD160, Tim-3 et TIGIT.
De plus afin d’analyser I’expression de TIGIT nous avons également étudié I'expression du
CD226 (ligand compétitif avec TIGIT pour le CD155). Les différents sous types de T helpers ont

également été étudiés, ainsi que les récepteurs CD28, KLRG1, CD57, et HLA-DR.

Nous avons pu mettre en évidence au cours de la transplantation chez des patients sous
traitement par anticalcineurine, une modification de la balance TIGIT/CD226 au sein des LT
mémoires CD4+ avec une augmentation progressive de la proportion de cellules
TIGIT+CD226+ et une diminution de cellules TIGIT-CD226+. Des modifications fonctionnelles
ont été également rapportées avec une diminution des capacités de production cytokiniques
des cellules TIGIT+CD226+ en comparaison aux cellules TIGIT-CD226+ et une altération des
capacités de production cytokiniques des cellules TIGIT+CD226+ pour les patients a distance

de la greffe comparativement aux patients proches de la transplantation.

Concernant la réponse T spécifique, nous avons pu noter une baisse de la réponse T CD4+ post

greffe. Nous avons la encore mis en évidence des modifications de I'axe TIGIT/CD226.
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Significance statement:

Our study reveals that after kidney transplantation, both a polyclonal and donor-specific T cell
hyporesponsiveness appears. Dysregulation of the CD226/TIGIT axis, with an increased
TIGIT/CD226 ratio over time leads to a decrease of CD4+ T cell response. Moreover, in CD8+, a
PD1+4TIGIT+ exhausted subset increases with time, and participates in the decrease of T cell

responses after kidney transplantation.
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Abstract

Background

T cell exhaustion (Tex) refers to a dysfunctional state in which effector T cells present a
decreased ability to proliferate and to produce cytokines, while the co-expression of inhibitory
receptors increases. The presence of Tex after transplantation has not been well studied until

now.

Method

We investigated global and donor-specific T cell responses in a cohort of stable, living-donor
kidney transplant patients that received similar immunosuppression. Phenotype and

functional status were analyzed.

Results

After transplantation, an increase in the ratio of TIGIT+/CD226+ in mCD4+ T cells (r= 0.47, p=
0.01), and a decrease of CD226+TIGIT- mCD4+ T cells was observed (Spearman r= -0.55, p=
0.001). This leads to an increase of dysfunctional T cells in patients far from transplantation,

with an altered IFNy production after mitogenic stimulation.

In mCD8+ T cells, a decrease of IL-2 production after mitogenic stimulation was observed in
patients far from transplantation. Phenotypic analyses revealed an increase of mCD8+ T cells

co-expressing PD-1 and TIGIT over time (Spearman r= 0.51, p= 0.02).

After donor-specific stimulation, the ability of CD4+ T cells to proliferate was decreased

compared with third parties. CD4+ T cells expressing CD226 and TIGIT were correlated with
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allospecific CD4+ proliferation (Spearman r= 0.74, p<0.001), advocating for a central role of

TIGIT/CD226 axis in the allo-immune response.

Conclusion

Our study suggests that after kidney transplantation a polyclonal and donor-specific T cell
hyporesponsiveness appears over time, driven by a dysregulation of CD226/TIGIT axis in

mCD4+ T cells, associated with an increase of PD1+TIGIT+ in mCD8+ T cells.
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Introduction

Despite significant improvement, long-term kidney allograft survival rates remain
disappointing®?. Infectious and neoplastic-related complications represent major pitfalls after
transplantation3, while the risk of rejection dictates the need to maintain immunosuppressive
therapy*. Nonetheless, the phenotype of rejections evolves over time post-transplantation,
with a decreased prevalence of acute T-cell mediated rejection, and an increase of chronic
antibody-mediated rejection>®. However, the immunological mechanisms underlying this

phenomenon have not been completely understood until now®.

T cell exhaustion (Tex) refers to a dysfunctional state in which effector T cells present a
decreased ability to proliferate, to secrete cytokines (e.g., interleukin [IL]-2, interferon [IFN]-y,
tumor or necrosis factor [TNF]-a), and co-express several inhibitory receptors (IRs) (e.g.,
programmed cell death protein 1 [PD-1], T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-
3 [Tim-3], 2B4, CD160, T cell immunoreceptor with Immunoglobulin and ITIM domains [TIGIT])
after chronic exposure to antigen stimulation”®. High antigen load and prolonged antigen
exposure are the main factors for the development of this dysfunctional state®. Tex was
described in human persistent viral infection (mainly HCV®, HBV®, HIV!!) and cancer!?4,
leading to new revolutionizing therapies'>!®. Differences in immunogenicity and
microenvironment prevent the use of a universal signature of Tex®. Consequently, Tex must be

studied in a situation-dependent manner.

In solid organ transplantation, donor-reactive T cells from immunosuppressed
recipients are chronically exposed to a high load of the transplanted organ, which is a

prerequisite to the development of Tex. Some evidence of a positive association between graft
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outcomes and Tex after transplantation was previously highlighted in murine modelst”*.
However, little is known concerning the development of exhaustion after transplantation in
humans. Fribourg and colleagues!® previously found that exhausted CD4+ and CD8+T cells
increased during the first months' post-transplantation, particularly in patients who received
depleting induction. They also described a negative correlation between graft fibrosis and the
percentage of exhausted cells. Our group previously investigated the expression of IRs and
function of T cells in ABO and HLA-incompatible kidney transplant recipients and found that
TIGIT was dramatically increased in HLA-incompatible recipients leading to alteration of T cell

function?°.

To date, the function and exhaustion-associated phenotype of T cells long after kidney
transplantation have been poorly documented. In this study, we followed the progression of T
cell phenotype and function with time in a cross-sectional cohort of stable living kidney
transplant donors receiving standard immunosuppressive therapy, and uncovered the

phenotype associated with the development of hyporesponsiveness in CD4 and CD8 T cells.

158



Patients and Methods

Patient selection

Kidney Transplant recipients

From 2008 to 2019, 357 first transplant, non-combined, living-donor kidney transplantations
were performed in the Nephrology and Organ Transplant Department of CHU de Toulouse,
France. Excluded were all patients with a history of graft rejection or reoccurrence of initial
kidney disease, Donor-Specific Antibodies (preformed or de novo), post-transplant CMV or BK-
virus viremia, patients that had received induction therapy with a B or T-cell depleting agent,
as well as patients that had not received any immunosuppressive treatment with tacrolimus,
mycophenolicacid, and steroids (n=304). Hence, 53 patients were included in the study. Among
them, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from the kidney donor were available for

eight recipients.

Dialysis patients: Twenty-one patients on the waitlist for kidney transplantation but who had

not received any immunosuppressive treatments were also analyzed.

All patients included in the study gave their informed consent (Nephrogen cohort (DC-2011-

1388).

Isolation of PBMCs

PBMCs were isolated from patients’ blood samples by centrifugation in density gradient
medium (Ficoll-Paque). After washing, PBMCs were frozen in Dimethyl Sulfoxide (DMSO) at -
196°C in liquid nitrogen and stored in the Centre de Ressources Biologiques (CRB) of the CHU

of Toulouse, until further use.
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Preparation of “third-party donors”: PBMC were isolated from buffy coats from four different

healthy donors (obtained from the Etablissement Francais du Sang (EFS). PBMC were mixed in

equal numbers, and the pool of cells was aliquoted and frozen in liquid nitrogen until use.

Phenotypic analyses

PBMC were thawed, washed and counted. Cell surface staining included an incubation with
brilliant stain buffer (BD Biosciences), followed by a 30 mns incubation at room temperature
with the monoclonal antibodies at the appropriate concentration. For intracellular staining,
cells were fixed and permeabilized with the transcription factor buffer set (BD Biosciences),
followed by a 1-hour incubation at 4°C with the monoclonal antibodies at the appropriate
concentration. After washing, cells were analyzed by flow cytometry. All patients were tested
for exhaustion markers; when blood samples were available, T helper subsets, regulatory T

cells, and differentiation panels were analyzed.

T cell functional analysis

Polyclonal stimulation: PBMC were thawed, washed, counted, and plated at a concentration of

107/ml in 96 well plates. Cells were then incubated in the absence or presence of 1 pg/ml
phorbol 12-myristate 13-acetate and 2 ug/ml lonomycin (both from Sigma-Aldrich) for 4 hours,
in the presence of Golgi plug (BD Biosciences). At the end of the incubation time, cells were
harvested, and membrane staining was performed followed by fixation and permeabilization
with the Fix/Perm kit as per the manufacturer’s instructions (BD Biosciences). Intracellular
staining was performed at 4°C with 1 hour incubation with anti-IFNy, TNFa, and IL-2 antibodies,

followed by flow cytometry analysis.
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Mixed lymphocyte reaction: Frozen PBMCs from graft donors or from the pool of healthy

donors were thawed, washed, and resuspended in RPMI (ThermoFisher Medium). Cells were
irradiated at 3000 rad, followed by a 45 mns incubation at 37°C with CMFDA (Thermofisher) in
AIM V medium (Thermofisher). After washes, cells were suspended in AIM V medium at 107/ml

before use as stimulator cells.

Responder cells were prepared as follows: frozen PBMCs from transplant recipients were
thawed, washed, and resuspended in RPMI-10% with FCS (ThermoFisher Medium). After
counting, responding cells were incubated for 10 mins in pre-warmed PBS with Cell Trace Violet

(Thermofisher), washed with pure SVF, and then resuspended in AIMV medium at 107/ml.

For the MLR, 250, 000 CTV-labeled responder cells and 250, 000 CMFDA-labeled, irradiated
stimulators cells (donor-specific or third-party) were plated in a 96-well plate, and kept in an
incubator at 37°C 5% CO2 for 7 days. In some selected cases, these culture were performed in

duplicates.

At the end of the MLR, one of the duplicate was used for phenotypic analysis as already
described. Cells were harvested from the second duplicate, washed, and stimulated with PMA
and ionomycin in the presence of Golgi Plug as already described. After 4 hours, cells were
stained for cell surface markers, followed by fixation/permeabilization, and intracellular
cytokine stainings with anti-IFNy and anti IL-2 antibodies. Stained cells were analyzed by flow

cytometry.

Flow cytometry:
Antibodies used for the different phenotypes and functional panel are listed in Supporting

document 1.
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Acquisitions were performed either on a Fortessa X18, a Fortessa X20 or a LSRII flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Data were analyzed with FlowJo software (v10.7, BD

Biosciences).

Clustering analyses : we first clustered cells using the Phenograph algorithm?!, and t-SNE?? to
visualize high-dimensional data in two dimensions while preserving single-cell resolution. To

minimize variability in measurement, our analysis strategy was structured as follows:

-Equal contribution of the samples: to avoid bias in Phenograph for the subsets present in the
samples, we first extracted and analyzed separately memory CD4+ and CD8+ T cells and
maintained an equal contribution in the number of cells from every sample determined by the
sample with the lowest number of CD4+ or CD8+ T cells.

- Reiteration: to increase the power of the analyses for the cell subsets with a low number of
events, we reiterated the entirety of the sampling process and Phenograph, clustering up to 5

times to achieve robustness in the results.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with Prism Software v8.1 (GraphPad, San Diego, CA,
USA). Statistical tests used are reported in the figure legend. Unpaired parametric or non-
parametric tests were chosen according to the Gaussian analysis of data. Spearman’s
coefficient was used for correlation analyses. A P-value <0.05 was considered statistically

significant.
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Results

Decreased polyclonal T cell responses in long-term kidney transplanted recipients

To investigate the possibility that kidney transplantation may induce a state of
lymphocyte exhaustion, we undertook a cross-sectional study including 30 living-donor KTR
studied at different time post-transplantation (Table 1). All patients were grafted with HLA-
mismatched organs, and were under the same immunosuppressive regimen (excluding T cell-
depleting agents). We also purposely selected only patients under stable conditions from the
time of transplantation, i.e. without any history of cancer, active infection, CMV or BK virus

replication, reoccurrence of the initial kidney disease, presence of DSA, or transplant rejection.

We first analyzed the main circulating T lymphocyte subsets in patients at the time of
study. The number of total CD3+ T cells, as well as CD4+ and CD8+ T cells, did not significantly
vary with time from transplantation (Figure 1A). Among CD4+ T cells, the proportion of memory
cells remained steady (1B and supporting figure 2A). Similarly, we analyzed the frequencies of
CD4+ Tregs (Foxp3+CD25hiCD127l0), of the various Thelper subsets (Th1, Th2, Th17 and Th17%,
based on the relative expression of CCR6/CXCR3/CCR4), and of senescent/terminally
differentiated CD28-CD57+ and KLRG1+ cells (supporting figure 2B and 2C). Although some of
these subsets showed a dramatic inter-individual variation, they did not correlate with the
delay post-transplantation (S2C, S2D). By contrast, the subset of follicular helper T cells
(CD45RA-CCR7-CXCR5+PD1+) significantly increased with time post transplantation (Figure 1C).
Altogether, most T cell subsets varied independently of the duration of contact between the

graft antigens and the immune system of our patients.

Next, we measured the capacity of the patients CD4+ T cells to produce intracellular

cytokines upon mitogenic stimulation with PMA and lonomycin. We separately analyzed the
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response of T cells from recently (< 3 months) or late (>2 years) transplanted patients. As shown
in figure 2A, CD4+ T cells from late KTR showed a dampened IFNy response compared with
early KTR, that also translated into a dramatic drop of triple (IFNy, TNFa, IL-2) cytokine
producers. Blunted IFNy response is a hallmark of immune exhaustion in T cells, suggesting that
such a phenomenon could occur in KTR as a result of long-time exposure to foreign allo-

antigens.

Exhausted T cells usually express simultaneously multiple surface receptors involved in
the regulation of immune responses, referred to as inhibitory receptors (IR). An increase in the
frequency of cells co-expressing multiple IR could possibly explain the observed blunted
response of CD4+ T cells. We chose to focus on five important IR: PD1, TIGIT, 2B4, CD160 and
Tim3, as well as CD226, a co-stimulatory receptor binding to the same ligands than TIGIT. The
frequency of cells expressing any combination of 2 to 5 IR remained stable with time post-
transplantation (figure 2B). Nevertheless, unbiased clustering analysis unraveled a time-
dependent decrease in the frequency of cells expressing CD226 but none of the 5 IR included
in the analysis (Spearman r=-0.52, p=0.02), (figure 2C). In other words, the frequency of cells
expressing no IR decreases with time, which implies that expression of at least one of these IR
must increase in a time-dependent fashion. Thus, we looked at the expression of specific IR.
The expression of the 5 IR analyzed was similar between the whole cohort of Tx patients and
dialysis controls (supporting figure 2E). However, we observed a time-dependent increase in
the frequency of cells expressing TIGIT (T cell Immunoreceptor with Ig and ITIM domains)
(figure 2D). TIGIT display multiple mechanisms to inhibit T cell responses. One of these involves
the stimulatory receptor CD226, which is specific for the same ligands than TIGIT, but with
lower affinity. Thus, TIGIT expression competes with CD226 for binding to their ligands (CD112

and CD155). CD226 expression tended to decrease with time post-transplantation (Figure 2D).
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We observed that the increase in TIGIT expression with time involved both TIGIT+CD226- and
TIGIT+CD226+ subsets, resulting in an increase in the ratio of TIGIT+/CD226+ cells among the
CD4+ subset (Figure 2D). Importantly, we found a negative correlation between TIGIT+ cells
and Th1 (Spearman r=-0.45, p= 0.03) or Th17* (r=-0.40, p= 0.05) subsets (both involved in T
cell-mediated rejection), strongly suggesting that the expansion of TIGIT+ cells dampens T cell-

mediated Immunity in vivo (Figure 2E).

We next asked whether TIGIT and/or CD226 expression was directly responsible for T-
cell mediated hyporesponsiveness in late KTR. Surprisingly, intracellular production of [FNy, IL2
or TNFa after mitogenic stimulation was similar between TIGIT+ and TIGIT- CD4+ T cells (Figure
3A). On the other hand, CD226 expression was strongly associated with cytokine production
(Figure 3B). When we analyzed the production of cytokines by CD226/TIGIT-defined subsets
according to time post-transplantation, we found a significant drop in IFNy production only in
the TIGIT+CD226+ subset in late KTR (Figure 3C). Altogether, our results strongly suggests that
both TIGIT and CD226 expression regulates cytokine production in KTR, and that a
dysregulation of this TIGIT/CD226 axis may be responsible for CD4+ hyporesponsiveness in late

KTR.

CD8+ exhausted T cells increase after kidney transplantation

We next turned to the CD8+ T cell compartment within the same cohort (Table 1). The
memory CD8+ T cell subsets, as well as the different Tc1, Tc2, Tc17, and Tc17* subsets or CD57,
CD28, KLRG1 expression were stable over time (Figure 4A, supporting Figure 2F and 2G). Upon
mitogenic stimulation, CD8+ T cells from late KTR produced significantly less IL-2 than recently

transplanted patients (Figure 4B). The expression of each individual IR did not differ with time
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post-transplantation or compared with patients under dialysis (Supporting figure 2H). However,
the percentage of CD8+ T cells simultaneously expressing three IRs increased with time post-
transplantation (Figure 4C). After unbiased clustering strategy, we observed that PD1+TIGIT+
mCD8+ T cells increased over time post-transplantation (Spearman r= 0.51, p= 0.02), (Figure

4D).

Thus, akin to CD4+ T cells, we observed that CD8+ T cell hypo-responsiveness develop

in long-term KTR, and is associated with the expansion of a exhausted PD1+TIGIT+ subset.
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Alloreactive CD4+ donor-specific hyporesponsiveness after kidney transplantation is correlated

with CD4+CD226+TIGIT+Tim3-PD1°"2B4"" T cells

Our results so far show that a state of exhaustion develop in polyclonal T cells from long-
term KTR. However, we wished to investigate whether an antigen-specific phenomenon could
also be uncovered, which would be more directly linked to chronic exposure to graft
alloantigens. Thus, we selected 11 stable patients grafted from living donors at different time
post-transplantation, and analyzed their T cell reactivity by Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)
against donor cells (donor-specific alloreactivity) and against third-party cells (non-specific

alloreactivity) (supporting document 3A, 3B).

As shown in figure 5 (A), T cell proliferation measured at day 7 was lower after donor-
specific stimulation compared with third- party (non-donor specific). This hypo-responsiveness
was observed in CD4+ T cells only, but not for CD8+ T cells (donor-specific/third- party
proliferation ratio (median [IQR]): 0.24 [0.04; 1.02], 0.06 [0.02; 0.92], 0.71 [0.03; 2.07] for CD3+,
CD4+, CD8+ respectively). At the end of the MLR, PBMC were restimulated with PMA and
lonomycin for 4h and analyzed for intracellular cytokine production (IFNy, IL-2). No significant
difference was observed with respect to cytokine production by CTV'®¥ proliferating CD4+ and
CD8+ T cells when comparing donor-specific or third party- stimulation (supporting figure 3C,
3D). Further, in either condition, intracellular cytokine production did not correlate with time
post-transplantation (supporting figure 3C, 3D). We also analyzed the expression of IR and
CD226 by proliferating, i.e. CTV'®¥, T cells after MLR. As shown in figure 5C, a number of those
receptors, mostly dominated by PD-1, CD226, TIGIT, and Tim3 are strongly expressed by
proliferating cells However, there was strong inter-individual differences, but that did not

correlate with time post-transplantation (Supporting Figure 3E, and 3F). Further, we found no
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significant differences between donor-specific and third-party MLR, although there was a small
trend toward lower expression of some IR (including TIGIT and Tim3) after donor-specific
stimulation. At least some of these IR are induced upon activation as a negative feedback loop;
thus, our observations may be the result of a lower activation signal received by stimulated

cells.

On the basis of an unbiased clustering analysis of recipient CD4+ and CD8+ exhaustion
phenotype before MLR, the proportion of CD226+TIGIT+Tim3-PD1°¥2B4"°% CD4+ cells was
correlated with allospecific, but not third-party, CD4+ proliferation (Spearman r=0.68, p=0.04).
This observation was mainly driven by two recently transplant patients with high proportion of

proliferating cells after MLR (Figure 5C).

Hence, we observed an allospecific T cell hyporesponsiveness after kidney transplantation,
mainly in CD4+ T cells. Donor-specific CD4+ T cell proliferation was correlated with the
percentage of CD226+TIGIT+Tim3-PD1'°¥2B4'°% CD4+ T cells, suggesting a decisive role of the

CD226/TIGIT axis in donor-specific response.
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Discussion

In this study, we found that donor-specific T cell hyporesponsiveness prevails in CD4+ T
cells after kidney transplantation and was linked with CD226+TIGIT+ CD4+ T cells. We also
pointed out that TIGIT expression increased in mCD4+ T cells after transplantation in stable
conditions, at the expense of CD226+TIGIT- mCD4+ T cells. As a result, we observed an altered
function of this CD4+ T cell subset in recipients far from transplantation. The TIGIT/CD226 axis
is a recently described pathway that regulates T cell function. Similar to other immune
checkpoint pathways, such as CD28/CTLA4, CD226 presents a co-stimulatory function, that
shares ligands with TIGIT which is a co-inhibitory receptor. Both of these receptors bind to two
nectin and nectin-like proteins, CD155 (PVR) and CD112 (PVRL2). TIGIT is expressed on
conventional ap T cells, but also memory, regulatory, and follicular helper T cells?3. TIGIT exerts
an inhibitory function in several ways. TIGIT could regulate T cell responses via engagement in
a cell-extrinsic manner via the ligation after homodimerization to CD155 in dendritic cells and
macrophages (resulting in a shift of IL-12 production to IL-10), promoting a tolerogenic
phenotype?*?>. TIGIT could also exert an inhibitory function in a cell-intrinsic manner, by
competing with CD226 for the binding of CD155, and interacting with CD226 on the surface of
T cells to disrupt CD226 homodimerization?®. In conventional CD4+ T cells, TIGIT expression
exerts a direct inhibitory effect on T cell proliferation with inhibition of cytokine production,
predominantly on IFNy?’. We also observed a negative correlation in kidney transplant
recipients between the expression of TIGIT in conventional T cells, and the proportion of Th1
or Th17 subsets. Th1l and Th17 cells play a key role in the initiation and development of T cell

rejection?®30, Taken together, our data suggest that in triple, CNI-based immunosuppressive
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therapy, increased TIGIT expression could participate in CD4+ T cell hyporesponsiveness and
the previously described disappearance of T cell rejection over time®. Conversely, TIGIT
expression on tumor- Infiltrating Lymphocytes of melanoma patients or on peripheral blood T
cells of gastric cancer patients was previously associated with poor outcomes3'=3. A decrease
in TIGIT+CD4+ T cells was associated with severe forms of autoimmune diseases such as

3437 Moreover,

multiple sclerosis, atopic dermatitis, ulcerative colitis, and systemic lupus
dysregulation of CD226+TIGIT+ CD4+ T cell functions was previously described in severe forms
of dermatomyositis® and primary Sjogren syndrome3°. CD226 downregulation and high levels
of TIGIT were previously described in cancer and chronic viral infections*®2. In the same way,
we previously found in highly immunosuppressed HLA incompatible kidney transplant
recipients known to present a high risk of infectious complications®?, higher levels of TIGIT
expression, compare d with ABO-incompatible recipients?®. TIGIT was also previously identified
in kidney biopsies as one of the most specific transcript changes (with other costimulation -
related transcript) during pure T-cell mediated rejection, compared with other disease®*.
Finally we observed that donor-specific T cell (but not third-parties) response involved
preferentially CD226+TIGIT+ cells. The dysfunctional state observed in these cells far from
transplantation could participate to the donor-specific hyporesponsiveness observed after

transplantation. Thus, exploring the TIGIT/CD226 after kidney transplantation could be a

promising tool for monitoring the balance of immunosuppression after transplantation.

Conversely, we did not observe any increase of other inhibitory receptors such as PD-1,
or any combination of inhibitory receptors (using clustering analyses), over time post-
transplantation. In a mouse model of chronic rejection after heart transplantation, Sarraj and
colleagues previously demonstrated an association between graft survival and CD4+ T cell

exhaustion phenotype in the periphery, while Zou and colleagues!® demonstrated in a skin
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transplant model that donor antigen abundance is a main factor of T cell exhaustion
development. In humans, Fribourg and colleagues previously found during the first 6 months
post- transplantation, an increase of exhausted CD4+ T cell subsets, mainly represented by
PD1+TIGIT+2B4-Tim3- cells. They also observed a negative correlation between CD4+ Tex and
the development of graft fibrosis. Unlike the Fribourg study, we only included recipients that
had not received T cell depleting agents, in order to avoid biases related to the expression of
some inhibitory receptors during T cell reconstitution. Moreover, in our study, patients were
far from transplantation and exposed to long-term use of immunosuppressive treatments. It
was previously suggested in mouse models that T cell exhaustion could be prevented by
calcineurin inhibitors*>4®. Hence, it could be argued that CNI-based immunosuppression after
transplantation could interfere with the development of exhaustion-induced

hyporesponsiveness.

We also observed an increase of PD1+TIGIT+ CD8+ T cells after kidney transplantation.
In cancer, TIGIT+PD1+ CD8+ cells were previously found to be upregulated and to present
altered function”#8. Our results are consistent with those of Fribourg!®: in their study, they
found an increase of CD8+ Tex clusters mainly represented by PD1+TIGIT+2B4+ cells. They also
found a correlation between graft fibrosis during the first months post- transplantation and the
proportion of CD8+ Tex. Given these observations, monitoring the PD1+TIGIT+ CD8+ after
transplantation could thus be an interesting path of investigation toward individualizing

immunosuppression in the treatment of infections and cancer, or graft rejection and fibrosis.

Our study presents several limitations. First, we analyzed a relatively small sample of
recipients. This was mainly driven by the ambition to homogenize patients: all transplant

recipients included here received the same immunosuppressive treatment, did not present
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viral replication in blood, graft rejection, or reoccurrence of kidney disease. Moreover, despite
the low number of patients, we were able to highlight some major changes in CD4+ and CD8+
T cell compartments after transplantation. Second, we were not able to investigate all
previously described inhibitory receptors. We decided to focus on the main inhibitory
receptors, associated with exhaustion development. Consequently, we cannot eliminate
different signatures, with other IR after transplantation. For example, TOX was recently
described as a major transcription factor for exhaustion in the mouse* and should be
investigated in future prospective studies. Nonetheless, using only the principal 5 IRs we
described a dysregulation of the CD226/TIGIT axis and an increase of PD1+TIGIT+ CD8+ T cells.
Conversely, a main strength of our study was the investigation of donor- specific T cell response

according to exhaustion.

In conclusion, our study reveals that after kidney transplantation, a donor-specific T cell
hyporesponsiveness develops after transplantation. The dysregulation of the CD226/TIGIT axis,
with the increase of TIGIT over time leads to a decrease of CD4+ T cell response. Moreover,
CD8+ PD1+TIGIT+ exhausted T cells increase with time, and participate in the decrease of T cell
response after kidney transplantation. Future studies that include these subsets as biomarkers

to monitor clinical endpoints or over- or underimmunosuppression are needed.
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Table 1. Main characteristics of the 30 living-donor kidney transplant recipients included in the
inhibitory receptors expression changes after transplantation.

Variable Results
Recipient age (years), mean (+ range) 52+10
Recipient gender, male (%) 18 (60)
Donor age (years), mean (+ range) 53+13
Time between Tx- sample analysis (months), median (IQR 25-75) 39 (27;71)
CKD-Epi estimated GFR at sample analysis, mL/min/1.73m?, mean (+ range) 58+21
Positive CMV serology, yes (%) 16 (53)
Positive EBV serology, yes (%) 30 (100)
Positive Toxoplasma Gondii serology, yes (%) 25 (83)
Initial kidney disease: n (%)
- Glomerular 14 (47)
- PKD 11 (37)
- Vascular 1(3)
- Unknown 4 (13)
Donor-Recipient HLA mismatches, mean (trange)
A, B mismatches 3.7+24
DR, DQ mismatches 19+1.3
A, B, DR, DQ mismatches 1.8+1.4
Anti-HLA sensitization:
- Anti-class | 4 (13)
- Anti-class Il 2(7)
- Anti-class I and Il 1(3)
- Donor-Specific Antibodies 0
Immunosuppressive therapy
- Anti-CD25 at induction, yes (%) 12 (40)

Abbreviations: Tx, Transplantation; GFR, Glomerular Filtration Rate.
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Table 2. Main characteristics of the 15 living-donor kidney transplant recipients included in the
functional analysis.

Variable Early Late Results
(n=7) (n=8)

Recipient age (years), mean (+ range) 51+13 52+14 0.73
Recipient gender, male (%) 5(71) 6 (75) 0.99
Donor age (years), (+ range) 55+ 19 46 £ 14 0.48
Donor-Recipient mismatches, mean (+ range)
A, B mismatches 2.3+0.5 3.0£1.2 0.16
DR, DQ mismatches 19+1.1 29+0.9 0.11
A, B, DR, DQ mismatches 4.1+0.9 59+1.7 0.09
Initial kidney disease 0.45

- Glomerular 4 2

- PKDA/genetic 2 4

- Unknown 1 2
Time between Tx- sample analysis (months) median (IQR 25-75) 1(1;1) 64 (50; 83) 0.001
CKD-Epi eGFR at sample analysis, mL/min/1.73m?, mean (* range) | 49+17 70+ 18 0.08
Positive CMV serology, yes (%) 5(71) 4 (50) 0.61
Positive EBV serology, yes (%) 6 (86) 8 (100) 0.47

Abbreviation: eGFR, estimated Glomerular Filtration Rate.
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Table 3. Main characteristics of patients included for the donor- specific response analyses.

Variable Result
Recipient age at Tx (median), IQR (25-75) 42 +17
Recipient sex, male yes (%) 3(38)
Recipient CMV serology positive (%) 4 (50)
Recipient EBV serology positive (%) 7 (88)
Time between Tx- blood sample analysis (months), IQR (25-75) * 3(3;11)
Anti-class I/Il anti-HLA sensitization, yes (%) 2 (25)
Donor- Specific Antibodies at blood sample analysis, yes 0
Anti-CD25 induction therapy, yes (%) 4 (50)

*One patient provided blood samples for investigation at 0.5, 1-, and 3-months post- transplantation,
and one other patient provided blood samples for investigation at 3- and 6-months post-
transplantation.
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Figure Legends

Figure 1 (A-C) Phenotype analyses of mCD4+ T cells.

A. CD3+ T cell rate after transplantation
B. CDA4+ proportion among CD3+ (left) and memory T cell subsets of CD4+ (right)
C. Circulating T follicular helpers (due to blood sample availability, only 24 patients were tested).

Figure 2 (A-E) Functional and phenotypic analyses of mCD4+ T cells. Comparisons were performed by
an unpaired Mann- Whitney t-test. Statistical correlation was performed using a Spearman correlation

test.

IFNy, IL-2 and TNFa, and IFNy+IL-2+TNFo+ production in mCD4+ T cells in unstimulated (UNS)
or after PMA-ionomycin stimulation in early (<3 months) and late (> 2 years) transplant
patients.

Percentage of memory CD4+ T cells expressing 0, 1, 2, 3, 4, or 5 inhibitory receptors

Unbiased clustering analysis of inhibitory receptor expression and CD226 expression in mCD4+
T cells after transplantation

TIGIT, TIGIT+CD226+ expression in mCD4+ T cells (left) and TIGIT/CD226 expression ratio in
memory CD4+ T cells.

Correlation between percentage of CXCR3+CCR6- (Th1), and CXCR3+CCR6+ (Th17%*) subsets
and percentage of TIGIT+CD4+ in memory CD4+ T cells

Figure 3 (A-C) Functional analyses according to TIGIT and CD226 expression in mCD4+ T cells in early
(<3 months) and late (>2 years) kidney transplant patients. Comparisons were performed by an
unpaired Mann- Whitney t-test (*p< 0.05, ** p< 0.01, ***p<0.001)

A.

Comparison of IFNy, IL2 and TNFa production in mCD4+ T cells according to the expression of
TIGIT in patients recently transplanted and those far from transplantation

Comparison of IFNy, IL2 and TNFa production in mCD4+ T cells according to the expression of
CD226 in patients recently transplanted and those far from transplantation

Comparison of IFNy, IL2 and TNFa production in mCD4+ T cells according to the expression of
TIGIT and CD226 in patients recently transplanted and those far from transplantation

Figure 4. Phenotype and functional analyses of mCD8+ T cells. Comparisons were performed by an
unpaired Mann- Whitney t-test. Statistical correlation was performed using a Spearman correlation
test. (*: p<0.05)

A. Memory CD8+ subsets over time post- transplantation
B. Comparison of IFNy, IL2, and TNFa production in mCD8+ in the recently transplanted and those

far from transplantation.

184



C. Percentage of mCD8+ T cells that express 3 inhibitory receptors over time post-
transplantation
D. Unbiased clustering analysis of the different inhibitory receptors.

Figure 5 (A-C) Donor -specific and third-parties responses.

A. Proliferation of CD3+, CD4+ and CD8+ T cells after autologous, allospecific, third-parties, and
mitogenic stimulation. Comparisons were performed by an unpaired Mann- Whitney t-test.

*: p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001
B. Expression of each Inhibitory receptor in CTV'®¥ CD4+ (left) and CD8+ (right) proliferating cells.

C. Unbiased clustering analysis of T cell phenotype before MLR, and correlation with donor-
specific and third -party stimulation.
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Supplementary documents

Supporting document 1. List of antibodies (and supplies) used in the study.

Supporting document 2. Phenotype analyses of exhaustion markers after kidney transplantation

(A) Gating strategy

a & b) Identification of singlets using Forward Scatter (FSC)-W versus FSC-H (a) and Side Scatter (SSC)
W vs SSC-H (b). Viable T cells were selected by gating on CD3+ cells and negative expression of the
fixable viability strain (c). Within the lymphocyte population, CD4+ and CD8+ T cells were differentiated
based on the surface expression of CD3+ and either CD4+ or CD8+ (d). Memory CD4+ (e) or CD8+ (f) T
cells subsets were differentiated using the expression of CD45RA and CCR7 expression. Expression of
the different inhibitory receptors, KLRG1, CD28, CD57, and TNFa, IFNy, IL2 was analyzed in non-naive
CD4+ (g, k) and CD8+ T cells (h, I). The subsets were differentiated based on CXCR3, CCR4, CCR6, CCR5

expression. Tregs were defined using CD25, CD127, and FoxP3 expression.

(B) CXCR3+CCR6- (Th1), CXCR3-CCR6-CCR4+ (Th2), CXCR3-CCR6+ (Th17), and CXCR3+CCR6+ (Th17%*)
subsets in mCD4+ T cells with time post transplantation (Due to blood sample availability, only 24

patients were tested)

(C) CD28-CD57+, KLRG1+, DR+ (only 25 patients were tested, due to blood sample availability), and
FoxP3+CD25"CD127"" (regulatory T cells) (n=15, due to blood sample availability) subsets in mCD4+ T

cells with time post transplantation.

(D) Expression of each Inhibitory receptors in mCD4+ T cells with time post transplantation.

(E) Comparison of CD4+ naive and memory T cell expression, in dialysis (DO) and transplant recipients.

(F) CXCR3+CCR6- (Tcl), CXCR3-CCR6-CCR4+ (Tc2), CXCR3-CCR6+ (Tcl7), and CXCR3+CCR6+ (Tcl7*)
subsets in mCD8+ T cells with time post transplantation (only 25 patients were tested, due to blood

sample availability).
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(G) CD28-CD57+, KLRG1+, DR+ subsets in mCD8+ T cells with time post transplantation (only 25

patients were tested, due to blood sample availability)

(H) Comparison of CD8+ naive and memory T cell expression, in dialysis (D0O) and transplant recipients.

Supporting document 3. Mixed lymphocyte reaction

(A) Mixed Lymphocyte Reaction protocol

MLR assays were performed with CTV-labelled recipient cells, and CMFDA-labeled and irradiated
stimulator cells, under four conditions: autologous (recipient cells used as stimulator cells), allo-
specific (living kidney donor used as stimulator cells), third parties (from 4 different healthy blood
donors equally distributed used as stimulator cells) and positive control with mitogenic agents (anti-
CD2/CD3/CD28).

Phenotype analyses were performed before and after 7 days of culture.

After the culture, a functional analysis by Intra-cellular staining (ICS) of IL2, and IFNy expression was
performed after 4 hours of stimulation with PMA-ionomycin.

(B) Gating strategy

a & b) Identification of singlets using Forward Scatter (FSC)-W versus FSC-H (a) and Side Scatter (SSC)
W vs. SSC-H (b). Responders T cells were selected by gating on CMFDA- cells (c), and the next negative
expression of the fixable viability strain (d). Within the lymphocyte population, CD4+ and CD8+ T cells
were differentiated based on the surface expression of CD3+ and either CD4+ or CD8+ (e). Proliferating
cells were identified by gating on CTV- cells (f). Expression of the different inhibitory receptors, KLRG1,

CD28, CD57, and TNFa, IFNy, and IL2 was analyzed in non-naive CD4+ (g, i) and CD8+ T cells (h, j).

(C) TNFa, IFNy, and IL-2 expression in CTV'®" CD4+ T cells after mitogenic restimulation (left), and

correlation between cytokine expression and time post transplantation.

(D) TNFa, IFNy, and IL-2 expression in CTV'® CD8+ T cells after mitogenic restimulation (left), and

correlation between cytokine expression and time post transplantation.

(E) Correlation between expression of each IR expression in CD4+ T cells before stimulation and donor

-specific (left) and allo-specific/ third-parties proliferation ratio (right).
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(F) Correlation between expression of each IR expression in CD8+ T cells before stimulation and donor

-specific (left) and allo-specific/ third-parties proliferation ratio (right).
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Supporting documents

* Table of contents:

- Supporting document 1 (list of antibodies and supplies used in the study)
- Supporting document 2 (Phenotype analyses of exhaustion markers after kidney transplantation)

- Supporting document 3 (Mixed lymphocyte reaction)
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Supporting Document 1. List of antibodies and supplies used in the study.
Flow cytometry analysis:

The list of antibodies included: CD4BV510 (BD- Biosciences), CD8&BV786/785A (BD Biosciences), CD3-APC-H7/APC Cy7 (BD Biosciences),
CD45RA -FITC/Alexa Fluor 488 (BD Biosciences), TIGIT- BB700/PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences), CD197-PE-Cy7 (BD Biosciences), CD244-PE-
CF594 (Thermofisher), intra-cellularEomes-PE (BD Biosciences), CD160-Alexa Fluor647 (BD Biosciences), CD2268V711 (BD Biosciences),
CD279- BV650 (Thermofisher), CD366-BV421 (Biolegend), CD183- BB700/ PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences), CD196-PE-CF594 (BD Biosciences),
ICOS-PE (BD Biosciences), CXCR5-Alexa Fluor 647 (BD Biosciences), CD194 BD Horizon/ BV421 (BD Biosciences), HLA-DR- PECF594 (BD
Biosciences), CD28-PE (BD Biosciences), CD57-PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences), KLRG1-APC (BD Biosciences), CD25-PE-CF594 (BD Biosciences),
intracellular FoxP3PE (BD Biosciences), intracellular HeliosAlexa Fluor647 (BD Biosciences), CD127-BV421 (BD Biosciences), itracellular
CTLA4- PE-Cy7 (BD Biosciences), CD161- BB700/PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences), intracellular Granzyme BAlexa Fluor647 (BD Biosciences),
intracellular Perforin (BD Biosciences), Tim3PE (BioLegend), CD56-BV650 (BD Biosciences).

intracellular cytokines:
PBMC were stimulated for 4 hours at 37°C with phorbol myristate acetate (PMA; 100 ng/ml, Sigma-Aldrich) and ionomycin (100 ng/ml,
Calbiochem, Millipore) in the presence of GolgiStop (BD Biosciences). Fixation and permeabilization were performed using Cell Fixation &
Cell Permeabilization Kit Thermofisher), followed by staining with the appropriate antibodies, including FIT@nti-TNF-a (Biolegend ), BV510-
anti-IL-2 (BD Biosciences), PE-Cy7-anti-IFN-g (clone B27; BD Biosciences).

Supporting Figure 2A
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k) Functional analyses, gated on non-naive CD4+T cells
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Supporting Figure 2C
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Supporting Figure 2E

% CD4+ in mCD3+ cells

% subset in mCD4+cells

Variable Dialysis patients Post- transplant
(n=21) recipients (n=30)
CD4+ T cells Recipient age, year (IQR 25 -75) 57+17 52+14
Recipient gender, male (%) 15(71) 18 (60)
N " Initial kidney disease
[r— 3 memory CO4+ T cells
© - Glomerular 9 14
o - Atq
+
2 - ADPKD /genetic 5 11
1" 3 o i
. w - vascular 3 1
" S i
5 - Unknown 4 4
451 : + 4 b4 Positive CMV serology, yes (%) 13 (62) 16 (53)
254 L, % 304 P Positive EBV serology, yes (%) 19 (90) 30 (100)
- — ®
¢ &+ &
mCD4+ subsets 2
LEE 3
. o
™ :} Table S2. Comparison between dialysis patients and kidney transplant recipients.
[=]
. ' . "E’ Abbreviations: ADPKD, Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease; CMV,
419 — c Cytomegalovirus, EBV, Ebstein-Barr Virus.
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Supporting Document 3A
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Supporting Figure 3E
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3. Absence d’efficacité des inhibiteurs du checkpoint immun chez les patients greffés

rénaux atteints d’'une LEMP

Ce travail a fait I'objet d’une publication scientifique dans Emerging Infectious Disease

La Leucoencéphalopathie multifocale progressive (LEMP) est causée par le virus JC
(John Cunningham poliomavirus). C’'est une infection opportuniste d’une gravité extréme chez
le patient greffé d’organe solide, mortelle dans une trés grande majorité de cas. A ce jour, des
traitements spécifiques ont été évoqués (comme les lymphocytes T spécifiques du BK-virus,
d’origine allogénique) mais restent du domaine de la recherche car leur mise en place est
extrémement complexe. D’autres traitements comme les inhibiteurs du checkpoint immun
(anti-PD-1, nivolumab et pembrolizumab) ont été décrits comme potentiellement efficaces

principalement des patients atteints du VIH.

Nous avons traité et rapporté notre expérience au sujet de trois patients transplantés
rénaux, atteint de LEMP et traités par nivolumab. Aucun des trois patients n’a répondu au
traitement. Une analyse de |’expression des récepteurs inhibiteurs a montré la persistance a

taux élevés de 2B4 et du CD160 apres I'injection du traitement.
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Abstract

It was suggested that anti-PD1 antibodies could be an effective treatment for progressive
multifocal leukoencephalopathy (PML). We have treated three kidney-transplant recipients
presenting a PML with nivolumab. All patients died within the first 8 weeks after diagnosis.

Hence, after transplantation nivolumab did not improve the outcome of PML.
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The role of T-cell exhaustion in the development of progressive multifocal
leukoencephalopathy (PML) prompted clinicians to use immune checkpoint inhibitor
molecules to treat JC virus-infected patients. Recently, Cortese et al (1) treated 8 patients
presenting PML (6 with a history of blood disorders and 2 HIV infected patients) with anti-PD1
antibodies. An improvement or a stabilization of symptoms was observed in 5 patients, while

no benefit was noticed in the remaining patients.

Since 2017, we have treated three kidney-transplant recipients with a definite PML according
to the AAN consensus that was diagnosed 5 (2-17) years after transplantation. Clinical and
radiological findings are presented in the supplementary figures (1 to 3). They were receiving
mycophenolic acid and steroids with either belatacept (n=1) or tacrolimus (n=2). At PML
diagnosis, immunosuppressants were immediately withdrawn, and anti-PD1 antibodies
(nivolumab, Opdivo®, Bristol Myers Squibb, New York, NY) were given at 3 mg/kg every 15
days (2 injections in 2 patients and three for the last one) (Table 1). Three apheresis sessions
were also performed before nivolumab initiation for one patient in order to remove the
belatacept. All patients died within the first 8 weeks after diagnosis because of rapid progression
in neurological symptoms. No signs of immune reconstitution inflammatory syndrome were
observed on magnetic resonance imaging that were performed before each injection and few
days before death. Conversely, MRIs have shown a progression of PML features. As expected,
the percentage of T-cells expressing PD1 that was assessed in 2 patients dramatically decreased
after nivolumab (Figure S4). Conversely, others inhibitory receptors tested (2b4, and CD160)
remained stable or increased. In addition, functional analysis showed a reduction of cytokine
production by CD4+ and CD8+ T-cells, as well as an improvement of cytotoxic ability, a
phenotype compatible with more terminally differentiate exhausted cells, less likely to respond

to anti-PD1 immune checkpoint inhibitor (2).
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It was previously suggested that PML could occur at any time post-transplantation (3), even

several years after engraftment. This was the case in our three patients.

Conversely to the results reported, by Cortese and colleagues (1), our kidney-transplant patients
treated by nivolumab had a very bad outcome that is in line with the one usually reported after
solid-organ-transplant patients, i.e. a median survival time lower than 6 months (3). The
difference between treated-patients by Cortese et al. and ours is probably due to the use of
immunosuppressive agents (calcineurin inhibitors or co-stimulation blockers) that can lead to
persistent T-cell dysfunction, despite withdrawal of these treatments, resulting in refractory T-
cell dysfunction after anti-PD1 blockers use, as previously reported in ex-vivo experiments (4).
This hypothesis is supported by the absence of kidney rejection in 2 out of the 3 patients.
Interestingly, all five cases reported by Cortese et al. (1) in whom anti-PD1 blockers were
efficient, were not receiving immunosuppressive therapy at PML diagnosis. Moreover, our
three patients had a profound lymphopenia at diagnosis that was not improved with nivolumab
in two of them (Table 1). Although, there is no established relationship between the severity of
lymphopenia and the response to anti-PD1, one can note that the three patients with unfavorable
outcome from the study by Cortese et al. (1) had also a severe lymphopenia. This suggests that

immunotherapies can be ineffective in case of severe lymphopenia.

Hence, in kidney-transplant patients, the use of nivolumab, associated to immunosuppressive
therapy withdrawal did not restore efficient immune response and did not improve the outcome
of PML. The use of ex-vivo expanded, BK virus— specific T-cells (5), should be tested in this

setting.
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Figures legends:

Figure S1 Clinical course of patient 1

A 81 years-old man had undergone a kidney transplantation in 2012 because of end-stage renal
disease related to nephroangiosclerosis. He was given induction therapy by basiliximab
followed by a triple immunosuppressive regimen including tacrolimus, mycophenolate mofetil,
and prednisone. No acute rejection occurred after transplantation. Five years after kidney
transplantation, the patient presented with behavioral disorders and confusion, without fever.
At admission, brain-MRI showed several bilateral hyperintense lesions, involving left frontal
and right parietal lobe. At day 11, because of worsening of neurological symptoms (patient
unable to sit, psychomotor retardation and somnolence), nivolumab was initiated, and repeated
two weeks later. One month after the first symptoms, MRI sequences showed several bilateral
confluent hyperintense lesions, extended to both frontal lobes, and right parietal lobe without
evidence of an inflammatory reaction with edema, mass effect, or gadolinium enhancement
suggesting the occurrence of immune reconstitution inflammatory syndrom. The patient

became bed bound, felt into coma and died roughly one month and a half after admission.

Figure S2: Clinical course of patient 2

A T77-year-old Caucasian man had undergone a kidney transplantation in 2015 because of
nephroangiosclerosis and diabetic nephropathy. No induction therapy was given. Maintenance
immunosuppression included tacrolimus, MMF, and prednisolone. One year after
transplantation, the patient was converted from tacrolimus to belatacept because of biopsy-
proven calcineurin inhibitors nephrotoxicity. At conversion, serum creatinine level was at 33

mg/L.
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Two years after transplantation (one year after belatacept initiation), the patient presented with
profound weakness. At admission, brain FLAIR-MRI sequences revealed bilateral hyperintense
lesions in both frontal lobes. Belatacept and MMF were stopped immediately after the
diagnosis. In addition, the patient had undergone three sessions of double filtration
plasmapheresis (DFPP) in order to eliminate rapidly belatacept. Immediately after the 3
sessions of DFPP, nivolumab was started (3mg/kg each 15 days). Gamma-interferon
(Intravenous perfusion of Imukin, 100 pg) was added to the second and third injection of
nivolumab because of neurologic symptoms deterioration (somnolence, bed-ridden). The
second and third MRI showed extension of lesions, without signs of IRIS. The patient died one

month and half after admission.

Figure S3: Clinical course of patient 3

A 67-years-old woman had undergone a kidney transplantation in 2007 due to interstitial
nephropathy. She was given induction therapy by basiliximab, followed by a triple
immunosuppressive therapy including belatacept, MMF, and prednisone. Eleven years after
transplantation, belatacept was replaced by tacrolimus, for patient personal suitability. The
postransplantation period was uneventful and no acute rejection occurred. Two months after
the switch, the patient was admitted for left hemiparesis worsening for the past month. At
admission, brain MRI showed PML-compatible bilateral lesions, with hyperintense lesions in
corpus callusum in FLAIR sequences. The diagnosis of PML was confirmed by the detection
of JCV DNA in CSF (2.93 log-copies/mL). Tacrolimus and MMF were stopped immediately
after the diagnosis. Prednisolone was maintained, and mirtazapine was added (15mg/d).
Nivolumab (3mg/kg) was started immediately. Because of rapid neurological symptoms

impairment one week after the first injection (bed-ridden, somnolence), the patient was given a
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second injection of nivolumab (3 mg/kg). A brain MRI performed one week after the second
injection of nivolumab, confirmed the PML progression without argument for IRIS. The patient

presented went into coma and died four weeks after admission.

Figure S4 Expression of surface T cells inhibitory molecules in Patient 2 and 3 at diagnosis

and after nivolumab injection

Phenotypic analysis of T-cells inhibitory molecules (PD-1, 2b4, CD160) expression in CD4+

(A) and CD8+ (B) cells before and after nivolumab injection in patient 2.

Phenotypic analysis of T-cells inhibitory molecules (PD-1/2b4/CD160) in CD4+ (C) and CD8+

(D) cells before and after nivolumab injection in patient 3.

In vitro CD4+ T cells production of TNFa, IL-2, IFNy, Granzyme B (GZB) and IL-17, after
unspecific stimulation with PMA/ionomycin, before and after nivolumab injection in patient 3
(E). In vitro CD8+ T cells production of TNFa, IL-2, IFNy, Granzyme B (GZB) and IL-17,
after unspecific stimulation with PMA/ionomycin, before and after nivolumab injection in

patient 3 (F).
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Figure S1
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Figure S2
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Figure S4

Figure 548

Figure S4A
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Figure S4E
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4, Analyse du profil lymphocytaire adaptatif au cours des formes légéres et séveres des

infections a COVID-19 chez des patients transplantés d’organe solide.

Ce travail a fait I'objet d’une publication dans Kidney International

Les patients transplantés d’organe solide sont a haut risque de développer une forme sévere
des infections a Sars-CoV-2, les conduisant dans prés d’un tiers des cas apres infection en
réanimation. Alors que le profil de réponse immune innée et acquise a été bien étudié, peu
de données étaient disponibles concernant la réponse immune sous traitement

immunosuppresseur au long cours.

Dans cette étude rétrospective, nous avons exploré par cytométrie de flux les modifications
du compartiment T, B et NK a I'entrée en hospitalisation, puis régulierement au cours de
I’évolution de I'infection a COVID chez des patients transplantés (principalement du rein).

Nous avons pu mettre en évidence des profils similaires dans les changements de I'immunité
adaptative T, B et NK avec une profonde lymphopénie T (CD3 et CD8+) et NK, un taux de

lymphocytes T CD4+ activés et de T régulateurs plus élevés dans les formes séveres.

Nous avons également exploré certains récepteurs inhibiteurs (TIGIT, PD-1 et CD39) et
observé dans les formes sévéres une corrélation positive en I’expression de TIGIT par les CD4+

et CD8+ et le taux de lymphocytes T régulateurs. Cette corrélation était également retrouvée
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pour le CD39+ dans les CD4+ et PD-1 dans les CD8+. Nous avons aussi retrouvé une corrélation
négative entre I'expression de TIGIT et les fréquences de LT CD4+ produisant perforine /

granzyme B.
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Abstract

Solid Organ Transplant recipients are at high risk for the development of severe forms of
COVID-19. However, the role of immunosuppression in the morbidity and mortality of immune
phenotype during COVID-19 in transplant recipients remains unknown. In this retrospective
study, we compared peripheral blood T and B cell functional and surface markers, as well as
serum antibody development during mild (n=29) and severe (n=22) forms of COVID-19 in solid

organ transplant recipients hospitalized in our center.

Patients who developed severe forms of COVID-19 presented lower CD3+ (344/mm?3 (197;
564) vs. 643/mm?3 (397; 1251), p= 0.04), and CD8+ T cell counts (124/mm?3 (76; 229) vs.
240/mm3 (119; 435), p= 0.05). However, activated CD4+ T cells were more frequent in severe
forms (2.9% (1.37; 5.72) vs. 1.4% (0.68; 2.35), p= 0.005), counterbalanced by a higher
proportion of Tregs (3.9% (2.35; 5.87) vs 2.7% (1.9; 3.45), p= 0.02). A marked decrease in the
proportion of NK cells was noted only in severe forms. In the B cell compartment, transitional
B cells were significantly lower in severe forms (1.2% (0.7; 4.2) vs. 3.6% (2.1; 6.2), p= 0.03).
Nonetheless, a majority of transplant recipients developed antibodies against SARS-CoV-2

(77% and 83% in mild and severe forms respectively).

Our data revealed accurate immunological differences between mild and severe forms of
COVID 19 in solid organ transplant recipients, similarly to previous reports in

immunocompetent population.
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Introduction

Solid Organ Transplant (SOT) recipients are a high-risk population for the development
of severe forms of COVID-19, with an in-hospital mortality rate reported ranging from 20% to
30%%2. Although comorbidities associated with severe SARS-CoV-2 infection®? such as
cardiovascular diseases, obesity, hypertension, and diabetes are frequent in this population,
factors that influence a substantial proportion of severe disease are not well understood. For
instance, it is unknown whether the immune response changes that are observed in the

general population are also present during COVID-19 in SOT patients?.

A significant immune dysregulation correlated with COVID-19 severity, with an
increase in the level of pro-inflammatory cytokines* and impaired interferon type-I response
to elevated interleukin-6°, dysregulation of innate immune cells (HLA class Il downregulation
on monocytes® or dysregulation of the mTOR pathway in dendritic cells’), and acquired
immune cell changes (lymphopenia® and T cell exhaustion®). Song et al'® reported a sharp
difference between mild and severe cases of COVID-19 in 41 immunocompetent patients, with
a major CD3+, CD4+ and CD8+ and NK cell lymphopenia, excessive T-cell activation, a higher
expression of T-cell inhibitory molecules, and a higher expression of cytotoxic molecules in
CD8+ T cells in severe cases compared to mild cases. Zheng et al® reported an overexpression
of the inhibitory molecule NKG2A in CD8+T cells and NK cells in patients with severe forms,
suggesting a state of functional exhaustion in cytotoxic lymphocytes in severe forms of COVID-

19, in 55 immunocompetent patients with COVID-19.

Standard immunosuppression after solid organ transplantation may have variable

consequences on lymphocyte homeostasis and functions. Therefore, we retrospectively
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examined the impact of SARS-Cov2 infection on innate and adaptive lymphocytes in

immunocompromised SOT recipients with moderate or severe COVID-19.
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Patients and Method

Patients

This retrospective study was conducted in the Department of Nephrology of

Toulouse (registration number RnIPH 2021 sou-16 s, Supporting information 1).

From March to November 2020, 69 SOT recipients who were hospitalized in our
department for a COVID infection proven by the detection of SARS-CoV-2 by PCR in
nasopharyngeal swab. Fifty-one of them were included in this retrospective cohort. The
eighteen remaining patients, that presented a mild form, were excluded from the analysis

because of lack of immunological data.

COVID-19 severity was assessed at admission and then each day, in accordance with
the World Health Organization (WHO) 9-point Ordinal Scale (WOS) for clinical improvement
consisting of the following categories: 0) Uninfected - no evidence of infection; 1) Ambulatory
- no limitation of activities; 2) Ambulatory - limitation of activities; 3) Hospitalized, mild - no
oxygen therapy; 4) Hospitalized, mild - oxygen by mask or nasal cannula; 5) Hospitalized,
severe - non-invasive ventilation or high flow oxygen; 6) Hospitalized, severe - intubation and
mechanical ventilation; 7) Hospitalized, severe - ventilation + additional organ support; 8)
Death. Patients were then divided into two categories, according to the worst score obtained

during the follow-up: Mild (WOS 3, 4) and Severe (WOS 5, 6, 7, 8).
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Immunological analysis

The first immunological analysis was performed during the first five days post
admission to our department. Serial analyses were then performed, if possible, during

hospitalization, each week until the discharge.

All staining was performed on fresh (<24h) whole blood samples drawn by venipuncture in
EDTA coated tubes. Membrane immunostaining was performed as follows: 100ul of blood was
incubated with the appropriate amount of antibodies for 15 mins at room temperature,
followed by red cell lysis with either FACS Lyse buffer (BD Biosciences) or Versalyse (Beckman
Coulter). After washing with Cellwash™ (BD Biosciences), the cell pellet was re-suspended in
the same buffer before rapid analysis by flow cytometry. Intracellular staining was performed
as follows: 100ul of blood was fixed and permeabilized with the Perfix-nc kit (Beckman
Coulter), according to the manufacturer’s instructions. Fixed/permeabilized blood was then
incubated with the appropriate amount of mAbs for 1h, washed and processed for flow
cytometry analysis. Lymphocyte subsets were enumerated by addition in the appropriate
stained samples of 100ul of Flow-Count fluorospheres (Beckman Coulter), as per the

manufacturer’s instructions.

Data was acquired using a Navios flow cytometer (Beckman Coulter), and data analysis was
carried out with the Kaluza analysis software (Beckman Coulter). The gating strategy is

presented in the Supporting Information 2.
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Virological analysis

Positivity for SARS-CoV-2 was diagnosed through nasopharyngeal swab samples using a

home-brew real-time PCR (RT-PCR) or a TMA assay on the Panther instrument (Hologic ®).

The total antibody against SARS-CoV-2 in serum samples were tested using enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) kit supplied by Beijing (Wantai Biological Pharmacy Enterprise
Co., Ltd., China), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the ELISA for total
antibodies detection (IgG/IgM/IgA) was developed based on double-antigens sandwich
immunoassay, using mammalian cell expressed recombinant antigens contained the receptor
binding domain (RBD) of the spike protein of SARS-CoV-2 as the immobilized and HRP

conjugated antigen. Samples were considered as positive if the S/Co was > 1.

Statistical analyses

Results were expressed as median with interquartile ranges, unless stated otherwise.
Continuous variables between groups were compared by unpaired T test and categorical
variables by two-sided chi-square or two-sided Fisher’s exact test, when necessary. Unpaired
parametric or non-parametric tests were chosen according to the Gaussian-based data
analysis. Spearman coefficient was used for correlation analyses and Pearson coefficient was
established for linear regression analyses. All statistical analyses were performed with
GraphpadPrism® 8.4.2 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A p value <0.05

was considered statistically significant.
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Results

1. Patient’s characteristics

Fifty-one Solid Organ Transplant (SOT) patients were included in the analysis (29 (57%)
mild forms and 22 (43%) severe forms) (Table 1). A large majority of patients were kidney
transplant recipients (21/29 (72%) and 19/22 (86%) in mild and severe forms respectively (p=
0.31)). Three kidney transplant patients with a mild form, and one kidney recipient with a
severe form received a re-transplantation. A large majority of patients received a triple,
tacrolimus-based therapy. Immunosuppression management was protocolized for all patients
as follows: mycophenolic Acid (MPA), mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibitors and
costimulation signal blockers were immediately stopped at diagnosis of COVID19, whereas
tacrolimus was maintained (or introduced) with a trough target of 3-5 ng/ml. It was the first
year post transplantation for twelve patients (41%) with a mild form and eight (36%) with a
severe form (4/12 and 2/8 respectively received anti-T lymphocyte globulin (p> 0.99), 0/12
and 1/8 received a course of anti-CD20 monoclonal antibodies (p= 0.40)); among them 8 mild
cases and 7 severe cases were in the first 3 months post transplantation (3/8 and 2/7
respectively received anti-T lymphocyte globulin (p= 0.99), 0/8 and 1/7 respectively received
anti-CD20 monoclonal antibodies (p= 0.47)). At admission, eGFR was lower in patients who
later developed a severe form compared to mild forms. Among the 22 SOT recipients with
severe COVID-19, 17 (77%) required mechanical ventilation. One patient in each group had a
thromboembolism. Four patients with a severe form died from COVID-19 (18.2%), compared

to none among the mild forms (p= 0.03).
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2. Mild vs Severe forms of COVID 19 in solid organ transplant recipients

We first compared patients affected by mild versus severe COVID-19 using data
collected at the closest time before the worst clinical situation (Table 1). The time between
the first symptom of COVID-19 and sample analysis was comparable in both groups (3 days (1;
5) and 6 days (0; 16) days respectively in mild and severe forms, p= 0.16). The lymphocyte
count was lower in patients presenting a severe form (526/mm?3 (278; 782) in severe forms,
vs. 815/mm?3 (560; 1506) in mild forms, p=0.04), (figure 1A). The NK cell count was comparable
in both groups (100/mm3 (63; 135) in severe forms vs. 49/mm?3 (23; 156) in mild forms, p=
0.16). CD3+ T cells were lower in severe forms (344/mm?3 (197; 564) vs. 643/mm? (397; 1251),
p= 0.04), as well as the number of CD8+ T cells (124/mm?3(76; 229) vs. 240/mm?3 (119; 435),
p= 0.05). Naive and memory T cell subsets (both in the CD4+ and the CD8+ compartments)
were similar between both groups (Figure 1B). However, the proportion of Tregs (3.9% (2.35;
5.87) vs 2.7% (1.9; 3.45), p= 0.02), and CD4+ DR+/CD38+ T cells (2.9% (1.37; 5.72) vs. 1.4%
(0.68; 2.35), p= 0.005) was higher in severe forms compared to mild forms. We also analyzed
markers associated with exhaustion (PD-1, TIGIT, CD39), effector differentiation (CD57), and
cytotoxic functions (perforin, granzyme B). We did not find any statistical difference for these
markers between mild and severe COVID-19. Nonetheless, in severe forms a positive
correlation was found between Tregs frequencies and the percentage of CD4 and CD8 T cells
expressing TIGIT, CD39+ (for CD4+) and PD-1 (for CD8+). Further a negative correlation was

observed between CD4+TIGIT+ and CD4+ perforin/granzyme B + frequencies (Figure 1C). The
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proportion of unconventional y& T cells was comparable in both groups (2.5% T cells (1.25;
7.00) in mild forms, vs. 3.5% (2.35; 5.70) in severe forms), p= 0.31). Similar results were
obtained when kidney transplant patients alone were analyzed (Supporting information 3).
Therefore, severe forms presented a more important lymphopenia, with an intense activation

of adaptive immunity, associated with suggestive signs of exhaustion.

B cell numbers did not differ between the two groups (Figure 1A); However, the proportion of
CD24"ehCcD38Me" transitional B cells was lower in severe forms than in mild forms (1.2% (0.7;
4.2) vs. 3.6% (2.1; 6.2), p= 0.03) (Figure 1D). We also observed in severe forms a positive
correlation between the proportion of memory CD27+ B cells and the proportion of CD4+ EM
cells (Figure 1E), suggestive of a co-regulation of these two subsets. Similar results were
obtained when kidney transplant patients alone were analyzed (Supporting information 3).
The results remained unchanged when we had excluded two patients from the mild form
group and one patient from the severe form group in whom samples were obtained after the

administration of dexamethasone (n=2) or tocilizumab (n=1) (data not shown).

3. The kinetics of expression of the different T cell compartments during COVID-19

Serial blood tests were carried out for seventeen patients (9 mild and 8 severe forms,

supporting information 4). During hospitalization, a negative correlation was observed in the

number of NK cells and the duration of severe forms (Spearman r= -0.36, p= 0.05), whereas a

weak positive correlation was observed in mild forms (Spearman r=0.27, p= 0.02), (Figure 2A).

Similar results were obtained when kidney transplant patients alone were analyzed (Supporting

information 3).
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We then compared the differential expression of T and B cell markers in patients who had
had a mild form whether or not it developed into a severe form during hospitalization (Figure
2B). A decrease in the proportion of NK cells was observed only in severe forms during the first
week (20.0% (10.7; 33.0) on the first analysis vs 7.2% (4.4; 13.8) during the first week, p= 0.08).
Anincrease in CD3+ T cells was observed in both groups, but later in the severe forms. However,
CDA4+ T cell distribution was stable in both groups. Tregs and the different CD4+ memory subsets
presented a similar evolution in both groups (Supporting information 5). Nonetheless, the
proportion of activated CD4+, as well as CD4+ T cells expressing perforin and granzyme B, PD1+
CD4+ and CD39+ CD4+ exhaustion markers tended to be at a higher level in severe forms
compared to mild forms. CD8+ T cell counts tended to be lower over time in severe forms
compared to mild forms. The change in B cell compartment was similar in both groups, except
for CD21'°¥ memory B cells, which were more elevated in severe forms at admission (p= 0.03),

and remained at a higher level when the disease worsened.

4. SARS-CoV-2 antibody detection

Among the 44 (26 mild, 18 severe) patients screened for anti-SARS-CoV-2 antibodies
(time of screening 28 (18.5; 58) and 21 (15; 46) days post diagnosis (p=0.46)): 20 /26 (76.9%)
with a mild form and 15/18 (83.3%) with a severe form developed a positive serology (p=
0.72). Fourteen of the fifteen patients that presented a COVID-19 during the first three months
post transplantation seroconverted. Among them, four patients had receive a T cell depleting
agent and one patient had receive both T and B cell depleting agents for ABO incompatible
kidney transplantation. The latter was the sole patient who did not seroconvert. Among the

20 patients that presented a COVID-19 during the first-year post transplantation, three of
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them did not seroconvert. The use of a depleting agent was not associated with no
seroconversion (4/6 patients that had receive a T and or B cell depleting agent have
seroconvert, vs. 13/14 patients without depleting agents, p=0.20).

Patients with a negative serology presented higher level of CD4+PD1+ (p= 0.06) or

CD8+PD1+ (p=0.04) comparing with patients that seroconverted (Supporting information 6).
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Discussion

During 2020, the pandemic caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 had a marked impact on solid organ transplant recipients. While SARS-CoV-2 infection is
frequently asymptomatic in the general population, severe forms seem to be higher by 13 to
50% in solid organ transplant recipients!. The course of infection in the general population is
now well documented. A comprehensive understanding of immune responses in COVID-19

transplant recipients is fundamental to defining the best management for these patients.

The first step in immune response is driven by the secretion of pro-inflammatory
cytokines by innate immune cells to inhibit viral replication, recruit other immune cells to the
infection site and stimulate adaptive immune response'?. A dysregulated innate immune
response, mainly with a type | interferon response driven by genetic susceptibilities such as
inborn errors of Toll-like receptor-3, IRF-7 dependent type | interferon, or neutralizing
antibodies to interferon, was previously associated with severe forms of COVID 1913715,
Moreover, T and B cell responses are implicated in preventing SARS-CoV-2 viral clearance, and
are detectable as early as the first week after the onset of COVID-19 symptoms?®. As previously
demonstrated in the immunocompetent population**>17, we found that severe forms of
COVID-19 in SOT recipients were associated with lower CD3+ T cells. There are several
hypotheses to explain this phenomenon, including a direct cytopathic effect on infected
immune cells, pulmonary recruitment of lymphocytes from blood, or T cell apoptosis during
infection!®1%, Memory CD8+ T cells can recognize the MHC-class | molecules of cells infected
by viruses, leading to their elimination and subsequent clearance of many viruses including

SARS-CoV-2%°. Lymphopenia could be directly associated with a higher level of viral load or
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delayed viral clearance, leading to a cytokine storm and destructive tissue inflammation?8.
Lymphopenia is frequent in SOT recipients, and could at least partially explain the high
proportion of severe forms of COVID-19 in this population. A recent study?! suggested a
delayed SARS-CoV-2 specific T cell response in kidney transplant recipient, which may also
participate in the development of severe forms in this population. In addition, we found a
higher level of regulatory T cells in severe forms compared to mild forms. Interestingly, we
observed in severe forms only a correlation between the percentage of Tregs and the
expression of exhaustion-related markers TIGIT, CD39 in CD4+ T cells and PD1+ and CD39+ in
CD8+ T cells. Conflicting results were observed concerning the frequency of Tregs and
outcomes in general population???4. Exhaustion was suspected to be a mechanism to
maintain immune cell homeostasis?>, and to participate in the progression of the disease
severity?®?6, The correlation between the percentage of Tregs and the expression of
exhaustion markers in severe forms of COVID-19 in our patients might be seen as a reflection
of the intense and prolonged activation of the immune system. However, further studies are
required to better understand the role of Tregs in acute infections, and relations with CD4+

and CD8+ T inhibitory receptors expression in immunocompromised recipients.

As previously shown in immunocompetent population?%?7-28, our data also suggest, a
marked difference in the change in NK cell count during infection in mild and severe cases.
The exact reasons for these kinetics could involve lung sequestration during pneumonia and
an apoptosis mechanism directly due to SARS-CoV-22°. In any event, the decrease in circulating

NK cells during infection could facilitate viral spread?®.

We observed changes in the B cell compartment during infection that were similar to

those described in non-transplant, immunocompetent patients3°. First, we observed a sharp
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difference in CD24M8"CD38"e" transitional B cells between mild and severe patients. A higher
percentage of transitional B cells during mild COVID 19 infection compared to severe cases
was previously reported in the general population®. Infectious diseases could promote the
expansion of transitional B cells which play a direct protective role by differentiation into
antibody secreting cells®!. We also observed in severe forms a positive correlation between
the proportion of memory B cells and CD4+ EM T cells, suggesting a strong activation of T and
B cells during COVID-19. Nonetheless, although most patients seroconverted during the
course of the infection, a significant proportion did not (23% and 17% of moderate and severe
COVID-19, respectively). These numbers are higher than those described in the general
population. Two out of nine seronegative patients had been treated with anti-T lymphocyte
globulin and/or anti-CD20 therapies and displayed no detectable circulating B cells. Recently
Burack and colleagues3? reported similar results in a cohort of 70 solid organ transplant
recipients, in which only 51% of patients developed antibodies after COVID-19. Interestingly,
time post transplantation (OR=1.26, p=0.002) and the use of more than 2 immunosuppressive

agents (OR=0.26, p= 0.03) were significantly associated with the seroconversion?.

Based on these different observations, one could hypothesize that delayed and weak
specific T cell and neutralizing humoral response to SARS-Cov-2 caused by
immunosuppression lead to virus immune neutralization escape®3, prevent rapid clearance of
the virus leading to severe disease forms. Early reports investigating the response to vaccines
tend to demonstrated also a weak and delayed response to vaccination in solid organ

transplant recipients343°,

The expression of different T and B cell markers differed between patients that

presented mild forms and those initially mild who developed severe forms. Patients who
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developed severe forms presented since the diagnosis a lower CD3+, CD8+ T cell, a higher
expression of PD1 or CD39 in CD4+ T cells, comparing with mild forms that did not developed
severe forms. Further studies including a larger number of patients are needed to identify the

optimal biomarker that predicts disease severity.

Interestingly, as previously demonstrated in general population, we observed a higher
proportion of male recipients and lower kidney function in severe forms of COVID-193, Acute
kidney injury occurs frequently among patients with COVID-19 and is associated with poor
prognosis3’—3%, Kidney susceptibility to SARS-CoV-2 infection is in part related to the expression
of angiotensin-converting enzyme 2 receptor which is used as a port of the viral entry into
targeted cells*. Case series of naive kidney biopsies identified acute tubular necrosis as the
main histological finding**?, but some patients with genetical predisposition (i.e
apolipoprotein L1 G1 risk allele homozygosity) could develop collapsing focal segmental
glomerulosclerosis®*#*. Renal dysfunction could participate in dysregulation of inflammation
(e.g, CRP and IL-6 levels), nitrogen, carbon (glucose and free fatty acid) metabolism, fueling

viral proliferation®.

Our study has various limitations. First, anti-rejection treatment used in our patients
can have a dramatic impact on lymphocyte numbers and phenotype. Unfortunately, these
parameters are not accessible; therefore, the influence that the immune status of our patients
had on the course of COVID-19 and the dynamics of immune cells that we studied cannot be
inferred. Specifically, due to the relative low number of patients recently transplanted that
received a T or B cell depleting agent, we were not able to draw robust conclusions about the
role of induction on the outcome. Further studies investigating the impact of depleting agents

and the durability of antibodies in patients having received depleting agents is required.
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Second, some patients with mild forms were not included in our study due to the absence of
immunological samples. However, our large cohort of SOT recipients was well defined, with
clear clinical differences between mild and severe patients, comparable to previously
published data®. Third, since all patients received the same immunosuppressive treatment,
with only the maintenance of a low dose of tacrolimus (and mTOR inhibitors, antimetabolites,
or second signal inhibitor withdrawal), we were unable to investigate the best strategy to
reduce severe forms of COVID-19. However, the uniform immunosuppressive regimen
allowed us to exclude biases in the interpretation of immunological analysis. Future large
studies concerning the management of immunosuppressive therapies during COVID 19 are
required to address this issue, especially concerning the role of the most lymphopenia-
inducing treatments, such as T cell depleting agents. Similarly, it should be noted that in our
study, treatments against SARS-CoV-2 such as antibiotics, convalescent patient plasma, or
immunomodulatory agents (e.g. anti-IL-6 receptor blockers) changed over time. However,
since these treatments were proposed only for patients who experienced a worsening clinical

status associated with COVID-19 therapies, this did not influence the immunological results.

In summary, our data revealed sharp differences between mild and severe forms of
COVID 19 infections that are similar to what is observed in the general population. CD3 and
CD8 lymphopenia was highly associated with severe COVID 19 infections in solid organ
transplant recipients. Prospective studies to investigate the effect of immunosuppression

management are urgently needed.
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Tables

1. Main patient characteristics

Variable Mild forms (n=29) | Severe forms (n= | p-value
22)
Medical past
Medical history of
- Chronic respiratory insufficiency, yes (%) 8(27.6) 7 (31.8) 0.74
- Cardiovascular events, yes (%) 10 (34.5) 11 (50) 0.26
- Hypertension, yes (%) 21(72.4) 19 (86.3) 0.23
- Cancer, yes (%) 4(13.8) 2(9) 0.61
- Diabetes mellitus, yes (%) 8(27.6) 11 (50) 0.10
- Smoking, yes (%) 5(17.2) 4(18.1) 0.89
Dialysis at admission, yes (%) 1(3.4) 1(4.5) 0.85
Transplanted organ
- Kidney, n (%) 21 (72.4) 19 (86.5) 0.28
- Liver, n (%) 4 (13.84) 1(4.5)
- Combined Kidney-Pancreas, n (%) 0 1(4.5)
- Heart, n (%) 4(13.8) 1(4.5)
Parameters at admission
Recipient age, mean (x SD) 55+11 56 £ 15 0.63
Recipient gender, male (%) 17 (57) 19 (86) 0.06
Body Mass Index (kg/m?), mean (SD) 27.3+5.0 28.8+7.2 0.70
IS at admission, n (%) 0.64
Tac/ MMF/ S 23 17
Tac/ mTORi £ S 4 2
Co-stimulation inhibitors* /MMF/S 1 2
mTORi/S 0 1
Time between transplantation — Sars-CoV-2 diagnosis, 49.4 (2; 108) 26.7 (0.9; 77) 0.39
months (median, IQR2s.75)
Time between first symptom of COVID-19 — hospitalization 4(2; 6) 3(1;5) 0.40
(days) median, (IQR2s-75)
Time between SARS-CoV-2 diagnosis — first immunological 3(1;5) 6 (0; 16) 0.18
analysis (days) median, (IQRzs-75)
CT-scan evidence of COVID-19 pneumonia n (%) 22 (75.9) 19 (86) 0.48
Severity of CT-scan lesions (%) 0.31
<25 12 (41.4) 4 (18)
25-50 8 (27.6) 12 (54.5)
>50 2(6.9) 3(13.6)
Oxygen requirement, yes n (n%) 6 (20.7) 9 (40.9) 0.13
Sa02 (%) 97.8+1.6 96.6 +3.4 0.22
Biologic parameters mean (+ SD)
- Serum creatinine (umol/L) 125+52 163+ 58 0.008
- CKD-EPI eGFR (mL/min/1.73m?) 52.2+23.5 35.8+14.9 0.0007
- Ferritin (pg/L) 802 £1018 786 + 508 0.15
- Troponin (ug/L) 23.6+24 60.7 £ 76 0.08
- C-Reactive Protein (mg/L) 61+81 95+ 81 0.02
- Serum albumin (g/L) 31.1+6 31.5+10 0.72
- Platelets (G/mm3) 195+ 79 194 + 99 0.37
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- Serum Interleukin 1B (pg/mL), median, (IQR2s.75) 0.6 (0.3-1.0) 0.7 (0.5; 0.9) 0.51
- Serum Interleukin 6 (pg/mL), median, (IQR2s.75) 10.0(7.3-53.9) 14.7 (4.3; 55.9) 0.99
- Serum TNFa (pg/mL), median, (IQR25.75) 18.7(12.9; 26.4) | 16.2(11.0;28.0) | 0.99
- Serum IL8 (pg/mL), median, (IQRzs5.75) 10.8 (8.35; 13.5) 8.6(4.0; 11.2) 0.22
Hospitalization follow-up
Treatments n (%)
Azithromycin 9(31) 6 (27) 0.77
Third generation cephalosporin 23 (79) 21 (95) 0.12
Hydroxychloroquine 4 (14) 0 0.12
Dexamethasone 8(28) 17 (77) 0.0006
Time (days) between Dexamethasone — sample analysis* -1.5(-3.5;0) -2.5(-12;0) 0.23
IL6-R blockers 0 4(18) 0.03
Time (days) between IL6-R blockers- sample analysis** - -1(-7;4) -
Convalescent plasma therapy 1(3) 2(9) 0.57
Outcomes, n (%) 0.05
Oxygen therapy 7 (24) 22 (100)
Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 5(23)
Invasive ventilation 0 17 (77)

Abbreviations: IS, Immunosuppression; Tac, tacrolimus; MMF, mycophenolate mofetil; S; Steroids;
mTOR;, inhibitors of mammalian target of rapamycin; eGFR, Estimated Glomerular Filtration Rate.

Costimulation inhibitors were represented by anti-CD40 monoclonal antibodies in mild (n=1) and
severe case (n=1), and belatacept in one case with severe disease.

*Blood sample analyses were performed before dexamethasone for 6/8 mild forms and 16/17

severe forms.

** Blood sample analyses were performed before IL6-R blockers therapy in 3 / 4 severe

forms.
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Figures legend

Figure 1 A-E. Comparison of NK, conventional and regulatory T, and B cell compartment in mild and
severe forms of COVID-19

Severe forms were analyzed using the immunological sample taken at the closest time before the
worse clinical situation.

A: Total lymphocyte count, CD3+, CD4+, CD8+ T cell count, proportion of NK cells, 8y T cells, and
CD19+ B cells.

B: T cell compartment: CD4+ memory T cell compartment, Tregs, activation senescence and
exhaustion markers, and functional markers. CD8+ memory T cell compartment, activation
senescence and exhaustion markers, and functional markers.

C: Correlation between the percentage of Tregs and CD4+ TIGIT+ or CD4+ CD39+ cells, and CD8+
PD1+ or CD8+ CD39+, and CD4+TIGIT+ and CD4+perforin+/granzyme B + in mild and severe forms.

The linear regression analysis was assessed using a Pearson correlation.
D: B cell compartment: naive, transitional, activated, memory B cells, and plasmablasts.
Data are represented as median with interquartile ranges.

E: Correlation between the percentage of CD27+ memory B cells and CD4+ EM T cells in mild and
severe forms.

The linear regression analysis was assessed using a Pearson correlation.

*. p <0.05

Figure 2 A-B: Comparison of NK and conventional, T, and B cell compartment in an initially mild case
that became severe after the first blood test, and those that remained mild

A. NK cell count over time in mild and severe forms.
B. CD3+, activated CD4+, PD1+ and CD39+ CD4+ T cells, Perforin+ / Granzyme B + CD4+ T cells,
CD8+ T cells, and memory CD19+ CD21'" B cells.

Data are represented as mean with standard error of the mean.

*. p <0.05
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Supporting information

Supporting information 1

Registration information

Supporting information 2

Gating strategy.

Supporting information 3

Comparison of NK, conventional and regulatory T, and B cell compartment in mild and severe forms
of COVID-19 in kidney transplant recipients

Supporting information 4

Clinical, biological and radiological description of patients included in the kinetic evaluation of NK and
conventional, T, and B cell compartment during COVID-19

Supporting information 5
Kinetic of expression of CD4+ and CD8+ T cell subsets during the hospitalization
Data are expressed as mean with standard error of the mean

*. p <0.05

Supporting information 6

Comparison between patients that developed or not a positive serology after COVID-19.
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Supporting Information 1

A retrospective analyze of the data of organ transplant patients with COVID-19, over the
period March to November 2020 was performed in the Toulouse university-hospital. 51
patients were analyzed.

According to French law on ethics, patients were informed that their codified data will be used
for the study.

According to the French ethic and regulatory law (public health code) retrospective studies
based on the exploitation of usual care data don’t should be submit at an ethic comitee but
they have to be declare or cover by reference methodology of the French National
Commission for Informatics and Liberties (CNIL).

A collection and computer processing of personal and medical date was implemented to
analyze the results of the research. Toulouse University Hospital signed a commitment of
compliance to the reference methodology MR-004 of the French National Commission for
Informatics and Liberties (CNIL). After evaluation and validation by the data protection officer
and according to the General Data Protection Regulation*, this study completing all the
criteria, it is register in the register of retrospective study of the Toulouse University Hospital
(number’s register: RnIPH 2021 sou-16 s) and cover by the MR-004 (CNIL number: 2206723 v
0).

This study was approved by Toulouse University Hospital and confirm that ethic requirements
were totally respected in the above report.

*Regulation (EU) 2016/679 of the European Parliament and of the Council of 27 April 2016
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Supporting Content 2
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naive T cells (1), central memory (2), effector memory (3), and EMRA (4) subsets. (B) Immune checkpoints and
CDS57 expression, gated on non-naive CD4 and CD8 T cells. (C) Activated CD38+/HLA-DR+ T cells. (D) Intracellular
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Supporting Information 3A. Main kidney transplant recipients characteristics

Variable Mild forms Severe forms p-value
(n=21) (n=19)

Medical past

Medical history of
- Cardiovascular events, yes (%) 7(33.3) 11(57.9) 0.20
- Hypertension, yes (%) 17 (80.9) 17 (89.5) 0.66
- Cancer, yes (%) 2(9.5) 1(5.3) >0.99
- Diabetes mellitus, yes (%) 7(33.3) 10 (52.6) 0.34
- Smoking[ yes (%) 3 (143) 2 (105) >0.99

Parameters at admission

Recipient age, mean (+ SD) 54+12 57+ 16 0.27

Recipient gender, male (%) 13 (61.9) 16 (84.2) 0.16

Body Mass Index (kg/m?), mean (SD) 27.0+5.0 29.0+7.0 0.70

IS at admission, n (%) 0.64

Tac/MMF/ S 19 15

Tac/ mTORi S 1 1

Co-stimulation inhibitors* /MMF/S 1 2

mTORi/S 0 1

Time between transplantation — Sars-CoV-2 diagnosis, 49 (8; 117) 28 (1; 82) 0.46

months (median, IQR2s5.75)

Time between first symptom of COVID-19 — hospitalization 4(3; 6) 3(1;5) 0.23

(days) median, (IQR2s.-75)

Time between SARS-CoV-2 diagnosis — first immunological 3(1; 16) 4(1;11) 0.49

analysis (days) median, (IQRzs-7s)

CT-scan evidence of COVID-19 pneumonia n (%) 16 (76.2) 18 (94.7) 0.19

Severity of CT-scan lesions (%) 0.20

<25 8(38.1) 4 (21)

25-50 6 (28.6) 12 (63.2)

>50 2 (9.5) 2 (10.5)

Oxygen requirement, yes n (n%) 4 (20.7) 8(40.9) 0.17

Sa02 (%) 97.5+0.4 93.5%+3.9 0.61

Biologic parameters mean (+ SD)
- Serum creatinine (umol/L) 159+ 22 205 + 22 0.04
- CKD-EPI eGFR (mL/min/1.73m?) 49.9+5.3 35.5%+3.6 0.03
- Ferritin (pg/L) 594 + 198 817 +189 0.13
- Troponin (ug/L) 26.5+8.4 60.7 £+ 22.8 0.17
- C-Reactive Protein (mg/L) 63+21 98.9+19.6 0.04
- Serum albumin (g/L) 32.8+3 33.2+45 0.58
- Platelets (G/mm3) 212+17 195+ 23 0.14
- Serum Interleukin 1B (pg/mL), median, (IQR2s.75) 0.7 (0.3-1.6) 0.7 (0.6; 2.0) 0.42
- Serum Interleukin 6 (pg/mL), median, (IQR2s.75) 11.9 (8.5- 65.9) 118.0 (2.7; 72.0) 0.96
- Serum TNFa (pg/mL), median, (IQR25.75) 16.8 (10.6; 29.9) 20.1(13.1; 28.1) 0.96
- Serum IL8 (pg/mL), median, (IQR25.75) 9.9 (6.7; 18.6) 9.5(3.2; 12.8) 0.69

Hospitalization follow-up

Treatments n (%)

Azithromycin 6 (29) 6(32) 0.77

Third generation cephalosporin 11 (52) 19 (100) <0.001
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Hydroxychloroquine 4 (19) 0 0.11
Dexamethasone 4 (19) 17 (89) <0.001
IL6-R blockers 0 4(21) 0.04
Convalescent plasma therapy 0 2 (10) 0.22
Outcomes, n (%) 0.07
Oxygen therapy 6 (24) 19 (100)

Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 2(11)

Invasive ventilation 0 17 (89)
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Supporting Information 3B. Clinical, biological and radiological description of
patients included in the kinetic evaluation of T and B cell compartment during

COVID-19.
Variable Mild forms Severe (initially | p-
(n=6) mild) forms value
(n=8)

Parameters at admission

IS at admission, n (%) 0.62

Tac / MMF/ S 3 6

Tac / mTORi/ S 1 0

Iscalimab/MMF/S 1 1

Belatacept/MMF/S 1 1

Time between transplantation — Sars-CoV-2 diagnosis, 10 (6; 59) 26 (1; 82) 0.27

months median, (IQR2s.75)

Time between first symptom of COVID-19 — 4(2;5) 3(1;5) 0.99

hospitalization (days) median, (IQR25.-75)

Time between first symptom of COVID 19- first 1(0; 2) 2(1;8) 0.15

immunological analysis (days), median (IQR 25.75)

CT-scan evidences of COVID-19 pneumonia n (%) 6 5 0.36

Severity of CT-scan lesions (%)

<25 1 0

25-50 5 4

>50 0 1

Biologic parameters mean (+ SD)
- Serum creatinine (umol/L) 138+ 18 199 + 86 0.29
- Ferritin (ug/L) 323+79 786 + 508 0.40
- Troponin (pg/L) 27 +11 66+ 78 0.57
- C-Reactive Protein (mg/L) 39+11 100 + 81 0.36
- Serum albumin (g/L) 33.5+4.5 31.5+10 0.55
- Platelets (G/mm3) 154 + 130 195 + 86 0.29

Clinical presentation, n (%)

Oxygen therapy 0 2 (25) 0.47

Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 0 >0.99

Invasive ventilation 0 0 >0.99

Follow-up: Immunological analysis after one week

Treatments at immunological analysis # Week 1, n (%)

Dexamethasone 3 (50) 4 (50) >0.99

IL6-R blockers 0 4 (50) 0.08

Convalescent plasma therapy 1(17) 0 0.43

Outcomes at immunological analysis # week 1, n (%)

Oxygen therapy 2 (33.3) 8 (100) 0.01

Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 2 (25) 0.47

Invasive ventilation 0 6 (75) 0.01

Follow-up: Immunological analysis after two weeks

Treatments, n (%)
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Dexamethasone 3 (50) 4 (50) >0.99
IL6-R blockers 0 5(63) 0.03
Convalescent plasma therapy 1(17) 1(13) >0.99
Clinical presentation, n (%)

Oxygen therapy 2 (33.3) 8 (100) 0.01
Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 2 (25) 0.47
Invasive ventilation 0 6 (75) 0.01

Abbreviations: IS, Immunosuppression; Tac, tacrolimus; MMF, mycophenolate mofetil; S; Steroids;

mTORi, inhibitors of mammalian target of rapamycin.
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Supporting content 4. Clinical, biological and radiological description of patients included in the

kinetic evaluation of T and B cell compartment during COVID-19.

Variable Mild forms | Severe p-
(n=9) (initially value
mild) forms
(n=8)
Parameters at admission
IS at admission, n (%) 0.83
Tac / MMF/ S 7 6
Tac / mTORi/ S 1 0
Iscalimab/MMF/S 1 1
Belatacept/MMF/S 1 1
Time between transplantation — Sars-CoV-2 diagnosis, 26 (3; 107) | 26(1; 82) 0.08
months median, (IQR2s.75)
Time between first symptom of COVID-19 — hospitalization 4(2;5) 3(1;5) 0.66
(days) median, (IQR2s.75)
Time between first symptom of COVID 19- first 2(1;9) 2(1;8) 0.19
immunological analysis (days), median (IQR 25.75)
CT-scan evidences of COVID-19 pneumonia n (%) 7 5 0.62
Severity of CT-scan lesions (%)
<25 1 0
25-50 5 4
>50 1 1
Biologic parameters mean (+ SD)
- Serum creatinine (umol/L) 167 + 130 199 + 86 0.06
- Ferritin (ug/L) 876 + 1066 | 786 + 508 0.80
- Troponin (pg/L) 31+26 66+ 78 0.57
- C-Reactive Protein (mg/L) 55 + 68 100 + 81 0.18
- Serum albumin (g/L) 30+ 4.5 31.5+10 0.55
- Platelets (G/mm3) 167 + 130 195 + 86 0.12
Clinical presentation, n (%)
Oxygen therapy 0 2 (25) 0.21
Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 0 >0.99
Invasive ventilation 0 0 >0.99
Follow-up: Immunological analysis after one week
Treatments at immunological analysis # Week 1, n (%)
Dexamethasone 4 (44) 4 (50) >0.99
IL6-R blockers 0 4 (50) 0.03
Convalescent plasma therapy 1(11) 0 >0.99
Outcomes at immunological analysis # week 1, n (%)
Oxygen therapy 4 (44) 8 (100) 0.03
Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 2 (25) 0.21
Invasive ventilation 0 6 (75) 0.01

Follow-up: Immunological analysis after two weeks

Treatments, n (%)
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Dexamethasone 5 (56) 4 (50) >0.99
IL6-R blockers 0 5(63) 0.01
Convalescent plasma therapy 1(11) 1(13) >0.99
Clinical presentation, n (%)

Oxygen therapy 4 (44) 8 (100) 0.03
Non-invasive ventilation / High flow oxygen 0 2 (25) 0.21
Invasive ventilation 0 6 (75) 0.01

Abbreviations: IS, Immunosuppression; Tac, tacrolimus; MMF, mycophenolate mofetil; S; Steroids;

mTORi, inhibitors of mammalian target of rapamycin.
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g: CD4+ T cells over time :
: |
i

L

N COM T oot
¥ t
b gens

———

L] 1 i
100 Owad) ier The Arst oot cavpde anaysis

CD4* nuives T cells over time

i o o
n—vﬂnnﬂi. ® Sevre Nty sl

-

En

ga

’

° ' 1
CO4* EMRA T colits over time

.
* sevew brdady rmeh

i
§ o |
"

1
T ek A1V 11 TS ARG SarTgem SRR

CD8+ CM T colls

™ . ™
ewwe mhaty el » i . wavern (nialy i)

4
2

N CDE+ T cuite

) 1 2
Wene (weak) iy ee N Blood samphs sratysn

rewme swhely s

CO4+ Central momory T celis over time

. me
® deume (mRan MAD

. e
& dewwn ity Ty

]

. i
T (veen | AN The AINT Tl Sama sralyun

-

bd

% Trags wrong CO0+
-

é: ] } o e sty e

. 1 b
(b fwvmat ) aftar the Bl oo s sevgie analys

281



Supporting information 6

Comparison between patients that developed or not a positive serology after COVID-19

Variable Negative serology (n=9) | Positive serology (n=35) p

Kidney Tx, y (%) 8(89) 25 (71) 0.41
Time between Tx — diagnosis (months) 56.7 (1.5; 104.0) 20.0(1.0; 103) 0.96
Time between diagnosis — serologic test (days) | 48 (4; 221) 18 (10; 25) 0.50
C reactive protein (mg/L) 36 (10; 69) 67 (30; 106) 0.10
Severe infection 3 (33) 15 (43) 0.72
Lymphocyte count (mm3) 906 (131; 2022) 646 (397; 1248) 0.73
CD3+ T cell count (/mm3) 786 (252; 1653) 469 (241;917) 0.56
CD4+ T cell count (/mm3) 189 (126; 700) 303 (157; 461) 0.82
CD8+ T cell count (/mm3) 265 (121; 894) 142 (77; 284) 0.23
CD19 B cell count (/mm3) 31 (7; 154) 57 (28; 129) 0.37
NK cell count (/mm3) 78 (34; 185) 84 (46; 133) 0.99
Tregs (% of T cells) 2.3(1.3;3.0) 2.7(2.0; 4.2) 0.20
CD4+ PD1+ (% of CD4+) 45.7 (37.6; 66.6) 36.3 (30.7; 48.2) 0.06
CD4+ Tigit+ (% of CD4+) 22.6 (17.6; 26.0) 19.4 (14.8; 26.0) 0.46
CD4+ CD39+ (% of CD4+) 12.5(2.9; 16.9) 8.5(5.2;12.9) 0.49
CD8+ PD1+ (% of CD8+) 48.5 (30.0; 68.5) 30.1 (23.0; 39.6) 0.04
CD8+ Tigit+ (% of CD8+) 36.1(24.9;52.7) 43.7 (32.5; 53.4) 0.32
CD8+ CD39+ (% of CD8+) 3.5(1.4;9.7) 2.8(1.3;6.4) 0.65
CD27- (% of B cells) 79.0 (31.5; 89.8) 81.9 (67.5; 89.4) 0.49
CD24hiCD38hi (% of B cells) 2.0(0.7;5.4) 3.6(1.7;6.2) 0.30
CD21low (% of B cells) 8.0(3.6; 15.6) 4.7 (2.6;9.3) 0.12

Abbreviation Tx, Transplantation

282




Ill- Perspectives

1. ELT en greffe rénale : limites du travail et perspectives

Au cours des différents travaux présentés, des éléments en faveur de la survenue d’un
état dysfonctionnel de la réponse immune T s’approchant de la définition de I'ELT peuvent
étre soulignés. Dans une population de patients transplantés stable au plan néphrologique, et
indemnes de complications infectieuses, nous avons retrouvé une altération des réponses
fonctionnelles T CD4+ et CD8+ chez les patients a distance de la greffe, en comparaison aux
patients précoces. De plus, nous avons également retrouvé une diminution de la réponse T
(principalement CD4+) allo-spécifique en comparaison aux « third parties ». Nous avons aussi
observé une augmentation de I’expression de certains récepteurs inhibiteurs classiguement
associés a I’ELT dans les CD4+ (augmentation du ratio d’expression TIGIT/CD226) et les CD8+
(principalement augmentation des CD8+ coexprimant PD-1 et TIGIT). Prises conjointement,
ces données plaident en faveur de I'hypothese de I'installation d’un état proche de I'ELT aprés
transplantation d’organe, qui semble aller au-dela de la seule réponse spécifique du donneur.
L'intense expression de certains des récepteurs inhibiteurs étudiés (PD-1, CD160, 2B4) lors de
la survenue d’une complication infectieuse opportuniste (Leucoencephalopathie multifocale
progressive, LEMP) apporte également un argument a la présence d’un épuisement
lymphocytaire chez les patients sous immunosuppresseur au long cours présentant des
réplications virales chroniques (comme le JC-virus dans le cas de la LEMP). Cependant, ces
données préliminaires méritent d’étre confirmées avant d’affirmer un réle de I'ELT aprés
greffe rénale chez ’lhomme. Concernant I'impact de I'ELT dans la survenue d’un rejet, nous

n’avons pas pu réaliser d’étude de réaction lymphocytaire mixte en cinétique, pour un méme
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couple donneur-receveur. Cet élément est primordial pour affirmer la réalité d’un ELT et son
impact dans la survenue ou la protection vis-a-vis d’un rejet de greffe. Nous avons donc décidé
de poursuivre ce travail et collecté plusieurs couples donneur/receveur a différents temps
post greffe, afin de compléter ces données. Une autre difficulté a laguelle nous nous sommes
heurtés lors de I'étude de I'ELT spécifique au donneur réside dans la nécessité d’utiliser une
méthode d’exploration basée sur la prolifération, alors que nous cherchions a observer les
cellules ayant perdu tout ou partie de cette capacité. Afin de contourner ce probléme, nous
avons prévu de compléter nos études par I'étude des marques épigénétiques des cellules T
CD4+ et CD8+ alloréactives. Le remodelage épigénétique associé a I'ELT est majeur (plus de
6000 régions de la chromatine ont été retrouvées différentes entre cellules mémoires,
effectrices, et épuisées)’. Ce remodelage épigénétique est considéré comme robuste, et non
modifié par le blocage de la voie PD-1%. La publication récente d’atlas des marques
épigénétiques reliées a I'ELT au cours de pathologies infectieuses ou de cancers®* permet
d’envisager I'étude de ces marques aprés transplantation d’organe. L’ATAC-seq est une
technique de biologie moléculaire, (basée sur le mode d’action de la transposase Tn5 sur
I’ADN) permettant d’étudier et de caractériser les régions accessibles de la chromatine de
maniére rapide, et avec une quantité de moindre de cellules®, ce qui permet d’envisager la
réalisation de ce type de caractérisation apres prolifération par réaction lymphocytaire mixte.
Nous souhaitons prochainement étudier le développement de marques épigénétiques sur les
T CD4+ et CD8+ allospécifiques, apres greffe rénale, et ce de maniére cinétique chez des
patients greffés a partir d’un donneur vivant.

L’axe TIGIT/CD226/CD155 semble une voie de recherche intéressante en
transplantation d’organe. Nous avons pu observer qu’au cours de la reconstitution immune

post sérum anti-lymphocytaire, I’expression de TIGIT était plus importante chez les patients
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transplantés avec anticorps spécifiques du donneur préformés, et qu'une perte des
corrélations entre expression des récepteurs inhibiteurs et capacités fonctionnelles était
perdue. L'augmentation de I'expression de TIGIT dans les CD4 et CD8 mémoires des patients
avec anticorps spécifiques préformés est a mettre en paralléle avec I'augmentation du risque
de complications infectieuses observé dans ce groupe de patients, recevant aprés induction,
une immunosuppression de maintenance souvent élevée, du fait du risque accru de rejet
chronique anticorps médié. De plus, au cours des infections a COVID-19, nous avons pu mettre
en évidence une corrélation positive entre le taux de lymphocytes T régulateurs et le taux de
lymphocytes T CD4 exprimant TIGIT, ainsi qu’entre le taux de lymphocytes T CD4 et le taux de
CD4 capables de produire les cytokines cytotoxiques perforine et granzyme B. Enfin, nous
avons observé une augmentation progressive du ratio d’expression de TIGIT/CD226 par les
CD4 mémoires, avec le temps post transplantation. Ceci nous incite a poursuivre les
explorations sur le role de cet axe au cours de la greffe, et le role spécifique de TIGIT dans les
lymphocytes T régulateurs, ou la molécule semble ici jouer un role fondamental de

stabilisation des T régulateurs, ainsi que dans I'inhibition des voies Th1l et Th17°.

2. ELT en pratique clinique

Bien que la survie des greffons rénaux augmente progressivement, les résultats a long
terme demeurent perfectibles, avec une espérance de vie des patients supérieure a celle des
greffons 7. Aprés un an de transplantation, les complications principales rencontrées sont

relatives soit a une sur-immunosuppression (cancers, infections principalement) soit a une
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sous-immunosuppression (rejets aigus, et surtout chroniques). Actuellement, le monitoring
du niveau d'immunosuppression des patients greffés est imparfait (reposant sur les biopsies
rénales, le dosage de certains immunosuppresseurs) car reposant sur des cibles définies au
sein d’une population : individualiser la prescription des traitements est nécessaire, pour
limiter les effets indésirables des traitements immunosuppresseurs pour les patients qui
représentent le risque le plus faible, et a I'inverse pour entreprendre des stratégies plus
agressives chez les patients a haut risque. Les tentatives de minimisation de
I'immunosuppression, méme a distance de la transplantation, se sont révélées désastreuses
en augmentant le risque de rejet et les pertes de greffons, lorsque les objectifs ne sont pas
individualisés 19, Afin d’établir des cibles propres a chaque patient post greffe, il est nécessaire
de mieux connaitre les mécanismes impliqués dans la diminution de la réponse T au cours du
temps. Une meilleure compréhension de la cinétique d’expression et du réle des récepteurs
inhibiteurs dans I'alloréactivité pourrait permettre d’élaborer de nouveaux outils comprenant
outre les antécédents cliniques, et les données biologiques classiques, les taux d’expression

de ces récepteurs inhibiteurs.

Nous avons ainsi pu observer une signature spécifique aux capacités alloréactives dans
les CD4m (TIGIT+CD226+Tim3-PD1-2B4-) aprés réaction lymphocytaire mixte. Le suivi au cours
du temps de ce groupe de cellule, et la poursuite du travail exploratoire afin d’affiner cette
signature en situation stable, mais aussi au cours du rejet, pourrait permettre d’optimiser les

résultats obtenus par les outils de prédictions actuellement en cours de développement.

Nous avons également pu étudier la présence d’un ELT global au cours d’infections

graves (COVID-19, LEMP) chez des patients transplantés d’organe solide. L’absence d’issue
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positive chez des patients traités par anti-PD-1 au cours d’'une LEMP confirme la profondeur
de I’ELT chez ces patients, et le caractére multiple et redondant des différentes voies amenant
a cette hypo-réponse. Cette absence de réponse illustre la difficulté a ramener des cellules T
épuisées de maniére terminale, vers des cellules T capables de répondre efficacement et
durablement a un agent pathogéne. Pauken et collegues ont montré que les cellules T
« revigorées » par anti-PD-1 ne I'étaient que transitoirement, et ce car les marques
épigénétiques associées a I’épuisement lymphocytaire T n’étaient que tres peu modifiées par

le traitement?.

Ces différentes constatations ouvrent de nouvelles pistes de recherche concernant les

implications de I’ELT dans les complications liées a la sur-immunosuppression post greffe:

- D’une part, plusieurs pathologies virales chroniques pourraient faire intervenir
un mécanisme d’épuisement lymphocytaire T permettant d’expliquer les différentes
trajectoires observées en pratique clinique. Alors que le VHB et le VHC, sur lesquels le réle de
I’'ELT a été montré ne représentent plus actuellement un enjeu clinique majeur du fait de
traitement spécifiques efficaces disponibles, les infections a BK-virus restent responsable de
prés de 10 % des pertes de greffon'!. Alors que certains patients maintiennent une virémie
sans développer de néphropathie a BK-virus cliniquement significative, d’autres évoluent
apres un temps aléatoire vers une perte de greffon liée au virus. Nous avons ainsi collecté de
maniere prospective les PBMCs de patients transplantés ayant développé successivement une
BK-virurie, puis une BK-virémie, puis une néphropathie a BK-virus. Nous souhaitons
prochainement étudier I'expression des différents récepteurs inhibiteurs précédemment
évoqués, et les réponses fonctionnelles T spécifiques et non spécifiques du BK-virus, afin de

définir d’éventuelles signatures pouvant guider les adaptations thérapeutiques en pratique
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clinique. L’hépatite E est également un virus pouvant chez I'immunodéprimé induire une
réplication chronique responsable de cirrhose!?. A ce jour aucun traitement n’a prouvé de
réelle efficacité pour réduire le risque de développement d’une infection chronique, et seule
la baisse de I'immunosuppression permet d’éliminer le virus!?2. Nous avons collecté de
nombreux patients présentant une infection aigue a VHE, et ayant progressivement évolué
vers une forme chronique malgré la baisse protocolaire de I'immunosuppression. Nous
espérons pouvoir identifier des signatures basées sur I’expression de récepteurs inhibiteurs

sur les lymphocytes T afin de stratifier le risque d’évolution vers une hépatite E chronique.

- La survenue d’un cancer représente une cause majeure de déces post greffe
actuellement. Les patients transplantés d’organe solide ont un risque de présenter une
néoplasie deux fois supérieure a la population générale'3. Les cancers viro-induits comme le
sarcome de Kaposi, ou les lymphomes EBV-induits sont trés significativement augmentés®3,
Cependant d’autres cancers non viro-induits sont également concernés (comme les cancers
du rein a cellules claires)3. Au-dela des traditionnels facteurs de risque de développer une
néoplasie (le tabac au premier plan?), le réle de I'immunosuppression est ici majeur. La
difficulté quotidienne en clinique s’illustre par I'impossible équilibre entre le maintien d’une
immunosuppression afin d’éviter un rejet de greffe, et la baisse de la pression sur le systeme
immunitaire afin de rétablir la vigilance immune antinéoplasique. Nous souhaitons ici
proposer I'étude de I'ELT chez des patients greffés nouvellement diagnostiqués pour un
cancer, et I’évolution de I’ELT au cours de la prise en charge, afin de guider la prise en charge
dans ce contexte.

- La survenue d’infections secondaires aprés une prise en charge en réanimation

reste peu étudiée chez le patient transplanté d’organes. Des modéles murins ont montré que
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la survenue d’un premier sepsis grave entrainait une propension a développer une forme
grave d’infection chronique du LCMV-clone 13, associée a un phénotype d’ELT par les
lymphocytes T CD8+ circulants. Notre groupe a pu précédemment montré une corrélation
entre l'expression de certains récepteurs inhibiteurs et une issue défavorable en
réanimation®>. Nous souhaitons poursuivre ce travail en étudiant les caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles lymphocytaires T de maniére dynamique au décours de la
prise en charge d’'un choc septique chez le transplanté d’organe solide, ainsi que lors de la
survenue de complications infectieuses virales et non virales (comme les infections
mycotiques aspergillaires ou candidosiques), afin d’extraire des signatures corrélées a des

évolutions défavorables qui pourraient nécessiter une prise en charge plus aggressive.
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Conclusion

Par nos différents travaux, nous avons pu mettre en lumiere des arguments plaidant
pour la survenue d’un état dysfonctionnel T se rapprochant de la définition proposée pour
I’épuisement lymphocytaire T, apres greffe rénale. Ces nouvelles données viennent compléter
les informations jusqu’a présent peu nombreuses disponibles dans la littérature. Cependant,
de nombreux travaux doivent encore étre menés afin de mieux comprendre la cinétique
d’installation, la profondeur et le role de cet état dysfonctionnel. Ceci pourrait permettre a
terme d’élaborer de nouveaux outils de suivi du patient transplanté, afin de limiter les

complications liées aux périodes de sur ou sous-immunosuppression.
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