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RESUME

Les maladies allergiques concernent environ 20% de la population des pays
industrialisés. L’augmentation de leur incidence au cours des dernic¢res décennies et 1’absence
de traitement curatif fiable ont motivé le développement de nouvelles approches thérapeutiques.
Mon équipe a récemment montré le potentiel thérapeutique de 1’IL-2 faible dose dans des
modéles murins d’allergie alimentaire. Cette immunothérapie permet 1’amplification du
nombre et de la fonction des Treg, cellules essentielles pour le maintien de 1’homéostasie
immunitaire. Afin de renforcer I’induction d’une tolérance immunitaire spécifique pour une
protection améliorée, nous avons décidé de renforcer I’amplification et le recrutement des Treg
spécifiques de 1’antigéne en associant 1’IL-2 avec ce dernier. Les objectifs de ce travail de thése
furent de trouver les modalités d’administration (dose, cinétique, voie d’administration) de la
combinaison de I’IL-2+antigéne qui favorisent le compartiment Treg spécifique sans stimuler
les Tconv spécifiques. L’utilisation d’un modéle de transfert adoptif a permis 1’identification
d’un protocole d’administration qui répondait a ces criteres. Le potentiel thérapeutique ainsi
que I’effet sur les Treg et Tconv spécifiques de I’antigéne dans un environnement inflammatoire
ont été évalués dans un modele d’allergie alimentaire induite a I’ovalbumine chez la souris. De
plus, des analyses phénotypiques in vitro ont permis de mieux caractériser 1’impact de
I’association IL-2 et antigéne sur la biologie des Treg spécifiques. Les résultats obtenus
démontrent que la combothérapie IL-2 faible dose combinée a I’antigéne permet I’amplification
et le recrutement de Treg spécifiques de I’antigéne in vivo. De plus, la combothérapie permet
d’induire une protection immédiate contre les manifestations séveres de 1’allergie alimentaire.
Cela représente une réelle optimisation par rapport a I’'TL-2 faible dose seule, ou la protection
contre I’allergie alimentaire se met pas en place plus tardivement. Des modifications
supplémentaires du protocole d’administration de la combothérapie permettraient d’augmenter
la protection observée en améliorant le recrutement des Treg spécifiques au niveau des sites
inflammatoires. Outre les maladies allergiques, cette combothérapie pourrait se révéler
intéressante dans le traitement d’autres désordres immunitaires tels que les maladies auto-

immunes.

Mots-clés : Treg spécifiques, IL-2 faible dose, antigene, immunothérapie, allergie alimentaire



ABSTRACT

Allergic diseases affect about 20% of the population in Westernized countries. The
increase in their incidence over the last decades and the lack of reliable curative treatment have
prompted the development of new therapeutic approaches. My team has recently demonstrated
the therapeutic potential of low-dose IL-2 (Id-1L2) in a food allergy mouse model. This
immunotherapy increases the number and function of Tregs, which are essential for the
maintenance of immune homeostasis. In order to enhance the induction of a specific immune
tolerance for improved protection, we decided to boost the expansion and recruitment of
antigen-specific Tregs by combining Id-IL2 and antigen. The goal of this thesis work was to
find the administration modalities (dose, kinetics, route of administration) of the IL-2 + antigen
combotherapy that promote the antigen-specific Tregs without stimulating the antigen-specific
Tconv. The use of an adoptive transfer model allowed the identification of an administration
protocol that met these criteria. The therapeutic potential as well as the effect on antigen-
specific Treg and Tconv in an inflammatory environment was evaluated in a mouse model of
ovalbumin-induced food allergy. In addition, in vitro phenotypic analyses allowed to
characterize the impact of the IL-2+antigen association on the biology of specific Treg. The
results obtained demonstrate that low-dose IL-2 combined with antigen boost the numbers and
recruitment of antigen-specific Treg in vivo. Moreover, the combotherapy induces an
immediate protection against the severe manifestations of food allergy. This represents a real
optimization compared to low-dose IL-2 alone, as protection against food allergy develop after
several cycles of antigen challenges. Further modifications of the administration protocol of the
combotherapy could enhance early protection by improving the recruitment of antigen-specific
Tregs to inflammatory sites. In addition to allergic diseases, this combotherapy could prove

interesting in the treatment of other immune disorders such as autoimmune diseases.

Keywords: antigen-specific Tregs, low-dose IL-2, antigen, immunotherapy, food allergy



PREAMBULE

Pour assurer la protection de I’hdte et le maintien de I’homéostasie, le systéme
immunitaire doit étre en mesure de réagir face a différents antigenes pathogenes. Il doit
également étre capable de contréler et mettre fin aux réponses inflammatoires, et d’empécher
les réponses aberrantes envers les antigenes du soi et du non soi non dangereux en modulant
les cellules effectrices. Plusieurs mécanismes de régulation permettent de maintenir 1’ intégrité
de I’héte : la tolérance centrale, qui permet I’élimination de clones auto-réactifs potentiellement
pathogenes, et la tolérance périphérique, qui permet le contrdle des clones auto-réactifs ayant
échappés a la délétion clonale ainsi que la régulation des réponses envers les antigénes du non
soi. Des défauts dans ces mécanismes de régulation sont associés au développement
d’immunopathologies comme les maladies allergiques et auto-immunes, caractérisees par des
réponses aberrantes envers des antigenes du non soi et du soi, respectivement.

Les Treg font partie des mécanismes de régulation du systeme immunitaire. Ils
contrélent les réponses immunitaires et assurent le maintien de la tolérance immunitaire en
agissant sur les divers acteurs impliqués. Ainsi, ils sont devenus la cible de plusieurs stratégies

thérapeutiques visant a traiter les désordres immunitaires.
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PARTIE | : LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS : DECOUVERTE ET
CARACTERISATION

Cette premiere partie est consacrée a la présentation des lymphocytes T régulateurs
(Treg), cibles de la thérapie a I’interleukine 2 (1L-2) faible dose (fd). A travers une approche
historique, nous nous intéresserons a comment la caractérisation des Treg a permis une
meilleure compréhension de leur biologie et de la complexité de ce compartiment cellulaire.
Finalement, nous nous intéresserons également aux mécanismes de suppression utilises par les
Treg afin de réguler les réponses immunitaires, et particulierement les réponses allergiques.
Ceci permettra d’introduire le rble clé que jouent les Treg dans la physiopathologie des
immunopathologies telles que les maladies allergiques et auto-immunes, qui sera abordé dans

la deuxiéme partie de cette these.

A. Découverte et caractérisation des lymphocytes T régulateurs

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) constituent une sous-population de lymphocytes
T (LT) CD4" possédant une activité immunosuppressive. lIs représentent entre 5 et 10% des
LT CD4* présents dans le sang périphérique humain et jouent un réle majeur dans la régulation
de réponses auto-immunes, allergiques et inflammatoires. Si aujourd’hui le réle clé des
lymphocytes T régulateurs dans le maintien de la tolérance et ’homéostasie au sein du systeme
immunitaire est clairement démontré, il y a 60 ans, leur existence commencgait a peine a étre

soupgonnée.

1. Thymectomies, greffes et irradiations ouvrent la voie de |la découverte des
lymphocytes T régulateurs
En 1962, Miller ouvre la voie de leur découverte en montrant I’importance du thymus
dans la mise en place de la tolérance au soi. En effet, il remarque qu’une thymectomie, réalisée
chez des souris nouveau-nées, provoque leur mort apres une dégradation rapide de leur état
(Miller, 1962). Curieusement, il observe que les souris, thymectomisées entre 1 et 3 semaines
aprés leur naissance, développaient rarement ce syndrome. Nous savons aujourd’hui que
I’ablation précoce du thymus, principal lieu de développement des Treg, conduit a leur
élimination avant qu’ils aient pu atteindre la périphérie et entraine le développement des

manifestations auto-immunes graves. Néanmoins, ce n’est que dans les années 70 que Gershon
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propose le concept de « cellules T suppressives » a la suite de ses travaux sur le rble des
lymphocytes thymiques dans I’induction de tolérance. Il met en évidence que les cellules T sont
capables non seulement d’amplifier les réponses immunitaires, mais aussi de les diminuer
(Gershon, 1975; Gershon & Kondo, 1970).

Le role central du thymus dans la tolérance au soi montré par Miller est confirmé par
plusieurs équipes qui montrent qu’une thymectomie néonatale conduit effectivement au
développement de différentes manifestations auto-immunes chez la souris, souvent
caractérisées par une inflammation tissulaire et la production d’auto-anticorps (Kojima &
Prehn, 1981; Taguchi & Nishizuka, 1981). Entre 1973 et 1993, Penhale montre que la
thymectomie et I’irradiation totale chez le rat adulte meénent aussi a des manifestations auto-
immunes telles qu’une thyroidite auto-immune (Penhale et al., 1973) ou le diabetes de type 1
(Fowell & Mason, 1993; Penhale et al., 1990). A la lumiére des connaissances actuelles, nous
savons que chez les animaux adultes, la plupart des Treg issus du thymus se trouve déja en
périphérie. Cependant, ils sont plus radiosensibles que les autres lymphocytes T. La
combinaison de ces deux méthodes permet leur élimination et conduit au déclenchement des
manifestations auto-immunes.

Des expériences de transferts adoptifs renforcent I’hypothése selon laquelle des cellules
T aux capacités suppressives se développent dans le thymus. Ces expériences montrent qu’il
est possible d’inhiber le développement des manifestations auto-immunes chez le rat et la souris
en injectant des splénocytes ou des thymocytes issues d’animaux syngéniques normaux (Fowell
& Mason, 1993; Penhale et al., 1976; Sakaguchi et al., 1982). Ainsi, I’ensemble de résultats
permet d’affirmer I'existence de cellules régulatrices qui se développent dans le thymus et
conservent leur fonction suppressive en périphérie. Cette population posséde la capacité de
prévenir et contrbler les manifestations auto-immunes. Cependant, aucun marqueur ne

permettait de la distinguer spécifiqguement des autres lymphocytes T CD4".

2. ldentification de CD25 comme marqueur des Treg et réle de ['IL-2
Pour mieux étudier cette population CD4" aux propriétés régulatrices, les recherches se
sont concentrées sur I’identification de nouveaux marqueurs de surface spécifiques. Sakagushi
et son équipe ont grandement contribué a leur découverte. En 1995, ils proposent la chaine
alpha du récepteur a I’[L-2 (CD25) comme marqueur speécifique. Cette population T
CD4*CD25" représente 10% des LT CD4" périphériques et < 1% des LT CD8* chez une souris
BALB/c normale (Sakaguchi et al., 1995). Le transfert de LT CD4"CD25 a des souris BALB/c

nude athymiques induit des maladies auto-immunes. En revanche, la reconstitution avec T
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CD4"CD25" 10 jours apres le transfert de LT CD4"CD25 empéche le développement des
manifestations auto-immunes de maniere dose-dépendante (Sakaguchi et al., 1995). L’année
suivante, 1’équipe de Sakaguchi montre que ces LT CD4*CD25" sont retrouvés en périphérie
qu’a partir du troisieme jour apres la naissance, ce qui explique I’induction de manifestations
auto-immunes apres une thymectomie néonatale a J+3 aprés la naissance. Ces manifestations
auto-immunes sont par ailleurs évitées si un transfert de Treg CD4"CD25" issus de souris

normales est réalisé juste apres la thymectomie néonatale (Asano et al., 1996).

L’identification de CD25 a permis de découvrir que le récepteur de forte affinité a 1I’IL-
2 (composé de CD25, CD122 et CD132) est essentiel pour leur survie et la fonction des Treg.
Les souris adultes CD25™, développent une splénomégalie et une adénomégalie accompagnées
des désordres auto-immuns (Willerford et al., 1995). Dans des chimeres reconstituées avec la
moelle osseuse issue de souris CD257 ou IL-2", le transfert de lymphocytes T CD4*CD25*
empéche I’hypertrophie des organes lymphoides et les manifestations auto-immunes (Almeida
et al., 2002). L ensemble de ces résultats montre le role crucial de la signalisation IL-2 dans la
biologie des Treg.

L’IL-2 est une cytokine de 15 000 kDa, a faible demi-vie (3-5 heures) produite
principalement par les LT CD4" activés, et dans une moindre mesure par les LT CD8", les DC
activées, les NK, les NKT et les mastocytes (Liao et al., 2013). Le récepteur a I’IL-2 est un
récepteur membranaire d’affinité intermédiaire (Kq = 107 M) composé d’une sous-unité
(CD122) et une y (CD132). Le récepteur de haute affinité (Kq=10""' M) est composé des sous-
unités By et de la sous-unité o (CD25) (X. Wang et al., 2005). Les Treg expriment
constitutivement le récepteur trimérique de haute affinité. L’expression de la sous-unité a, est
induite aprés activation chez les T effecteurs, les cellules B activées et les monocytes.
Néanmoins, les Treg sont plus sensibles a I’'IL-2 que les T effecteurs (Figure 1) : in vitro, une
faible dose d’IL-2 (1 IU/mL) est capable d’induire un fort taux de phosphorylation de STATS
chez les Treg mais pas chez les T effecteurs (Figure 1b) (Klatzmann & Abbas, 2015; Liao et
al., 2013).

La fixation de I’'TL-2 sur son recepteur induit la phosphorylation de STAT-5 ainsi que
I’activation de la voie des MAP kinases et de la voie Akt (Figure 1). Cela permet I'activation
de nombreux genes importants pour la survie, la différenciation et I’expansion des lymphocytes
T activés tels que Lta, 1124, Socs2, Cdké et Bcl2 (Churlaud et al., 2015; Liao et al., 2013).
Chez les Treg, I’IL-2 induit I’expression de Bcl-2 et Mcl-1 qui favorise leur survie (Toomer et
al., 2019).
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Figure 1. Les Treg et les T effecteurs
ont des sensibilités différentes a I’'1L-2.
a) L'activation des cellules T effectrices et
des Treg nécessite la combinaison des
voies de signalisation du TCR et les
molécules de costimulation telles que
CD28, ainsi que la signalisation du
récepteur a linterleukine-2 (IL-2R). A
différence des T effecteurs, les Treg sont
plus sensibles a I’'IL-2, répondant ainsi a
de faibles doses d’IL-2. L’activation des
Treg repose donc principalement sur la
signalisation induite par la fixation de
I’IL-2 sur son récepteur (IL-2R) et de la
phosphorylation de STAT-5 plut6t que de
la signalisation induite par le TCR et les
molécules de costimulation. b) Cette
différence de sensibilité est confirmée par
un taux important de phosphorylation de
STATS5 chez les Treg a la suite d'une
stimulation avec de faibles doses d’IL-2 in
vitro, et une augmentation de leur nombre
in vivo, ce qui n’est pas le cas pour les T
effecteurs. D’apreés Klatzmann et Abbas
(Klatzmann & Abbas, 2015)

L’IL-2 est également importante pour la fonction des Treg : les Treg des souris IL-2p-
expriment plus faiblement CD25, CTLA-4, GITR et CD103 comparés aux Treg de souris

sauvages (Chinen et al., 2016). De méme, CD25 joue un rdle important dans la capacité

suppressive des Treg en leur permettant de capturer I’IL-2 et d’appauvrir le milieu au détriment

des Teff (Chinen et al., 2016). Ce role sera discuté dans la partie dédiée aux mécanismes

suppresseurs.

Ainsi, CD25 est un élément essentiel dans le développement et la fonction des Treg en

plus d’étre un marqueur permettant d’identifier les Treg. Néanmoins, il n’est pas exclusif aux

Treg puisque les lymphocytes T conventionnels (Tconv) I’expriment aussi aprées activation.

Malgré tout, il restera pendant prés de 10 ans le seul marqueur disponible pour discriminer ces
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populations, exploitant les différences de niveau et de persistance de 1’expression de CD25
entre les Tconv et les Treg (Kuniyasu et al., 2000). Ainsi, les fractions cellulaires identifiées
comme étant des Treg pour leur statut CD25" étaient probablement contaminées par des Tconv
activés. Cela a conduit par le passé (et méme encore aujourd’hui), a I’obtention de résultats
contradictoires particulierement lors de 1’étude des capacités suppressives de ces cellules dans

un contexte inflammatoire, plus susceptible de contenir des Tconv activés CD25".

3. Identification de FOXP3 comme marqueur spécifique des Treg

Au début des années 2000, Brunkow et al. identifient le géne défectueux, responsable
des atteintes auto-immunes multi-organes et de la mort précoce des souris Scurfy : Foxp3, un
facteur de transcription intranucléaire (Brunkow et al., 2001). Les similitudes entre les souris
Scurfy et les patients atteints du syndrome d'immunodérégulation, de polyendocrinopathie et
d'entéropathie lié au chromosome X (IPEX) poussent des chercheurs a investiguer si des
mutations du gene humain Foxp3 sont responsables du syndrome IPEX. Leur hypothése est
verifiée lors de la découverte de plusieurs mutations de Foxp3 chez des patients IPEX (Bennett
etal., 2001).

Les ressemblances entre les manifestations auto-immunes des souris Scurfy et celles
induites par la déplétion de LT CD4"CD25" aménent les équipes de Sakaguchi et Rudensky a
faire le lien entre Foxp3 et les Treg CD25". lls montrent que FOXP3 est exprimé spécifiquement
par les cellules T régulatrices CD4"CD25" et qu’il est essentiel a leur développement (Fontenot
et al., 2003; Hori et al., 2003). L introduction d’un vecteur rétroviral Foxp3 chez des LT CD4*
naifs de souris induit, dans leurs expériences, un phénotype T régulateur similaire a celui
retrouvé chez les Treg naturels (Hori et al., 2003). Mais ces résultats n'ont pas toujours pu étre
reproduits et notamment a partir de cellules humaines (Ziegler, 2006).

Foxp3 est considéré le « gene maitre » qui contréle la transcription des génes impliqués
dans le développement, I’homéostasie et la fonction des Treg. Les modifications épigénétiques
des séquences régulatrices du locus Foxp3 jouent un réle clé dans ’engagement des cellules
vers le phénotype Treg et la stabilité du phénotype. Outre le promoteur de Foxp3, des régions
conservées non codantes ou CNS (« Conserved Non-coding Sequences », en anglais) sont la
cible de ces modifications (Zheng et al., 2010). Le CNS2 est fortement enrichi en motifs CpG
et la déméthylation de ces motifs est associée a une meilleure stabilité du phénotype Treg. Par
ailleurs, la liaison de facteurs de transcription CREB et pSTAT5 au CNS2 est indispensable

pour I’induction de FOXP3. Ces facteurs sont activés a la suite de la stimulation du TCR ou du
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récepteur a I’[L-2, respectivement, soulignant I’importance de ’antigéne et de I’'IL-2 pour le
phénotype Treg (Zheng et al., 2010). La phosphorylation de STAT-5 est particuliérement
importante pour la stabilité des Treg, elle contribue a la déméthylation du CNS2 et ainsi a la
stabilité de son expression méme lors de conditions inflammatoires (Feng et al., 2014).

Aujourd’hui, FOXP3 est considéré comme le meilleur marqueur pour identifier les Treg
chez la souris. Chez I’humain, les limites de I’utilisation de FOXP3 comme seul marqueur pour
discriminer les Treg des Tconv ont été soulevées. Des etudes ont montré que les Tconv humains
pouvaient exprimer FOXP3 (sous forme protéique ou ARNm) apres stimulation sans pour
autant acquérir des capacités suppressives (Morgan et al., 2005; J. Wang et al., 2007). Cela ne
semble pas étre le cas chez la souris. En outre, trois sous-populations ont été caractérisées parmi
les cellules FOXP3* humaines: des Treg activés (CD45RA'FOXP3™) et au repos
(CD45RA*FOXP3'"°), mais aussi une population T CD4*CD45RA™ non suppressive exprimant
faiblement FOXP3 (FOXP3'°) (Miyara et al., 2011). De plus, il existe des populations de LT
FOXP3 possédant des capacités suppressives aussi bien chez I’humain que chez la souris (cf.
Partie I. C. Complexité du compartiment T régulateur).

Néanmoins, FOXP3 reste le marqueur le plus adapté et utilisé pour définir les Treg chez
les humains. Aujourd’hui, 1’utilisation de marqueurs complémentaires permet une meilleure
discrimination entre les Treg et les Tconv humains, dont CD127, la chaine o du récepteur a
I’TL-7. Cette molécule est faiblement exprimée par les Treg humains et murins. Son expression
est d’ailleurs inversement corrélée a I’expression de FOXP3 et aux capacités suppressives des
Treg. CD127 permet de distinguer, chez ’humain, les Treg (CD127°) des T actives qui
expriment CD25 et FOXP3 transitoirement, mais sont CD127* (Liu et al., 2006; Seddiki et al.,
2006). Etant exprimé a la surface, CD127 est également utile pour identifier les Treg
(CD25"CD127) sans avoir recours a la perméabilisation des cellules, autrement nécessaire pour
analyser 1’expression de FOXP3 qui est en intranucléaire. Cependant, la combinaison des 3
marqueurs CD25, CD127 et FOXP3 restent la meilleure stratégie actuelle pour identifier les

Treg humains.

4. Autres marqueurs importants pour l'identification, ’'homéostasie et la fonction des
Treg
Aujourd’hui, les Treg sont définis comme étant des lymphocytes T
CD4*"CD25"FOXP3* (CD127 pour les humains). D’autres marqueurs, dont des marqueurs
d’activation, se sont ajoutés pour mieux caractériser les Treg et définir des sous-populations au

sein de ce compartiment (Tableau 1). L’ensemble de ces marqueurs participe au
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développement, la survie, la stabilité et la fonction suppressive des Treg. La co-expression de

certains d’entre eux permet de distinguer des sous-populations de Treg fortement suppressives.

Cependant, bien qu’une fraction des Treg puisse les exprimer a 1’état basal, a I’instar de CD25,

ils sont également exprimés par les Tconv activés. lls ne peuvent pas tous étre utilisés seuls

pour discriminer les Treg des Tconv.

Tableau 1: Marqueurs associés a 1’activation et la fonction exprimés par les Treg murins et humains
(adapté de X. Chen & Oppenheim, 2011 et Roth-Walter et al., 2021 ; Tang et al., 2003)

Marqueurs Treg murins Treg humains Fonction/Commentaire
Surface
D25 . + o Fort Homeo§ta5|e, actlva'tlon,
Expression 1 suite a I'activation fonction suppressive
+
CD39 Exprimé par la majorité des Treg + Activité suppressive : Hydrolyse
Expression T modérément suite Exprimé par 60% des Treg ATP en ADP et AMP
a une stimulation TCR in vitro
* * Activité suppressive : Dégrade
. s ivité su ive :
CD73 Exprimé par les Treg Exprimé par les Treg ' AMP en adénosine
suppresseurs suppresseurs
+
Exprimé par les Treg Faible
CD103 effecteurs/mémoire ayant le Expression peut 1 pendant des Migration (chaine a de
potentiel de produire de I'lL-10 réponses inflammatoires ou en I'intégrine aep7)
(marqueur des Treg de la peau présence de TGF-
et des muqueuses)
/faible Permet la distinction avec les
CD127 Expression peut 1 suite a une -/faible Tconv (CD127*)
stimulation TCR
+ (constitutivement exprimé) . Activité suppressive : Interagit

CTLA-4 (CD152)

GARP

GITR (CD357)

ICOS

Expression 1 suite a une
stimulation TCR

+/fort
Exprimé fortement par les Treg
activés

+
Exprimé par différentes sous-
populations de Treg et Trl

+
Exprimé fortement par les Treg
activés hautement suppressifs

Exprimé constitutivement

+
Exprimé par les Treg activés trés
suppresseurs

+
Exprimé par les Treg
activés/mémoire

+
Exprimé par les Treg mémoire.
Les Treg ICOS* produisent de
I'IL-10 et expriment du TGFB
membranaire

avec CD80/CD86 et bloque
I"activation des DC

Lié au complexe TGF-B latent

Favorise la différenciation et
I'expansion des Treg

Impliqué dans la stabilité et la
survie des Treg
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LAG3 (CD223)

LAP

Neuropiline 1

+
Exprimé sur les Treg activés par
un signal TCR

+
Exprimé a la surface d'une sous-
population Treg activés

Exprimé préférentiellement par

+
Exprimé constitutivement par
~3% des Treg circulants, son
expression est augmentée apres
activation chez les patients
atteints de tumeurs (Treg
hautement suppresseurs)

+
Exprimé a la surface d'une sous-
population Treg activés

Egalement exprimé par les Tril

Egalement exprimé par les Th3

Utilisé en association avec
Helios pour différencier les

(Nrp-1) les tTreg tTreg (Helios*Nrp1*) des pTreg
(Helios'Nrp1-)
Expression augmentée par
+ stimulation avec TNF, favorise
0X40 + Expression induite apres le développement, la
Expression constitutive activation prolifération et la survie des
Treg
+
+ Exprimé constitutivement par Expression augmentée sur les
TNFR2 (CD120b) Exprimé par 30-40% des pTreg ~70% des Treg FOXP3* du sang Treg activés et favorise la survie
hautement suppressifs et ~80% périphérique et par 100% des des Treg dans un
des tTreg tTreg (fortement exprimé par les  environnement inflammatoire
Treg mémoire/ effecteurs)
+ +
TIGIT Exprimé chez une sous- Exprimé chez une sous-
population de Treg activés population de Treg activés
fortement suppressifs fortement suppressifs
Expression augmentée par
stimulation avec TNF, favorise
4-1BB + + le développement, la
Expression induite par activation prolifération et la survie des
Treg
Intracellulaire
FOXP3 + +
. . Utilisé en association avec
. Y . Y . Neuropiline 1 pour différencier
Helios Exprimé préférentiellement par Exprimé préférentiellement par .
les tTreg (Helios*Nrp1*) des
les tTreg les tTreg

pTreg (Helios"Nrp1-)

Parmi les marqueurs d’activation exprimés par les Treg il y a ICOS (Inducible T Cell

COStimulator), une molécule de costimulation de la famille de CD28. Il a été montré que les

Treg les plus suppresseurs expriment fortement ICOS (CD278) a leur surface et sont capables

de sécréter de I’1L-10, IL-17 et IFN-y (Vocanson et al., 2010). Les T naifs expriment faiblement
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ICOS, mais le signal TCR/CMH Il induit une forte expression d’1COS (Burmeister et al., 2008;
McAdam et al., 2000). Le signal de costimulation induit par la voie ICOS/ICOSL est
indépendant de la voie CD28/CD80-86, et semble étre important pour le développement, la
fonction et la stabilité des Treg (Landuyt et al., 2019; Redpath et al., 2013). De facon
intéressante, 1’ablation de la voie ICOS/ICOSL chez des souris inhibe I’induction de tolérance
respiratoire chez la souris (Busse et al., 2012). ICOS joue également un rdle important dans la
survie des Treg. Une étude in vivo montre que la survie des Treg activés CD44"CD62L'°CCR7"
ne dépend pas de I’IL-2, mais de la signalisation ICOS/ICOSL puisque le blocage de cette voie
avec un anticorps neutralisant anti-ICOSL conduit a la mort de cette sous-population Treg
(Smigiel et al., 2014).

Un autre marqueur important pour la stabilité des Treg FOXP3" est CD83. La perte
d’expression de CD83 spécifiqguement chez les Treg conduit a une diminution de la population
Treg FOXP3". L’induction d’Encéphalomyélite Auto-immune Expérimentale (EAE), modele
de sclérose en plaque, chez des souris FOXP3Y"P-¢reC D83 conduit & une pathologie exacerbée
de longue durée par rapport aux contrdles. Ces Treg CD83" adoptent alors un phénotype pro-
inflammatoire, sécrétant de I’IFN-y, TNF-a, IL-5, IL-17A (Doebbeler et al., 2018). De méme,
la perte de CD83 impacte la conversion in vitro des Tconv en Treg: un plus faible nombre de
cellules FOXP3* est obtenu & partir de Tconv CD83™ cultivés en présence d’IL-2 et de TGF-B

par rapport au nombre obtenu avec des Tconv CD83** (Doebbeler et al., 2018).

D’autres marqueurs d’activation, appartenant a la famille du récepteur du TNF (Tumor
Necrosis Factor) participent a la caractérisation des Treg: GITR, OX40 et TNFR2. Ces
récepteurs sont tres importants pour le développement des Treg (Chen et al., 2013; Kumar et
al., 2019). Par ailleurs, I’expression du TNFR2 est essentielle pour la stabilité phénotypique et
fonctionnelle des Treg dans un environnement inflammatoire. Le TNF, en se fixant sur le
TNFR2 présent a la surface des Treg, permet de maintenir 1’expression de FOXP3 apres une
stimulation par le TCR (Chen et al., 2013). Contrairement au TNFR1, TNFR2 permet
d’identifier les Treg, humains et murins, stables et fortement suppresseurs (Chen et al., 2008,
2010; Ronin et al., 2021; Santinon et al., 2020).

Certains marqueurs, comme les endonucléotidases CD39 et CD73 et les ligand FasL
ainsi que les molécules comme CTLA-4 et LAG3, sont directement associés a la fonction
suppressive des Treg. Leurs rdles respectifs seront traités dans la Partie I. C. Mécanismes de

suppression.
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La combinaison des différents marqueurs exprimés par les Treg permet de les
différencier des Tconv. Elle permet aussi de mettre en lumiére la complexité de ce

compartiment cellulaire distinguant différentes sous-populations Treg.

B. Complexité du compartiment T régulateur : Sous populations suppressives,

origines et plasticité cellulaire

La population des lymphocytes T régulateurs est loin d’étre une masse homogene. En
plus des Treg FOXP3" d’origine thymique qui ont été les premiers a étre identifiés, il existe
également des lymphocytes régulateurs FOXP3* qui se développent en périphérie (pTreg) et
d’autres cellules suppressives qui n’expriment pas FOXP3, comme les lymphocytes T
régulateurs de type 1 (Trl) et les lymphocytes helper de type 3 (Th3). De plus, la capacité des
Treg FOXP3™ a exprimer des facteurs de transcription lignée-déterminants classiquement
associés aux effecteurs T helper apporte de la complexité et de I’hétérogénéité a ce
compartiment cellulaire. Dans cette partie, nous aborderons briévement les caractéristiques de
ces populations T régulatrices, leur origine ainsi que la plasticité dont font preuve les Treg
FOXP3".

1. Lymphocytes T régulateurs FOXP3+ : tTreg et pTreg
La majorité des Treg FOXP3* se développent dans le thymus et ils sont identifiés
comme étant des Treg thymiques ou tTreg. L’autre partie des Treg se développe en périphérie,
a la suite a la conversion de Tconv en Treg. Ces derniers sont les Treg périphériques ou pTreg.
Il est également possible d’induire la conversion des Tconv en Treg in vitro en présence de

TGF-B et de I'IL-2. Les Treg obtenus sont alors denommeés iTreg.

Les tTreg et les pTreg sont CD4"CD25"FOXP3*CD127" et ils expriment également
CTLA-4, directement lie a leur capacite suppressive. Il est donc difficile de distinguer ces deux
populations en périphérie. Afin de les différencier et les étudier, les marqueurs Hélios et
Neuropiline-1 (Nrp-1) ont été proposes chez la souris puisqu’ils sont fortement exprimés par
les tTreg et pas par les pTreg (Thornton et al., 2010; Yadav et al., 2012). Cependant, leur
utilisation reste controversée. Tous les tTreg n’expriment pas Nrp-1 (Singh et al., 2015) alors
que dans des conditions inflammatoires, les pTreg peuvent I’exprimer (Weiss et al., 2012). De
plus, Hélios peut également étre exprimé par les pTreg suite a des stimulations antigéniques
fréquentes (Gottschalk et al., 2012). Néanmoins, I’expression concomitante de Hélios et Nrp-1
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reste encore aujourd’hui la stratégie la plus courante pour distinguer les tTreg des pTreg (Singh
etal., 2015).

a) Le développent thymique des tTreg

Site des sélections positive et négative, le thymus permet 1’élimination des clones
exprimant des TCR autoréactifs avec une affinité trop importante pour le complexe
CMH/peptide. Le développement thymique des tTreg dépend aussi bien de I’affinité et de
I’avidité de ses TCR que de la rencontre avec les antigénes du soi présentés par les cellules
présentatrices d’antigéne (CPA) thymiques. Le paradigme majoritaire sur le développement
Treg se base sur un modele a deux étapes pendant lesquelles les Treg acquiéerent successivement
I’expression de CD25 puis de FOXP3 (Burchill et al., 2008; Lio & Hsieh, 2008; Santamaria et
al., 2021).

Lors de la premiére étape, le complexe CMH Il/peptide d’une cellule épithéliale
thymique (TEC) rencontre le TCR d’un thymocyte SP (simple positif) CD4*CD25 FOXP3". Si
I’engagement produit un signal de forte intensité, cela induit ’expression de CD25 et
I’apparition de précurseurs Treg CD4"'CD25'FOXP3" (Lio & Hsieh, 2008). Cependant,
I’intensité du signal TCR (Figure 2) qui permet I’apparition de précurseur Treg reste environ
100 fois inférieure au seuil conduisant a la délétion clonale (Lee et al., 2012). Les TEC et
notamment les cellules médullaires (NTEC) sont cruciales pour le développement des Treg.
Elles ont la particularité d’exprimer AIRE (Auto-Immune Regulator Gene), un facteur de
transcription qui permet I’expression d’antigénes spécifiques de tissus périphériques (Anderson
etal., 2002). AIRE est essentiel puisqu’en 1’absence d’antigéne du soi, les Treg ne peuvent pas
se différencier dans le thymus. Par ailleurs, des mutations du gene codant pour AIRE provoque
la poly-endocrinopathie auto-immune de type 1 aussi appelé syndrome APECED (pour auto-
immune polyendocrinopathy, candidiasis, ectodermal dystrophy) qui se manifeste sous forme
d’atteintes auto-immunes systémiques. Ce syndrome souligne I’importance de AIRE pour

I’établissement de la tolérance immunitaire et notamment dans le développement des tTreg.
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Figure 2. L’intensité du signal TCR détermine I’élimination des thymocytes ou bien leur
différentiation en Tconv ou Treg (inspirée de Klein et al., 2019).

Lors de la sélection négative dans le thymus, I’intensité de I’interaction entre le TCR du thymocyte
et le complexe CMH Il-peptide du soi présence sur les CPA (mTEC) détermine la survie du
thymocyte et sa différenciation en Treg ou en Tconv.

Les molécules de costimulation jouent également un role essentiel pendant cette
premiére étape. En effet, la perturbation de la voie CD28/CD80, soit en induisant une perte
d’expression de CD28 ou CD80/CD86, soit en forgant I’expression de CTLA4-Ig chez des
souris NOD, conduit a une diminution importante des Treg CD25" (Lenschow et al., 1996;
Salomon et al., 2000). La signalisation CD28/CD80 permet 1’augmentation de 1’expression de
GITR, OX40 et TNFR2 chez ces progéniteurs Treg et cette augmentation est corrélée
positivement a I’intensité du signal TCR. En effet, les T CD4"CD8" qui regoivent les signaux
TCR de la plus haute affinité montrent la plus forte augmentation de I'expression de GITR,
OX40 et TNFR2. (Mahmud et al., 2014). En présence d’IL-2 faible dose (1 U/mL), la liaison
avec leur ligand (GITRL, OX40L et TNF, respectivement) permet d’augmenter la conversion
des précurseurs en Treg CD25"FOXP3*. En I'absence de costimulation avec GITRL ou OX40L,
une dose d’IL-2 dix fois plus élevée est nécessaire pour obtenir le méme effet (Mahmud et al.,
2014). Ainsi, les précurseurs ayant un TCR de forte affinité se retrouvent favorisés, ce qui a un

impact sur la composition du répertoire TCR des lymphocytes T régulateurs (Kumar et al.,
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2019; Mahmud et al., 2014). De méme, I’expression de FOXP3 semble dépendre de I’intensité
du signal TCR (Hsieh et al., 2012).

La deuxieme étape du modeéle de développement, pendant laquelle les précurseurs
CD25" deviennent des Treg CD25"FOXP3", est TCR-indépendante. L’IL-2, ainsi que I’'IL-15,
sont des acteurs clé de cette étape. L’IL-2 est produite par les cellules T (Owen et al., 2018)
alors que I’TL-15 est produit par les cellules épithéliales thymiques (TEC) et principalement par
les cellules médullaires (MTEC) qui expriment fortement le CMH Il (Cui et al., 2014). Ces
cytokines permettent la phosphorylation du facteur de transcription STAT5 qui favorise la
survie des cellules en induisant I’expression de Bcl-2 et I’expression de FOXP3 en se fixant &
au CNS2. In vitro, I’'IL-2 est suffisante pour induire FOXP3*, alors que d’autres signaux et
notamment le signal TCR sont nécessaire pour induire son expression in vivo (Lio & Hsieh,
2008).

b) Conversion en périphérie : quand les Tconv rejoignent les forces régulatrices

Les Treg périphériques se développent en periphérie, a partir de Tconv matures. La
conversion de Tconv FOXP3en pTreg FOXP3" se produit dans des conditions particuliéres,
souvent au niveau des muqueuses, des sites a I’interface entre 1’héte et 1’environnement,
majoritairement I’intestin et les poumons. En effet, dans les muqueuses, des cellules
présentatrices d’antigénes (CPA) particulieres comme les DC CD11¢*CD103" intestinales ou
les macrophages alvéolaires et interstitiels peuvent induire la conversion des Tconv CD4" en
pTreg (Benson et al., 2007; Coombes et al., 2007; Soroosh et al., 2013). Cette conversion est
favorisée en présence d’IL-2 ainsi que du TGF-p et de I’acide tout-trans-rétinoique (ATRA)
produits par ces CPA. D’ailleurs, 1’acide trans-rétinoique permet 1’induction de pTreg méme
lors d’un fort signal de costimulation (Benson et al., 2007).

D’autres conditions qui favorisent la conversion des Tconv FOXP3™ sont: (i)
I’activation en absence de signaux inflammatoires, (ii) 1’activation par une DC immature
exprimant peu de signaux de costimulation (Bilate & Lafaille, 2012; Kretschmer et al., 2005)
ainsi que (iii) des conditions d’activation en présence de faibles doses d’antigene (Apostolou &
VVon Boehmer, 2004). Dans le cas de signaux TCR et de costimulation forts, 1’induction de
pTreg nécessitera davantage de cytokines immunosuppressives telles que 1’'IL-2 et TGF-f
(Povoleri et al., 2013).

Comme chez les tTreg, la région CNS2 (séquence non codante conservée) de Foxp3 des
pTreg, aussi appelée TSDR pour « Treg-specific de-methylated region », est hypométhylée,
témoignant de la stabilité de 1’expression de FOXP3 et du phénotype Treg (Polansky et al.,
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2008). Ce n’est pas le cas des iTreg induits in vitro en présence de TGF-p, caractérisés par la
déméthylation incompléte de leur région TSDR et donc un phénotype Treg instable (Feng et
al., 2014; Polansky et al., 2008). Cependant, malgré la stabilité du phénotype Treg, dans
certaines conditions inflammatoires, les Treg peuvent perdre I'expression de FOXP3 et sécréter
des cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lFN-y et I'lL-17, et devenir des exTreg (Zhou et
al., 2009).

Les pTreg sont impliqués dans le controle de I’inflammation et particuliérement au
niveau des muqueuses. Leur répertoire TCR est différent de celui de tTreg. Issus de Tconv ayant
subi la sélection thymique négative, le répertoire TCR des pTreg n’est donc pas restreint aux
antigénes du soi comme celui des tTreg (Shevach & Thornton, 2014). Si ces derniers sont
importants pour le maintien de la tolérance aux antigenes du soi, les pTreg sont impliqués dans
le maintien de la tolérance aux antigénes microbiens et alimentaires. De ce fait, ils sont
particulierement importants pour la tolérance orale et le controle de allergies ainsi que le
contr6le de I’inflammation intestinale comme la colite (Curotto de Lafaille et al., 2008;
Josefowicz et al., 2012; Mucida et al., 2005; Nutsch et al., 2016).

Les pTreg sont également impliqués dans la tolérance materno-feetale exercant un
controle de la réactivité contre les allo-antigénes paternels (Samstein et al., 2012). En effet,
I’ablation de CNS1, une des régions activatrices de FOXP3 essentielle a la conversion des
pTreg (mais non essentielle pour les tTreg) conduit a la résorption des feetus issus du
croissement de péres BALB/c et de meres C57BI/6 (Samstein et al., 2012). Par ailleurs, les
souris déficientes en CNS1 développent spontanément des pathologies allergiques (Josefowicz
etal., 2012).

Pour conclure, par leurs spécificités antigéniques orientées vers des antigenes d’origines
différentes, les tTreg et les pTreg ont des rdles complémentaires qui permettent le maintien de
la tolérance immunitaire et ’homéostasie. Classiquement, il est accepté que les tTreg contrélent
les réponses dirigées contre les auto-antigenes alors que les pTreg permettent la mise en place

de la tolérance et le contrdle des réponses dirigées envers des antigenes étrangers.

2. TrletTh3, cellules régulatrices FOXP3"
Il existe également des sous-populations T aux propriétés suppressives n’exprimant pas
FOXP3. Ce sont les lymphocytes T régulateurs de type 1 (Trl) et les lymphocytes helper de
type 3 (Th3). lls sont induits en périphérie de facon TCR- et antigéne-dépendante dans des

contextes similaires a ceux entrainant I’induction de pTreg : activation par une DC immature,
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en présence d’IL-10, a la suite d'une stimulation antigénique chronique par voie orale (Groux
et al., 1997; Povoleri et al., 2013; Weiner et al., 2011).

Ils jouent également un rdle important dans la mise en place et le maintien de la
tolérance, notamment aux allergenes. En effet, une fréquence plus élevée de Trl
CD4"CD45RA Lag3"CD49b™* (0,57%) est retrouvée chez des enfants sains par rapport a des
enfants souffrants d’une allergie alimentaire (0,39%) (Bergerson et al., 2017).

Les Trl se caractérisent par les marqueurs de surface LAG3 (markers lymphocyte
activation gene 3) et CD49b (Gagliani et al., 2013). Ils proliferent peu, ne produisent ni d’IL-2
ni d’IL-4, mais sont en revanche capables de supprimer les réponses immunitaires via la
sécrétion d’IL-10 (Groux et al., 1997). De leur c6te, les Th3 expriment TGF-B et LAP, le
latency-associated peptide qui se lie a la forme membranaire de TGF-f (Tordesillas et al., 2017;
Weiner et al., 2011).

3. Plasticité des Treg FOXP3*

La plasticité cellulaire est la capacité d’une cellule a s’adapter a une multitude de
signaux provenant de son environnement, conduisant a des changements phénotypiques, voire
fonctionnels. La grande majorité des cellules immunitaires possedent cette capacité et les Treg
FOXP3* n’en font pas I’exception. lls sont capables de coexprimer FOXP3 avec différents
facteurs de transcription « spécifiques de lignée » (« lineage-specifying » en anglais), tels que
T-bet, GATA-3/IRF4 et RORyt, généralement associés aux profils effecteurs de type Thl, Th2
et Thl7, respectivement. lls acquierent ainsi des caractéristiques fonctionnelles spécifiques
ainsi que des programmes de suppression et de réparation tissulaire qui permettent un controle
efficace des réponses immunitaires. Par exemple, 1’expression de récepteurs de chimiokines
(Koch et al., 2009) et de molécules d'adhésion particuliers leur permet de migrer vers des sites
inflammatoires et d’y supprimer localement les réponses immunitaires (Raffin et al., 2020).
Cette plasticité est régulée par des signaux extracellulaires, particulierement les cytokines
(Dupage & Bluestone, 2016).

Pour le contrdle des réponses Th2, impliquées dans la pathogénése des maladies
allergiques, I’expression du facteur de transcription IRF4 par les Treg semble essentielle (Zheng
et al., 2009). En effet, la perte d’IRF4 dans les cellules FOXP3" induit une hyperpolarisation
Th2 des réponses immunitaires caractérisée, entre autres, par la production d’IgG1 et d’IgE
(isotypes IL-4 dépendants) et des lésions tissulaires caractérisées par un fort infiltrat de

plasmocytes (Zheng et al., 2009).
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Cependant, au niveau intestinal, le contr6le des réponses Th2, mises en cause dans
I’allergie alimentaire, impliquerait des Treg exprimant RORyt, un facteur de transcription
associé aux Th1l7 (Abdel-Gadir et al., 2019). Les Treg RORyt", induits par le microbiote,
seraient impliqués dans le contrdle de ces réponses par un mécanisme CTLA-4-dépendant
(Ohnmacht et al., 2015). Ces Treg FOXP3"RORyt" possédent également une capacité
suppressive supérieure a celle des Treg FOXP3" dans un contexte d’inflammation intestinale
induite par des effecteurs T (Yang et al., 2016). Ces résultats montrent qu’il n’est pas toujours
nécessaire que les Treg expriment le ou les facteurs de transcription associés a la réponse
immunitaire qu’ils contrélent. L’important, c’est que I’expression de ces facteurs permette aux
Treg de se trouver au niveau des sites inflammatoires ou ils pourront contrdler les effecteurs et

d’éventuellement mettre en place des mécanismes effecteurs complémentaires.

Bien que cette plasticité semble étre avantageuse pour I’hote, car elle facilite le controle
des différents types de réponses immunitaires par les Treg, une plasticité aberrante de ces
derniers est également observée dans plusieurs maladies auto-immunes et allergiques. Dans ce
contexte, les Treg deviennent des Treg « Th-like », capables de produire des cytokines pro-
inflammatoires. Dans la plupart des cas, la capacité suppressive des Treg Th-like est diminuée,
méme si I’expression de FOXP3 est conservée (Dominguez-Villar et al., 2011). Dans un
contexte fortement inflammatoire, les Treg peuvent méme perdre 1’expression de FOXP3 en
devenant des exTreg (Zhou et al., 2009).

A la « Dr Jekyll et Mr Hyde », les facteurs de transcription, qui permettent aux Treg de
s’adapter et de contrdler efficacement certains types de réponses immunitaires, peuvent leur
conférer ce phénotype de Treg « Th-like » capables de sécréter des cytokines pro-
inflammatoires. Ainsi, I’expression d’IRF4 par les Treg est aussi retrouvée dans des contextes
pathologiques. Une augmentation de la fréquence des Treg Th2-like de la peau est retrouvée
chez des patients atteints de sclérose systémique. Ces Treg Th2-like sont capables de sécréter
de I'lL-4 et de I’TL-13. L’IL-33, fortement produite au niveau de la peau chez ces patients, est
mise en cause dans la polarisation des Treg cutanés vers ce phénotype Th2-like, d’autant plus
que ces Treg expriment fortement I’une des chaines du récepteur a I’'TL-33, ST2 (Macdonald et
al., 2015).

Des Treg Th2-like ont également été observes chez des souris mutantes (114raF709)
ayant une sensibilité accrue a I'allergie due a ’augmentation de la signalisation du récepteur a
I’TIL-4. Des Treg allergéne-spécifiques ayant subi une reprogrammation Th2-like ont également

¢été retrouvés dans le sang périphérique d’enfants souffrant d’allergies alimentaires. Ces Treg
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Th2-like sécrétent de I'lL-4 et/ou de I'IL-13, expriment fortement les facteurs de transcription
IRF4 et GATA-3 et leur capacité a supprimer 1’activation et I’expansion des mastocytes est

altérée due a cette signalisation IL-4R/STAT6 (Noval Rivas et al., 2015).

Cytokines Inflammation Inflammation
polarisantes ++ +++
7 ?
Treg FOXP3+ Treg Th-like exTreg FOXP3-
+ + +
Treg FOXP3+ T-bet+ T-bet+ T-bet+
GATA-3+ GATA-3+ GATA-3+
RORyt+ RORyt+ RORyt+
| |
IFNy IFNy
IL-4 IL-4
IL-17 IL-17

Figure 3. Plasticité et instabilité du compartiment Treg.

Les Treg sont doués d’une certaine plasticité. En plus de FOXP3, ils sont capables de coexprimer des
facteurs de transcription classiquement associés aux profils Thl (Tbet), Th2 (GATA-3) ou Thil7
(RORyt) lorsqu’ils sont activés en présence de cytokines polarisantes (IL-4, IFN-y, IL-12). Néanmoins,
ils peuvent également adopter des phénotypes pro-inflammatoires « Th-like » et produire les cytokines
associées a 1’expression de ces facteurs de transcription voire perdre 1’expression de FOXP3 et devenir
des exTreg. Il n’est pas encore clair si les Treg Th-like représentent un état intermédiaire entre les Treg
exprimant T-bet/GATA-3/RORyt et exTreg et si c’est état est réversible.

Ainsi, les Treg possédent une plasticité qui leur permet de modifier leur phénotype en
fonction de leur environnement. Ils expriment des facteurs de transcription lignée-déterminants,
également exprimés par les effecteurs Tconv, ainsi que les récepteurs aux chimiokines et les
molécules d’adhésion leur permettant d’étre mieux « équipeés » pour controler les cellules
effectrices. Dans certains cas, I’expression de ces facteurs de transcription peut conduire les
Treg a sécréter des cytokines pro-inflammatoires. Toutefois, I’implication de ces Treg « Th-
like » dans la pathogenése de maladies auto-immunes et allergiques reste a déterminer. Font-ils
partie des causes, ou cette polarisation aberrante est une conséquence d’une inflammation
excessive voire d’une adaptation pour la controler ? La plasticité dont les Treg font preuve nous
meéne a nous interroger sur la possibilité de 1’exploiter dans des nouvelles stratégies
thérapeutiques pour soigner les maladies auto-immunes et allergiques.

Le choix de la polarisation en fonction des pathologies a traiter reste cependant a
déterminer. Faut-il miser sur des stratégies thérapeutiques permettant de générer des Treg

GATA-3" pour soigner I’allergie alimentaire afin « d’équiper » les Treg avec les récepteurs aux
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chimiokines qui leur permettront de migrer vers les sites inflammatoires ? Ou, au contraire,
faut-il profiter des avantages que semble apporter les polarisations « antagonistes » pour
controler certains types de réponses, ¢’est-a-dire, miser sur des approches permettant de générer
des Treg RORyt" ou T-bet" pour soigner I’allergie ? Les deux approches sont intéressantes,
mais ont des inconvénients. Dans la premiere, la stabilité des Treg est une grande interrogation :
les Treg GATA-3" resteront-ils stables dans 1’environnement inflammatoire de type Th2
qu’induit I’allergie ou risquent-ils de sécréter des cytokines pro-inflammatoires voire devenir
des exTreg et participer ainsi a la boucle d’amplification de ’allergie ? Quant a la deuxiéme
approche, on peut se questionner sur la mobilisation de Treg au site ou ils sont requis.
D’autres questions subsistent encore par rapport a la plasticité des Treg (Figure 3) : tous
les Treg sont-ils doués de plasticité a tout moment ? Est-ce un phénomeéne réversible ? Si oui,
les Treg « Th-like » redeviennent-ils des Treg « normaux » ou alors peut-étre des exTreg
comme dans le cas de I’arthrite inflammatoire ? Quels signaux sont a I’origine du maintien du

phénotype polarisé ou bien de sa résolution ?

C. Mécanismes de suppression

Les Treg ont recours a différents mécanismes pour contrdler les réactions immunitaires
et maintenir la tolérance et I’homéostasie. Certains de ces mécanismes permettent le controle
direct des cellules effectrices soit par des mécanismes contact-indépendants tels que la sécrétion
de cytokines inhibitrices ou I’induction de perturbations métaboliques, soit par des mécanismes
contact-dépendants comme 1’induction d’apoptose par la voie des récepteurs de mort et la
modulation directe des cellules dendritiques. Mais les Treg peuvent également agir
indirectement sur les effecteurs par I’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigéne dont

ils peuvent moduler la maturation/fonction (Figure 4).

Les mécanismes de suppression mobilisés par les Treg dépendent du type de réponse
immunitaire a contrdler, des acteurs impliqués et de leur localisation. Dans le cadre de 1’allergie,
I’un des principaux mécanismes de suppression mis en ceuvre par les Treg pour controler les
cellules effectrices impliquees dans les réactions allergiques est la sécrétion de cytokines

immunosuppressives et particulierement d’IL-10.
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Figure 4. Différents mécanismes de suppression des Treg (adapté de Meng et al., 2016)
Les Treg sont capables de contrdler les réponses immunitaires grace a des mécanismes qui ne
nécessitent pas de contact comme la sécrétion de cytokines inhibitrices (IL-10, TGF-B) ou de
molécules comme qui induisent la mort cellulaire (granzymes A et B), et I’induction de
perturbations métaboliques en consommant I’IL-2 et hydrolysant I’ATP et ’ADP. Les Treg
utilisent également des mécanismes de suppression qui dépendent de I’interaction physique
avec les cellules cibles comme LAG3 ET CTLA-4.

L’IL-10 a différents modes d’action (Figure 5). Elle peut agir directement sur les
cellules immunitaires effectrices comme (i) les mastocytes, en inhibant leur activation (Royer
etal., 2001) et la production de cytokines (Arock et al., 1996) ; (ii) les éosinophiles, en inhibant
la production de cytokines et leur survie LPS-induite (Takanaski et al., 1994); (iii) les
lymphocytes T CD4*, en inhibant leur prolifération, la production d’IL-2 (Taga & Tosato, 1992;
Ye et al., 2007), I’activation de Th2 (C. A. Akdis et al., 1998; Hawrylowicz & O’Garra, 2005)
ainsi que les réponses pathogénes de type Th17 (Chaudhry et al., 2011) ; (iv) les lymphocytes
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T CD8", en restreignant leur activation et leur fonction cytotoxique (Smith et al., 2018; Ye et
al., 2007) ; (v) et les lymphocytes B, en favorisant un switch isotypique d’IgE vers des IgG4
protectrices dans un contexte de maladie allergique (C. A. Akdis et al., 1998; Jeannin et al.,
1998; Nouri-Aria et al., 2004).

L’IL-10 aurait aussi un role potentiel dans 1’induction de Treg chez I’humain.
Récemment, une étude a montré que 1’ajout d’IL-10, lors de I’induction in vitro de Treg
humains en présence de TGF-, conduit a une augmentation de I’expansion des iTreg FOXP3™,
Ces iTreg expriment fortement CTLA-4 et leur capacité suppressive est comparable aux Treg
naturels (Hsu et al., 2015). L’IL-10 peut aussi agir sur les cellules présentatrices d’antigéne, en
diminuant I’expression du CMH II et des molécules de costimulation, et leur capacité a activer
les effecteurs LT (C. A. Akdis et al., 2000; de Waal Malefyt et al., 1991; Ding & Shevach,
1992; Fiorentino et al., 1991).

Le TGF-p est une autre cytokine immunorégulatrice exprimée, entre autres, par les Treg
et impliquée dans le contréle des réponses allergiques. La perte d’expression biallélique dans
les Treg induit également des manifestations auto-immunes létales caractérisées par une
production d’auto-anticorps accrue par la dérégulation des réponses des lymphocytes B et des
lymphocytes T folliculaires helper (Turner et al., 2020). La perte d’expression monoallélique
Treg-spécifique entraine une susceptibilité accrue a I’allergie alimentaire associée a une
diminution des Treg RORyt" intestinaux (Turner et al., 2020), une sous-population connue pour
le contrble des réponses Th2 (Ohnmacht et al., 2015). Ces résultats sont en accord avec une
étude précedente qui montre que les Treg sont capables de réguler les manifestations allergiques
au niveau pulmonaire par un mécanisme TGF-dépendant (Joetham et al., 2007).

Il a été montré que les Treg sécretent des niveaux importants de TGF-B, mais
I’expriment également & leur surface. Cette forme membranaire leur permet de supprimer
I’activation d’effecteur de maniére contact-dépendant (Nakamura et al., 2001). Le TGF-B
inhibe la prolifération des effecteurs en agissant directement sur la production d’IL-2 (Kehrl et
al., 1986) ainsi que sur I’expression de régulateurs du cycle cellulaire (Wan & Flavell, 2007).
Cette molécule agit également sur les mastocytes en diminuant leur I’activation et leur
expansion (Turner et al., 2020). Le TGF-p contrdle également les réponses immunitaires de
type Thl en inhibant I’augmentation de 1’expression de CD122, qui améliore la survie et

I’expansion clonale des Thl (Sad & Mosmann, 1994).
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Figure 5. Différents modes d'action de I'IL-10.
L’IL-10 peut agir sur les éosinophiles et les mastocytes, en inhibant leur activation et la production de
cytokine. Elle peut aussi bloquer la prolifération et la production d’IL-2 par les Tconv, ainsi que leur
polarisation en Th2 et Th17. L’IL-10 agit sur les lymphocytes T CD8+, en restreignant leur activation
et leur fonction cytotoxique, ainsi que chez les lymphocytes B, en favorisant un switch isotypique d’IgE
pathogénes vers des IgG4 protectrices dans un contexte de maladie allergique.

Par ailleurs, des mécanismes contact-dépendants sont utilises par les Treg pour contrdler
les cellules effectrices pathogénes dans 1’allergie. Les Treg sont capables d’inhiber la
production de cytokines Th2 par les ILC2 (Cellules lymphoides innées de type 2) via des
mécanismes contact dépendants impliquant une interaction ICOS/ICOSL. De méme, ils
inhibent, via des mécanismes impliquant une interaction OX40/OX40L, la dégranulation des
mastocytes (Figure 6) (Gri et al., 2008; Rigas et al., 2017). Les Treg expriment également
CTLA-4, une molécule immunosuppressive qui se lie aux molécules de costimulation

CDB80/CD86 a la surface des DC et transmet un signal inhibiteur. CTLA-4 bloque I’expression
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de ces mémes molécules de costimulation, indispensables pour I’activation des lymphocytes T
naifs, et maintien les DC dans un phénotype immature (Onishi et al., 2008). In vitro, le CTLA-
4 est capable de réguler le catabolisme du tryptophane chez les DC. En effet, CTLA-4 induit
I’expression de I’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) qui catabolise le tryptophane en
kynurénines (Fallarino et al., 2002; Grohmann et al., 2002). Ces métabolites induisent
I’apoptose de thymocytes et des effecteurs Thl (Fallarino et al., 2002) contribuant ainsi a
I’établissement et le maintien de la tolérance périphérique (Grohmann et al., 2002). Comme
mentionné précédemment, CTLA-4 est également impliqué dans la régulation des réponses

intestinales de type Th2 par les Treg RORyt".
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Figure 6. Suppression des cellules effectrices par les Treg dans le cadre de maladies allergiques.
Les Treg peuvent inhiber les ILC2 via des mécanismes impliquant ICOS/ICOSL, et I’activation des
mastocytes par un mécanisme impliquant OX40/0X40L. Les Treg sont également capables d’inhiber
la maturation des cellules dendritiques par I’intermédiaire des molécules CTLA-4 et LAG3.

Treg

Les Treg peuvent moduler les cellules dendritiques par d’autres moyens. lls sont
capables de « sequestrer » les cellules dendritiques afin d’éviter qu’elles activent les Tconv.
L’expression de Neuropiline-1 et LFA-1 (leukocyte function-associated antigen-1) par les Treg
leur permettent d’avoir des interactions plus longues avec les DC immatures. L’inhibition de
cette interaction avec des anticorps bloguants anti-Nrp-1 ou anti-LFA-1 conduit a
I’augmentation de I’activation des Tconv (Onishi et al., 2008; Sarris et al., 2008). Aprés
activation, les Treg expriment LAG3, une molécule qui se fixe au CMH 11 et leur permet

également d’allonger la durée des interactions avec les DC. L’utilisation d’anticorps bloquants
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anti-LAG3 ou I’induction de la perte d’expression de LAG3 conduit a une diminution de la
capacité suppressive des Treg (Huang et al., 2004).

De plus, les Treg sont aussi capables d’induire 1’apoptose des DC via la voie
perforine/granzyme (Boissonnas et al., 2010). Par ailleurs, les Treg exprimant granzyme B
jouent un roéle important dans le controle de I’inflammation pulmonaire suite & une infection

par RSV (Loebbermann et al., 2012)

La voie des récepteurs de mort Fas/FasL fait é¢galement partie de 1’arsenal suppressif
des Treg. Il a été montré qu’elle est mobilisée par les Treg dans la régulation de
I’hypersensibilité de type II (hypersensibilité de contact) induite par les LT CD8". En effet, les
Treg limitent ’activation des LT CDS8" en induisant I’apoptose des DC activées (Gorbachev &
Fairchild, 2010).

Les fonctions immunosuppressives des Treg sont aussi assurées par leur capacité a
induire des modifications du micro-environnement. L’expression constitutive du récepteur de
haute affinité a I’IL-2, essentielle a leur survie, leur permet également de controler les réponses
immunitaires. En effet, les Treg sont les premiers a consommer 1’IL-2 produite pendant les
réponses immunitaires (O’Gorman et al., 2009). La forte expression de CD25, la chaine o du
récepteur a haute affinité a I’'IL-2, confere un avantage aux Treg, car les T effecteurs expriment
CD25 transitoirement aprés activation. De ce fait, les Treg capturent en priorité I’IL-2, ce qui
conduit a ’apoptose des T CD4" et T CD8" activés, privés de cette cytokine essentielle (Chinen
et al., 2016; Pandiyan et al., 2007; Thornton & Shevach, 1998).

Les Treg expriment également CD39, une ectonucléotidase membranaire qui dégrade
I’ATP en ADP ou en AMP. Cela empéche 1’accumulation de I’ATP extracellulaire, qui est un
signal de destruction tissulaire capable d’induire des réponses pro-inflammatoires. Par exemple,
chez les monocytes, la stimulation par I’ATP conduit & la sécrétion de la cytokine pro-
inflammatoire IL-1p (Borsellino et al., 2007).

L’association de CD73, une autre ectonucléotidase exprimée par les Treg, et de CD39
leur permet de produire de 1’adénosine a partir d’ADP (Deaglio et al., 2007). L’adénosine est
capable de se fixer & son récepteur, A2aR. La signalisation A2aR inhibe, entre autres,
’activation de la voie Ras-MAP-kinases. La fixation de 1’adénosine a son récepteur déclenche
des mécanismes immunosuppresseurs chez les Tconv: elle inhibe la prolifération des T

effecteurs et la production d’IL-2, favorise la conversion de Tconv en pTreg en favorisant la

35



sécrétion de TGF-B tout en inhibant la signalisation IL-6 (Deaglio et al., 2007; Zarek et al.,
2008).

Les Treg sont également capables de perturber la signalisation intracellulaire Ca2* des
cellules effectrices, notamment des Teff. Cela a un effet direct sur 1’activation des effecteurs en
inactivant les facteurs de transcription NFAT et NF-kB qui sont Ca2*-dépendants, perturbant
la prolifération des T activés (Othy et al., 2020; Schmidt et al., 2011, 2012).

En conclusion, les Treg sont essentiels pour le maintien de I’homéostasie et la tolérance
immunitaire. 1ls possédent un certain degré de plasticité et plusieurs mécanismes de suppression
qui leur permettent de contréler des réactions immunitaires, notamment les réactions auto-
immunes et allergiques. Au vu de ces caractéristiques, ils représentent une cible thérapeutique

intéressante pour le traitement des maladies auto-immunes et allergiques.
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PARTIE 2 : IMPLICATION DES TREG DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DES
IMMUNOPATHOLOGIES ET LEUR TRAITEMENT

Les Treg jouent un réle clé dans la physiopathologie de plusieurs immunopathologies
tels que les maladies auto-immunes et allergiques. Dans cette deuxiéme partie, nous nous
intéressons au lien entre les anomalies fonctionnelles et/ou quantitatives en Treg, qu’elles soient
innées ou induites par I’environnement, et les conséquences sur le développement des maladies
auto-immunes et allergiques. Finalement, nous aborderons quelques-unes des stratégies

thérapeutiques proposées pour le traitement des désordres immunitaires qui ciblent les Treg.

A. Défauts génétiques chez les Treg et développement de désordres immunitaires

Plus de 350 maladies monogéniques immunitaires ont été répertoriées jusqu’a
maintenant (Cepika et al., 2018). Parmi elles, on distingue des maladies causées par des
mutations génétiques déléteres qui touchent des génes importants pour 1’ontogénie,
I’homéostasie ou la biologie des Treg, comme FOXP3, CD25 ou CTLA-4. Ces maladies ont
pour point commun le développement de manifestations auto-immunes systémiques séveres.

Le syndrome d'immunodérégulation, de polyendocrinopathie et d'entéropathie lié au
chromosome X (IPEX) est 1’une des plus connues. Il est causé par une mutation perte de
fonction sur le géne Foxp3. Des 70 mutations identifiées jusqu’a aujourd’hui, 40% se trouvent
dans un des domaines de liaison a I’ADN. Cela conduit a I’expression d’une protéine FOXP3
non fonctionnelle, perturbant les Treg qui sont incapables de supprimer les Tconv activés. Ces
défauts entrainent le développement de manifestations auto-immunes systémiques severes
(Bacchetta et al., 2006, 2018; Bennett et al., 2001). Ces manifestations, typiques du syndrome
IPEX, incluent trois maladies : une entéropathie auto-immune, un diabéte de type 1 et de
I’eczéma précoce (Powell et al., 1982). D’autres manifestations auto-immunes telles que la
thyroidite auto-immune, la néphrite, 1’arthrite, I’anémie hémolytique et I’alopécie y sont parfois
associées. Certains des patients atteints du syndrome IPEX développent également des MICI et
des maladies allergiques. Les mutations chez ces patients provoquent une faible expression de
FOXP3. Cela conduit a une forte diminution du nombre et des capacités suppressives des
cellules Treg CD4*CD25"FOXP3" (Torgerson et al., 2007). Ces observations ont d’ailleurs
conduit a comprendre le role clé de FOXP3 et des Treg FOXP3" dans le controle de ces

pathologies.

37



Des mutations sur les genes codant CD25, CTLA-4 ou LRBA (Lipopolysaccharide-
Responsive and Beige-like Anchor), une protéine impliquée dans le trafic intracellulaire de
CTLA-4, provoquent des syndromes semblables au syndrome IPEX, témoignant du manque de
régulation des réponses immunitaires (Caudy et al., 2007; Goudy et al., 2013; Lo et al., 2015;
Schubert et al., 2014; Sharfe et al., 1997).

Ainsi, les mutations des génes essentiels a la fonction de Treg causent des
manifestations auto-immunes, allergiques et inflammatoires, soulignant I’importance de ces
genes et des Treg dans le contrdle des réponses immunitaires. Cependant, les maladies auto-
immunes monogéniques sont rares, la majorité des maladies auto-immunes et allergiques sont
polygéniques et multifactorielles. Nous nous intéresserons dans les prochaines parties a

I’implication des Treg dans la physiopathologie de ces maladies.

B. Treg et les maladies auto-immunes multifactorielles

Des altérations des Treg ont également été mises en évidence dans plusieurs maladies
auto-immunes comme le lupus érythémateux systémique (Crispin et al., 2003; Grant et al.,
2015; Mellor-Pita et al., 2006; Miyara et al., 2011), le diabéte de type 1 (Bacchetta et al., 2006;
Lindley et al., 2005; Tang et al., 2008) ou encore la sclérose en plaques (Fletcher et al., 2009;
Montero et al., 2004; Zhang et al., 2004). Mais le caractére polygénique et multifactoriel de ces
maladies ne permet pas de déterminer si les défauts de Treg font partie des causes ou des
consequences de la pathologie.

Des défauts en Treg ont également été documentés dans d’autres pathologies auto-
immunes et inflammatoires comme I’arthrite rhumatoide, le psoriasis, les MICI, entre autres
(Grant et al., 2015). Des études récentes de « Genome-Wide Association Study » (GWAS)
révélent qu’environ 60% des polymorphismes nucléotidiques (SNP) associés a des maladies
auto-immunes se trouvent dans les régions régulatrices activatrices non codantes (« enhancer »)
de genes de cellules immunitaires (Farh et al., 2015; Okada et al., 2014). Parmi ces génes,
certains sont essentiels aux Treg, comme le locus I12ra ou les génes codants pour CTLA-4
(Ohkura et al., 2020). Une étude récente révéle un enrichissement considérable de ces SNP sur
des régions CpG démeéthylees spécifiques des Treg naifs, mais pas sur les régions communes
avec les Tconv. Certains de ces SNP sont notamment retrouvés dans des régions activatrices
associées a des genes qui définissent 1’identité Treg tels que les génes codant pour FOXP3,
Hélios, CD25, OX40, TNFR2, et CD83 (Kitagawa et al., 2017). L’ensemble de ces résultats

suggere que les SNP auto-immuns trouvés dans les genes liés aux fonctions des cellules T CD4*
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sont principalement associés a une perte de fonction des Treg, plutdt qu'a un gain de fonction
des Tconv. Cette perte de fonction favoriserait le développement des maladies auto-immunes
(Ohkura et al., 2020).

C. Treg et maladies allergiques

L'augmentation de la prévalence des maladies allergiques au cours des derniéres
décennies a conduit 1’étude des mécanismes impliqués dans la rupture de la tolérance afin de
trouver comment la restaurer. Cela a permis de mettre en évidence le réle prépondérant des

Treg dans ces désordres, réle qui sera discuté dans cette partie.

1. Allergies Ige-dépendantes ou hypersensibilités de type 1

Les allergies ou maladies allergiques sont causées par une hypersensibilité envers des
agents environnementaux non-pathogenes, notamment les aéroallergenes, les allergénes
alimentaires ou les médicaments. Ici, nous nous intéresserons aux allergies IgE-dépendantes,
aussi appelées hypersensibilités de type | selon la classification de Gell et Coombs. Les
mécanismes a I’origine des réponses allergiques sont caractérisés par une hyperpolarisation de
type Th2 qui implique des cellules de ’'immunité innée et adaptative, telles que les cellules
lymphoides innées de type 2 (ILC2), les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles, ainsi
que les cellules T de type Th2 et les cellules B productrices d'IgE.

On distingue deux phases dans la physiopathologie des allergies a IgE : une phase de
sensibilisation et une phase effectrice. C’est pendant la phase de sensibilisation (Figure 7) qu’a
lieu le premier contact entre les cellules présentatrices de ’antigéne (CPA) et I’allergene. Celui-
ci se produit dans un contexte inflammatoire particulier : en présence d’1L-33, IL-25 et/ou de
la lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) ainsi que d’autres signaux inflammatoires
indiquant des dommages tissulaires et/ou de détresse cellulaire. Ces signaux induisent la
production d’IL-4 par la CPA et la polarisation des T naifs en Th2 activés qui produiront eux
aussi de I’TL-4, de I’'IL-5, de I’IL-9 et de I’'TL-13. Ces cytokines, dont certaines sont également
sécretées par les ILC2 (IL-5 et 1L-13), favorisent la polarisation d’autres T naifs en Th2. Elles
favorisent également le recrutement des éosinophiles et mastocytes au niveau des tissus et
I’augmentation des basophiles dans le sang périphérique. La sécrétion d’IL-4 et I’expression de
CD40L par les basophiles et mastocytes permettent le maintien de la réponse allergique : en

favorisant la polarisation de type Th2 et la commutation de classe des cellules B en plasmocytes
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sécréteurs d’IgE (Murphy et al., 2016). Cette commutation de classe est induite a la suite de (i)
I’interaction entre les cellules B ayant reconnu 1’allergéne et les T folliculaire helper (Tth)
polarisés en Th2 via CD40/CD40L et (ii) la stimulation des cellules B par le I’IL-4 et I’'TL-13
sécretées par les Tfh. Les IgE secrétées par les plasmocytes se fixent aux récepteurs FceRI a la

surface des mastocytes et des basophiles.

Phase de sensibilisation
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La phase effectrice débute lors d’une deuxiéme rencontre avec 1’allergéne (Figure 8). Ce
dernier se fixe aux IgE a la surface des mastocytes et des basophiles, ce qui conduit au pontage

des récepteurs FceRI et a I’activation de ces cellules effectrices. Les mastocytes et les
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basophiles actives libérent 1’histamine contenue de leurs granules et synthétisent des médiateurs
lipidiques tels que des prostaglandines, des leucotriénes et du PAF (Platelet-Activating Factor).
Ces molécules pro-inflammatoires peuvent agir a différents niveaux : (i) dans le tractus gastro-
intestinal, elles provoquent des diarrhées et des vomissements en augmentant la secrétion de
fluides et des mouvements péristaltiques ; (ii) elles peuvent bloquer les voies respiratoires en
diminuant leur diamétre et en augmentant la sécrétion de mucus ; (iii) elles peuvent également
agir sur les vaisseaux sanguins en augmentant le debit et la permeabilité, ce qui conduit a la
formation d’cedémes, a un afflux de cellules dans les tissus et a une hypotension pouvant mener
a un choc anaphylactique et a la mort (Murphy et al., 2016).

Plusieurs facteurs génétiques et environnementaux peuvent favoriser le développement
des allergies. La composition du microbiote, elle-méme influencée par la voie d’accouchement,
I’allaitement et le régime alimentaire, la présence de polluants irritants, des mutations
génétiques et méme les infections sont certains des facteurs qui peuvent influencer le
développement d’allergies. Ces facteurs agissent notamment sur I’homéostasie et/ou la fonction

des Treg (Murphy et al., 2016; Reynolds & Finlay, 2017).

2. Implication des Treg dans les maladies allergiques

Les allergies sont les désordres immunitaires les plus courants en Europe et aux Etats-
Unis, et concernent plus de 20% de leur population (Abbas et al., 2016). L’un des exemples
historiques montrant I’importance des Treg dans le controle des maladies allergiques est le
syndrome IPEX, dont nous avons parlé précédemment. Effectivement, outre les manifestations
auto-immunes systémiques séveres qui caractérisent ce syndrome, certains patients IPEX
développent également des manifestations allergiques séveres : allergie alimentaire, dermatite
atopique, éosinophilie et syndrome hyper-IgE (Torgerson et al., 2007). Lin et al. rapportent que
des souris porteuses d’une mutation perte de fonction sur le géne Foxp3 développent
spontanément de manifestations allergiques semblables (Lin et al., 2005). Par ailleurs,
I’élimination des Treg, soit chez des souris DEREG exprimant le récepteur a la toxine
diphtérique sous le controle du promoteur de FOXP3, soit par I’utilisation d’anti-CD25 (PC61),
abolit ou empéche 1’établissement de la tolérance orale et empire les manifestations allergiques
(Bonnet et al., 2016; Hadis et al., 2011; Van Wijk et al., 2007).
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Figure 8. Phase effectrice.
Lors d’une deuxiéme rencontre avec
I’antigeéne/allergéne, celui-ci se fixe aux
IgE a la surface des mastocytes et des
basophiles. Le pontage des récepteurs
induit la dégranulation et la libération
de médiateurs lipidiques, ce qui
entraine des diarrhées, vomissements,
blocage des voies respiratoires,
cedémes. Dans les cas les plus séveres,
I’allergéne peut déclencher un choc

anaphylactique voire la mort.

Outre I’absence ou le faible nombre de Treg, des defauts de leurs capacités suppressives

ont aussi €té impliqués dans la physiopathologie des désordres allergiques. En effet, I’induction

de la perte d’expression de 1’1L-10 par les Treg (souris Foxp3Y™P-Cre x 11101¥flox) conduit & une

hyper-réactivité pulmonaire et cutanée (Rubtsov et al., 2008). Plus récemment, il a été montré

que le déficit de TGF-B1 dans les Treg favorise le développement de manifestations allergiques

chez la souris (Turner et al., 2020). Les infections peuvent également avoir un impact sur les

Treg. Des souris rendues tolérantes a 1’ovalbumine (OVA, protéine de I’ceuf) via le lait maternel

puis infectées a répétition avec le virus respiratoire syncytial (RSV) développement des

réactions inflammatoires au niveau des voies respiratoires suite a un test d’épreuve avec ’OVA.

Les Treg des souris infectées a répeétition ont une activité suppressive diminuée et acquierent

un phénotype Th2-like : ils expriment le facteur de transcription GATA-3 et sécrétent de I'TL-
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13 (Krishnamoorthy et al., 2012). Ainsi, I’inflammation de type Th2 causée par le virus entraine
une polarisation délétere chez les Treg, qui favorise le développement de maladies allergiques.

Chez I’humain, I’étude des personnes atopiques, ayant une prédisposition a développer
des maladies allergiques (asthme, allergie alimentaire, allergie au pollen, etc.), a également
permis de mieux comprendre le réle des Treg dans le contrdle de ces maladies (Thomsen, 2015).
Une étude comparant des donneurs sains avec des donneurs atopiques a mis en évidence la
diminution d'environ 25% de la capacité suppressive des Treg (définis ici comme LT
CD4*CD25%) de personnes atopiques par rapport aux donneurs sains. En comparant ces
données a celles de personnes souffrant du rhume des foins pendant la saison de pollen, les
auteurs montrent une diminution de la capacité suppressive de 50% pour les Treg des patients
allergiques au pollen (Ling et al., 2004). Ainsi, ces résultats suggerent que des déficiences dans
la capacité suppressive des Treg sont associées au développement des maladies allergiques.
Néanmoins, les auteurs n’utilisent ni FOXP3 ni CD127 pour définir les Treg et donc les
« Treg » des patients atopiques et allergiques pourraient étre contaminés par des Tconv activés,
ce qui pourrait également expliquer la diminution de la capacité suppressive observée.
Toutefois, ils montrent que chez les donneurs sains (i) les cellules T CD4*CD25" sont
suppressives et (ii) I’expression relative de I’ARNm de FOXP3 est 15 fois plus élevée chez les
LT CD4*CD25" que chez les LT CD4*CD25 (Ling et al., 2004).

En outre, I’augmentation de la fréquence des Treg est associée a la resolution spontanée
des allergies. En effet, comparés a des enfants allergiques au lait de vache, des enfants "ex-
allergiques” devenus spontanément tolérants ont une fréquence plus élevée de cellules
régulatrices CD4'CD25" dans le sang périphérique (Karlsson et al., 2004). Les
apiculteurs/apicultrices représentent un autre bon modéle chez ’humain pour comprendre les
mécanismes de la tolérance aux allergenes chez les individus sains. En raison de leur métier,
les apiculteurs sont exposés a des piqlres et donc a de fortes doses de venin d'abeille, ce qui
peut induire 1’allergie (Ewan, 1998). Une étude menée chez des apiculteurs non-allergiques
montre qu’apres plusieurs piqures, il y a une diminution de la production d’IL-4 par les Th2
spécifiques de l'allergéne et une augmentation de la production d’IL-10 par les T CD4"CD25".
Ceci est associé a une diminution de I’inflammation cutanée. De fagon intéressante, les LT
reviennent a 1’état basal de préexposition apres une période de 2 a 3 mois sans piqadres. Ainsi,
la tolérance transitoire qui s’installe chez les apiculteurs pendant la saison de récolte de miel

est induite par cette augmentation de T CD4"CD25*IL-10". Cette augmentation dépend de
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I’exposition a I’allergéne, soulignant I’importance de celui-ci pour le recrutement des Treg et
le maintien de la tolérance (Meiler et al., 2008).

Le role protecteur des Treg dans les maladies allergiques est également mis en évidence
dans les protocoles d’immunothérapie spécifique, proposés pour traiter certaines allergies. Ces
thérapies impliquent I’administration répétée de trés faibles doses d’allergéne natif ou modifié.
Les doses sont augmentées au fur et a mesure du traitement afin d’augmenter le seuil de
tolérance de 1’allergene chez le patient. Différentes voies d’administration sont possibles : orale
(OIT), sublinguale (SLIT), épicutanée (EPIT), sous-cutanée (SCIT). L’efficacité de ces
protocoles a pu étre corrélée a I’induction et a ’activation des Treg.

Jutel et al. observent que aprés 70 jours d’immunothérapie spécifique (ITS) contre
Derp-1 (I’allergéne majeur des acariens), la prolifération des PBMC (cellules mononucléées du
sang périphérique) est supprimée in vitro par les lymphocytes T CD4*CD25" des patients suite
a une stimulation spécifique (Jutel et al., 2003). De méme, chez des patients allergiques au
pollen de bouleau, I’immunothérapie spécifique par voie sublinguale (SLIT) pour Bet v 1
(I’allergéne majeur du pollen de bouleau) améliore les scores des tests d’épreuve. Chez ces
patients, la SLIT induit I’augmentation de la suppression de la prolifération des PBMC de
patients stimulés avec Bet v 1 et avec Mal d 1 (I’allergéne de la pomme, ayant une forte
réactivité croisée avec Bet v 1) 4 semaines aprés le début du traitement. Cette suppression est
spécifique puisqu’aucune suppression de la prolifération n’est observée lorsque les PBMC sont
stimulés avec la toxine tétanique. La suppression est également Treg-dépendante et IL-10-
dépendante, car la déplétion avec un anticorps anti-CD25 ou anti-1L-10 annule la suppression
observée a 4 semaines (Bohle et al., 2007).

L’ensemble de ces données montre que des défauts quantitatifs et qualitatifs du
compartiment Treg sont impliqués dans la physiopathologie des maladies auto-immunes et
allergiques. De plus, I’augmentation de la fréquence des Treg, dans un contexte de maladie
allergique par exemple, est de bon pronostic vis-a-vis de la résolution de I’allergie. De surcroit,
la preésence de I'antigéne semble nécessaire pour observer une protection. Les Treg apparaissent
comme des cibles thérapeutiques intéressantes pour les traitements visant a améliorer 1’état des

patients souffrant des maladies auto-immunes et allergiques, voire les guérir.
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D. Outils ou cibles thérapeutiques, les Treg dans le traitement des désordres

immunitaires

En raison de la capacité des Treg a induire et maintenir la tolérance immunitaire,
plusieurs thérapies visant a générer des Treg FOXP3" ou bien a renforcer leur nombre et leur
fonction suppressive se sont développées afin de traiter les maladies auto-immunes, allergiques

ou encore de prévenir le rejet des transplantations d'organes.

1. Ciblage pharmacologique des Treg

Plusieurs approches pharmacologiques, comme I’administration de molécules telles que
I’TL-2 faible dose ou les agonistes du récepteur TNFR2, peuvent étre utilisées pour cibler
directement le compartiment Treg afin d’augmenter directement leur nombre et leur capacité

suppressive in vivo.

a) IL-2 faible dose

L’IL-2 est une cytokine qui joue un réle crucial dans la mise en place et le controle des
réponses immunitaires. Son action se fait via les récepteurs d’affinité intermédiaire et de haute
affinité. Le récepteur d’affinité intermédiaire est exprimé constitutivement par les cellules T
conventionnelles, T mémoire ainsi que les cellules NK. Le récepteur de haute affinité est lui
exprimé constitutivement par les Treg et les ILC2 et, transitoirement, par les T effecteurs, les
cellules B activées et les monocytes.

L’IL-2 a d’abord été utilisée pour le traitement des mélanomes et les carcinomes des
cellules rénales pour son activité immunostimulatrice a des doses qui atteignaient les 150
millions d’unités internationales (MIU) par jour (Klatzmann & Abbas, 2015). Ces fortes doses
étaient a 1’origine d’effets secondaires importants. Néanmoins, les tentatives pour réduire la
dose furent infructueuses: baisser la dose diminuait également I’efficacité de cette
immunothérapie antitumorale. Par la suite, I’IL-2 fut utilisée comme adjuvant vaccinal, elle
était alors administrée a une dose maximale de 18 MIU par jour pendant 5 jours. De fagon
surprenante, une augmentation transitoire de la fréquence de Treg fut observée chez certains
patients de cet essai clinique (Lemoine et al., 2009). Ces résultats ont conduit a 1’utilisation de
I’'IL-2 comme stratégie innovante pour augmenter les Treg in vivo. Pour exploiter les
différences de sensibilité a I’'IL-2 entre les Treg et les Tconv, I’'IL-2 fut utilisée a faible dose

(entre 1,5 et 3 MIU/jour) chez des patients atteints de vascularite induite par le virus de
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I’hépatite C (VHC) chez qui un défaut de Treg était documenté. Pour la majorité des patients,
I’immunothérapie IL-2fd permit d’augmenter la fréquence des Treg CD25"FOPX3"'CD127
fortement suppressifs. Bien toléré par la majorité des patients, ce traitement n’induit ni
I’activation des T effecteurs ni une immunodépression (aucune augmentation de la virémie).
De fagon intéressante, une amélioration de la vascularite a été observee chez ces patients
(Saadoun et al., 2011).

En parallele, une autre étude clinique montre des effets bénéfiques de I’L-2fd dans un
contexte de greffe hématopoiétique allogénique. Dans cette étude, les patients souffrant de
GVH chronique et réfractaires aux glucocorticoides sont traités avec de I’IL-2fd (0.3x10°,
1x10°, or 3x10° IU par m? de surface corporelle). Aucune aggravation de la GVH n’est observée
chez les patients traités, et I’immunothérapie induit une expansion préférentielle des Treg et,
dans certains cas, elle permet méme d’inverser les manifestations avancées de la maladie.

Ces deux premicéres études cliniques montrent que 1’IL-2fd permet d’expansion des Treg
in vivo et apportent la preuve de principe de son utilisation comme immunothérapie pour traiter
des maladies associées a un défaut de Treg comme les maladies auto-immunes et allo-immunes
inflammatoires (Koreth et al., 2011; Saadoun et al., 2011). Depuis, 1’IL-2fd est testée en
clinique, dans différentes pathologies auto-immunes (Tableau 2) et inflammatoires telles que le
diabéte de type 1, le lupus érythémateux systémique, 1’alopécie areata, I’hépatite auto-immune,
le syndrome de Sjogren et 1’arthrite rhumatoide (GraBBhoff et al., 2021). Des essais cliniques
pour évaluer 1’effet thérapeutique de 1’IL-2fd sont également en cours de recrutement pour les
fausses couches a répétition (NCT03970954) et la dépression bipolaire (NCT04133233).
L’ensemble de ces études montre que I’IL-2fd est une immunothérapie qui permet d’expandre
sélectivement les Treg sans effets néfastes majeurs. Cependant, 1’expansion des Treg n’est pas
une garantie de 1’amélioration de 1’état des patients. Cette hétérogénéité intra- et inter-études
peut étre expliquée par des défauts différents du compartiment Treg aussi bien qualitatifs que
quantitatifs. De méme, d’une maladie a I’autre, I’implication des Treg dans la physiopathologie
n’est pas la méme, ce qui pourrait aussi expliquer cette hétérogénéité dans la réponse clinique.
A cela s’ajoute I’effet exercé par I’IL-2 sur les autres cellules (non-Treg) qui peuvent participer
a la physiopathologie de ces maladies.

L’IL-2 a également montré son efficacité en préclinique dans un modeéle de diabete de
type 1 ou 1’immunothérapie IL-2fd a permis la régression du diabéte chez des souris NOD et
I’augmentation des Treg pancréatiques (Grinberg-Bleyer et al., 2010). Chez I’humain, plusieurs
études cliniques ont évalue la sécurité et les effets de I’IL-2fd dans le diabete de type 1 (Tableau

4). L’une d’entre elles a montré que les patients diabétiques, fortement répondeurs a 1’1L-2fd,

46



conservent une meilleure capacité a sécréter de I’insuline que les patients faiblement répondeurs
(Rosenzwajg et al., 2020).

Plus récemment, mon équipe a montré que 1I’immunothérapie IL-2fd permet d’induire
chez la souris une protection a long terme, Treg-dépendante, contre les manifestations cliniques
de I’allergie alimentaire montrant ainsi le potentiel thérapeutique de cette immunothérapie dans
les maladies allergiques (Bonnet et al., 2016). La protection clinique induite par 1’IL-2fd est de
longue durée et dépendante des Treg. Le potentiel thérapeutique anti-allergique est
actuellement testé en clinique dans I’essai d’efficacité Rhinil-2 (Tableau 2). Il permettra
d’évaluer la sécurité et I’efficacité de I’injection d’IL-2 chez des sujets allergiques. En effet, il
est important de noter que des cas d’éosinophilies ont été rapportés chez des patients traités
avec I’IL-2 (Van Gool et al., 2014). Cet effet est di a la production d’IL-5 par les ILC2 stimulés
par I’IL-2 qui induit I’expansion des éosinophiles (Van Gool et al., 2014). Mais des alternatives
pour contrer cet effet existent comme la combinaison de I’immunothérapie IL-2 avec un
anticorps anti-1L5 (Abo et al., 2019).

D’autres stratégies, visant a augmenter la demi-vie et/ou la spécificité de 1’'IL-2 pour les
Treg ont été développées. L’une de ces stratégies est 1’utilisation de complexes IL-2/anti-IL-2.
Ces complexes augmentent la demi-vie de I’'TL-2 in vivo et permettent de moduler la spécificité
de I’TL-2 vis-a-vis des Treg et des Tconv. Les complexe IL-2/S4B6 te IL-2/NARA-1 permettent
de stimuler préférentiellement les T effecteurs et notamment les effecteurs CD8™ car la fixation
de I’anticorps sur I’IL-2 engendre un encombrement stérique qui géne la liaison de I’IL-2 avec
CD25. En revanche, le complexe 1L-2/JES6-1 permet de stimuler préférentiellement les Treg,
car I’encombrement stérique créé par la liaison entre 1’anticorps et I’IL-2 géne I’interaction
entre I’TL-2 et les sous-unités B et y du récepteur a I’IL-2 (Boyman et al., 2006; Spangler et al.,
2015). Ainsi, le complexe I1L-2/JES6-1 permet I’expansion du compartiment Treg et 1’efficacité
thérapeutique de cette stratégie a été montrée dans des modeles précliniques de colite
inflammatoire, d’EAE et de diabéte de type 1 (Spolski et al., 2018). Le complexe IL-2/F5111.2
(IL-2 fixé a un anticorps anti-1L-2 humaine) stimule les Treg sans pour autant avoir un effet sur
les T effecteurs. Le potentiel thérapeutique de I’IL-2/F5111.2 a été testé dans divers modeles
murins avec des résultats promoteurs. En effet, il permet de diminuer la sévérité de la maladie
dans un modele d’EAE, d’induire une rémission du diabete de type 1 chez des souris NOD et

de protéger des souris contre le développement d’une GVH (Trotta et al., 2018).

D’autres variations de I’immunothérapie IL-2 utilisant des mutéines d’IL-2, des IL-2

conjuguées ou encore des IL-2 fusionnées ont également été developpées. En effet,
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I’introduction de mutations, la conjugaison ou encore la fusion de I'IL-2 avec d’autres
molécules permettent ainsi d’augmenter la demi-vie in vivo et la sélectivité de I’IL-2 pour CD25
en jouant sur les liaisons avec CD25 et CD122. Ces variantes de I’IL-2 permettent d’induire
I’expansion du compartiment Treg et ont montré leur potentiel thérapeutique en préclinique,
dans des modeéles de diabéte de type 1 et de lupus (Dixit et al., 2021; Khoryati et al., 2020;
Ward et al., 2018), et des essais cliniques sont en cours pour certaines de ces molécules.

b) Agonistes du récepteur TNFR2

Le TNFR2 est un des récepteurs de TNF-a, et a la difference du TNFR1 qui a un effet
pro-inflammatoire et proapoptotique, il a des effets anti-inflammatoires et induit la survie et la
prolifération des cellules. Parmi les LT CD4", le TNFR2 est majoritairement exprimé par les
Treg activés. De plus, la co-signalisation TNFR2 chez les Treg favorise 1’expansion de cette
population lymphocytaire et peut augmenter [’activité suppressive (Salomon, 2021).
L’expression différentielle de TNFR2 sur les Treg et les Tconv et les effets de 1’activation de
cette voie ont conduit a développer des stratégies thérapeutiques ciblant ce récepteur pour
stimuler spécifiquement les Treg. Dans un modele de la maladie du greffon contre I’hote
(GVH), le traitement avec un agoniste murin de TNFR2 (STAR) permet 1’expansion des Treg
murins in vivo et protége les souris contre le développement de la maladie (Chopra et al., 2016).
Les auteurs montrent également que I’équivalent humain de cet agoniste, TNC-SCTNF, permet
I’expansion de Treg humain in vitro (Chopra et al., 2016). Dans des mod¢les murins d’arthrite
et de GVH, le traitement avec I’agoniste TNCscTNF80 permet 1’augmentation de I’expansion
et I’activation des Treg et cela est associé a I’amélioration du score clinique (Chopra et al.,
2016; Lamontain et al., 2019).
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Tableau 2 : Essais cliniques terminés ou en cours testant ’administration de I’TL-2 faible dose dans des maladies auto-immunes et allergiques (date de recherche:
04/10/2021 répertoriés sur clinicaltrials.gov).

Date de Produit et voie

Numéro NTC début Maladie Acronyme d'administration Posologie et schéma thérapeutique Phase Effet
Maladies auto-immunes
Proleukin
4,5 MUI/j. i 128
NCT00525889 2007 DT1 ; (Adesleukin), /5 MUI/j. 3 x semaine pendant 28 jours | Résultats non publiés
. début a JO
Novartis ; SC
Proleukin
NCT01353833 2011 DT1 DF-IL2 (Adesleukin), 0,33 ; 1 ou 3 MUI/j pendant 5 jours I, 11 M Treg dose dépendante
Novartis ; SC
Proleukin
NCT01827735 2013 DT1 DILT1D (Adesleukin), 1 seule administration de 1,5 MUI/m2 1,1 Résultats non publiés
Novartis ; SC
N Treg dose dépendante, meilleur
. A o :
NCT01862120 2013 DT1 DFIL2-Child rhiL-2, SC 0,3;10u 3 MUI/m?/jpendant 8 I maintien de |a production du
semaines peptide C chez les répondeurs
forts vs les faibles
_ .  fréquence et fonction des Treg
NCT02084238 2013 LES ; rhu;gf:’;? St 3e°:§Lenst(11 4CY:L$5_ lu:\:ﬂtgzislzzzr éot‘)r; - Amélioration clinique chez tous les
! P J P ) P patients ({, score SLEDAI)
. 1 MUI/j pendant 5 jours puis 1 injection
11 maladies L d’1 MUI tous les 15 jours (sauf pour Expansion et activation des Tre
NCT01988506 2014 . TRANSREG (Adesleukin), ) ° : I * , E
auto-immunes . patients LES, tous les 7 jours) pendant 6 chez tous les patients
Novartis ; SC .
mois
Proleukin L’IL-2 est administrée a différentes doses M dose dépendante de la
NCT02265809 2014 DT1 DiLfrequency (Adesleukin), (0,09; 0,20; 0,32; 0,47 MUI/m?2) tous les I, 1l fréquence de Treg et leur
Novartis ; SC 2,3,4,5,10 0u 14 jours expression de CD25
0,5 MUI/m?/j pendant 5 jours puis 1
injection tous les 15 jours entre J15 et
NCT02411253 2015 DT1 DIABIL-2 rhiL-2 ; SC 1] En cours

J351 (Bras A) ; ou 1 injection par semaine
en J15 et J351 (Bras B)

49



NCT02465580

NCT02464319

NCT02467504

NCT02932137

NCT02424396

NCT02955615

NCT02389231

NCT03243058

NCT03312335

NCT03782636

NCT04062006

50

2015

2015

2015

2016

2016

2017

2017

2017

2018

2019

2019

LES

Syndrome de
Sjégren
primaire
Arthrite

rhumatoide

LES

SEP-RR

LES

Anémie
hémolytique
auto-immune

DT1

LES

DT1

Polymyalgia
Rheumatica

MS-IL2

LUPIL-2

ANEMIL

PROREG

Charact-IL-2

ITAD

rhiL-2 ; SC

rhiL-2 ; SC

rhiL-2 ; SC

rhiL-2 (125Ala) SL

Pharm, SC

ILT101 (ILtoo
Pharma) ; SC

ILT101 (ILtoo
Pharma) ; SC

Proleukin
(Adesleukin),
Novartis ; SC

ILT101 ; SC

Proleukin
(Adesleukin),
Novartis ; SC

Proleukin
(Adesleukin),
Novartis ; SC

rhiL-2, SC

3 cycles (1 cycle =1 MUI tous les 2 jours
pendant 14 jours puis 14 jours de repos)

3 cycles (1 cycle = 1 MUI tous les 2 jours
pendant 14 jours puis 14 jours de repos)

3 cycles (1 cycle =1 MUI tous les 2 jours
pendant 14 jours puis 14 jours de repos)

3 cycles (1 cycle = 1 MUI tous les 2 jours
pendant 14 jours puis 14 jours de repos)

IL-2 faible dose pendant 5 jours puis 1
injection d’IL-2 tous les 15 jours pendant
6 mois
1.5 MUI/j pendant 5 jours puis 1
injection toutes les semaines pendant 3
ou 6 mois selon réponse
1.5 MUl/jour pendant 5 jours suivi d'une
période de "washout" de 9 jours, les
traitements de 3 MUI/j seront initiés
apres une "washout" de pause de 16
jours.

Doses de 0.5 MUI/j (si surface corporelle
<2 m2) ou 1 MUI/j (si >2 m2) pendant 5
jours, puis 1 injection tous les 15 jours
pendant 1 an

1.5 MUI/j pendant 5 jours toutes les 3
semaines pour un total de 4 cycles.

0.2 MUI/m2 2 fois par semaine, tous les
3 jours pendant 6 mois

1 MUI/m2 5 jours par semaines pendant
4 semaines puis 1 fois par semaine
pendant 8 semaines

I,

Rétablissement de I'équilibre des
cellules Tfr/Tfh

Amélioration clinique chez les
patients traités avec I'IL-2 (CDAI)

Amélioration clinique chez les
patients traités avec I'lL-2
Rémission: groupe IL-2 53,85% vs
16,67% dans groupe placebo

Résultats non publiés

Résultats non publiés

Résultats non publiés

Suspendu (COVID)

Résultats non publiés

Recrutement en cours

Résultats non publiés



NCT04077684

NCT04023149

NCT04397107

NCT02586831

NCT03776643

2019 LES -
2020 Pemphlgus i
Vulgaris

LES, arthrite
juvénile
2020 idiopathique
et syndrome
de Sjogren
primaire

2021 DT1 DIPIT

Rhinite
2019 allergique aux
pollens de
bouleau

Rhinil-2

rhiL-2, SC

rhiL-2, SC

rhiL-2

Proleukin
(Adesleukin),
Novartis ; SC

ILT101 (ILtoo
Pharma) ; SC

0,2; 0,5; 1 MUI/j tous les 2 jours pendant
12 semaines puis 1 fois par semaine
pendant 12 semaines
Gargarisme oral avec 2 MUl dans 5 mL
de solution saline normale pour chaque
dose (gargarisé pendant 3 minutes) 2

fois par jour pendant 3 semaines.

0,5 MUI/m2 pendant 5 jours puis tous
les 15 jours pendant 6 mois

1 MUI/j pendant 5 jours puis tous les 15
jours pendant 1 an

Allergies

1 MUI/j pendant 5 jours, puis tous les 15
jours pendant 5 mois

Recrutement en cours

Recrutement en cours

Recrutement en cours

1,1 Pas encore de recrutement

En cours

Sous-cutanée (SC) ; Diabéte de type 1 (DT1) ; Lupus érythémateux systémique (LES) ; Sclérose en plaques (SEP) ; -RR (récurrente-rémittente) ;
Millions d’unités internationales (MUTI) ; IL-2 humaine recombinante (rhiL-2)
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2. Les thérapies cellulaires : transfert de Treg

D’autres stratégies permettent d’augmenter le nombre de Treg pour jouer sur I’équilibre
Treg/Tconv, indispensable au maintien de la tolérance immunitaire : les thérapies cellulaires de
transfert adoptif de Treg. Cette approche consiste a isoler et purifier les Treg du patient, les
amplifier in vitro avant de les transférer a nouveau au patient. Les Treg sont isolés a partir du
sang périphérique ou du sang de cordon (particuliérement enrichi en Treg naifs). lls peuvent
également étre isolés a partir du thymus et un essai clinique (NCT04924491) est en cours
(Romano et al., 2019). La faible fréquence des Treg ainsi que la purification et les codts sont
des limites importantes de ce type d’approches thérapeutiques. En effet, apres des protocoles
d’isolation des Treg par enrichissement magnétique, des cellules contaminantes CD25"FOXP3"
peuvent étre retrouvées dans des proportions non négligeables (environ 20%) (Di lanni et al.,
2012; Mathew et al., 2018). Ces cellules CD25"FOXP3 sont des T effecteurs activés qui
représentent un risque d’aggravation des maladies auto-immunes. FOXP3 étant un facteur de
transcription intranucléaire, il n’est pas possible d’analyser son expression pour discriminer les
Treg des Tconv sans perméabiliser et tuer les cellules. Cependant, une amélioration de la pureté
(>99%) est possible en triant par cytométrie en flux les cellules CD4*CD25*CD127' (Bluestone
et al., 2015). Néanmoins, une étape d’enrichissement magnétique des LT CD4" est souvent
nécessaire avant le tri, ce qui augmente le codt final de cette stratégie thérapeutique. Apres
isolation, I’étape d’expansion in vitro permet, en un peu plus d’un mois, de multiplier par 500
- 2000 fois le nombre de Treg obtenus. Elle est réalisée par stimulation polyclonale du TCR
avec des billes anti-CD3/anti-CD28 en présence d’IL-2 (Sakaguchi et al., 2020).
L’amplification antigéne-spécifique des Treg est également en développement. Nous
discuterons plus en détail de ces différentes stratégies (polyclonale et antigéne-spécifique) dans
la partie I11. Par ailleurs, malgré la phase d’expansion, le nombre final de cellules obtenues est
fortement limité par la faible fréquence de Treg circulants.

Le maintien de I’identité des Treg est un des enjeux majeurs dans le développement de
ces thérapies cellulaires. Les recherches pour caractériser les mécanismes impliqués dans la
stabilité des Treg ont permis de dévoiler des pistes de développement intéressantes pour
I’améliorer. En effet, I'utilisation de vitamine C et des conditions de culture pauvres en oxygene
ont montré leur efficacité pour augmenter 1’expression d’enzymes TET (Ten-Eleven
Translocation) et favoriser la démeéthylation du CNS2 et donc la stabilité des Treg (Someya et
al., 2017). Ces découvertes constituent des pistes d’amélioration des protocoles de thérapie

cellulaire et de développement de protocoles de génération d’iTreg stables.
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L’innocuité et le potentiel thérapeutique des transferts adoptifs de Treg sont testés en
clinique depuis une dizaine d’années. La premiére étude clinique (NCT00602693) utilisant le
transfert adoptif de Treg comme traitement se fit chez des patients ayant recu une allogreffe de
moelle osseuse afin de prévenir la maladie du greffon contre I’h6te ou GVH (Brunstein et al.,
2011). Les patients sont infusés avec des doses allant de 0,1 & 30 x 10°/kg de Treg allogéniques
issus de sang de cordon apres 19 jours d’expansion polyclonale. Chez les patients transférés,
les auteurs observent une réduction de I’incidence de GVVH aigue de grade I1-1V par rapport aux

contréles sans Treg (43 % contre 61 %, p= 0,05) sans pour autant voir une augmentation des

risques d'infection, de rechute ou de mortalité précoce (Brunstein et al., 2011). Les résultats
encourageants de ce premier essai démontrant 1’innocuité et le potentiel thérapeutique des Treg
transférés ont poussé les chercheurs a reconduire la stratégie dans d’autres pathologies. C’est
ainsi que des Treg polyclonaux autologues amplifiés in vitro ont été perfusés a des patients
atteints de diabéte de type 1 (DT1) dans deux études différentes (ISRCTN06128462 et
NCT02691247). Ces études ont démontré une nouvelle fois I’innocuité et la faisabilité de cette
thérapie cellulaire (Bluestone et al., 2015; Marek-Trzonkowska et al., 2014). Le transfert
adoptif de Treg a également été testé en transplantation d’organe (Dai et al., 2018) ainsi que
dans des maladies auto-immunes et inflammatoires (d’aprés la recherche effectuée sur
clinicaltrials.gov le 21/09/2021). Actuellement, des études cliniques de phase | et Il ont débuté
dans le cadre de la maladie d’Alzheimer ou tout récemment pour les formes graves de la
COVID-19 associées a un syndrome de détresse respiratoire aigué (cf. clinicaltrials.gov en date
du 21/09/2021).

La thérapie cellulaire par transfert adoptif de Treg est une approche innovante pleine de
potentiel. Plusieurs travaux en ont confirmé sa faisabilité, sa sécurité et ces effets
thérapeutiques. Néanmoins, cette stratégie thérapeutique reste trés colteuse et de nombreuses
questions subsistent & propos de la cinétique et la fréquence d’administration en fonction de la
phase de la maladie ou se trouve les patients, la dose de cellules a administrer pour une efficacité
maximale sans immunodépression, et le maintien de I’action de ces cellules dans le temps. Des
consolidations sont encore nécessaires pour développer des traitements sur-mesure qui

permettront d’améliorer 1’état des patients, et méme de guérir les désordres immunitaires.

En conclusion, plusieurs approches visant a utiliser les Treg comme outil thérapeutique
existent. Il reste a définir, en fonctions des pathologies, la stratégie qui donnera les meilleurs
résultats avec un minimum d’effets secondaires. La spécificité des Treg ciblés/ utilisés par ces

stratégies thérapeutiques est une également une question importante. Faut-il augmenter le
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nombre global des Treg ou favoriser uniquement 1’expansion d’une sous-population avec un
profil et/ou une spécificité particuliere ? Nous aborderons la question de la spécificité

antigénique des Treg et son role dans la fonction des Treg dans le chapitre suivant.
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PARTIE 3 : ROLE DE LA SPECIFICITE ANTIGENIQUE DES TREG DANS LE
CONTROLE DES REPONSES IMMUNITAIRES

Note de I’auteure : Au cours de cette partie, vous lirez souvent les termes « Treg spécifiques de
l’antigéne » et « Treg spécifiques ». Par ces termes, je fais référence aux Treg spécifiques d’un antigéne
particulier, souvent impliqué dans une maladie immunitaire donnée. Lorsque je fais allusion aux « Treg
polyclonaux » ou « non spécifiques », je veux dire qu’ils sont spécifiques d’un antigéne non impliqué ou

différent de I’antigéne d’intérét et non pas qu’ils ne sont pas spécifiques d’un antigéne.

Le but commun des stratégies utilisant les Treg comme outils thérapeutiques est
I’expansion de cellules stables et fonctionnelles, capables de contrbler les réponses
immunitaires aberrantes, tout en conservant I’immunocompétence des patients traités.
Récemment, la découverte du role clé du TCR dans I’homéostasie et la fonction des Treg a mis
en évidence la nécessité de considérer leur spécificité comme un parametre essentiel pour le

succes de ces immunothérapies.

A. Impact du signal TCR sur le phénotype et la fonction des Treg

Depuis quelques années, il est admis que la signalisation TCR est essentielle pour le
développement intrathymique des tTreg et la conversion des pTreg (cf. Partie 1.B). Plus
récemment, les chercheurs se sont penchés sur le rdle du TCR dans la fonction des Treg matures
en périphérie.

Levine et al. montrent grace a des modéles murins inductibles de perte d’expression du
TCRo dans les Treg (Trac™"WT ou Trac™/F- x Foxp3°CFP-CreERT2) qye le TCR n’est pas
nécessaire pour le maintien de I’expression de FOXP3 et la stabilité du phénotype Treg (Levine
et al., 2014). En revanche, la délétion du TCR induit la perte de la fonction suppressive des
Treg malgré le maintien de la signalisation I1L-2 et I’expression de molécules telles que CD25,
CD39 et CD73, impliquées dans certains mecanismes de suppression. L’expression d’un
ensemble de genes exprimés exclusivement par les Treg actives, tel que CTLA-4, nécessite
aussi une signalisation TCR continue (Levine et al., 2014). En effet, la perte d’expression du
TCR entraine une diminution d’une sous-population Treg activée exprimant fortement CD44
(CD44™) et faiblement CD62L (CD62'°). Cette diminution est associée a une plus faible
prolifération de cette sous-population Treg. De facon intéressante, la perte des Treg CD44"

CD62L'" entraine un état moribond chez les souris Trac/F- x Foxp3¢CrP-Cre-ERT2 3gées de 3
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semaines. Cet état est causé par une inflammation sévére liée & une augmentation significative
du nombre de LT CD4" et LT CD8" ainsi que de la fréquence des lymphocytes T effecteurs
produisant des cytokines inflammatoires telles que 1’IL-4, IFN-y et IL-17 (Levine et al., 2014).
Ces résultats démontrent I’importance du TCR pour I’activation des Treg et la régulation des
lymphocytes T effecteurs. Ils soulignent également 1I’importance cruciale de 1’expression
continue du TCR pour le maintien de la fonction suppressive de ces cellules.

Souris TCR transgénique Mélange de
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Figure 9. Etude du role de I’affinité du TCR des Treg dans la protection contre le DT1.
Le mélange de moelle de souris TCR transgéniques NOD.scid sauvages (Treg présents) et
NOD.scid.scurfy (sans Treg), a permis I’obtention de 4 chiméres avec des Teff de forte et de faible
affinité et : (i) des Treg de forte et de faible affinité, (ii) uniquement des Treg de forte affinité, (iii)
uniquement des Treg de faible affinité (iv) pas de Treg.

Une étude récente montre que 1’affinité du TCR aurait un impact sur le phénotype et la
fonction des Treg dans un contexte de diabétes auto-immun (Sprouse et al., 2018). Les
chercheurs ont créé des chimeres en melangeant les moelles osseuses de souris TCR

transgéniques avec un TCR de forte affinité et de faible affinité (Figure 9).
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IIs rapportent qu’en 1’absence de Treg, le diabéte se développe dans 100% des cas. La
présence des Treg de forte affinité et de faible affinité protége partiellement les souris puisque
50% développent un diabéte. Cependant, en I’absence de 1’un ou I’autre type de Treg (Figure
9, ii et iii), les souris sont moins protégées puisque 75% développent un diabéte. Dans les
chimeres dotées des deux types d’affinité, les Treg de forte affinité expriment
préférentiellement des genes associés a la suppression des réponses de type Thl tels que 1110,
Gzmb, Lag3, et Tigit tandis que les Treg de faible affinité expriment plutdét Areg et Ebi3,
associes a la réparation tissulaire, la survie des Treg et la suppression des réponses auto-
immunes (Sprouse et al., 2018). Les Treg de forte et de faible affinité auraient donc des roles
complémentaires permettant de contréler les réponses auto-immunes spécifiques d'un tissu. Il
serait intéressant d’étudier, dans 1’allergie, si des Treg ayant des affinités différentes pour

I’allergéne sont nécessaires pour observer une protection contre les manifestations cliniques.

La spécificité du TCR semble également influencer le phénotype des Treg. Dans le
colon des souris, des Treg qui expriment le méme TCR ont tendance a avoir des transcriptomes
similaires (Zemmour et al., 2018). Cependant, il reste a déterminer la part jouée par le TCR et
celle jouée par les signaux extracellulaires dans I’acquisition du phénotype Treg. Est-ce que des
Treg ayant des clonotypes identiques, mais résidants dans des tissus différents ont des

transcriptomes similaires ?

Le signal TCR, que ce soit par la spécificité antigénique ou son affinité pour le complexe
CMH Il/peptide, est primordial tout le long de la vie des Treg : depuis leur développement dans
le thymus ou leur conversion en périphérie, jusqu’a leur activation et 1’expression d’un

phénotype particulier qui détermine leur fonction.

B. La spécificité des Treg dans les immunopathologies et immunothérapies

La diversité de phénotypes Treg et des fonctions associées semble importante pour la
régulation des réponses effectrices, mais qu’en est-il de la diversité du répertoire Treg ? Que se
passe-t-il lorsque les Treg d’une certaine spécificité antigénique font défaut ou sont faiblement
amplifiés ? Ce défaut pourrait-il contribuer au développement de pathologies auto-immunes ou
allergiques ? L’identification et I’étude des Treg antigéne-spécifiques et de leur implication
dans le développement des maladies auto-immunes et allergiques sont contraintes par les

limites techniques encore nombreuses.
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Les premiéres études sur le sujet se sont principalement intéressées aux Treg « organe-
specifiques » et leur capacité a controler le développement des réactions auto-immunes au sein
des organes en question. Ces études montrent que le transfert adoptif de Treg provenant
d’animaux donneurs dépourvus d’un organe en particulier ne protége pas les animaux receveurs
des manifestations auto-immunes au niveau de cet organe. Sedon et Mason montrent que le
transfert adoptif de T CD4" périphériques provenant de rats Piebald Virol Glaxo (PVG) ayant
subi une ablation de la thyroide ne permet pas de prévenir le développement d’une thyroidite
auto-immune chez des rats thymectomisés et irradiés. En revanche, les T CD4" issus de rats
contrdles sont protecteurs vis-a-vis du développement de cette maladie auto-immune (Seddon
& Mason, 1999). En revanche, le transfert adoptif de T CD4" périphériques issus de rats
dépourvus de thyroide protege contre le diabéte auto-immun, démontrant leur capacité
suppressive dans un autre contexte pathologique indépendant de la thyroide. De méme, le
transfert de thymocytes CD4"CD8 issus rats dépourvus de thyroide est capable de protéger
contre le développement d’une thyroidite auto-immune (Seddon & Mason, 1999). Ces résultats
sont trés intéressants : ils montrent que les thymocytes CD4"CD8" des rats dépourvus de
thyroide peuvent générer des T thyroide-spécifiques capables de contrbler des manifestations
auto-immunes au niveau de cet organe mais I’absence des antigénes associés a la thyroide
empéche la sélection clonale, I’expansion et/ou la survie de ces cellules en périphérie, ce qui
favorise le développement de manifestations auto-immunes organe-spécifiques. Des
conclusions comparables ont été obtenues dans un modéle de maladie ovarienne auto-immune
induite aprés thymectomie néonatale de souris B6AF1 femelles. En effet, aprés une
ovariectomie néonatale suivie d’une greffe ovarienne a 3 semaines, seul le transfert de Treg
CD25" issus de souris femelles, mais pas de souris males, bloque complétement le
développement de la maladie ovarienne auto-immune (Samy et al., 2005). En revanche, le
transfert de Treg CD25" protége contre le développement de manifestations auto-immunes au
niveau des glandes lacrymales (dacryocystite), quel que soit le sexe des souris donneuses (Samy
et al., 2005). Ainsi, comme chez les rats dépourvus de thyroide, le déficit de protection est
specifique de I’organe « manquant » chez les souris donneuses.

Malgré les limites techniques de 1’époque, ces travaux suggeérent I’importance de la
présence des Treg « organe-spécifiques » pour controler les manifestations auto-immunes dans
ces organes. Le manque ou la faible fréquence de ces Treg, liés a I’absence de leur antigéne,
favorisent le développement de ces maladies. Chez I’humain, la fréquence des Treg spécifiques
de I’insuline est diminuée dans le sang périphérique d'enfants a risque de développer un diabéete

de type 1 pendant la période de mise en place de la réponse auto-immune contre les flots
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pancréatiques (Serr et al., 2016). Ces résultats concourent au fait qu’un défaut en Treg

specifiques favorise le développement des maladies auto-immunes.

Récemment, le développement d’une nouvelle technologie appelée ARTE (« Antigen-
Reactive T cell Enrichment ») a permis de mieux comprendre le réle de la spécificité
antigénique des Treg humains dans la régulation de la tolérance dans les allergies. ARTE est
une technologie qui exploite 1’expression différentielle de CD137 (4-1BB) par les Treg et celle
de CD154 (CD40L) par les Tconv apres 7 heures d’activation antigénique a partir de culture de
PBMC humains. Cette technologie permet de les différencier et d’obtenir apres tri magnétique
deux fractions cellulaires activées par 1’antigéne, une enrichie en Tconv et une en Treg. Bacher
et al. ont utilisé la technologie ARTE pour étudier les Treg et les Tconv antigene-spécifiques
présents parmi les PBMC de donneurs sains et de patients allergiques (a des aéro-antigenes).
De facon tres intéressante, les chercheurs montrent que chez les patients allergiques, une
réponse de type Th2 dirigée contre une protéine particuliére est observée uniquement lorsque
les Treg spécifiques de cette protéine sont absents ou leur fréquence est tres faible (Bacher et
al., 2016). Bien que I’absence de Treg allergéne-spécifiques n’entraine pas automatiquement le
développement d’une allergie comme observé chez les donneurs sains, elle pourrait toutefois
contribuer a la création d’un terrain atopique, c’est-a-dire propice a 1’allergie. Ces résultats
suggerent que les Treg antigene-spécifiques jouent un rdle important dans le contréle des
immunopathologies et notamment des allergies.

Les défauts quantitatifs de Treg spécifiques d’un antigéne ne sont pas les seuls facteurs
associes au développement des maladies allergiques. La reprogrammation de Treg allergene-
spécifiques vers un profil Th2-like est un défaut qualitatif associé aux maladies allergiques, et
plus précisément, a I’allergie alimentaire. Noval Rivas et al. montrent une augmentation de la
fréquence de Treg allergene-spécifiques IL-4* et IL-13* parmi les PBMC de patients allergiques
au lait restimulés in vitro avec I’allergéne B-lactoglobuline (Noval Rivas et al., 2015). Chez la
souris, cette reprogrammation des Treg en Treg Th2-like peut étre induite par I’augmentation
de la signalisation du récepteur a I’IL-4 (IL-4R). Ce changement favorise 1’allergie alimentaire,
car la capacité suppressive des Treg Th2-like spécifiques de ces allergénes est perturbée (Noval
Rivas et al., 2015). Ces résultats soulignent 1’importance de la stabilité des Treg allergéne-
specifiques pour le controle des maladies allergiques. Ainsi, les défauts des Treg qui semblent
favoriser les maladies allergiques (cf. Partie Il) pourraient concerner plus particulierement les

Treg antigéne-spécifiques.
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Toutefois, ’augmentation des Treg est associée a une moindre sévérité des atteintes
allergiques et celle-ci concernerait principalement les Treg allergéne-spécifiques. En effet, une
étude montre que chez des enfants allergiques au lait, une fréquence plus élevée de Treg
spécifiques des protéines de lait est corrélée avec une forme moins sévére d’allergie (Shreffler
et al., 2009). Une autre étude, comparant des sujets sains avec des sujets allergiques au pollen
de bouleau ou aux acariens, montre que 1’équilibre entre les LT CD4*IL-10" allergéne-
spécifiques et les cellules Th2 allergene-spécifiques différencient les sujets sains de sujets
allergiques. Les premiers ont une fréquence environ 5 fois plus élevée de LT CD4"IL-10*
allergene-spécifiques par rapport aux seconds qui eux ont une fréquence environ 3 fois plus
élevée de Th2 IL-4" allergéne-spécifiques (M. Akdis et al., 2004). La caractérisation des LT
CD47IL-10" des sujets sains révele que ces cellules expriment fortement CTLA-4, CD25, PD-
1, le récepteur a I’'IL-10 ainsi que les récepteurs | et 11 au TGF-p et sont capables de suppression.
Cela suggere que ces cellules sont des Treg malgré I’absence de marqueurs classiques utilisés
aujourd’hui comme FOXP3 et CD127 (M. Akdis et al., 2004). Plus récemment, une étude a
analysé chez des enfants de 12 mois le role des Treg dans 1’induction de la tolérance a 1’ceuf
apres son introduction précoce (vers 4-5 mois d’age) dans leur régime alimentaire. Les auteurs
ont remarqué chez ces enfants que la fréquence des Treg circulants spécifiques de ’'OVA est
quasiment doublée entre 1’dge de 5 mois et 12 mois. Cette augmentation n’est pas observée
chez les enfants nourris a 1’ceuf apreés 10 mois (Lai et al., 2021). Les auteurs ont également
comparé la fréquence de Treg spécifiques de 'OV A chez les enfants en fonction de leur
sensibilité immunitaire a I’ccuf a 12 mois : non allergiques, sensibilisés, mais tolérants (test
cutané > 3 mm) et allergiques (test cutané > 3 mm + symptomes typiques de 1’allergie
alimentaire). lls observent, chez les enfants non allergiques ayant recu de I’OV A précocement,
une augmentation significative des Treg spécifiques entre 5 et 12 mois, et cette augmentation
est moins importante chez les enfants allergiques. De fagon intéressante, 1’augmentation des
Treg spécifiques de 'OV A est significative uniquement chez les enfants ayant re¢cu de 'OVA
précocement (Lai et al., 2021). En conclusion, l'introduction précoce de 1'ceuf et la tolérance
clinique a l'ceuf sont associées a l'expansion des cellules T régulatrices spécifiques de
'ovalbumine, soulignant I’importance de ces cellules pour l'acquisition de la tolérance aux
allergenes alimentaires.

De méme, le succes des immunothérapies antigene-spécifiques (AIT) est correlé a une
augmentation des Treg et, des études récentes montrent que cette augmentation concerne
particulierement les Treg allergéne-spécifiques. Des patients allergiques a I'arachide et traités

efficacement par OIT deviennent immuno-tolérants et présentent une augmentation du nombre
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de Treg allergéne-spécifiques circulants comparativement a ceux chez qui I’immunothérapie a
échoué. Ces Treg possedent des capacités de suppression accrues et la forte déméthylation de
leur locus Foxp3 est le signe d’une forte stabilité (Syed et al., 2014a). En outre, I’AIT avec
Derp-1 (un allergéne d’acarien) chez des patients souffrant de rhinite allergique augmente la-
aussi les Treg FOXP3" spécifiques de Derp-1 L’immunothérapie induit alors la diminution
d’une  sous-population  Treg aux capacités  suppressives  diminuées  (Treg
CD4*CD25"FOXP3*ILT3*) et I’augmentation de la fréquence de cellules CD4'FOXP3
productrices d’IL-10 et d’IL-22. Ces modifications induites par I’AIT sont associées a une

amélioration des scores cliniques (Boonpiyathad et al., 2019).

Ainsi, a I’instar des Treg globaux, une corrélation existe entre le défaut en Treg
antigéne-spécifiques et le développement de réactions immunitaires antigene-spécifiques
observées dans les maladies allergiques et auto-immunes. De plus, 1’association entre
I’augmentation des Treg antigéne-spécifiques et I’amélioration des signes cliniques dans ces
maladies est prometteuse. Ainsi, des recherches considérables entreprennent de générer des
Treg spécifiques d'antigene pour restaurer la tolérance immunitaire en contrdlant les réactions
immunitaires aberrantes spécifiques de I’antigéne. Ces recherches ont conduit au
développement des immunothérapies Treg antigéne-spécifiques qui ont montré des résultats

prometteurs en préclinique et clinique.

C. Treg antigene-spécifiques vs Treg polyclonaux

Pour contr6ler les réactions immunitaires, certaines de ces stratégies theérapeutiques ont
d’abord misé sur des approches polyclonales (comme celles décrites en Partie 11), néanmoins
des études montrent que les Treg antigéne-spécifiques auraient des capacités suppressives
supérieures a celles des Treg polyclonaux lorsqu’il s’agit de controler des réponses
immunitaires spécifiques de cet antigene (Tableau 3).

Dans un contexte de diabéte auto-immun, Tarbell et al. montrent que des transferts d’un
faible nombre de Treg Tlots-spécifiques, préalablement activés par des DC chargées avec I’auto-
antigéne, sont capables de ralentir le développement du diabete (avec 5 000 Treg CD25%) voire
de stopper son développement (avec 50 000 Treg CD25") chez des souris NOD. En revanche,
le transfert de 100 000 Treg polyclonaux issus de souris NOD et activés en présence de DC et
d’anti-CD3 n’a pas cet effet protecteur. Plusieurs études montrent qu’un nombre plus important

de Treg polyclonaux que de Treg Tlots-spécifiques est nécessaire pour ralentir le développement
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du diabéte (Tarbell et al., 2004). Une autre étude par Tang et al. montre des résultats similaires.
Ici, les chercheurs montrent que malgré une capacité de suppression qui semble comparable in
vitro entre les Treg ilots-spécifiques et polyclonaux, ce n’est pas le cas in vivo. En effet, un
transfert avec 2 x 10° Treg Tlots-spécifiques issus de souris BDC2.5, amplifiés in vitro protége
contre le développement de la maladie induite par le transfert de 25 x 10° cellules
diabétogéniques issues de souris NOD. Alors que le transfert de 2 x 10° ou 5 x 10° Treg
polyclonaux issus de souris NOD, amplifiés in vitro avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28,
ne conférent pas cet effet protecteur (Tang et al., 2004). De méme, seul le transfert de 107 Treg
specifiques (issus de souris BDC2.5) permet la réversion du diabéte chez 60% des souris NOD
diabétiques receveuses (Tang et al., 2004). Dans une autre étude, le transfert de Treg Tlots-
spécifiques suite a un traitement des souris NOD receveuses avec un anticorps anti-CD3
(induisant la déplétion partielle) permet 100% de rémission chez ces souris récemment
devenues diabétiques. La protection serait due a I’accumulation et au maintien des Treg
specifiques au niveau des Tlots pancréatiques des souris NOD receveuses, surtout apres le
traitement avec 1’anti-CD3, qui permet de libérer la niche pour les Treg transférés (Cabello-
Kindelan et al., 2020). Toutefois, aucune protection n’est observée apres transfert du méme
nombre de Treg polyclonaux apres le traitement anti-CD3 (Cabello-Kindelan et al., 2020). Cela
suggeére que libérer la niche n’est pas suffisant pour que les Treg transférés aient un effet
protecteur : la spécificité des Treg est cruciale pour leur recrutement et leur maintien au niveau
des sites inflammatoires.

La supériorité suppressive des Treg spécifiques par rapport aux Treg polyclonaux est
également observée dans ’allergie. En effet, le transfert de cellules T régulatrices CD4*CD25*
provenant de souris DO11.10 qui expriment un TCR transgénique spécifique d’un peptide OVA
conduit & la réduction de I’inflammation des voies respiratoires chez des souris sensibilisées a
I’OVA. Ce transfert permet également de diminuer le recrutement d’éosinophiles et
I’expression de cytokines de type Th2 chez ces souris (Kearley et al., 2005), ainsi qu’une
diminution des niveaux sériques d’IgE apres un test d’épreuve avec ’allergéne (Saito et al.,
2008). Cependant, ces effets protecteurs ne sont pas observés lors du transfert d’un nombre
équivalent de cellules régulatrices CD4"CD25" polyclonales issus de BALB/c (Saito et al.,
2008), soulignant la encore I’importance de la spécificité antigénique des Treg (et du nombre)
dans le contrdle des réactions inflammatoires de type allergiques.

L’efficacité des Treg spécifiques a egalement été rapportée dans d’autres modeles
précliniques de maladies auto-immunes et inflammatoires (Tableau 3) dont un modeéle de

neuropathie auto-immune, chez le rat, induit par immunisation avec de la PNM (Myéline du
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nerf périphérique). Il a été rapporté que le transfert de T CD4'CD25" (majoritairement
FOXP3*) amplifiés ex vivo en présence de PNM et d’IL-2, juste avant le début clinique de la
maladie, permet de réduire la sévérité des manifestations cliniques et d’accélérer le
rétablissement des animaux (Tran et al., 2020). La stimulation avec 1’antigéne permettrait
d’amplifier les Treg spécifiques, responsable de la protection. Les auteurs démontrent que la
protection observée est bien antigéne-spécifique puisque le transfert du méme nombre de
cellules, mais stimulées avec de 1’IL-2 et un auto-antigéne tiers (ici I'antigene tubulaire rénal
ou RTA) ne modifie pas la gravité de I'EAE clinique chez les rats (Tran et al., 2020). Des
résultats similaires ont été obtenus dans plusieurs modéles murins de sclérose en plaques (EAE).
Dans 1'une de ces études, le transfert de 10° Treg spécifiques de la protéine basique de la
myeéline (MBP) a des souris B10.PL, un jour avant I'immunisation avec MBP, confere une
protection compléte contre I'EAE (Stephens et al., 2009). En revanche, le transfert de 2 x 10°
Treg polyclonaux issus de souris B10.PL ne conféere aucune protection contre le développement
de la maladie. De fagon intéressante, les Treg MBP-spécifiques sont aussi capables d’améliorer
I’EAE induite par un autre auto-antigene de la myéline, la protéine protéolipide (PLP). Dans ce
cas, le transfert de Treg MBP-spécifiques a peu d’impact sur la phase aigle de I’inflammation,
mais améliore toutefois la phase chronique de ’EAE induite par PLP. Cette protection tardive
serait associée au fait que les Treg MBP-spécifiques rencontrent leur auto-antigéne apres la
phase inflammatoire provoquée par des Teff autoréactifs spécifiques de PLP (Stephens et al.,
2009). En effet, il est probable que I’inflammation et la destruction des gaines de myéline par
les effecteurs PLP-spécifiques favorise la présentation de MBP aux Treg MBP-spécifiques par
des CPA au niveau des ganglions drainants. Les Treg MBP-spécifiques seraient ensuite recrutés
au niveau des sites inflammatoires ou ils participeraient au contrdle de la phase chronique de la
maladie.

Ainsi, I’ensemble de ces résultats indique que, dans les maladies induites par une
réponse initiale contre un antigéne donné, les Treg spécifiques semblent plus efficaces que les
Treg polyclonaux pour controler la réponse permettant parfois d’éviter le développement de la
maladie voire de favoriser la rémission. La capacité suppressive supérieure apparente des Treg
spécifiques est liée a plusieurs facteurs. En effet, si les Treg spécifiques sont plus efficaces dans
la suppression des réponses, c’est en partie parce qu’ils ont la capacité d’étre recrutés
précisément au lieu et au moment de la réaction : leur spécificité permet leur recrutement,
simultanément aux Tconv activés, au niveau des sites inflammatoires ou se trouvent 1’antigéne

et les effecteurs antigéne-spécifiques. De plus, selon le micro-environnement dans lequel ils
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sont activés, les Treg spécifiques peuvent adopter un profil qui leur permettra de mieux
contrdler ces cellules effectrices.

Tableau 3. Etudes précliniques montrant la plus grande efficacité suppressive des Treg antigéne-
spécifiques dans le contrdle de différentes maladies auto-immunes et inflammatoires (modifié a

partir de Selck & Dominguez-Villar, 2021)

Population de Treg

Maladie Modele antigéne-spécifique Treg spécifiques vs Treg polyclonaux Référence
Expansion in vitro de o . L
sTreg: Inhibition efficace du diabete
B (PR ): induit par les cellules diabétogenes (Tarbell et al.
DT1 BDC2.5+NOD  souris TCR-Tg BDC2.5 P ; & "
. chez les souris NOD 2004)
LR Lo olyTreg : Aucune suppression
DC de souris NOD polylreg: PP
Treg spé : 1 suppression + régression du
Expansion in vitro de diabete induit par les cellules T
LT CD4*CD25* de diabétogenes chez les souris NOD. (Tang et al
DT1 BDC2.5 + NOD souris TCR-Tg BDC2.5 RAG”-ou NOD CD28"- 2504) Y
avec billes anti- polyTreg : Léger retard de l'initiation de
CD3/anti-CD28 la maladie avec un nombre 4 fois plus
élevé de cellules
T D4*CD25+ (i
rzgeiouri(; NCS)D(:SUS sTreg : Rémission durable chez des (Cabello-
DT1 BDC2.5 + NOD . souris NOD diabétiques quand associés Kindelan et
BDC2.5) fraichement . . .
. a un traitement anti-CD3 al., 2020)
isolés P
polyTreg : Pas de rémission
. T CD4* transduits avec sTreg induits: Inhibition efficace + .
Arth"t? DBA1 FOXP3 et un TCR d'un régression de la CIA (Fujio et al.,
rhumatoide s L 2006)
clone associé a la CIA polyTreg induits: Aucun effet
+ +
LT C.D4 CD25" de Treg TCR-Tg : Forte inhibition +
souris Tg4 TCR-Tg - . , . .
SEP Ted + B10.PL expandus in vitro avec amélioration de I'EAE induite par le (Stephens et
= : S _ MBP ou le PLP al., 2009)
LIS olyTreg : Aucun effet
CD3/anti-CD28 POlyTree :
Treg issus de souris T_re’g T_CR-Tg 1 sup.pre.ssmn de I'a
2D2 TCR-Tg prolifération des Teff in vivo dans I'EAE (Honaker et
E 2D2+ B i i
SEP C57BI/6 surexprimant FOXP3 induite par le MOG par rapport aux al., 2020)
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polyclonales C57BI/6



CAR T CD4* spécifiques

CAR Treg : 1 migration vers le cerveau +

SEP C57B1/6 d:xMr(Z?s?gr?c meilleur contréle de I'EAE induite par le (Fransson et
2 . MOG que les cellules CAR T FOXP3* al., 2012)
transgénique de controles
FOXP3
. T CD4*CD25* amplifiés Treg ampll|f|es ?vec.PNM : Amélioration
Neuropathie . L de I'EAN induite par le PNM (Tranetal.,
. Rats Lewis in vitro avec PNM et IL- o Ly
auto-immune ) Treg amplifiés avec auto-antigéne non 2020)
impliqué dans la maladie : Aucun effet
. CAR Treg CD4*CD25* CAR Treg TNP : Protectlon contre la e,
Colite TNP-Tg BALB/c spécifique de TNP colite induite par le TNBS 2008)
P qu CART contréle : Aucun effet
CAR Treg CD4*CD25* CAR Treg CEA: 1 migration vers le c6lon
. spécifique de CEA et amélioration +++ de la colite (qu’elle (Blat et al.,
| EABA
Colite ¢ ¢ (carcinoembryonic soit induite par les Teff ou ’AOM-DSS) 2014)
antigen) par rapport aux CAR Treg controles
. iTreg induits par TGF-8 TxA23 iTreg : Prévention de la gastrite
Ga§tr|te auto- | 1 a3+ BALB/c a partir de T CD4* de auto-immune Ui G,
immune 2008)

souris TxA23

polyTreg induits : Pas de suppression

Treg spécifiques (sTreg); Treg polyclonaux (polyTreg); Diabéte de type 1 (DT1) ; TCR
transgenique (TCR-Tg) ; Collagen induced arthritis (CIA) ; Myelin basic protein (MBP); Myelin
Proteolipid Protein (PLP) ; Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG); CAR (Récepteur antigénique
chimérique); Neurite auto-immune expérimentale (EAN) ; Peripherial Nerve Myelin (PNM); 2,4,6-
trinitrophenol (TNP); acide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique (TNBS); Carcinoembryonic antigen
(CEA); azoxymethane-dextran sodium sulfate (AOM-DSS)

Dans le cas des transferts de Treg spécifiques ou polyclonaux, la fréquence des Treg
spécifiques et donc le ratio final entre Treg et Tconv spécifiques est important. Dans les
fractions cellulaires de Treg polyclonaux, des Treg spécifiques d’un antigene donné sont
présents a de tres faibles fréquences. Malgré la migration de ces Treg antigenes-spécifiques au
niveau des sites inflammatoires, leur faible nombre limite leur capacité a contréler les réponses
effectrices. Il n’est d’ailleurs pas impossible que 1’effet thérapeutique observé apres un transfert
de Treg polyclonaux dépende de I’expansion des Treg antigéne-spécifiques présents dans la
fraction. Cela expliquerait en partie pourquoi un nombre trés important de Treg polyclonaux
est necessaire pour avoir des effets protecteurs similaires a ceux observes suite au transfert de
Treg spécifiques. Transférer directement des Treg spécifiques permet qu’un nombre plus
important de cellules régulatrices migrent au niveau des sites inflammatoires pour y contréler

les cellules effectrices. La réactivité croisée du TCR des Treg pourrait également expliquer
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I’effet protecteur des transferts de Treg polyclonaux. Ainsi, les Treg pourraient s’activer apres
stimulation de leur TCR par un antigéne différent que celui pour lequel ils ont été sélectionnés

dans le thymus.

Par ailleurs, les Treg peuvent contréler les réponses immunitaires de fagon antigéne
spécifique en arrachant les complexes CMH Il/peptide a la surface des DC (Akkaya et al.,
2019). Ainsi, les Treg spécifiques possedent un mécanisme de suppression supplémentaire par
rapport aux Treg polyclonaux pour controler les réactions immunitaires. Néanmoins, les Treg
sont capables de controler des réponses dirigées contre des antigenes dont ils ne sont pas
specifiques, on appelle cela une suppression « bystander ». Ainsi, les Treg polyclonaux activés
par « leurs » antigenes sont potentiellement capables de contréler, de facon bystander, en
sécrétant des cytokines suppressives par exemple, les effecteurs spécifiques avoisinants. Cela
se produit sous la condition qu’ils migrent au niveau des sites inflammatoires. En revanche, du
fait de leur recrutement majoritaire au niveau des sites inflammatoires ou se trouve leur
antigene, les Treg spécifiques pourront non seulement contrdler les cellules effectrices de méme
specificité, mais également contrdler ou du moins favoriser le contréle des effecteurs d’une

spécificité différente, mais impliquée dans la maladie.

En raison de leurs caractéristiques, les Treg spécifiques représentent un outil et une cible
thérapeutique tres intéressants dans les pathologies immunitaires ou I’antigéne ciblé (ou
antigenes ciblés) par les réponses immunitaires aberrantes est connu, comme les allergies. De
plus, ils semblent diminués et/ou perturbés dans ces maladies et I’augmentation de leur nombre
et fonction est liée a une amélioration des manifestations cliniques dans I’allergie.

Afin d’augmenter leur fréquence, plusieurs stratégies sont possibles. Comme discuté
précédemment, le transfert de Treg spécifiques en est une. Pour pallier la limite imposée par la
tres faible fréquence des Treg spécifiques, une des stratégies adoptées est la génération de Treg
spéecifiques en insérant des constructions de recepteurs spécifiques CAR ou TCR. Les CAR
(Chimeric Antigen Receptor) sont composés de la région Fab d’un anticorps d’une spécificité
choisie (allergene, auto-antigéne, allo-antigene) fusionnée a un domaine de costimulation
transmembranaire (souvent issu de CD28) et un domaine d’activation intracellulaire (chaine
CD3(). Contrairement aux TCR, les CAR ne sont pas restreints par le CMH. Néanmoins,
I’utilisation de CAR-Treg ou de TCR-Treg implique une étape supplémentaire de transduction
des cellules avec le récepteur CAR (ou TCR) avant I’expansion et le transfert aux patients. Bien

que ces stratégies aient permis 1’obtention de résultats encourageants (Tableau 3) elles
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comportent des limites : le faible nombre de Treg présents dans le sang périphérique des
patients et leur taux d’expansion relativement long. Pour contourner cette limite, il serait
possible de générer des CAR Treg (ou des TCR-Treg) a partir de Tconv chez qui 1’expression
de FOXP3 est induite conjointement au récepteur specifique choisi. L’augmentation de
I’expression de FOXP3 est possible grace a I’insertion d’un promoteur ou d’un «enhancer »
robustes dans le locus de Foxp3, afin de contourner la répression épigénétique de Foxp3 dans
ces cellules (Fransson et al., 2012; Honaker et al., 2020). Néanmoins, le transfert de Treg
spécifiques reste une stratégie lourde et colteuse, et partage les limites discutées dans la partie
traitant sur le transfert adoptif de Treg polyclonaux (cf. Partie 2).

L’augmentation de la fréquence des Treg spécifiques peut également se faire in vivo,
afin de s’affranchir des étapes d’isolation, d’expansion et de transduction, caractéristiques des
transferts adoptifs de Treg spécifiques. L’une des stratégies utilisées est 1’administration de
I’antigéne dans des conditions non inflammatoires comme c’est le cas pour les
immunothérapies spécifiques utilisées pour traiter les patients allergiques (cf. Partie 3.B. La
spécificité des Treg dans les immunopathologies et immunothérapies).

Ce principe est aujourd’hui rationnalisé et optimisé dans des approches de vaccination
tolérogene, visant a induire une tolérance immunitaire spécifique de 1’antigéne ciblé. Des
stratégies utilisant soit un peptide mimetope de 1’insuline, soit de I’ADN codant pour un peptide
de cette derniére ont montré une protection contre le développement de DT1 chez des souris
NOD (Daniel et al., 2011; Urbanek-Ruiz et al., 2001). Cette protection est notamment associée
a ’augmentation des Treg au niveau du pancréas et des ganglions pancréatiques (Daniel et al.,
2011). De nouvelles formulations pour favoriser 1’émergence des Treg spécifiques ont
récemment été développées. Dans 1’équipe, des vecteurs tolérogenes basés sur des particules
pseudo-virales ou VLP (« Virus-like particles », en anglais) pour encapsuler 1’antigéne et
présentant des molécules immunomodulatrices a leur surface (CTLA-4) sont développés pour
administrer I’antigéne dans des conditions non inflammatoires favorisant 1’induction de Treg
(Vinot et al. données non publiées). De plus, la vaccination des souris sensibilisées a ’OVA
par ces VLP tolérogénes (tVLP) a permis la réduction significative des signes cliniques de
I’allergie lors des challenges oraux avec et jusqu’a 160 jours apreés les premicres

sensibilisations.

Une autre approche pour générer des Treg spécifiques est I’administration de 1’antigene
apreés induction de 1’apoptose des cellules immunitaires par irradiation a des doses sub-létales

ou par déplétion avec des anticorps anti-CD3 ou anti-CD4 (Kasagi et al., 2014, 2019). En effet,
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les cellules apoptotiques induisent la production de TGF-B par les phagocytes, favorisant la
conversion des T CD4" naifs activés par I’antigéne en pTreg FOXP3*. Ces pTreg sont d’ailleurs
capables d’améliorer les manifestations auto-immunes dans des modeles d’EAE et de diabéte
de type 1 (Kasagi et al., 2014).

Pendant ma thése, nous avons choisi de combiner I’immunothérapie IL-2fd (qui favorise
spécifiquement la survie, le maintien, la fonction et ’expansion des Treg) avec I’antigéne,
administré dans des conditions non inflammatoires afin de promouvoir le recrutement des Treg-
spécifiques de 1’antigéne. Nous avons également évalué le potentiel thérapeutique de ces Treg

dans un modele murin d’allergie alimentaire a ’OVA.
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OBIJECTIFS

Mon projet de thése a pour objectif général, d’étudier I’'impact de 1’association de 1’IL-
2fd et de I’antigéne sur la biologie des Treg spécifiques et d’identifier les conditions optimales
d’administration de cette combothérapie pour renforcer I’efficacité thérapeutique en agissant
sur le recrutement de Treg spécifiques.

Nous pensons en effet que le recrutement de Treg spécifiques de 1’allergéne permettrait
de contréler/bloguer efficacement et sur le long terme les réponses allergiques effectrices et
ainsi de générer une tolérance spécifique. Plusieurs études ont montré que les Treg spécifiques
jouaient un rdle important dans 1’induction de tolérance envers un allergéne. Les Treg
spécifiques d’antigene sont également mis en jeu dans les immunothérapies spécifiques de
désensibilisation (ITA). Toutefois, ces immunothérapies sont longues, avec des effets
secondaires, ce qui compromet fortement 1’adhérence au traitement. Alors que notre
proposition, si le pari est réussi, permettrait un traitement court pour un effet similaire.

Les objectifs de ma thése sont donc :

1. L’optimisation de I’immunothérapie IL-2fd par combinaison avec 1’antigéne pour
augmenter le recrutement des Treg spécifiques.

2. L’étude des conséquences fonctionnelles sur les lymphocytes T régulateurs et des
effets thérapeutiques associés de la stimulation antigénique combinée a I’TL-2
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Résultats
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RESULTATS

A. Preuve de concept de I'utilisation de la combothérapie IL-2 faible dose et
antigene pour optimiser le recrutement des Treg spécifiques et potentiel

thérapeutique dans l'allergie alimentaire

Comme nous I’avons détaillé dans I’introduction, les Treg, essentiels pour le maintien
de I’homéostasie immunitaire, sont impliqués dans les maladies allergiques. Différentes études
montrent des déficits dans le nombre et/ou la fonction de ces cellules chez les patients
allergiques (Ling et al., 2004; Shreffler et al., 2009; Torgerson et al., 2007) alors que
l'augmentation des Treg est, elle, associée a la résolution spontanée de I'allergie alimentaire
ainsi qu'a I'induction de la tolérance apres un traitement d'immunothérapie spécifique (M. Akdis
et al., 2004 ; Karlsson et al., 2004). Mon équipe a récemment montré le potentiel thérapeutique
de I'IL-2fd, une immunothérapie induisant I’amplification du nombre et de [’activité
suppressive des Treg, dans des modeéles murins d’allergie alimentaire.

Afin de renforcer I’induction d’une tolérance immunitaire spécifique pour une
protection améliorée (et notamment précoce), nous avons décidé de renforcer I’amplification et
le recrutement des Treg spécifiques de I’antigéne. En effet, il a été montré que les Treg
spécifiques d’un antigéne sont plus efficaces que les Treg polyclonaux pour contréler les
réponses immunitaires dirigées contre cet antigéne en particulier (Tableau 3). Nous avons émis
I’hypothése que 1’association I’lL-2+antigéne favoriserait 1’activation et la prolifération des
Treg spécifiques de cet antigéne. Cependant, I’administration combinée d’IL-2fd et d’antigéne
n’est pas une approche anodine. Ce dernier pourrait notamment entrainer ou renforcer
’activation des Tconv pathogenes. Pour cela, il est nécessaire d’identifier les modalités
d’administration de la combothérapie IL-2fd et antigene qui permettraient de renforcer les Treg
specifiques de I’antigéne sans stimuler les Tconv spécifiques. Dans ce but, différentes
cinétiques d’administration de I’antigéne par rapport a I’'immunothérapie IL-2fd (avant, apres,
pendant), ainsi que différentes doses et voies d’administration de I’antigéne ont été testées. Afin
d’évaluer D’effet de ces différentes modalités d’administration sur les Treg et les Tconv
spécifiques de 1’antigéne, nous avons utilisé un modele de transfert adoptif. Brievement, des
cellules enrichies en LT CD4" (incluant Treg et Tconv) spécifiques de I’OVA issues de souris
TCR-transgéniques DO11.10 ont été transférées chez des souris receveuses. Ces souris

recoivent ensuite I’OVA sous différentes doses et voies d’administration et sont traitées par
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I’TIL-2fd. Le traitement IL-2fd est constitué de 5 injections quotidiennes de 0,05 million IU en
intrapéritonéale. Ce traitement, qui permet 1’amplification des Treg, est couramment utilisé
dans notre laboratoire (Churlaud et al., 2018; Grinberg-Bleyer et al., 2010). Plusieurs cinétiques
d’administration de ’OVA par rapport a I’immunothérapie IL-2fd ont été testés. Pour la
stratégie dite « J1 », I’'immunothérapie IL-2fd débute le méme jour que le transfert adoptif et
I’administration d’OVA (Figure 10A) ; pour la stratégie J-3 celle-ci est initiée 3 jours apres
(Figure 10B). Les souris sont sacrifiées apres la derniére injection d’IL-2fd et la prolifération

ainsi que le phénotype des Treg et des Tconv spécifiques transférés sont étudiés.

A STRATEGIE J1 B STRATEGIE J-3
Treg/Tconv
¥ IL-2fd Treg/Tconv IL-2fd
¥y ¥ ¥ v ¥ v ¥y ¥ ¥ v ¥
1 1 1 . 1 1 1 | a . 1 1 | 1 1 1 1 a
-3 -2 -1 1 2 3 4 5 -3 -2 -1 1 2 3 4 5
OVA OVA

Figure 10. Différentes stratégies d’administration testées.

Les souris receveuses sont transférées avec des Treg et des Tconv spécifiques de I’OVA (fléche blanche)
et recoivent I’OVA (rond gris) soit (A) le premier jour de I’immunothérapie IL-2fd pour la stratégie J1
soit (B) 3 jours avant I’'immunothérapie IL-2fd dans la stratégie J-3.

Nous avons mis en évidence, quel que soit la cinétique d’administration, que la
combothérapie (IL-2fd+antigene) induit une augmentation significative du nombre absolu et de
la prolifération de LT CD4" spécifiques de I’antigéne par rapport aux contrdles IL-2fd et OVA
seuls. Cependant, seule la stratégie J-3 favorise principalement I’expansion des Treg
specifiques (Article, Figure 1), contrairement a la stratégie J1 qui stimule également les Tconv
spécifiques. Par la suite, nous avons montré qu’il était possible de moduler I’impact de la
combothérapie en variant la dose d’antigene administrée (Article, Figure 2).

Afin d’évaluer I’effet de la combothérapie sur les Treg et Tconv spécifiques dans un
contexte pathologique, nous avons utilis€¢ un modele murin d’allergie alimentaire a ’OVA.
Pour cela, nous avons préalablement sensibilisé des souris avec un mélange d’OVA et d’alun
puis nous avons declenché I’allergie alimentaire par administrations orales repétées d’OVA.
Les souris allergiques ont été traitées avec la combothérapie selon la stratégie J-3 (Figure 11)
et les compartiments cellulaires endogénes ont été analysés. Nous avons montré dans ce modele
que la combotherapie permet également une augmentation du ratio Treg/Tconv specifiques au

niveau de la rate (Article, Figure 3).
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Figure 11. Schéma expérimental du protocole d’induction de I’allergie alimentaire.
Des souris BALB/c AnN ou BALB/c FOXP3-GFP sont sensibilisées avec un mélange d’OVA et d’alun,
injecté a 7 jours d’intervalle par voie i.p. (fleches blanches). L’allergie alimentaire est déclenchée par
des administrations orales d’OVA débutant au jour 17 du protocole (fléches noires). La combothérapie,
administrée selon la stratégie J-3 débute 10 jours apres la derniére administration orale d’OVA.

L’¢évaluation de D’effet thérapeutique précoce, également effectu¢ dans le modele
d’allergie alimentaire, a permis de montrer que la combothérapie a un effet protecteur contre
les manifestations cliniques séveres de 1’allergie alimentaire. Cette protection précoce est
associée a une augmentation des Treg spécifiques au niveau intestinal et a une diminution des
cytokines Th2 (IL-4 et 1L-13) produites par les cellules des ganglions mésentériques. Cela
représente une réelle optimisation par rapport a I’IL-2fd seule, ou la protection contre I’allergie

alimentaire se met en place plus tardivement (Bonnet et al., 2016).

De plus, des analyses phénotypiques in vitro ont permis de mieux caractériser 1’impact
de I’association IL-2 et antigene sur la biologie des Treg spécifiques. L’association de I’TL-2 et
de I’antigéne induit une forte expression de marqueurs associés a la survie, la stabilité,
I’activation et la fonction suppressive des Treg.

Au total, ces résultats sont encourageants mais des modifications supplémentaires du
protocole d’administration de la combothérapie permettraient d’augmenter la protection

observée en améliorant le recrutement des Treg spécifiques au niveau des sites inflammatoires.
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Abstract

Background: The increasing allergy occurrence emphasizes a dire need for new therapeutic
approaches to treat these atopic disorders. New therapies have arisen from the understanding
of the physiopathological mechanisms of allergic reactions. Based on the central role of Tregs
in the establishment and the maintenance of immune tolerance, we chose to develop a Treg-
based immunotherapy to treat food allergy. Our team have proved the therapeutic potential
of low-dose IL-2 (Id-IL2) in a food allergy model showing that Id-IL2 can increase Treg numbers
and immunosuppressive functions. However, immediate protection was not achieved in
therapeutic setting and the role of antigen-specific Tregs for protection is currently
highlighted. Thus, we aimed to combine Id-IL2/antigen to selectively increase the antigen-
specific Tregs. However, questions remain regarding the administration modalities of both IL-
2 and antigen.

Method: In order to identify the best administration settings of Id-IL2 and antigen, we
transferred OVA-specific TCR-transgenic CD4+ T lymphocytes, including both Tregs and non-
Treg (Tconv) cells into non-TCR transgenic mice. By following the fate of these transferred
cells, we explored how the route, dose and timing of administration of OVA affect these two
populations when combined with Id-IL2. We also assessed the early therapeutic efficacy of the
Id-IL2+OVA combotherapy in a food allergy mouse model to ovalbumin.

Results: We first found that the kinetics of IL-2 and OVA administration influences directly the
Treg and Tconv compartments. We show in the adoptive model that administration of OVA
three days prior the beginning of Id-IL2 treatment favours the OVA-specific Treg expansion

over the OVA-specific Tconv which is not the case when OVA and Id-IL2 are given
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simultaneously. We confirmed that this regimen similarly increases the OVA-specific Treg in
allergic mice. Importantly, this combotherapy improves the immune protection against
allergic reactions after per os OVA challenges in sensitized mice that is associated with an
increase of antigen-specific Treg in the lamina propria of protected mice.

Conclusion: While successful immunotherapy and treatment of allergic individuals often
correlate with an increase in Tregs, the combination of allergen and IL-2 at low doses could be
a significant improvement of allergen-specific immunotherapy efficacy. However, specific
administration modalities must be clearly evaluated to avoid severe side effects caused by the

stimulation of pathogenic Tconv. Our study should be helpful to define such combo-therapy.

Introduction

CD4+CD25+FOXP3+ regulatory T cells (Tregs) are critical to control innate and adaptive
immune responses and maintaining immune tolerance. Deficiencies in Treg cells have been
associated with severe autoimmune diseases and chronic inflammation, but also linked to the
development of allergic diseases. Indeed, severe allergic reactions such as food allergy, atopic
dermatitis, eosinophilia and hyper-Ig syndrome are some of the clinical manifestations of IPEX
syndrome patients (immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
syndrome) (Torgerson et al., 2007), characterised by a Treg deficit due to a loss-of-function
mutation in Foxp3.

Besides, allergy severity is associated with lower frequency of Tregs (Shreffler et al., 2009) and
the suppressive capacity of Tregs from atopic individuals (without defects in Treg numbers) is
reduced in comparison to healthy individuals (Ling et al., 2004). In the other hand, Treg
increase is associated to spontaneous resolution of food allergy as well as tolerance induction
following specific immunotherapy treatment (M. Akdis et al., 2004; Karlsson et al., 2004).

As research on Tregs has highlighted their key role in immune homeostasis and
immunopathologies such as allergies, therapeutic strategies aiming to harness their
suppressive capacities have emerged. The low-dose IL-2 (Id-IL2) is one of them, based on the
vital role of IL-2 for Treg development, survival, expansion and function. When used at low-
dose, IL-2 selectively activates Tregs without significant effect on Tconv and induces polyclonal
Tregs expansion.

Our previous work showed that Id-IL2 induced a long-term, Treg-dependent protection

against severe clinical manifestation of food allergy in mice. However, it is still unknown
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whether Treg-mediated tolerance is antigen specific and how Treg specificity can improve
their therapeutic effect.

Several studies have shown that antigen-specific Tregs have enhanced suppressive capacities
in comparison to polyclonal Tregs (Fujio et al., 2006; Tarbell et al., 2004; Tran et al., 2020) as
antigen-specific Tregs can be recruited locally where the antigen is and thus can directly
control pathogenic effector cells (Blat et al., 2014; Cabello-Kindelan et al., 2020; Fransson et
al., 2012). Interestingly, a recent study has shown that Th2 cells and Tregs target disparate
proteins in allergic patients, highlighting the importance of Treg antigen-specificity for
tolerance induction in humans (Bacher et al., 2016).

As aresult, we investigated the possibility to optimize Id-IL2 therapy by combining it to antigen
administration in order to increase antigen-specific Treg recruitment to treat food allergy. In
this study, we showed that depending of the administration modalities of the Id-IL2 and
antigen combotherapy Treg and Tconv compartments are variably affected. We demonstrated
that when antigen is administrated before Id-IL2 immunotherapy, antigen-specific Tregs are
increased with poor to none stimulation of the Tconv compartment. The local increase of
antigen-specific Tregs was correlated with early protection from severe allergic reactions in

therapeutic settings.

Materials and methods

Mice

Female BALB/C (AnNR/J) mice from Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France), female BALB/c
FOXP3-GFP (H-29), female OVA-specific OTIl x FOXP3-GFP transgenic mice (H-2°) and female
and male OVA-specific DO11.10 x FOXP3-GFP transgenic mice (H-29), breaded in our own
animal facility (UMS28), were used at aged from 7 to 20 weeks. Mice were maintained in our
animal facility under specific pathogen-free conditions in agreement with current European
Union legislation on animal care, housing, and scientific experimentation. All procedures were

approved by the ethics committee and French authorities (#32149-2021082617476358).

Combotherapy

For IL-2 treatment, mice received a daily injection of human IL-2 (Proleukin; Novartis) by i.p.
route during 5 consecutive days at the dose of 50,000 IU/injection in 100 pL. For OVA
treatment, mice received 1 pg, 10 pg, 100 pg, and 200 ug of ovalbumin (OVA) (A5503; Sigma-
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Aldrich) in 100 pL of PBS injected by i.v., i.p. or s.c. route at different time points. Control mice
received PBS. In the adoptive transfer model, mice were sacrificed 2 hours after the last IL-2

injection.

Induction of OVA-specific food allergy in mice.

BALB/c or BALB/c FOXP3-GFP mice were sensitized twice at 1-wk interval by i.p. injection of
10 mg OVA (A5503; Sigma-Aldrich) mixed with 500 mg aluminum hydroxide (Alum) gel
(AIH303; Sigma). Allergy was then induced 10 days later by OVA p.o. administrations (20
mg/mouse), five times within a 10-day period in average. Severity of allergic response was
assessed 30—40 min after the last induction by measuring changes in body temperature using
a rectal thermometer (Bioseb, Vitrolles, France) and by evaluating clinical score (which
includes the severity of diarrhea graded from 0 to 3 points and appearance of hirsute pelage
marked out 0 to 2 points) as previously described (Bonnet et al., 2016). The global clinical
score includes both the body temperature drop (ex. -2 °C is equivalent to 2 points) and the

clinical score.

Isolation of immune cells

Spleens were isolated and dissociated in PBS 1X 3% Fetal Calf Serum (FCS, Sigma). Red blood
cells (RBCs) were lysed with 1 mL ammonium-chloride-potassium buffer and then washed with
9 mL PBS 1X 5% FCS. Lymph nodes were isolated and dissociated in PBS 1X 5% FCS. Lamina
propria lymphocytes from small intestine (SI) were isolated as previously described with minor
modifications (Bonnet et al., 2016). In brief, SI was harvested and Peyer’s patches (PP) were
removed. The tissue was then cut in small pieces and incubated 30 min on ice in PBS 1X 5mM
EDTA. After 3 PBS 1X washes, the tissue was incubated with 1 mg/mL collagenase IV (Sigma)
and 0.1 mg/mL DNase (Roche Applied Science) for 30-45 min at 37°C in a shaker (150 rpm).
The tissues were smashed, passed through a 40 mm cell strainer, and washed in complete
RPMI 1640 (Sigma) 3% FCS. Lymphocytes were isolated by discontinuous density
centrifugation in Percoll 40/80. Isolated cells were centrifuged twice at 1300 rpm for 7 min at
4°C, passed through a 40 mm cell strainer, and resuspended in complete RPMI 10% FCS

medium.
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Magnetic enrichment of CD4+ T cells

Cells isolated from the spleen and lymph nodes of FOXP3-GFP DO11.10 transgenic mice were
counted and then labelled with anti-B220 (BD Biosciences), anti-Ter119 (BD Biosciences), anti-
CD11c (BD Biosciences), anti-CD8 (eBioscience), and anti-NKp46 (eBioscience) antibodies all
coupled to biotin, for 20 minutes at 4°C. The cells were then incubated in the presence of anti-
biotin magnetic beads (Miltenyi Biotec) and separated using an autoMACS Pro sorter (Miltenyi
Biotec) by negative selection according to the manufacturer recommendations. The enriched
cell suspension including both Tregs and Tconvs was either used for flow cytometry cell sorting

or used for adoptive transfer in mice.

Cell sorting
Freshly enriched CD4+ T cells were sorted by flow cytometry (BD FACS ARIA 1l, BD Biosciences,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) after cell labelling with anti-CD3 PE eFluor610 (eBioscience)
and anti-CD4 V500 (BD Biosciences). Highly purified Treg (>95%) were obtained by sorting
GFP+ cells.

Treg cell culture

Cells were cultured at 37°C, 5% CO,, in RPMI supplemented with 10% FCS, Pen Strep
Glutamine 1X (Life Technologies), 5 mL HEPES 1M, 0.5 mL beta-2-mercaptoethanol and 20
ng/mL of Mouse GM-CSF (Miltenyi). Enriched CD4+ T cells or GFP+ purified Tregs were
cultured at 2 x 10°/well and stimulated with 1 pM (or 0.0001; 0.001; 0.01; 0.1 pM) OVA323-339
peptide (GenScript) and/or with 100 IU/mL IL-2 (Proleukin, Novartis) in the presence of
irradiated B220+, Ter119+, CD8+, CD11c+, NKp46+ splenocytes (5 x 10%/well). The expression
of different Treg-associated markers for activation, survival, polarization and function was
assessed by flow cytometry 3 days later (unless otherwise indicated). 6 x 10° anti-CD3/anti-
CD28 activator beads per well were used as a non-specific stimulation control.

CytoBox Th1l mouse and CytoBox Th2 mouse (Miltenyi) were used to create polarizing
conditions accordingly to manufacturer conditions: 10 ng/mL of IL-12 and 10 ug/mL for anti-
IL-4 antibody were added for Th1 polarizing conditions, and 10 ng/mL of IL-4 and 10 pg/mL for

anti-IFN-y antibody were added for Th2 polarizing conditions.
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Adoptive transfer of CD4+ T cells
Enriched CD4+ T cells from mice DO11.10 x FOXP3-GFP (BALB/c background) were labelled
with CellTrace Violet (ThermoFisher Scientific) and 5-9 x 10° cells were i.v. injected (retro-

orbital route) into naive recipient sex-matched BALB/c AnNRj or BALB/c FOXP3-GFP mice.

Flow cytometry

Isolated cells were stained with the following Abs at predetermined optimal dilutions for 30-
60 min at 4°C: Annexin V-APC, Bcl2-eFluor 450, CD25-APC A700, CD44-Biotin, CD44-PC7,
CD44-PE, CD45-PECF594 and CD4-V500 from BD Biosciences; CD62L-eFluor 450, CD73-PE,
CTLA-4-Biotin, CTLA-4-PE, FOXP3-FITC, GARP-PE, GATA-3-APC, GATA-3-PC7, GITR-PE,
GranzymeB-PE, ICOS-APC, KJ1.26-PC7, Lag3-eFluor 450, Fixable Viability Dye eFluor 780,
Perforin-APC, RORyt-PE, Vb5-APC, Nrp-1-APC, IFN-y-eFluor450, ICOS-BV421 from eBioscience;
CD39-ECD, CD83-APC, OX40-BV421, TNFR2-APC, Zombie Red, Zombie Violet from Biolegend;
Streptavidine-APC-e780, TIGIT-PC5.5 from Invitrogen and Thet-PE-Vio615 from Milteniy.
Intracellular detection of Bcl2-eFluor 450 (BD Biosciences), FOXP3-FITC (eBioscience),
GranzymeB-PE (eBioscience), IFN-y -eFluor 450 (eBioscience), Perforin-APC (eBioscience),
RORyt-PE (eBioscience), and Tbet-PE-Vio615 (Miltenyi) were performed on fixed and
permeabilized cells using the FOXP3/Transcription Factor Staining Buffer Set (eBioscience).
Cells were acquired on an CytoFLEX (Beckman Coulter) and analyzed with CytExpert (Beckman
Coulter) or FlowJo software (Tree Star). Dead cells were excluded by forward/side scatter
gating, Fixable Viability Dye eFluor 780 (eBioscience), Zombie Red (Biolegend) or Zombie
Violet (Biolegend) staining. Tregs were defined as CD4+FOXP3+(CD25+) cells, Tconv as CD4+
FOXP3- cells, and activated effector T cells (Teff) as CD4+CD25+FOXP3- cells.

Stimulation index
The stimulation index was calculated by dividing the absolute number of cells in the IL-2, OVA

or IL-2+OVA groups by the absolute number of cells in the control group (PBS).

ELISPOT assays
OVA-specific production of IFN-y, IL-4, and IL-10 were determined by murine ELISPOT assay
(Mabtech, Nacka Strand, Sweden). In brief, 5 x 10° cells/well (or 2 X 10> for IFN-y) were
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restimulated for 48 h in duplicates at 37°C in 5% CO; with 100 pug OVA protein (0.5 mg/mL
final). Medium alone and Con A (Sigma) at 2 ug/mL final were used as negative and positive

controls, respectively. Spots were counted with an AID ELISPOT reader (ELRO3; AID
Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Germany). Results, expressed as spot-forming units (SFU)

per 108 cells, represent the mean of duplicates.

ELISA assays

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

The OD was read at 450 nm using an automatic ELISA plate reader (DTX 880, Multimode

detector; Beckman Coulter).

Statistical analyses

Statistical significances were evaluated between the treated groups and control subjects using
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) using the Mann—Whitney U test
(comparison of rank, unpaired test, nonparametric test, two-tailed p value) with * p <0.05, **

p< 0.01, ¥** p< 0.001, **** p< 0.0001.

Results

Sequential administration of low-dose IL-2 and antigen improves the expansion of antigen-
specific Treg in an adoptive transfer model

In order to evaluate the impact of the administration settings of the Id-IL2 and antigen
combotherapy on the expansion of antigen-specific Tregs and Tconvs, with the specific aim to
identify the ones favouring the most the antigen-specific Treg expansion, we chose an
adoptive transfer model as the natural frequency of antigen-specific cells is very low. We
transferred CTV+ OVA-specific TCR-transgenic CD4+ T lymphocytes from D0O11.10 x FOXP3-
GFP mice into BALB/c recipients and analysed specifically the expansion and the activation of
antigen-specific Tregs and Tconvs (Figure 1A). At first, we assessed the impact of two different
administration strategies on these antigen-specific cell populations. In the first one, called
“D1” strategy, the OVA antigen was administrated the first day of the Id-IL2 therapy (Figure

1B). In the second one, called “D-3”, OVA was administrated 3 days prior the beginning of the
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Id-IL2 therapy (Figure 1C). We observed that the absolute number of antigen-specific Tregs,
identified by KJ1.26 staining (an anti-DO11.10 clonotypic TCR) was significantly higher in both
strategies when Id-IL2 and OVA are combined as compared to IL-2 or antigen alone (Figure 1B-
C, upper graphs). This increase of Treg absolute numbers is correlated with a significant
improvement of their cell proliferation assessing by the CTV dilution (Figure 1B-C, middle
graphs) that is mainly antigen-driven as shown by the high proliferation with OVA alone. Since
Tconv were also stimulated by these combotherapies (unpublished data), we calculated the
ratio between antigen-specific Treg/Tconv to identify which of the two strategies favour the
Treg compartment. Notably, with the D1 strategy, there is no significant difference of the
Treg/Tconv ratio when Id-IL2 and OVA are combined in comparison to controls (Figure 1B,
lower panel). In contrast, with the D-3 strategy, we noted a high and significant increase of
the Treg/Tconv ratio compared to OVA or IL-2 alone. Surprisingly, Id-1L2 alone had no effect
on the transferred cells (both Tregs and Tconvs) while endogenous Tregs were positively
affected (data not shown). Importantly, when stimulation indexes were calculated, we
confirmed that the D-3 combotherapy significantly favoured Treg expansion over Tconv
expansion, making this the most suitable strategy to attain our goal (Figure 1B-C, lowest
graphs). These results highlight the importance of the combination of Id-IL2+antigen and its

specific kinetics of administration to enhance the antigen-specific Treg compartment.

In vitro and in vivo effects of antigen dose in the D-3 combotherapy on Treg expansion

The administration parameters being important, we evaluated the impact of the antigen dose
on the antigen-specific Treg and Tconv compartments.

First, enriched CD4+ T cells of DO11.10 x FOXP3-GFP mice were cultured with different doses
of OVA323-339 peptide in association or not with IL-2. We observed a dose-dependent increase
in the numbers of OVA-specific Tregs, which seems to be systematically stronger in the
presence of IL-2 (Figure 2A, left). When the division of the cells was analysed, we confirmed
the dose-dependent effect with maximum proliferation observed at a dose of 0.01 uM of
OVA323-33% peptide, whether IL-2 was present or not (Figure 2B, left). A dose-dependent effect
was also seen for the frequency of proliferative Tconvs, but with no impact of IL-2 association
and maximal Tconv expansion at intermediate doses of antigen (Figure 2A, right).
Interestingly, for the lowest OVA323-33° peptide doses (0.0001 - 0.01 uM), we observed that

the proliferation of the OVA-specific Tregs was systematically higher to those of Tconvs (Figure
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2B). Altogether, these results reveal that expansion of OVA-specific Tregs can be achieved with
none or minimal OVA-specific Tconv expansion depending of the antigen dose.

We next sought to evaluate in vivo the impact of the antigen dose within the D-3
combotherapy. Different doses (1 pg, 10 pug, 100 ug, and 200 pg) of OVA protein were
administrated just before the adoptive transfer of DO11.10 CD4+ T cells and 3 days prior the
Id-IL2 immunotherapy. A dose-dependent increase of the OVA-specific Treg number, the Treg
proliferation and the Treg/Tconv ratio were observed (Figure 2C, 2D, 2F). Notably, the
stimulation index clearly showed that the two highest doses (100 pug and 200 ug) favour the
OVA-specific Treg compartment while the 200 pg dose seemed to slightly stimulate Tconv cells
(Figure 2E). We can conclude that there is a distinct impact of the antigen dose on each one
of the antigen-specific compartments and this difference of Ag-specific sensitivity could allow

a specific targeting of Treg.

The D-3 combotherapy improves the recruitment of antigen-specific Treg in allergic mice

We next tested if the D-3 strategy could favour the recruitment of endogenous OVA-specific
Treg cells in a food allergy mice model. For this, mice were sensitized with OVA and alum, and
then orally challenged with 20 mg of OVA until the onset of food allergy. Ten days after the
last oral challenge with OVA, mice were injected subcutaneously with 100 pug of OVA and 3
days later they received 50,000 IU/day IL-2 (i.p.) for 5 days. As controls, mice were injected
with PBS, IL-2 alone or OVA alone. As expected, allergic mice treated with Id-IL2 have higher
frequency of total Tregs in the spleen and mesenteric lymph nodes than PBS-treated mice
(Figure 3A), and the difference is significant in the spleen. More importantly, the global Treg
frequency is even higher in the IL-2+OVA treated than in the Id-IL2 treated mice.

When we analysed the OVA-specific compartments, we noted an increase of the Treg/Tconv
ratio in the spleen of IL-2+OVA treated mice compared to IL-2 alone treated mice. This ratio is
also higher and significantly different in IL-2+OVA treated mice in comparison with mice
treated with OVA alone (Figure 3B). However, modifications of the antigen-specific
Treg/Tconv ratio were not observed in the mesenteric lymph nodes (Figure 3B) nor the lamina
propia (data not shown). Altogether, our results show that the D-3 combotherapy seems to

favour at systemic level the endogenous OVA-specific Treg compartment in allergic mice.
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The D-3 combotherapy improves clinical signs of food allergy in a mice model

The early therapeutic efficacy of the Id-IL2+OVA D-3 combotherapy was next investigated.
Mice were treated as previously and 3 days after the combotherapy, they were orally
challenged 3-times at 2 day-interval with OVA before monitoring the allergic reactions (see
the Materials and methods section). We observed that in contrast to IL-2 treated mice, IL-
2+0VA mice were protected from extremely severe anaphylaxis and had lower global score
than controls in this 1 cycle of challenges after treatement (Figure 4A). This protection was
associated with an increase in number (Figure 4B) and frequency (Figure 4C) of antigen-
specific CD4+ T cells in the lamina propria, including antigen-specific Tregs. Interestingly, we
noted that the antigen-specific Tconv compartment was increased in IL-2+OVA treated mice
despite the fact that no aggravation of the disease was noted (Figure 4B, 4C), revealing an
effective control of their activity. In this line, we observed a decrease of IL-4-secreting cell
numbers measured by ELISPOT and IL-13 production measured by ELISA in the MLN of IL-
2+0OVA treated mice compared to other experimental groups (Figure 4D). However, no signs
of a shift from pathogenic Th2 polarization to protecting Thl and Th17 polarisation were seen
as no significant changes in IL-17 production (Figure 4D) or IFN-y-secreting cell numbers (data
not shown) of IL-2+OVA treated mice were observed in the MLN.

Taken together, these results show that the IL-2+OVA combotherapy can induce early
protective effect against severe allergic reaction that may be related to the Th2 cytokine-

unresponsiveness (IL-4 and IL-13) due to OVA-specific Treg increase.

Effect of the IL-2 and antigen association on the Treg biology

To better understand the impact of the combination of IL-2 and antigen on Treg biology, we
cultured FACS-sorted OVA-specific TCR transgenic Tregs in presence of the OVA peptide in
association or not with IL-2. First of all, we confirmed that the combination of IL-2 and antigen,
induced the highest number of antigen-specific Tregs in vitro compared to OVA or IL-2
independent stimulation (Figure 5A). We next wanted to characterize more specifically the
impact of IL-2 and antigen on Treg cell biology. We confirmed that IL-2 has a major effect on
the Treg survival, as shown by the significant increase of the Bcl-2 protein expression in Treg
culture with IL-2 (IL-2 and IL-2+OVA) (Figure 5B). This anti-apoptotic effect of IL-2 was
confirmed after analysing the survival of Tregs after treatment with pro-apoptotic molecules

(data not shown).
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We next looked at CD83 and TNFR2 expression as they have been associated to Treg stability:
both are increased in presence of OVA, highlighting the importance of the antigen to maintain
the stability of Treg phenotype. We also analysed several activation-related Treg markers
especially those associated to highly suppressive Treg populations (Figure 5 E-K). We found
that the level of expression or the frequency of expression of these markers were
systematically the highest among antigen-specific Tregs in the IL-2+OVA condition, indicating
the major effect of IL-2 and antigen on the Treg function. This was confirmed with the highest
expression of the CTLA-4 and CD39 suppression-associated molecules observed when antigen
is added in the cultures.

Overall, the expression profile of Treg markers reveals, with few exceptions, that both IL-2 and
antigen are needed to induce enhanced survival, stability, activation and function abilities of
Tregs. Furthermore, as co-expression of FOXP3 with other master regulatory transcription
factors such as T-bet and GATA-3 is associated with optimal control of immunopathogenic
responses, we sought to evaluate the impact of the combotherapy on the Treg polarization.
In absence of Th1/Th2 polarizing cytokines, we observed that IL-2 and OVA alone slightly
increase the frequency of T-bet-expressing Tregs, but is the IL-2+OVA condition that showed
the highest proportion of antigen-specific Treg expressing T-bet (Figure 6A, left). The optimal
induction of T-bet+ Tregs by the combotherapy was confirmed in presence Thl-polarizing
cytokines (Figure 6B, left). Notably, IL-2 and antigen separately are not prone to induce T-bet+
Tregs. IL-2 appears to be more favourable to the induction of Th2-like Tregs, as shown by the
increase of GATA-3+ Tregs in non-polarizing and Th2- polarizing conditions. Nevertheless, the
proportion of GATA-3+ Tregs was at least 3 times higher in Th2 polarizing conditions (Figure
6B, right).

Surprisingly, a small percentage of Treg expressed either GATA-3 in Th1 polarizing conditions
or T-bet in Th2 polarizing conditions.

Taken together, these results confirm that the combotherapy does not interfere with the Treg
capacity to co-express master regulatory transcription factors accordingly to the polarizing
conditions. Even more, IL-2 and antigen are both necessary for Treg to achieve maximal

expression of both FOXP3 (data not shown) and T-bet or GATA-3.
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Discussion

The antigen specificity of Tregs and its role in the control of immune reactions leading to the
peripheral tolerance has been an interesting yet elusive question for researchers.
Nevertheless, despite the technical limitations, previous studies have highlighted how the
antigen specificity of Tregs is important to preserve tissue integrity (Samy et al., 2005; Seddon
& Mason, 1999; Serr et al., 2016). Recently, it has been showed in the context of allergy that
specific Th2 responses against a particular allergen are only observed in the complete or
partial absence of allergen-specific Tregs (Bacher et al., 2016), highlighting the key role of
allergen-specific Treg in the control of allergic reactions. Besides, higher frequency of allergen-
specific Tregs was associated with a milder form of cow’s milk allergy in children (Shreffler et
al., 2009). Similarly, as the success of antigen-specificimmunotherapy (AIT) correlates with an
increase in Tregs, recent studies have shown that this increase particularly concerns allergen-
specific Tregs (Boonpiyathad et al., 2019; Syed et al., 2014b). Aside of these results pointing
to the beneficial role of antigen-specific Tregs in allergic disease, several studies have
established that antigen-specific Tregs are more effective than polyclonal Tregs to control
allergen-induced responses. Indeed, adoptive transfer experiments showed antigen-specific
Treg were able to control allergic responses while polyclonal Treg transfers didn’t have any
protective effect when transferred at equivalent numbers (Kearley et al., 2005; Saito et al.,
2008). Similar results were found in several auto-immune disease models (Blat et al., 2014;
Cabello-Kindelan et al., 2020; Stephens et al., 2009; Tang et al., 2004; Tarbell et al., 2004).

As a result, targeting or improving antigen-specific Tregs appears a promising strategy to treat
auto-immune and allergic diseases. However, the question of how to specifically target and
activate antigen-specific Tregs remains.

In order to enhance antigen-specific Treg recruitment, we proposed to combine antigen
administration with Id-IL2 immunotherapy. We showed in an adoptive transfer model that
antigen administration 3 days prior to the Id-IL2 immunotherapy efficiently increases antigen-
specific Tregs with limited stimulation of the antigen-specific Tconvs. More importantly, we
also demonstrated the early protective effect of this combotherapy in a food allergy model,
which was associated to an increase in antigen-specific Tregs and a decrease in Th-2 cytokine
production. Recently, other teams have used similar approaches to increase antigen-specific
Treg numbers. Izquierdo et al. showed administration of peptide/MHC tetramers (carrying a

mimotope) 3 days prior to IL-2:anti-IL-2 complex treatment increases the frequency of
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antigen-specific Tregs with poor expansion of specific Tconvs and protects mice from type 1
diabetes development (lzquierdo et al., 2018). Phan et al. combined Fc-fused IL-2 mutein and
anti-DEC-OVA fusion protein administration and showed the expansion of adoptively-
transferred OVA-specific OTIl Tregs without expansion of OTIlI Tconvs when antigen and IL-2
are injected 3 days apart (Pham et al., 2021).

In our model, we showed that the strategy in which antigen was added 3 days before Id-1L2
immunotherapy (D-3 strategy) was the optimal strategy to favour antigen-specific Tregs. This
may appear surprising to start with antigen administration since it could trigger allergic
reactions. However, the low dose and the non-inflammatory administration conditions are
prone to induce the expansion of antigen-specific Tregs that are later boosted by Id-IL2
immunotherapy. To further improve the recruitment of antigen-specific Treg and avoid Tconv
activation, optimizations can be made in the antigen formulation. We and others have
proposed to encapsulate the antigen in nanoparticles (Basomba et al., 2002; Gamazo et al.,
2014; Srivastava et al., 2015) or VLPs (Virus-like particles) (Patent #FR3072973A1) aiming the
“hiding” of the antigen and to prevent inflammatory responses. In addition,
immunomodulatory molecules can be associated as we made by displaying CTLA-4 onto the
VLPs to promote immune tolerance and Treg activation and expansion (unpublished results).
Other administration kinetics could result in the same effect. We hypothesized that
administrating the antigen after the Id-IL2 therapy would selectively boost the expansion of
the antigen-specific Tregs among the IL-2-activated Tregs. We also hypothesized that the
combined administration of Id-IL2 and antigen could also promote antigen-specific Treg
expansion. Nevertheless, in our experimental settings (D1 strategy), we showed that the co-
administration of antigen at the Id-IL2 initiation achieves a similar expansion of antigen-
specific Tregs and Tconvs. Preliminary results also showed that adding the antigen after the
Id-IL2 therapy highly stimulate the antigen-specific Tconv compartment (data not shown).
Interestingly, when we tested the therapeutic efficacy of the D-3 strategy we found out that,
contrary to what we had seen in the adoptive transfer model, antigen-specific Tconvs were
highly stimulated in allergic mice. This discordance might be due to the allergy-related
inflammation. However, despite of the Tconv expansion, mice were protected against severe
allergic manifestations and a lower production of Th2 cytokines was observed in these mice.
This indicates that local antigen-specific Treg expansion may be sufficient to control the

antigen-specific Tconvs. In this line, the local expansion of antigen-specific Tregs in the
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intestine could be sought and enhanced by oral administration of the antigen. Indeed, when
analysing the expansion of antigen-specific Tregs before oral challenge, the cells are mostly
found in the spleen rather than in the MLN or the lamina propria (data not shown), while
antigen-specific Tregs are mostly found in the lamina propria after oral challenges. This leads
us to think that an improvement of the D-3 strategy would be to propose oral administration
of the antigen using a gastrointestinal proteases resistant form of the antigen (Serradell et al.,
2019).

Importantly, the combotherapy appears to promote Treg survival and stability, which is of
paramount importance for therapeutic strategies as instable Tregs could lead to loss of
suppressive capacities and disease aggravation (Noval Rivas et al., 2015). The combination of
IL-2 and antigen seems to improve the suppressive activity of Treg as shown by the increase
of function-related molecules such as CTLA-4, CD39 and GITR. Indeed, the level of CTLA-4 on
Tregs is associated with a higher suppressive capacity (Levine et al., 2014) and a better control
of immune reactions in atopic and allergic situations (Ling et al., 2004). Besides, we also
showed that the combotherapy doesn’t interfere with plasticity of the Treg population since,
in polarizing conditions, Tregs conserved their ability to co-express T-bet or GATA-3 in addition
to FOXP3. This specific Th-like phenotype of Tregs may be important to their efficient control
of Thl and Th2 responses (Koch et al., 2009; Levine et al., 2017; Raffin et al., 2020; Zheng et
al., 2009).

Altogether, the combotherapy that we proposed is an interesting strategy to stimulate the
expansion of antigen-specific Tregs without having to resort to CAR Treg production, which is
a long and costly alternative. We showed that D-3 strategy has a protective effect against
severe allergic reactions and the combination of IL-2 and antigen promotes Treg survival,
stability, activation and suppressive capacities. Further optimisation of antigen formulation
and delivery can be proposed to favour site-specific targeting and recruitment of these cells

at the site of inflammation (airways, skin, gastro-intestinal tract).
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specific Treg expansion with little stimulation of the antigen-specific Tconv compartment.

Recipient BALB/c mice were injected with KJ1.26+ CTV" CD4+ enriched T cells and with 100 pg of OVA by
i.v. route before being i.p. treated for 5 days with Id-1L2. As control, mice received Id-IL2 alone, OVA alone or



PBS. (A) Gating strategy to identify OVA-specific Tconv and Treg cells (KJ1.26+ CTV+) and analyse their
proliferation. (B-C) Results obtained in D1 (B) and D-3 strategies (C). From the top to bottom are shown:
Experimental design, absolute number of OVA-specific Tregs; frequency of proliferative cells (CTV'®) among
OV A-specific, ratio of KJ1.26+ Treg/Tconv cells, Index of stimulation of KJ1.26+ Treg and KJ1.26+ Tconv cells.
The stimulation index is calculated by dividing the number of Treg or Tconv of a condition by the number of Treg
or Tconv in control (PBS) and median and range are shown. Bars represent group means + SEM, n = 4-5 per group,
except D-3 PBS=1 (*p< 0.05; **p< 0.01; Mann—-Whitney U test).
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Figure 2. Antigen dose impacts the OVA-specific cell compartments in the D-3 combotherapy.
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(A-B) In vitro study. 2 x 10° enriched DO11.10 CD4+ T cells were labelled with CTV, co-cultured with 5 x 10*
irradiated splenocytes and stimulated with I1L-2 (100 IU/mL) and different doses of OVA323-33% peptide (0.0001
UM - 1 pM) for 3 days. (A) Count of OVA-specific Tregs (left) and Tconv cells (right). (B) Frequency of
proliferative cells among OVA-specific Tregs (left) and Tconv cells (right). Each dot represents individual value,
and median is shown. (C-F) In vivo study. Recipient BALB/c mice were injected with OVA-specific KJ1.26+
CTV" CD4+ enriched T cells and with different doses of OVA (1, 10, 100 or 200 pg) by i.v. route 3 days before
being i.p. treated with Id-IL2 for 5 days. (C) Absolute number of OVA-specific Tregs and Tconv. (D) Frequency
of proliferative cells (CTVIo) among OVA-specific Treg. (E) KJ1.26+ Treg/Tconv ratio. (F) Stimulation index
(median and range are shown). Bars represent group means = SEM, n = 3 mice (PBS, 200 ug); n =4 (1 ug, 10 ug
and 100 pg) (* p<0.05, **p< 0.01; Mann—Whitney U test).
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Figure 3. The D-3 combotherapy favours the increase of OVA-specific Treg in allergic mice.

OVA-allergic BALB/c FOXP3-GFP mice were treated by the D-3 combotherapy with 100 pg of OVA (s.c.) 3
days before receiving Id-1L2 (i.p.) for 5 days. As control, mice received Id-1L2 alone, OVA alone or PBS. Cells
from spleen and mesenteric lymph nodes (MLN) were isolated and analysed 1 day after the last IL-2 injection. (A)
Frequency of Tregs among CD4+ T cells in spleen (left) and MLN (right). (B) Ratio of OVA-specific KJ1.26+
Tregs/ Tconv in the spleen (left) and MLN (right). Each dot represents individual value and medians are shown
(n=7-9) (* p<0.05, ** p<0.01; Mann—Whitney U test).
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Figure 4 The D-3 combotherapy protects mice from severe allergic reactions and expanded OVA-specific
Tregs control the effector response.

OVA-allergic BALB/c FOXP3-GFP mice were treated by the D-3 combotherapy with 100 pg of OVA (s.c.) 3
days before receiving Id-1L2 (i.p.) for 5 days. As control, mice received Id-IL2 alone, OVA alone or PBS. Mice
were then challenged 3 times with OVA administrated orally two days apart. (A) Body temperature (right),
symptoms (middle), and global clinical score including symptoms and temperature drop (left) measured 30-40 min
after the third p.o. challenge are shown. Severe reactions are defined as reactions with more than 2°C of body
temperature drop, reactions with clinical score > 2 and global score > 4. N = 4 mice per group. (B-C) Ten days
later, OVA-specific Treg and Tconv compartments were analysed. Frequencies (B) and absolute numbers (C) of
KJ1.26+ T cells (left), KJ1.26+ Tregs (middle) and KJ1.26+ Tconvs (right) in PBS-, IL-2- and combotherapy-
treated mice were measured. Bars represent group means + SEM, n = 3 mice. (D) OVA-specific T cell immune
responses were measured in the MLNs of treated mice (IL-2, IL-2+OVA) and control (PBS) by an IL-4 ELISPOT
assay (left) as well as IL-13 (middle) and IL-17A ELISA assays (right). Bars represent group means + SEM, n =
2-3 per group. ELISPOT results are expressed in SFUs per 108 total cells.
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Figure 5 IL-2+OVA combination increases the frequency and level of expression of survival, stability,
activation and function markers in Tregs.

DO11.10 or OTII Tregs were cultured with IL-2 (100 1U/mL) and 1 pM OV A3233% peptide for 3 days or as control
with IL-2 alone, OVA alone or medium. (A) Treg counts are expressed as fold change compared to medium and
calculated from 2 independent experiments. The results are representatives of 4 independent experiments. (B-M)
Frequency and level of expression (MFI) of different Treg-associated marker among KJ1.26+ Tregs. Each dot
represents individual value for independent culture condition, and group medians for one experiment are shown
(* p £0.05, ** p< 0.01, **** p< 0.0001; Mann—Whitney U test). The results are representative of 2 independent
experiments, either with OT 11 or DO11.10 cells except for Lag3 and GITR.
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Figure 6 IL-2+OVA combination does not disrupt but potentiates the polarization of Treg.

OT Il Tregs were cultured with I1L-2 (100 1U/mL) and 1 uM OVA3%33% peptide for 3 days or as control with I1L-2
alone, OVA alone or medium. (A) Frequencies of T-bet+ and GATA3+ Tregs among OVA-specific Tregs were
measured in absence of additional cytokines. (B) Tregs were cultured under Thl or Th2 polarizing conditions.
Frequencies of T-bet+ (left) and GATAS3+ Tregs (right) among OVA-specific Tregs were analysed. Each dot
represents individual value for each well (representative data from 2 independent experiments) and group medians
are shown (* p <0.05, ** p <0.01; Mann—Whitney U test).
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B. Modifications des modalités d’administration de la combothérapie (voie orale
et ajout de rapamycine) : Effet sur I'expansion des Treg spécifiques de I'antigéne et

potentiel thérapeutique

Les résultats obtenus dans la partie A sont trés prometteurs. Nous avons montré que la
combothérapie J-3 favorise I’expansion des Treg spécifiques de I’antigéne et induit une
protection clinique précoce contre les manifestations séveres de 1’allergie alimentaire dans un
modele murin. La protection contre I’'inflammation intestinale semble étre associée a un
recrutement renforcé des Treg spécifiques au niveau de la muqueuse digestive (lamina propria).
Ainsi, il pourrait étre opportun d’optimiser le recrutement local des Treg spécifiques de
I’antigéne pour augmenter la protection induite. Nous avons alors évalué¢ les effets du

changement de voie d’administration de I’antigéne sur ces parametres.

En gardant la stratégie J-3 (D-3 dans I’article), nous avons administré, dans le modéle
de transfert adoptif des Treg et Tconv anti-OV A, différentes doses d’OVA (0,2 ; 2 ; 20 ; 50 mg)
par voie orale trois jours avant le début du traitement IL-2fd (Figure 12A). Nous avons évalué
les effets de ces modifications de la combothérapie au niveau systémique (rate) ainsi qu’au
niveau local (MLN). Nous avons observé que lorsque 1’antigéne est administré par voie orale,
les principales modifications sont observées au niveau local. Ainsi, nous avons observé un effet
dose de I’augmentation du nombre absolu de Treg spécifiques de I'antigéne, identifiés par le
marquage KJ1.26 au niveau des MLN (Figure 12B). Cette expansion est corrélée a une
augmentation de la fréquence des cellules en prolifération (CTV'®) parmi les Treg spécifiques
(Figure 12C).

Le ratio Treg/Tconv et I’index de stimulation (Figure 12D-E) indiquent que la dose la
plus favorable aux Treg est la dose de 50 mg d’OVA, aussi bien au niveau des MLN qu’au
niveau de la rate des souris non allergiques. Cependant, cette dose correspond a 2,5 fois la dose
d’OVA administrée aux souris lors de tests d’épreuve orale dans le modele d’allergie
alimentaire. Utiliser cette dose d’antigéne au cours d’une combothérapie représente donc un
risque éleveé de choc anaphylactique. Pour la suite de 1’étude, nous avons donc retenu la dose
de 2 mg d’OVA, dose qui n’induit pas de réaction allergique chez les souris malades apres
administration orale, mais qui permet d’activer sensiblement le compartiment Treg spécifiques

au niveau local comme systémique, méme si de fagon non-optimale.
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Figure 12. Effet de la voie et la dose d’administration de la combothérapie (stratégie J-3) sur les
Treg et Tconv spécifiques.

Des souris receveuses BALB/c ont été injectées avec une fraction cellulaire enrichie en LT
CD4*KJ1.26*CTV" puis gavées avec différentes doses (0,2, 2, 20, 50 mg) d'OVA par voie orale avant
d'étre traitées pendant 5 jours avec IL-2fd par voie i.p. En contrdle, des souris ont recu du PBS. (A)
Schéma expérimental. (B) Nombre absolu de Treg et Tconv spécifiques. (C) Fréquence de cellules
divisées parmi les Treg KJ1.26*. (D) Ratio Treg:Tconv spécifiques. (E) Index de stimulation. Les traits
en pointillés indiquent la valeur de 1. Les résultats sont exprimés sous forme de médiane et de « range
». Les barres représentent les moyennes des groupes + SEM, n=4 pour toutes les conditions sauf pour
les conditions 50mg (rate) ou n=2 et PBS ou n=6. * p< 0,05 ; test non paramétrique de Mann-Whitney.

Nous nous sommes inspirés des protocoles d’induction de tolérance orale pour établir
notre nouvelle cinétique d’administration pour la dose 2 mg, de facon a favoriser I’expansion
et le recrutement local des Treg spécifiques de 1’antigene. L’OVA a ét¢ administrée par voie
orale (2 mg) tous les jours pendant la durée de I’immunothérapie 1L-2fd (Figure 13A). Par
ailleurs, la voie d’administration de I’IL-2 a également été modifiée pour tester si

I’administration orale de I’immunothérapie IL-2fd permettait de renforcer 1’expansion locale
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des Treg spécifiques de l’antigéne. Finalement, afin de limiter 1’expansion des Tconv

specifiques, la combothérapie IL-2+antigene a été associée a la rapamycine.
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Figure 13. Optimisation de la combothérapie par ajout d’adjuvant, répétition d’administration
de ’antigéne et changement de voie d’administration : Effets sur les Treg et Tconv spécifiques.

Des souris receveuses BALB/c ont été injectées avec une fraction cellulaire enrichie en LT CD4*
KJ1.26*CTV" puis traitées avec 2mg d'OVA par voie orale (toutes les souris sauf PBS) et de I’l1L-2fd
et de la rapamycine par voie i.p. pendant 5 jours. Dans certains cas, 1I’IL-2fd a été administrée par voie
orale pendant 5 jours. En contréle, des souris ont regu du PBS, de I’IL-2+OVA sans rapamycine. (A)
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Schéma expérimental. (B) Fréquence de Treg KJ1.26* parmi les Treg (C) Fréquence de cellules en
prolifération parmi les Treg KJ1.26*. (D) Augmentation de MFI de CD25 des Treg KJ1.26" par rapport
au controle PBS. (E) Ratio Treg/Tconv spécifiques. (F) Index de stimulation. Les traits en pointillés
indiquent la valeur de 1. (D) Expression de CD25 (MFI) normalisée par rapport au PBS. Les résultats
sont exprimés sous forme de médiane + étendue (max-min). Les barres représentent les moyennes des
groupes + SEM, n=3 pour toutes les conditions sauf pour la PBS ol n=6. * p< 0,05 ; test non
paramétrique de Mann-Whitney.

Les résultats obtenus montrent d’une part que la voie d’administration de I’IL-2
conditionne 1’étendue de son effet. En effet, lorsque 1’IL-2 est administrée par voie orale, elle
induit majoritairement des effets locaux, visualisables au niveau des ganglions mésentériques.
Au contraire, I’administration sous-cutanée de 1’IL-2 a un effet a la fois systémique, mais aussi
local qui est lui comparable, voire supérieur a celui observé pour I’IL-2 p.o. (Figure 13). D’autre
part, I’ajout de rapamycine favorise 1’augmentation de la fréquence des Treg spécifiques de
I’antigene (Figure 13B) par rapport a la combothérapie classique IL-2+antigene (Figure 13C)
tout en blogquant la stimulation des Tconv spécifiques. La rapamycine induit également une
forte augmentation de la prolifération des Treg spécifiques et des niveaux d’expression de
CD25 (Figure 13D), aussi bien au niveau local que systémique. L’analyse du ratio et de I’indice
de stimulation désigne la combothérapie (IL-2 s.c. + OVA p.o.) + rapamycine comme la
stratégie favorisant le plus les Treg spécifiques, au niveau systémique (Figure 13E-F). Par
ailleurs, le ratio des Treg/Tconv spécifiques (Figure 13E) observé dans la rate des souris traitées
avec la combothérapie 1L-2/OVA/RAPA est supérieur aux ratios calculés pour les stratégies J1
et J-3 (Article Figure 1 et Figure 2E). Malgré la stimulation du compartiment des Tconv
spécifiques chez ces souris, ce ratio en faveur des Treg pourrait étre un indicateur du potentiel
thérapeutique de la combothérapie IL-2/OVA/RAPA.

Par la suite, nous avons test¢ le potentiel thérapeutique de 1’association IL-
2IO0VA/RAPA dans I’allergie. Les souris rendues allergiques ont été traitées par la
combothérapie IL-2/OVA/RAPA avec I'IL-2fd (i.p.) et 2mg d’OVA (p.o.) tous les jours
pendant 5 jours, ainsi que de la rapamycine (administrée tous les 2 jours pendant 5 jours). A
I’issue du traitement, des tests d’épreuve orale ont été réalisés (3 jours apres) afin d’évaluer la
protection induite par la combothérapie IL-2/OVA/RAPA. Nous avons observé une aggravation
de la réaction allergique chez les souris ayant recu quotidiennement de I’OV A pendant 5 jours,
seule ou associée a I’IL-2. Cette aggravation n’est toutefois pas observée chez les souris traitées
avec I’antigéne associé a la rapamycine. L’association IL-2/OVA/RAPA induit, elle, une

protection contre les manifestations séveres de ’allergie chez 50% des souris traitées.
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En conclusion, ces résultats montrent la complexité que représente 1’identification des
conditions d’administration de la combothérapie. Ils soulignent également I’importance de la
voie d’administration pour favoriser le recrutement local des Treg spécifiques. De plus, les
résultats témoignent de la grande utilité des adjuvants tels que la rapamycine pour diminuer la

prolifération des Tconv spécifiques.
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Figure 14. La combinaison IL-2+OVA avec administration quotidienne de I’antigéne administrée
par voie orale peut conduire a I’aggravation de I’allergie alimentaire, mais ’ajout de rapamycine
permet de controler cette aggravation.

Des souris BALB/c FOXP3-GFP allergiques a I'OVA ont été traitées par la combothérapie IL-2+OVA
avec 2mg d’OVA (p.o.) et de I'IL-2fd (i.p.) tous les jours pendant 5 jours, ainsi que de la rapamycine
10mg/kg (i.p.) un jour sur deux pendant 5 jours (3 injections). Comme contr6le, les souris ont recu IL-
2fd seule, OVA seule, OVA et rapamycine, IL-2fd+OVA ou PBS. Les souris ont ensuite été exposées a
un premier cycle d'OVA administrée par voie orale (3 tests d’épreuve un jour sur deux). (A) La
température corporelle, (B) le score clinique et (C) le score clinique global comprenant le score clinique
et la chute de température mesurés 30-40 minutes a I’issue du cycle de tests d’épreuve sont présentés.
Les réactions sévéres sont définies comme des réactions avec une chute de plus de 2°C de la température
corporelle, des réactions avec un score clinique > 2 et un score global > 4. n = 9 souris par groupe (sauf
pour les groupes OVA et OVA/RAPA pour lesquels n=5). Les résultats englobent deux expériences
indépendantes. * p< 0,05; **p< 0,01; test non paramétrique de Mann-Whitney.
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DISCUSSION

Depuis la découverte de leur réle clé pour le maintien de I’homéostasie et la tolérance
périphérique, les Treg sont devenus la cible de différentes stratégies visant a exploiter leur
potentiel thérapeutique pour le traitement de maladies auto-immunes, inflammatoires et
allergiques. Plus récemment, un intérét croissant pour les Treg spécifiques de 1’antigéne a
motivé le développement de nouvelles approches visant & mobiliser leurs capacités
suppressives. Pendant ma thése, j’ai justement développé une de ces stratégies : j’ai démontré
qu’il est possible d’optimiser I’immunothérapie IL-2 faible dose en la combinant avec
I’antigéne afin d’augmenter I’expansion et le recrutement des Treg spécifiques de 1’antigéne.
J’ai aussi montré que cette combothérapie induit une protection immédiate contre les
manifestations séveres de 1’allergie alimentaire chez des souris allergiques. Nous discuterons
par la suite de I’intérét d’une telle approche pour le traitement des maladies allergiques et en
quoi elle représente une optimisation intéressante par rapport a 1I’immunothérapie IL-2fd
standard. Nous discuterons également des limites des résultats et de 1’approche expérimentale,
des mécanismes immunologiques impligués dans la protection clinique et des pistes a explorer

pour continuer 1’optimisation.

A. Association de I'lL-2 faible dose et de I'antigéne comme une stratégie

innovante pour favoriser les Treg spécifiques

Plusieurs études montrent que les Treg spécifiques d’un antigeéne sont plus efficaces que
les Treg polyclonaux quand il s’agit de controler des réponses immunitaires spécifiques de cet
antigéne (Tableau 3). Dans I’allergie, I’augmentation du nombre de Treg, plus particuliérement
de Treg spécifiques de I’allergene, est associee a la résolution spontanée et a I’efficacité
thérapeutique des immunothérapies spécifiques (Bohle et al., 2007; Jutel et al., 2003; Karlsson
et al., 2004; Lai et al., 2021; Meiler et al., 2008; Nowak-Wegrzyn et al., 2008; Syed et al.,
2014a). Afin de développer une stratégie thérapeutique permettant de favoriser leur
recrutement, nous avons supposé que l'administration de I'antigene au cours de
I’immunothérapie IL-2fd, connue pour induire 1I’expansion des Treg (Churlaud et al., 2018),
renforcerait l'expansion des Treg spécifiques. Différentes modalités d’administrations de

I’antigeéne peuvent étre envisagées, en variant les doses, la voie et la cinétique d’administration.
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1. Influence de la cinétique d’administration

Pour déterminer les cinétiques d’administration de la combothérapie I’IL-2+antigéne,
nous avons formulé et testé plusieurs hypotheses (Figure 15) : (i) une administration initiale de
I’antigéne dans des conditions non inflammatoires pour favoriser I’expansion des cellules
spécifiques (majoritairement des Treg) puis renforcer cette expansion avec 1I’IL-2fd ; (ii) une
administration de I’IL-2fd pour induire I’expansion des Treg puis ajout de I’antigéne pour
renforcer 1’expansion des cellules spécifiques (majoritairement des Treg); ou (iii) co-

administration de I’IL-2fd et de 1’antigene.
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Figure 15. Différentes cinétiques d’administration possibles.
L’administration de 1’antigéne avant (1), aprés (2) ou pendant (3) I’'immunothérapie IL-2fd pourrait
favoriser I’amplification des Treg spécifiques de I’antigene.

Parmi les deux cinétiques testées dans D’article (J-3 et J1), celle ou ’antigéne est
administré 3 jours avant (J-3) favorise le plus I’expansion des Treg avec peu ou pas de
stimulation du compartiment Tconv spécifique (Article, Figure 1C et 2). Ces résultats
démontrent I’influence de 1’enchainement des stimulations sur le devenir et la biologie des
différents compartiments cellulaires. Cette observation a été confirmée par d’autres études
récentes qui ont également cherché a combiner I’immunothérapie IL-2 a I’antigene.

La premiére combine 1’administration de complexes IL-2/anti-IL-2 et ’antigéne sous
forme de complexe CMH Il/peptide et montre que cette combinaison entraine une expansion
importante des Treg spécifiques associée a une protection contre le développement du diabete
de type 1 chez les souris traitées (Izquierdo et al., 2018). De facon intéressante, lorsque le

complexe CMH Il/peptide est administré environ 3 jours avant le début du traitement par le

108



complexe IL-2/anti-IL-2, I’amplification des Treg spécifiques est plus importante par rapport a
quand le complexe CMH Il/peptide est administré le jour précédant le début du traitement avec
le complexe IL-2/anti-1L-2. De méme, ils observent que I’activation des Tconv spécifiques est
moins importante lorsque le complexe CMH Il/peptide est administré 3 jours avant (Izquierdo
et al., 2018). Ces résultats sont trés proches des notres et confirment les différences que nous
avons pu observer entre la stratégie J1 et la stratégie J-3 (Article Figure 1).

Une seconde étude combine I’administration d’une IL-2 mutée, complexée a un
fragment Fc, et I’antigéne sous forme de protéine OVA fusionnée a un anticorps anti-DEC pour
favoriser le ciblage des DC tolérogénes (Pham et al., 2021). Dans cette étude, 1’antigéne est
administré 2-3 jours aprés I’IL-2 mutée, pendant la phase d’expansion des Treg induite par cette
derniére. Les auteurs montrent que 1’association de ces deux composants favorise 1’expansion
des Treg spécifiques sans forte stimulation du compartiment Tconv spécifique dans un modele
de transfert adoptif (Pham et al., 2021). Ils montrent ¢galement que 1’expansion maximale des
Treg spécifiques est obtenue lorsque 1’antigéne est administré 3 jours aprés 1’administration de
I’IL-2 mutée. Leurs résultats montrent que d’autres alternatives permettent également de
favoriser le compartiment Treg spécifiques, validant ainsi notre hypothése ii : I’administration
de ’IL-2 permet I’expansion des Treg et ’ajout de 1’antigéne, dans un 2° temps, permet de

renforcer 1’expansion des cellules spécifiques (majoritairement des Treg).

2. Effet de I'association et avantages thérapeutiques

Les reésultats de ces études nous confortent dans la pertinence d’associer I’'IL-2 et
I’antigéne pour favoriser I’expansion et le recrutement des Treg spécifiques. Dans notre modéle
de transfert adoptif, nous avons observeé une tres faible prolifération (<7%) des Treg spécifiques
de ’OVA chez les souris traitées avec de 1’lIL-2fd seule (Article, Figure 1). Nous avons
également observé cette faible prolifération quand les Treg spécifiques sont cultivés avec de
I’TL-2 seule in vitro. De méme, Phan et al. observent le méme phénomeéne dans leur modele de
transfert adoptif (Pham et al., 2021). Au contraire, 1’administration d’antigéne seul (100 pg
d’OVA eni.v.) permet d’obtenir une forte augmentation de la prolifération, environ 6 fois plus
¢levée qu’avec I’IL-2fd seule (Article, Figure 1). Il est important de souligner que le
pourcentage de cellules en prolifération est proportionnel a la dose d’antigene lorsqu’il est
administré par voie intraveineuse ou orale (Article, Figure 2D et Figure 12E). Par ailleurs, dans
la stratégie J-3, nous observons un effet synergique de la combinaison de I’[L-2fd et I’antigéne

sur I’augmentation du nombre absolu de Treg spécifiques.
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Ainsi, en combinant I’antigéne et I’immunothérapie IL-2 faible dose, nous sommes
capables d’induire des Treg spécifiques qui, selon les données de la littérature, sont plus
efficaces pour supprimer les réponses spécifiques de leur antigéne, en raison de leur capacité a
migrer et rester au niveau des sites inflammatoires (Blat et al., 2014; Cabello-Kindelan et al.,
2020; Fransson et al., 2012). L’impact de 1’antigéne sur les fonctions des cellules sera discuté
plus loin.

De plus, I’avantage thérapeutique de cette association a ét¢ démontré dans la prévention
du diabéte de type 1 (lzquierdo et al., 2018). Pour notre part, nous avons pu montrer que la
combothérapie J-3 permet non seulement 1’amplification des Treg spécifiques, mais aussi
I’induction de la protection précoce contre les manifestations séveres de 1’allergie alimentaire

chez la souris.

3. Limites des modeles utilisés

Bien que la combothérapie IL-2fd associée a I1’antigene représente une stratégie
intéressante pleine de potentiel pour le traitement des maladies allergiques, il est important de
connaitre les limites rencontrées (et a venir) pour le développement de cette approche
thérapeutique.

Une des difficultés majeures que nous avons rencontré dans 1’établissement des
modalités d’administration de la combothérapie est 1’identification méme des Treg et Tconv
spécifiques de I’antigéne. En effet, 1a fréquence naturelle des Treg spécifiques d’un antigéne
est tres faible ce qui représente une limite pour leur identification par cytométrie en flux. Pour
s’affranchir de cette limite, nous avons utilis¢ un modéle de transfert adoptif de LT CD4*
(incluant Treg et Tconv) issues de souris DO11.10 TCR transgéniques dont le TCR est
spécifique du peptide OVA3%333 Dans ce modeéle, les Treg et Tconv spécifiques de I’antigéne
(OVA) sont identifiés a 1’aide de I’anticorps clonotypique (KJ1.26%) reconnaissant le TCR
spécifique du peptide OVA33-33_ Ce modele nous a permis de suivre 1’impact des différentes
modalités d’administration de la combothérapie sur les compartiments Treg et Tconv
spécifiques de ’OVA.

Cependant, en raison des mécanismes de régulation homéostatique existant chez les
souris receveuses, nous n’avons pas pu retrouver les cellules transférées par cytométrie en flux.
En conséquence, il n’a pas été possible d’étudier I’impact de la combothérapie sur les Treg
spéecifiques a distance du traitement dans ces modéles de transfert. Des modeéles alternatifs,
comme |’utilisation de chimeres issues d’un mélange de moelle osseuse de souris BALB/c et

de souris DO11.10, ou bien une déplétion partielle avec un anticorps anti-CD3 pour libérer de
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la place dans les niches de lymphocytes T CD4", pourraient faciliter ’analyse des cellules
specifiques a distance du traitement.

Plus important, notre modele de transfert adoptif ne nous permet pas de tenir compte de
I’impact qu’un environnement inflammatoire peut avoir sur les effets de la combothérapie.
Nous observons en effet des différences dans I’expansion des Tconv spécifiques de 1’antigéne
entre le mod¢le de transfert adoptif et le mod¢le d’allergie alimentaire. Pour tester le potentiel
thérapeutique de la combothérapie, notre choix s’était porté sur la stratégie d’administration J-
3 car elle permettait une expansion du compartiment Treg spécifique sans stimulation
importante du compartiment Tconv specifique (Article, Figures 1 et 2). Dans le modele
d’allergiec alimentaire, nous observons pourtant une expansion importante des Tconv
spécifiques en plus des Treg chez les souris allergiques traitées par la combothérapie par rapport
aux contréles PBS ou IL-2fd seule (Article, Figure 4B). Cette différence de dynamique du
compartiment Tconv peut s’expliquer par le fait que les souris allergiques ont été stimulées
plusieurs fois avec ’OVA ce qui entraine la constitution d’un pool de cellules mémoires. Les
Tconv mémoires étant plus sensibles a de faibles doses d’antigene et moins dépendants des
signaux de costimulation que les Tconv naifs, I’administration de I’antigéne pourrait expliquer
I’expansion observée (Berard & Tough, 2002).

Le modele d’allergie alimentaire nous a permis d’évaluer le potentiel thérapeutique de
la combothérapie dans cette maladie. Par ailleurs, 1’utilisation de souris allergiques nous a
confronté a la limite qu’on tentait de contourner précédemment : la faible fréquence des cellules
spécifiques de 1’antigéne. L utilisation de 1’anticorps clonotypique KJ1.26 pour identifier les
cellules spécifiques, restreint également 1’étude a un seul clonotype et ne permet pas
d’appréhender la diversité des cellules qui peuvent étre mobilisees dans ces réactions. Dans un
futur proche, nous projetons d’analyser le répertoire des souris allergiques avant et apres
traitement afin d’évaluer si la combothérapie permet I’expansion majoritaire d’un certain

nombre de clones.

B. Meécanismes immunologiques associés a I'effet thérapeutique de la

combothérapie IL-2+antigene dans |'allergie alimentaire

Nous avons démontré que la combothérapie, administrée selon des modalités précises,
induit une protection rapide contre les manifestations sévéres de 1’allergie alimentaire chez des

souris allergiques. Cela contraste avec la protection différée mise en place lorsque I’IL-2fd est
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utilisée seule en thérapeutique (Bonnet et al., 2016). Les mécanismes immunitaires impliqués
dans cette protection restent toutefois a définir.

1. Impact de la combothérapie sur le rapport de forces entre Treg et Tconv
spécifiques

L’objectif associé au développement de la combothérapie était de trouver les conditions
favorisant 1’augmentation des Treg spécifiques de ’antigéne sans pour autant stimuler le
compartiment Tconv spécifiques. La stratégie J-3 remplissait ces conditions dans le modele de
transfert adoptif (Article, Figure 1). Nous avons évoqué précédemment que, chez des souris
allergiques, I’analyse du ratio Treg/Tconv spécifiques juste aprés traitement confirme un ratio
Treg/Tconv spécifiques plus élevé dans la rate des souris traitées avec la combothérapie par
rapport aux souris controles traitées avec I’OVA seule, I’IL-2 seule ou du PBS (Article, Figure
3). Ce ratio en faveur des Treg au niveau systémique chez les souris traitées par la
combothérapie pourrait entrainer un meilleur contrdle des cellules effectrices circulantes et
expliquer que les souris soient protégées contre le choc anaphylactique (réaction allergique
systémique), mais pas contre la diarrhée allergique (réaction locale). Ces résultats nous
poussent & nous interroger sur I’importance d’augmenter le ratio Treg/Tconv spécifiques
localement au site inflammatoire. Cela permettrait de renforcer le contréle des réactions
allergiques au niveau local et donc protéger contre certains symptémes allergiques tels que la
diarrhée. Il reste également possible d’assurer un controle systémique et de bloquer les réactions
séveres comme le choc anaphylactique. En effet, il a été montré que I’inflammation locale chez
les sujets allergiques augmente la perméabilité intestinale, ce qui favoriserait la dissémination
de I’antigéne dans la circulation sanguine (Samadi et al., 2018). Afin de favoriser I’expansion
des Treg spécifiques et leur recrutement au niveau local, 1’utilisation de la voie orale semble
une alternative intéressante. Nous avons testé différentes cinétiques d’administration de la
combothérapie en utilisant la voie orale pour administrer I’antigéne et en s’inspirant des
protocoles d’induction de tolérance. L’équipe de Pabst utilise de I'eau de boisson supplémentée
avec 1 mg/mL d'OVA pendant 7 jours ou administre 50 mg d’OVA p.o. par jour pendant 2
jours pour induire une tolérance orale a 'OV A chez des souris (Hadis et al., 2011). Yamashita
et al. utilisent un protocole qui consiste a administrer 1 mg/jour d’OVA p.o. pendant 5 jours
(Yamashita et al., 2012).
Cependant, aucune de nos stratégies testées par voie orale (OVA p.o. + I’'IL-2fd +/- rapamycine)
n’induit une protection comparable a celle obtenue par la stratégie J-3 (Figure 14). Des

aggravations ont été observées chez les souris traitées avec de I’OVA en absence de
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rapamycine. Pourtant, la dose d’OVA utilisée est de 2 mg, une dose intermédiaire entre celle
de Yamashita et al. et celle ingérée dans 1’eau de boisson par les souris (environ 4
mL/jour/souris) dans le protocole de Hadis et al.
Malgré tout, ces résultats restent en accord avec nos résultats précédant mettant en avant que
I’administration simultanée de I’OVA et de I’IL-2 n’est pas en faveur de I’expansion des Treg.
Il serait donc intéressant de déployer la stratégie J-3 par voie orale. Toutefois, tout
comme les immunothérapies classiques, la réadministration de I’allergéne reste une étape
critique, associée a un risque de réactions incontr6lées. Des optimisations sont donc nécessaires
pour utiliser la voie orale sans déclencher ou exacerber 1’allergie. En plus des formulations
innovantes de I’antigene (cf. Discussion C.2), il pourrait étre proposé une stratégie combinant
la stratégie J-3 « classique », qui a montré des résultats prometteurs, en y ajoutant une 2°
administration de I’antigéne par voie orale a la fin de la thérapie IL-2fd afin de favoriser le
recrutement local des Treg spécifiques de I’antigéne. L’administration orale de 1’antigéne
pourrait étre moins problématique compte tenu de 1’effet suppresseur induit par le premier

traitement.

2. Impact de la combothérapie sur la biologie des Tconv

Si le ratio entre Treg et Tconv spécifiques est une piste pour comprendre les mécanismes
derriére la protection observée chez les souris traitées par la combothérapie IL-2+OVA, le
phénotype et les capacités fonctionnelles de ces cellules sont d’autant plus intéressants. Nous
avons observé que, au niveau des ganglions drainants I’intestin (MLN), aucune modification
du nombre et de la fréquence des Treg et de Tconv spécifiques est observéee a la suite de la
combothérapie et donc, il n’y a aucune modification du ratio Treg/Tconv (Article, Figure 4).
Cependant, la combothérapie semble impacter la production de cytokines Th2 par les cellules
des MLN de souris allergiques. En effet, une diminution des réponses IL-4 et IL-13 est observee
chez les souris traitées avec la combothérapie par rapport aux souris contréles IL-2 seule et PBS
(Article, Figure 4D). Cette diminution a également été observée suite aux protocoles d’ITS (C.
A. Akdis & Akdis, 2011; Fujita et al., 2012) et, du fait de l'association entre I’IL-4 et
I’exacerbation de 1’anaphylaxie (Mathias et al., 2011; Strait et al., 2003), le contréle de la
production de cette cytokine semble jouer un r6le clé dans la protection induite par la
combothérapie. Néanmoins, au vu du faible nombre d’échantillons analysés, ces résultats
restent a confirmer.

Plusieurs hypothéses sont possibles pour expliquer la diminution de la production des

cytokines Th2, I’IL-4 et I’IL-13. Mon équipe avait montré que le traitement par 1’'IL-2fd
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induisait un rééquilibrage de la balance Th1/Th2 en diminuant la production locale de cytokines
Th2 (IL-4 et IL-5) et en augmentant la production de cytokines Thl (IFN-y) (Bonnet et al.,
2016). Cependant, la combothérapie IL-2fd et antigéne ne semble pas induire ce rééquilibrage,
car aucune différence dans la production IFN-y n’a été observée entre les souris traitées avec la
combothérapie et les souris contrbles (résultats non montrés). Afin de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans cette diminution de cytokines et dans la protection contre les
manifestations séveéres de 1’allergie, nous projetons de réaliser des analyses complémentaires
pour mieux caractériser le phénotype de ces Tconv. En effet, ’acquisition d’un phénotype
régulateur Trl ou Th3 par ces Tconv spécifiques pourrait expliquer I’absence d’effets délétéres
malgré la prolifération de lymphocytes T CD4*FOXP3". Les Trl produisent principalement de
I’IL-10, est sont impliqués dans le maintien de la tolérance périphérique et I’induction de la
tolérance orale (Battaglia et al., 2004; Zeng et al., 2015). Néanmoins, les résultats préliminaires
ne montrent pas d’augmentation de la production d’IL-10 dans les ganglions mésentériques.
Cependant, ces résultats restent a confirmer et il serait intéressant d’analyser la présence des
Trl parmi les Tconv spécifiques dans 1’intestin.

Les cellules régulatrices Th3 FOXP3'LAP* sécrétent des cytokines suppressives telles
que TGF-B et d’IL-10 (Scurr et al., 2014) et sont impliquées dans la mise en place de la
tolérance orale aussi bien chez I’humain que chez la souris. Une étude a montré dans un modele
murin d’allergie alimentaire a ’OV A que le traitement par immunothérapie épicutanée (EPIT)
induit une protection contre le choc anaphylactique et que cette protection est associée a
I’induction de cellules T suppressives FOXP3'LAP™ au niveau de I’intestin (Tordesillas et al.,
2017). Les auteurs montrent que la protection clinique observée est liée au contréle de
I’activation des mastocytes par ces cellules, et celui-ci se fait via un mecanisme TGF-
B dépendant (Tordesillas et al., 2017). Pour savoir si ces Th3 LAP* spécifiques de 1’antigéne
jouent également un réle dans la protection induite par la combothérapie, il serait intéressant
d’analyser la présence de cellules LAP* parmi les Tconv spécifiques au niveau de I’intestin et
des MLN.

Une autre explication a la diminution de la production de cytokines Th2 peut étre
I’acquisition d’un phénotype anergique par les Tconv lié aux mecanismes de suppression
employés par les Treg spécifiques pour contréler la réponse immunitaire.

Une étude transcriptomique des Teff spécifiques de ces souris pourrait permettre
d’apporter certains éléments de réponses pour mieux comprendre la protection observée malgré

I’expansion de ce compartiment.
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3. Impact de la combothérapie sur la biologie des Treg

Tout comme pour les Tconv, I’analyse fonctionnelle, phénotypique et transcriptomique
des Treg est essentielle pour une meilleure caractérisation des effets de la combothérapie sur
cette population. Les analyses in vitro nous ont permis de commencer a caractériser les effets
de la combothérapie sur la biologie des Treg. Ainsi, nous avons mis en évidence que les Treg
cultivés avec de I’IL-2 et I’antigéne (Article, Figure 5) expriment Bcl-2, une molécule anti-
apoptotique, a une fréquence plus élevée et expriment également des niveaux plus élevés de
marqueurs associés a la stabilité du phénotype Treg comme CD83 et TNFR2 (Chen et al., 2013;
Doebbeler et al., 2018; Santinon et al., 2020) comparativement aux contréles et notamment
I’IL-2 seule. Ces résultats sont trés prometteurs par rapport a I’effet protecteur a long terme que
pourrait avoir la combothérapie IL-2+antigene. En effet, si la combothérapie induisait
I’amplification de Treg spécifiques peu stables cela pourrait conduire, malgré un effet
protecteur précoce, a l’aggravation de [D’allergie si ces Treg devenaient des exTreg
potentiellement pathogenes. Cela ne semble pas étre le cas. Malgré ces résultats prometteurs, il
sera necessaire de les confirmer in vivo, dans le mode¢le allergie, afin de mieux analyser I’impact
de I’'inflammation présente sur la stabilité des Treg. Dans ce contexte, I’analyse de I’expression
de Bcl-6 et du profile de méthylation de FOXP3 pourrait étre des indicateurs intéressants de la
stabilité des Treg. Il a été rapporté dans la littérature que la perte de Bcl-6 dans les Treg, entraine
une augmentation de la perte d’expression de FOXP3 par les Treg lorsqu’ils se trouvent en
conditions d’inflammation de type Th2 chez des souris (Sawant et al., 2015).

L’analyse in vitro a aussi révélé que la combinaison IL-2+antigéne induit une
expression plus forte et & une fréquence plus élevée des marqueurs associés a I’activation et la
fonction des Treg (Article, Figure 5). Ces résultats révelent que dans la majorité des cas, la
présence des deux stimuli, IL-2 et antigéne, est nécessaire pour obtenir des Treg ayant un
phénotype associé a une forte capacité suppressive. L’augmentation de la fréquence de Treg
ICOS™ et des Treg OX40* dans la condition IL-2+antigene est particuliérement intéressant dans
le cadre de I’allergie. Des études ont montré que les Treg ICOS™ représentaient une population
fortement suppressive capable de produire de 1’IL-10 (Vocanson et al., 2010) et qu’ils sont
aussi capables de bloquer la production cytokinique des ILC2, qui jouent un réle délétére dans
la pathologie allergique (Rigas et al., 2017). Bien que cette derniére étude signale que seuls les
Treg induits in vitro montrent cette capacité, ils sont également les seuls a avoir été activés avec
de I’IL-2 et des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 avant la mise en culture avec les ILC2 (Rigas
et al., 2017). Ceci expliquerait pourquoi les Treg naturels de leur étude, n’ayant pas regu de
signaux TCR et de costimulation, sont incapables de controler les ILC2. Ces résultats soulignent
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la encore I’importance de 1’antigéne pour renforcer la capacité suppressive des Treg. Quant a
eux, les Treg OX40" sont capables de bloquer la dégranulation des mastocytes et controler les
réponses allergiques. Cette suppression est dépendante de 1’interaction OX40/0OX40L entre les
Treg et les mastocytes (Gri et al., 2008).

L’importance de 1’ajout de I’antigéne est également souligné par le niveau d’expression
de CTLA-4 qui est également augmenté suite a la stimulation antigénique, en présence ou en
absence d’IL-2. Le réle central de CTLA-4 sur la fonction suppressive des Treg est bien connu
(Fallarino et al., 2002; Grohmann et al., 2002). Par ailleurs, dans le cadre de 1’allergie, il a
également été montré que cette molécule est impliquée dans le contrdle des réponses Th2 au
niveau intestinal par les Treg RORyt™ (Ohnmacht et al., 2015). De plus, il a été montré que
CTLA-4 joue un role clé dans la régulation de I’intensité des réponses immunitaires dans
I’allergie alimentaire (van Wijk et al., 2005).

GARP (Glycoprotein A repetitions predominant) est un autre marqueur associé a
I’activation et a la fonction suppressive des Treg qui est fortement induit par la combinaison
IL-2+antigene. Ce marqueur est particulierement intéressant car il permet d’identifier une sous-
population de Treg qui sécréte abondamment de 1’IL-10 et TGF-p (Zhong et al., 2016). Dans
un contexte d’inflammation intestinale induite par un allergéne chez des souris humanisées, la
déplétion des Treg GARP™ conduit a la perte de la protection conférée par les Treg (Eschborn
etal., 2015).

Ainsi, I’analyse de I’expression de ces divers marqueurs montre que la combinaison de
I’IL-2 et ’antigeéne est associée a une meilleure survie, stabilité et fonction des Treg. En effet,
les Treg cultivés avec de I’IL-2 et I’antigene sont plus activés et I’expression des marqueurs
directement liés a leur fonction suggere qu’ils ont une capacité suppressive plus importante que
les Treg cultivés avec I’IL-2 seule. Comme mentionné précédemment, ces résultats sont tres
encourageants, mais demandent a étre vérifiés dans un contexte de maladie allergique.

Pour le moment, une étude transcriptomique est en cours et pourra apporter des
informations complémentaires concernant I’impact de la combinaison IL-2+antigene sur les
Treg spécifiques. Pour cette étude, des Treg spécifiques de ’OV A, issus d’une souris DO11.10
(rate et ganglions périphériques) ont été triés et mis en culture pendant 3 jours avec de 1’IL-2
(100 UI/mL), de ’OVA (1 uM) et des cellules « feeders » irradiées. Les Treg ont ensuite été
triés de nouveau avant extraction de leur ARNm. Comme controle, des Treg spéecifiques issus
de la méme souris ont été cultivés avec de ’OVA seule, de I’IL-2 seule ou du milieu seul.

L’expérience a été répétée pour 4 souris différentes. Elle nous permettra d’analyser comment
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I’expression des genes de ces Treg est modifiée par les différents signaux, et si 1’association
des deux stimuli induit un phénotype particulier.

Des études subséquentes devront également étre réalisées afin de statuer sur la durée de
la protection induite par la combothérapie, 1’évolution des compartiments T CD4" antigéne-
specifiques dans le temps, la génération de Treg mémoire et la stabilité du phénotype des Treg
spécifiques de 1’antigéne. Les résultats obtenus nous permettront de déterminer si des
combothérapies « de rappel » sont nécessaires, comme le montrent Phan et al. avec leur
stratégie IL-2 mutée et OVA fusionnée avec anti-DEC (Pham et al., 2021). Si nécessaire, un
schéma thérapeutique incluant une combothérapie initiale suivie d’une ou plusieurs
combothérapies de maintien pourrait étre propose. Pour identifier la distance temporelle entre
la combothérapie initiale et celles de maintien, I’identification de biomarqueurs corrélés a la
protection serait trés intéressante. Pour commencer, on pourrait imaginer des tests d’épreuve
suivis par I’identification de la fréquence des Treg et Tconv spécifiques circulants, grace a la

technologie ARTE (cf. p59) et évaluer leur fonctionnalité in vitro.

C. Association de I'lL-2 faible dose et de I'antigene comme stratégie
thérapeutique

1. Risques liés a la réintroduction de I'antigéne

Si ’immunothérapie IL-2fd et les ITS, ont fait leurs preuves individuellement (en
préclinique et/ou clinique) pour le traitement de 1’allergie, 1’association des deux est loin d’étre
anodine. En effet, la réintroduction de 1’antigéne comporte le risque de déclencher une réaction
allergique si la dose dépasse le seuil de tolérance, seuil qui varie en fonction des allergénes
(Ballmer-Weber et al., 2015). Ce risque d’aggravation a d’ailleurs été confirmé pour certaines
de nos conditions d’administration testées notamment pour la combothérapie administrée par
voie orale (Figure 14). En effet, malgré 1’absence de symptomes au cours du traitement, pendant
lequel les souris ont recu 2 mg d’OVA p.o. tous les jours pendant 5 jours, lors du test d’épreuve
orale, les souris traitées avec 1’IL-2 faible dose et 'OV A voient la sévérité de leurs symptomes
s’aggraver par rapport aux contrdles non traités. Cette aggravation est liée a 1’antigéne
administré pendant le traitement puisque des résultats similaires sont obtenus chez les contréles
traités avec de I’OVA seule. L’exacerbation de la maladie pourrait s’expliquer par la proximité
temporelle entre les derniers gavages avec 1’antigéne avant le traitement et le début de celui-Ci.
En effet, I’inflammation et la perturbation de la perméabilité au niveau intestinal causeées par ce
dernier gavage pourraient contribuer a ’amplification des réponses effectrices Th2 en

favorisant I’activation et la polarisation de nouveaux T effecteurs. Augmenter le délai entre le
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dernier test d’épreuve orale et le début de la combothérapie serait un moyen simple de veérifier
cette hypothese.

En ce sens, il a été rapporté dans la littérature que les IgE pouvaient étre a 1’origine
d’une amplification des réponses T et B spécifiques de 1’antigéne par un phénomene appelé
« propagation d’épitopes » (« epitope spreading » en anglais) (Gould & Sutton, 2008). En se
liant & leur antigene, les IgE fixées au récepteur de faible affinité CD23 exprimé a la surface
des DC et les lymphocytes B favorisent la présentation de I’antigéne et induisent une
augmentation de la réponse T et de la production d’anticorps de spécificité multiple contre les
différents épitopes de cet antigéne (Carlsson et al., 2007). Des modifications dans la
formulation de 1’antigéne (abordées plus loin) sont des alternatives qui permettraient d’éviter
la reconnaissance de l’antigéne/allergéne par les IgE, P’activation des Th2, et le risque

d’exacerbation.

2. Optimisations possibles

Comme mentionné précédemment, 1’'une des limites de notre combothérapie est la
réintroduction de I’allergéne chez des individus allergiques, ce qui implique un risque de
déclenchement ou d’aggravation des réactions allergiques. Parmi les optimisations possibles de
notre combothérapie, les modifications de la formulation de 1’antigeéne et I’ajout d’adjuvants
tolérogenes permettraient de limiter ce risque.

a) Formulation de I'antigéne

Lorsque I’antigéne est administré « & nu » dans un contexte de maladie allergique, il
risque de se lier aux IgE spécifiques produites lors de la phase de sensibilisation, induisant
I’activation des effecteurs cellulaires pathogenes. L’encapsulation de 1’antigéne ou de la
protéine entiere est un moyen efficace de diminuer sa visibilité par les IgE tout en permettant
sa capture par des cellules présentatrices et sa présentation aux cellules régulatrices. Plusieurs
stratégies d’encapsulation ont montré des résultats prometteurs dans des modeles précliniques
de maladies allergiques (Basomba et al., 2002; Brotons-Canto et al., 2019; Srivastava et al.,
2015). En effet, ’utilisation de nanoparticules composées de polymeres de poly-acide lactique-
co-glycolique (PLGA) recouvert de motif CpG ou de nanoparticules mannosylées ont montré
un potentiel thérapeutique prometteur dans le cadre d’optimisation d’OIT dans des modeles
d’allergie alimentaire a la cacahuéte (Brotons-Canto et al., 2019; Srivastava et al., 2015). Il est
important de souligner que I’administration de ces nanoparticules pendant le traitement n’a pas

occasionne de choc anaphylactique. Néanmoins, la protection induite par ces nanoparticules
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repose principalement sur une déviation immunitaire Thl grace a I’utilisation de motifs CpG
plutot que I’induction de Treg.

Une ancienne étude clinique a également montré 1’innocuité et le potentiel thérapeutique
des liposomes dans le traitement de I’asthme allergique. Dans cette étude, de 1’extrait de
Dermatophagoides pteronyssinus (une espéce d’acarien domestique) est encapsulé dans des
liposomes et administré pendant 1 an a des patients asthmatiques (Basomba et al., 2002). Les
auteurs montrent que ce traitement a permis la réeduction de la sévérité de la maladie associée a
une augmentation d’IgG spécifiques.

Parmi ces stratégies, mon équipe a développé des pseudo-particules virales ou VLP
(Virus-like particle) comme agent vaccinal tolérogéne. Pour cela, les VVLP ont été recouvertes
d’une molécule immunorégulatrice, le CTLA-4 et font 1’objet de deux brevets : un pour leur
utilisation dans I’allergie (W02019081872) et un autre pour son utilisation dans les maladies
auto-immunes (W02019081873). L’encapsulation de la protéine OVA dans des VLP
présentant des molécules de CTLA-4 a leur surface (tVLP) a montré son potentiel thérapeutique
dans un modele d’allergie alimentaire a ’OVA. En effet, le traitement de souris sensibilisées a
I’OVA avec ces tVLP permet le controle de I’allergie alimentaire de manicre spécifique et a
long terme (Vinot et al. données non publiées). De plus, des tVLP, recouverts de protéines de
surfaces spécifiques du variant (VVSP) issues du parasite intestinal Giardia lamblia sont en cours
de développement. Il a été montré que ces VSP remplissent une double fonction : protéger les
VLP administrées par voie orale de la dégradation et stimuler I’activation des CPA via le TLR4
(Serradell et al., 2019). Ces propriétés sont d’autant plus intéressantes qu’il a récemment été
montré que le TLR4 est essentiel a I’induction de la tolérance orale dans un modele murin de
dermatite allergique de contact (Hacini-Rachinel et al., 2018). Les auteurs montrent que le
TLR4 est essentiel pour la migration des DC tolérogénes CD103*CD11b"RALDH" intestinales
vers les ganglions mésentériques ou elles induisent la conversion de Tconv en pTreg (Hacini-
Rachinel et al., 2018). L’administration orale de tVLP-VSP contenant de I’OVA apparait
comme une stratégie intéressante pour renforcer la tolérance orale envers un allergéne, tout en

diminuant les risques de choc anaphylactique en raison de 1’encapsulation de ’allergene.
Toutes ces approches d’encapsulation et notamment les tVLP, déja utilisées dans notre

laboratoire, constituent des pistes intéressantes pour améliorer la combothérapie en réduisant

les risques liés a la réintroduction de 1’allergene et en maximisant I’effet protecteur.
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b) Association de la combothérapie avec des adjuvants et autres stratégies

thérapeutiques

(1) Adjuvants
Une autre optimisation possible pour améliorer la protection de la combothérapie est
I’ajout d’adjuvants. Certains ont été retenus pour recouvrir les vecteurs utilisés pour encapsuler
I’antigéne (mentionnés ci-dessus) et ainsi favoriser I’induction de Treg ou la déviation

immunitaire Th1/Th2 ; d’autres permettent de restreindre 1’activation des effecteurs T.

La rapamycine est une molécule ayant des propriétés suppressives. Il a été montré, aussi
bien in vitro que in vivo, que la rapamycine présente un effet antiprolifératif sur les Tconv tout
en favorisant 1’expansion des Treg et en préservant leur fonction suppressive (Battaglia et al.,
2006). De plus, cette molécule augmente 1’expression de FOXP3 chez les Treg (Thomson et
al., 2009). La rapamycine a notamment été utilisée dans des protocoles d’expansion de Treg
dans les thérapies cellulaires de transfert adoptif. Dans ces protocoles d’expansion, 1’association
de I’IL-2, de la rapamycine et du TGF-B permet de renforcer la stabilité des Treg en augmentant
le niveau de déméthylation du TSDR de FOXP3 (Mathew et al., 2018).

Nous avons décidé d’exploiter les propriétés pro-Treg et anti-Tconv de la rapamycine
afin de diminuer I’activation des Tconv spécifiques de I’antigéne lors de ’administration de
I’antigéne. Dans le modéle de transfert adoptif, la combothérapie, en association avec la
rapamycine (Figure 13), induit une tres forte stimulation du compartiment Treg spécifique
associée a une stimulation réduite des Tconv spécifiques de I’antigéne. Ces données
encourageantes nous ont conduit a tester le potentiel thérapeutique de cette combothérapie +
rapamycine lors de la réintroduction de I’antigéne par voie orale (Figure 14). Les résultats des
tests d’épreuve post-traitement montrent que la rapamycine permet de bloquer de facon
significative I’aggravation de la maladie causée par 1’ajout de I’antigene. De plus, I’association
IL-2/rapamycine dans la condition IL-2/OVA/RAPA semble avoir un effet protecteur
légeérement supérieur a celui de I’IL-2 seule. Néanmoins, un contréle IL-2/RAPA est nécessaire
pour confirmer ces observations.

Ainsi la rapamycine constitue un adjuvant intéressant pour diminuer le risque
d’activation des Tconv spécifiques lors de la réintroduction de 1’antigéne pendant le traitement

par la combothérapie.

Un autre adjuvant intéressant, également utilisé dans les protocoles d’expansion de Treg

lors des transferts adoptifs, est 1’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique des kinases CDK8
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et CDK19. En effet, I’utilisation d’un inhibiteur de CDK8/19 permet d’induire in vitro comme
in vivo I’expression de FOXP3 dans les cellules Tconv et ce aussi bien dans les cellules T naives
que dans les cellules T effectrices/mémoires. De plus, I’inhibition de CDK8/19 dans des cellules
FOXP3* est associée a une expression d’autres marqueurs fonctionnels comme CTLA-4, PD-1
et GITR (Guo et al., 2019). L’inhibition de CDK8/19 bloque également la différenciation des
cellules Tconv en lymphocytes T helper effecteurs (Akamatsu et al., 2019). Dans un modele
murin d’EAE, le traitement avec un inhibiteur de CDK8/19, le CCT251921, augmente
significativement la fréquence de Treg aussi bien dans les ganglions drainants que dans la rate
et la moelle épiniére. Cette augmentation est associée a une amelioration des signes cliniques
de ’EAE (Guo et al., 2019). Associé a la combothérapie, un inhibiteur de CDK8/19 pourrait
non seulement bloquer I’activation de nouveaux effecteurs Th2, mais aussi convertir les T

effecteurs spécifiques déja activés en Treg spécifiques de 1’antigéne (pTreg).

La vitamine D3 a également des propriétés tolérogénes intéressantes : in vitro, la culture
de DC avec sa forme active, la la,25-Dihydroxyvitamine D3 empéche I’augmentation de
I’expression des molécules de costimulation (CD40, CD80 et CD86) et du complexe CMH
I1/peptide a la surface des DC (Penna & Adorini, 2000). Cet effet est associé a une réduction
de la capacité des DC a activer des lymphocytes T alloréactifs. Utilisée en tant qu’adjuvant
pendant une ITS, I’administration orale de 1’ 1a,25-Dihydroxyvitamine D3 permet la diminution
de la dose d’antigéne nécessaire, 1’augmentation de la production de cytokines comme 1’IL-10
et ’'IFN-y et la diminution de la production de cytokines Th2, telles que I’'IL-4 et 1’IL-13
(Petrarcaetal., 2016). Une étude récente montre que 1’encapsulation de I’OV A avec la vitamine
D3 dans des nanoparticules permet de mieux cibler les cellules dendritiques. Les auteurs
montrent également que 1’administration par voie orale des nanoparticules OVA+vitamine D3

permet d’induire une tolérance immunitaire spécifique a I'OVA (Jung et al., 2019).

(2)  Autres stratégies
Une autre stratégie thérapeutique qui a éte testée en association avec les
immunotheérapies specifiques et qui pourrait faire I’objet d’une combinaison intéressante avec
notre combothérapie est I’anticorps anti-IgE (Omalizumab). Une étude clinique a montré que
le traitement d’asthme allergique en combinant I’ITS avec I’administration d’anti-IgE permet
de réduire la sévérité des symptdmes par rapport a I’'ITS seule (Kopp et al., 2009). En effet,
I'omalizumab réduit les taux d'IgE circulants, I'expression de FceRI et la dégranulation des

effecteurs cellulaires tels que les mastocytes et les basophiles (Kopp et al., 2009).
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Une autre alternative intéressante pour contourner le risque de déclenchement ou
d’aggravation de I’allergie par la combothérapie est I’expansion de Treg spécifiques d’un
antigene différent, mais susceptible de co-localiser avec I’allergéne. Cette stratégie est basée
sur la capacité des Treg a supprimer de facon bystander des effecteurs avoisinants. L’efficacité
de cette « immunothérapie bystander » (par opposition a « spécifique ») a été montré dans un
modele asthme allergique chez la souris (Navarro et al., 2015). Pour cela, les auteurs ont
sensibilisé des souris avec 1’antigene LACK (Leishmania homolog of receptors for activated ¢
kinase) puis les ont rendues tolérantes a I’OV A a la suite des administrations répétees par voie
intranasale. Par la suite, des tests d’épreuve avec des aérosols LACK et LACK+OVA ont
montré que les souris tolérantes a I’OVA présentaient une réduction forte de 1’inflammation
des voies respiratoires lorsque LACK et OVA étaient co-administrés. Les auteurs montrent que
cette protection est abolie par 1’utilisation d’anticorps bloquant anti-CTLA-4 et anti-ICOS, des
marqueurs associés a la fonction suppressive des Treg.

A premiére vue, il peut paraitre contradictoire de proposer une combothérapie pour
amplifier et recruter des Treg d’une spécificité autre que celle associée a I’immunopathologie,
surtout apres avoir vanté les avantages des Treg spécifiques. Néanmoins, cette approche
bystander permet d’exploiter certaines des caractéristiques qui expliquent I’efficacité des Treg
spécifiques pour supprimer les réponses immunitaires dirigées contre leur antigéne. En effet,
cette approche « bystander » permettrait d’activer et de recruter des Treg au niveau des sites
inflammatoires ou se trouve leur antigene (non impliqué dans la maladie). Les Treg pourront
ainsi contrdler, de fagon non spécifique, les effecteurs locaux par plusieurs mécanismes comme
la sécrétion de cytokines suppressives, la modulation des cellules dendritiques ou par
I’induction de perturbations métaboliques. Par ailleurs, ce contrdle bystander des réponses
allergéne-spécifiques pathogénes pourrait, par la suite, favoriser ’induction de la tolérance
envers un autre antigéne dont I’allergéne associé¢ a 1’immunopathologie. Cette tolérance
pourrait étre renforcée par une deuxieme combothérapie combinant allergéne d’intérét et
antigéne « bystander » afin d’induire les Treg spécifiques de I’allergéne tout en réduisant les
risques qu’implique 1’administration de 1’allergéne. L’induction de Treg spécifiques de
I’allergene permettrait de dépasser la contrainte de coadministrer 1’antigene « bystander » avec
I’allergeéne pour observer une protection. Ainsi, une premiére combothérapie IL-2+antigéne
alimentaire (pas impliqué dans 1’allergie) ou antigéne intestinal, suivie d’une deuxiéme
immunothérapie IL-2+antigéne alimentaire ou intestinal + allergene pourrait permettre

I’induction d’une premiere « vague » de Treg non spécifiques de 1’allergéne capables de
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controler D’activation potentielle des effecteurs pathogeénes lors de I’administration de

’allergene au cours de la deuxieme combothérapie.

Parmi toutes ces stratégies, il serait intéressant de tester I’efficacité d’une association
tVLP-VSP contenant de ’OVA + IL-2fd. Cette approche permet de diminuer les risques
associés a 1’administration de I’antigéne en diminuant sa visibilité par les effecteurs de
I’allergie, tout en modulant 1’activation des cellules dendritiques grace aux molécules CTLA-4
présentes a la surface et qui permettent la mise en place d’un profil tolérogeéne propice a

I’induction de Treg spécifiques qui seront alors stimulés par I’IL-2 (3 jours plus tard).

c) Voie d’administration

La voie d’administration est une variable importante qui peut modifier 1’issue de la
combothérapie. Chacune des voies d’administration comporte des avantages et des
inconvénients. Lors de 1’identification de modalités d’administration, nous avons testé des voies
systémiques dites aussi parentérales telles que la voie intraveineuse et la voie sous-cutanée.
Lorsque I’antigéne est administré par 1’'une de ces voies, une forte expansion des Treg
spécifiques au niveau systémique est favorisée. Néanmoins, la propagation de I’antigéne dans
la circulation comporte un risque trés élevé d’induction de choc anaphylactique lors de son
administration. Ce risque est particuliérement élevé pour la voie intraveineuse utilisée dans nos
modeles de transfert adoptif mais que nous ne souhaitons pas étudier en thérapeutique en raison
de ce risque. La voie sous-cutanée semble avoir un risque diminué de choc anaphylactique par
rapport a la voie intraveineuse et est utilisée dans certaines ITS. Néanmoins, elle induit qu’une
faible augmentation des Treg spécifiques au niveau intestinal. Pour augmenter le recrutement
intestinal des Treg spécifiques, nous avons choisi la voie orale, souvent utilisée dans le cadre
d’ITS pour traiter les allergies alimentaires. L’administration de I’antigéne par cette voie a
effectivement permis d’augmenter le nombre de Treg spécifiques au niveau intestinal.
Cependant, dans les conditions d’administration testées, la voie orale ne semble pas avoir
d’effet protecteur supérieur (Figure 14) a celui observé pour la stratégie J-3 en sous-cutanée.
(Article, Figure 4). Toutefois, des changements de doses et de cinétiques d’administration, ainsi
que ’ajout d’adjuvants pourraient améliorer le début de protection observée pour la condition
IL-2/OVA/RAPA. L’utilisation de tVLP-VSP contenant de I’OVA, mentionnée ci-dessus,
apparait comme une stratégie intéressante pour I’immunothérapie orale et qui pourrait étre

facilement combinée a 1’administration IL-2fd.
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En plus de la voie orale, les voies sublinguale et épicutanée sont également des voies
d’administration utilisées dans le traitement des allergies par ITS. De ce fait, elles constituent
des alternatives intéressantes pour I’administration de 1’antigéne.

L’immunothérapie sublinguale est 1’une des stratégies les plus courantes. La voie
sublinguale est associée a un risque faible d’effets systémiques séveres. Une étude a montré
que les cellules présentatrices de I’antigéne peuvent stimuler des cellules T CD4" régulatrices
capables de sécréter de I’IL-10 et polariser les T naifs en T effecteurs de type Thl (Mascarell
et al., 2008).

De part ces propriétés tolérogénes, 1’utilisation de cette voie pour administrer I’antigéne
permettrait d’amplifier les effets de la combothérapie sur I’expansion et le recrutement de Treg
spécifiques. Une éventuelle collaboration avec Stallergenes Greer, un laboratoire britannique
ayant mis au point les premiéres tablettes sublinguales, ORALAIR®, pour traiter les allergies
respiratoires, permettrait d’évaluer si I’administration sublinguale de I’antigéne associé a 1’IL-
2fd permet de renforcer la protection clinique voire de diminuer le temps de traitement

nécessaire pour 1’obtenir.

Des ¢tudes ont également montré que 1I’immunothérapie épicutanée (EPIT) permet de
réduire la réactivité de souris sensibilisées aux allergénes dans divers modéles d’allergie. Cet
effet est associé a une augmentation des IgG2a, une diminution significative de taux d’IgE
spécifiques et de la quantité de cytokines Th2 dans la circulation et dans les lavages
bronchoalvéolaires (BAL) ainsi qu’une diminution de Dlinfiltrat cellulaire dans les BAL
(Mondoulet et al., 2011, 2012; Pelletier et al., 2021). De méme, I’EPIT permet d’augmenter le
taux des Treg et induit également des modifications épigénétiques telles que la déméthylation
du TSDR de FOXP3 ce qui est associé a un phénotype Treg stable (Mondoulet et al., 2019).
Ces résultats sont particuliérement intéressants, car I’utilisation de cette voie pour administrer
I’antigene de notre combothérapie pourrait favoriser la stabilité des Treg spécifiques amplifiés.
Ainsi, des associations EPIT et IL-2fd pourraient renforcer la protection contre les
manifestations cliniques de ’allergie par rapport a I’utilisation d’EPIT ou I’'IL-2fd seules. Une
éventuelle collaboration avec DBV Technologies pourrait permettre de développer cette
optimisation. En effet, DBV Technologies a développé la technologie Viaskin®, un patch qui
permet administrer des allergenes par voie épicutanée sur une peau intacte, et qui a éte utilisé

dans les études mentionnées ci-dessus.
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D. Perspectives de développement clinique

La combothérapie IL-2+antigene apparait comme une stratégie intéressante pour
I’induction et le recrutement des Treg spécifiques. Cette stratégie, ayant montré des résultats
prometteurs dans le cadre de I’allergie alimentaire, nécessite des études complémentaires a
propos de son impact sur les différents acteurs impliqués dans les maladies allergiques et pour
mieux comprendre les mécanismes impliques dans la protection. Afin de développer cette
stratégie en clinique, il est nécessaire d’évaluer la durée de la protection et la stabilité des Treg
spécifiques recrutés pour s’assurer de la streté de 1’approche pour le traitement des maladies
allergiques.

Un frein potentiel au développement clinique de la combothérapie comme traitement
pour les maladies allergiques est le risque lié¢ a la réintroduction de I’antigéne. Cependant,
I’utilisation plus ou moins courante des diverses stratégies d’ITS ainsi que les différentes
optimisations proposées précédemment sont des arguments qui pourraient jouer en faveur de la
combothérapie. L’adjuvantation des ITS en les associant a une immunothérapie IL-2fd est une
variante de la combothérapie intéressante a explorer. Cependant, suite aux résultats obtenus
dans notre combothérapie orale (Figure 14), il semblerait que la co-administration des deux
éléments, allergéne et IL-2fd, soit a éviter. Des schémas thérapeutiques alternant le protocole
d’ITS classique et la combothérapie pourraient permettre d’atteindre plus rapidement une

protection contre les manifestations cliniques de I’allergie sans provoquer d’aggravation.

D’autre part, la combothérapie pourrait également se révéler intéressante dans le
traitement des maladies auto-immunes. Méme si I’antigéne est présent dans ces pathologies (au
moins jusqu’a la destruction compléte de la source, comme le cas de I’insuline dans le diabete
de type 1), la combothérapie permettrait de contrdler les conditions d’administration et donc le
contexte dans lequel I’antigéne sera présenté par les CPA, favorisant I’activation et le

recrutement des Treg specifiques au niveau des sites inflammatoires.
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CONCLUSION

Au cours de ma thése, nous avons démontré que la combothérapie IL-2 et antigéne,
I’antigeéne étant administré selon des modalités d’administration bien précises (antigéne 3 jours
avant la thérapie IL-2fd), permet la stimulation et le recrutement des Treg specifiques de
I’antigéne aussi bien dans un modéle de transfert adoptif que dans un modele d’allergie
alimentaire. Ces résultats sont trés intéressants, car ils montrent que 1’expansion in vivo des
Treg spécifiques est possible. Cette stratégie se positionne comme une stratégic d’adjuvantation
voire de remplacement des ITS classiques et une alternative aux thérapies cellulaires aux codts
techniques et financiers non négligeables dans le cadre du traitement de maladies auto-
immunes. De facon intéressante, des études publiées tres récemment obtiennent des résultats
similaires aux nétres démontrant la possibilité d’expandre in vivo des Treg spécifiques en
associant 1’antigéne a des complexes IL-2/anti-IL-2 ou des mutéines d’IL-2. L’une de ces
stratégies a d’ailleurs montré un effet protecteur contre le développement du diabete de type 1
chez des souris. De notre c6té, les premiers résultats indiquent que notre stratégie a un potentiel
thérapeutique trés prometteur dans 1’allergie alimentaire : en effet, nous avons montré que des
souris allergiques traitées par notre combothérapie sont protégées contre les manifestations
séveres de 1allergie alimentaire telles que le choc anaphylactique. Néanmoins, des
exacerbations de la maladie allergique ont été observées pour certaines conditions
d’administration et notamment lors de 1’administration orale de 1’antigéne. Des modifications
subséquentes des modalités d’administration permettraient de réduire les risques liés a la
réintroduction de I’allergéne et de renforcer la protection contre les manifestations cliniques de
I’allergie en incluant non seulement les manifestations séveres systémiques, mais aussi les
manifestations locales telles que les diarrhées. Des analyses complémentaires permettraient
également de mieux caractériser les mécanismes immunitaires mis en place et de proposer des

optimisations afin d’augmenter le niveau de protection.
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COMMUNICATION/MEDIATION SCIENTIFIQUE

Le deéfi de trouver les bons mots et les bonnes images mentales pour expliquer des
concepts scientifiques a différents publics m’a toujours attiré. J*ai saisi les opportunités offertes
par la thése pour relever ce défi et m’essayer a la communication et la médiation scientifiques.

A. Vis Ma Vie De Chercheur (VMVDC)

J’ai été sélectionnée pour réaliser la mission doctorale de médiation scientifique « Vis
Ma Vie De Chercheur » (VMVDC) de I’Institut de Biologie Paris-Seine (IBPS) avec 7 autres
doctorants lors de ma 2° et 3° année de thése. Tous les 8, nous avons concu et animé des TP
ludiques sous forme d’enquéte, en frangais ou en anglais, devant des classes de lycéens d’Tle-
de-France (allant de la seconde jusqu’a la terminale). Nous avons méme développe la version
numeérique lorsque les restrictions sanitaires ne permettaient pas la réalisation en présentiel.

Pour une expérience réaliste de la recherche, les éléves ont accés a du matériel de
laboratoire pour réaliser une PCR, une migration sur gel, I’observation d’un modéle animal
(drosophile, poisson-zébre) et un test au luminol. Nous discutons des résultats de leurs
expériences et les éléves en tirent des conclusions qui leur permettent d’avancer dans le scénario

et résoudre 1’énigme scientifique au cceur du projet.

VMVDC a plusieurs objectifs :

e Consolider de facon interactive et originale les notions abordées en classe tout
au long de lI'année concernant I’ADN et la PCR

e Suivre une démarche scientifique rigoureuse tels de Véritables
chercheurs/chercheuses pour résoudre le scénario proposé (2019-2020 : enquéte
policiére, 2020-2021 : enquéte médicale)

e Discuter sur I’expérimentation animale : comment elle est encadrée, pourquoi
elle est considerée nécessaire

e Faire découvrir l'université aux lycéens et montrer qu'elle leur est accessible

e Présenter les cursus de formation en biologie et les différents métiers auxquels

ils ménent

Le programme VMVDC 2019-2021 est soutenu par la Région Tle-de-France, le
Rectorat, la Mairie de Paris, I’Institut de Biologie Paris-Seine, le CNRS et Sorbonne Universite.
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B. Ma Thése en 180 secondes (MT180)

Intimidante au premier abord, ma participation au concours Ma Thése en 180 secondes
fut finalement une expérience stimulante et enrichissante. Grace a la formation de préparation
au concours, j’ai acquis des compétences en prise de parole en public et en conception de
discours avec un vocabulaire adapté a divers publics. Ces compétences me serviront pour la
suite de ma vie professionnelle, quelle qu’elle soit.

Ce fut aussi I’occasion de rencontrer des doctorants hors du laboratoire et de notre
domaine de recherche, de confronter nos sujets, et de nous sensibiliser aux disciplines des uns
et des autres.

Lors de la finale régionale de Sorbonne Universite, j’ai été récompensée avec le prix du

public.
Vidéo

mm
o o]
OOk

Texte :

« Réussirai-je a vous faire tolérer I’intolérable ?

Comme environ 200 millions de personnes dans le monde, Théo, 16 ans, a une allergie
alimentaire... Lui, il est allergique a 1’ceuf.

Cela veut dire que son systéme immunitaire a ajouté par erreur 1’ceuf sur la liste noire
ou il met les éléments réellement dangereux comme ce virus qui nous pourri la vie.

Résultat de cette erreur, quand Théo mange de I’ceuf, son systéme immunitaire balance
Partillerie lourde en pensant détruire I’ennemi public numéro un. En réalité, cette réaction
disproportionnée peut mettre en péril la vie de Théo.

Comment faire pour 1’aider ?

Hé bien, une autre liste existe : la liste des approuves, certifiée 100% gentils !

Cette liste est gérée par des cellules immunitaires appelées les lymphocytes T
régulateurs, ou Treg pour les intimes. Chaque Treg est prédestiné a inscrire le nom d’un seul
¢lément sur cette liste, il est spécifique de cet €lément. Le protocole est strict, avant d’écrire le
nom, le Treg doit rencontrer cet élément. Qui, une fois sur la liste, est libre d’aller et venir a sa
guise sans se faire embéter par notre systeme immunitaire, car il est toléré. Comme 1’est la

nourriture chez les non allergiques.
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Vous commencez peut-étre a vous dire que ¢a serait super que les Treg spécifiques de
I’ceuf chez Théo se mobilisent et inscrivent 1’ceuf sur la bonne liste.

Mais... si Théo est allergique, c’est en partie parce que ses Treg sont un peu mal en
point. IIs ont besoin d’un petit remontant pour Se requinquer, mais pas seulement, ils ont besoin
de voir I’ceuf pour se rappeler de I’inscrire dans la bonne liste.

CO0té petit remontant, j’ai ce qu’il me faut : ’interleukine-2, la star de mon laboratoire.
Une molécule qui permet de renforcer les Treg : leur nombre, leur survie, mais surtout leur
fonction.

Ma stratégie thérapeutique semble simple : associer ’interleukine-2 et a ce qui
déclenche I’allergie pour mobiliser les Treg spécifiques et voila, on peut guérir Théo !

Mais si ¢’était si facile, ma thése serait finie depuis bien longtemps. Si je donne de I’ ceuf
a Théo, je risque de déclencher son allergie, et dans certains contextes, 1’ajout d’interleukine-2
peut empirer la chose.

Mais moi j’y crois vraiment a ce couple explosif'! Il faut juste que je trouve les bonnes
conditions d’administration qui me permettront de recruter et de favoriser les Treg spécifiques
de I’ceuf. Quelle dose d’ceuf utiliser, quand ajouter 1’ceuf par rapport a I’interlukine-2. A toutes
ces questions, je réponds grace a des souris allergiques a I’ceuf, mes partenaires particuliéres.
Et ensemble on les a trouvées ces fameuses conditions ! Si aujourd’hui j’arrive a faire tolérer

I’intolérable a mes souris. Peut-étre que demain on aura Théo, 16 ans, ex-allergique a I’ceuf. »

C. Autres communications

Moguel-Houssin, H., Vigneron, J., Gouritin, B., Fourcade, G., Vantomme, H.,
Klatzmann, D., Bellier, B. Immunotherapy combining allergen with low-dose IL-2 to generate
antigen-specific regulatory T cells and improve food allergy. 6th European Congress of

Immunology 2021. Communication affichée.
Moguel-Houssin, H., Vigneron, J., Gouritin, B., Fourcade, G., Vantomme, H.,

Klatzmann, D., Bellier, B. IL-2 and antigen combination: Biological effect on Tregs and
therapeutic potential for food allergy treatment. JED 2021. Communication orale.
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