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Utilisation des lymphocytes T
régulateurs en transplantation

Supprimer immunosuppression
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Lobstacle du rejet immunitaire

en transplantation

La transplantation est une stratégie
thérapeutique attractive confrontée a
de nombreux obstacles. Le don d’organe
est notamment limité par le sentiment
ambivalent qu’il provoque, mélé du désir
de voir repoussées les limites de la vie
et d’une profonde aversion a I'égard de
la manipulation de la mort. D’un point
de vue médical, la principale barriére
est représentée par le systeme immu-
nitaire du receveur qui met en place et
coordonne un ensemble de mécanismes
visant a détruire le greffon allogénique,
considéré a juste titre comme du non-
soi. Pour contréler les différentes formes
de rejet, un large panel d’immunosup-
presseurs a été développé depuis 40 ans.
Conjugués a I'optimisation des techni-
ques chirurgicales et des méthodes de
conservation, ils ont permis de considé-
rablement augmenter la survie des gref-
fons (Figure 1). Ces molécules présentent
cependant de nombreux inconvénients.
Comme tout traitement médicamenteux,
leur efficacité est influencée par des
différences pharmacocinétiques inte-
rindividuelles. La large distribution tis-
sulaire et la nature moléculaire de leurs
cibles sont a I'origine d’effets iatroge-
nes majeurs, notamment au niveau des
tissus chargés de I’épuration de I’or-
ganisme et/ou présentant un fort taux
de renouvellement cellulaire. De plus,
ces molécules inhibent globalement le
systeme immunitaire et non spécifique-
ment le compartiment responsable du
rejet. Cette immunosuppression géné-
rale altere les mécanismes d’immuno-
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surveillance, augmentant
ainsi la fréquence de néo-
plasmes et d’infections et
la morbidité qui leur est
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associée. Enfin, si elles
sont efficaces pour lutter contre les
épisodes de rejet aigu, ces drogues n'ont
que peu d’effet sur le rejet chronique
(Figure 1). Face & ces limitations majeu-
res, la communauté scientifique tente
de développer des stratégies visant a
induire une tolérance au greffon, c’est-
a-dire un état d’hyporéponse immuno-
logique spécifique des alloantigénes.
La majorité des approches envisagées
repose sur un concept

a-vis des antigénes du donneur. Des
1953, les travaux de Billingham, Brent et
Medawar ont confirmé cette hypothése
[1]. Si leur approche basée sur I’induc-
tion d’un chimérisme hématopoiétique
durant la vie feetale apparait inexploi-
table en clinique humaine, des études
récentes suggerent que des protocoles
similaires sont envisageables chez des
individus adultes [2].
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par différents mécanismes
complémentaires. Dans
les organes lymphoides
primaires, les précurseurs
lymphocytaires autospéci-
fiques sont éliminés apres
interaction avec des cellu-
les d’origine hématopoié-
tique. Cette observation
a conduit de nombreuses
équipes a postuler qu’une
greffe de moelle osseuse
allogénique puisse induire
un état de tolérance vis-

Années post-transplantation
— 1985-1989 — 2000-2005

Figures 1. Survie des patients apres transplantation cardiaque
selon la période de greffe. ’'augmentation significative de la
médiane de survie des receveurs entre les périodes 1985-1989
et 1995-1999 (72,3 mois contre 131,9) est essentiellement
associée au développement de stratégies thérapeutiques qui
ont permis de contrdler efficacement les épisodes de rejet aigu
et ainsi, d’augmenter la survie du greffon a court terme. Aprés
la premiére année, entre 2 et 3% des patients perdent encore
chaque année le greffon en raison du développement d’une
forme de rejet qualifiée de chronique (source : Agence de la

biomédecine, www.agence-biomedecine.fr).
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Un autre mécanisme impliqué dans
I’induction et la maintenance de la
tolérance «au soi» est dépendant de
I’action de lymphocytes T régulateurs
dont I’existence, suspectée depuis
les travaux de Le Douarin [3], a été
définitivement établie par I’équipe de
Sakaguchi [4]. Lobservation que leur
déplétion entraine le développement
d’une pathologie auto-immune |étale
[5] démontre que ces cellules, de phé-
notype CD4*CD25Foxp3™ et naturelle-
ment produites dans le thymus, ont un
role non-redondant dans le controle
des lymphocytes autospécifiques [11].
Différents groupes ont développé des
approches visant a évaluer leur utili-
sation potentielle dans le cadre de la
transplantation.

Une nouvelle stratégie de contrédle

du rejet de greffe de moelle osseuse
par des T régulateurs amplifiés

La capacité des lymphocytes T régula-
teurs a controler les mécanismes de rejet
dépend du rapport de force entre les
compartiments suppresseurs et effec-
teurs allospécifiques. Les cellulesT
régulatrices n’étant présentes dans I'or-
ganisme qu’en quantités limitées, les
protocoles d’immunothérapie ont long-
temps été bloqués par le faible nombre
de cellules obtenues aprés purification.
De plus, contrairement au compartiment
des lymphocytes effecteurs, le répertoire
des lymphocytes T régulateurs est pauvre
en précurseurs allospécifiques [6]. Dans
le laboratoire, nous avons levé ces deux
barriéres en développant une approche

A Voie d’alloreconnaissance
directe
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Figures 2. Deux voies d’alloreconnai e c
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duisent a [’activation des l[ymphocytes T allospé-

cifiques. A. Dans les semaines suivant I"opération, les cellules dendritiques (DC) allogéniques
présentes dans le tissu greffé migrent dans les ganglions lymphatiques drainant. €lles vont alors
stimuler les cellules T allospécifiques par une voie d’alloreconnaissance qualifiée de « directe »
qui implique I’interaction du récepteur a I'antigene des lymphocytes T (TCR) avec les molécules
de CMH allogéniques exprimées par les DC du donneur. Sauf dans le cas particulier de la greffe de
moelle osseuse, le nombre de DC allogéniques est fini puisque ces cellules ne sont pas renouve-
|ées. La voie d’alloreconnaissance directe est donc principalement associée au rejet aigu. B. Les
DC du receveur activent les cellules T allospécifiques par une voie « indirecte », essentiellement
impliquée dans I’initiation et le développement du rejet chronique. Elle est dépendante de la
présentation de peptides allogéniques par les molécules de CMH endogenes. Les antigénes du
donneur, sous forme de cellules mortes ou de molécules solubles, sont captés par phagocytose
ou pinocytose par les DC du receveur (1). Ils sont alors dirigés vers la voie de biosynthése des
molécules du CMH Il sur lesquelles ils sont chargés sous forme de peptides aprés protéolyse (2).
Ce processus aboutit a "activation des lymphocytes T CD4" allospécifiques. Certaines populations
de DC sont aussi capables de présenter, par un mécanisme de cross-présentation, les antigénes

exogeénes allogéniques aux cellules T CD8" via les molécules du CMH | (3).
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qui nous a permis de prévenir le rejet
d’une allogreffe de moelle osseuse [7].
Apreés purification, nous avons augmenté
le nombre de lymphocytes T régulateurs
issus du receveur via une étape de culture
in vitro. Afin d’enrichir la population
obtenue en précurseurs allospécifiques,
nous avons utilisé des cellules présen-
tatrices d’antigénes du donneur comme
source de signal mitogene. Nous avons
alors testé la capacité des cellules T
régulatrices du receveur ainsi obtenues a
contrdler les mécanismes de rejet aprés
allogreffe de moelle osseuse chez des
animaux conditionnés par une irradia-
tion non-lymphoablative. Le but avoué
du prétraitement était de libérer des
niches pour les cellules souches héma-
topoiétiques allogéniques et de dépri-
mer transitoirement et partiellement la
réactivité du systéme immunitaire afin
de faciliter I'action de la population
suppressive injectée. Dans ce systéme,
nous avons montré que les cellules régu-
latrices issues du receveur et amplifiées
selon notre protocole contrdlent de fagon
durable le rejet dirigé contre la moelle
osseuse allogénique. Contrairement aux
drogues immunosuppressives, nous avons
observé que ce traitement inhibe unique-
ment le compartiment alloréactif, et non
le systeme immunitaire dans sa globalité.
Notre procédure permet donc un controle
total du rejet tout en évitant les effets
secondaires des drogues. L'intérét de ce
type d’approche repose aussi sur le fait
qu’a leur tour, les cellules hématopoiéti-
ques allogéniques transférées participent
a Iinduction de tolérance des lymphocy-
tes T et B néosynthétisés dans les organes
lymphoides primaires ainsi qu’a la survie
de la population régulatrice injectée.

Encouragés par ces résultats, nous avons
utilisé le méme protocole pour tenter de
prévenir le rejet de tissus ou d’organes
solides [8]. Contrairement aux résul-
tats obtenus apres allogreffe de moelle
osseuse, les cellules T régulatrices n'ont
que légeérement retardé la destruction
de greffes allogéniques de cceur ou de
peau. €tant donné que les lymphocytes T
régulateurs ne survivent qu’en présence



des antigénes pour lesquels ils sont spé-
cifiques, et que contrairement a la moelle
osseuse, les tissus solides n’ont que peu
de cellules présentatrices d’antigenes
capables de délivrer les signaux néces-
saires, nous avons testé si la co-injection
de moelle osseuse allogénique avec les
cellules T régulatrices pourrait favoriser
la protection de la greffe solide. Dans ce
contexte, les lymphocytes T régulateurs
préviennent donc le rejet de la moelle
qui en retour favorise leur survie. Cette
approche nous a permis d’inhiber effica-
cement les épisodes de rejet aigu mais
pas le développement du rejet chronique.
Ce résultat démontre qu’un chimérisme
hématopoiétique ne garantit pas la survie
des greffes a long terme.

Une préactivation

des cellules T régulatrices

par les voies d’alloreconnaissance
directes et indirectes est nécessaire
pour inhiber totalement les
mécanismes de rejet aigu et chronique
Le rejet d’allogreffe est orchestré par des
lymphocytes T susceptibles de reconnaftre
les alloantigenes de deux fagons fonda-
mentalement distinctes (Figure 2). A court
terme, les cellules T allospécifiques sont
stimulées «directement» par les cellu-
les présentatrices d’antigene du donneur
migrant du greffon aux organes lymphoi-
des drainants. Dans ce cas, les cellules T
de I’hGte reconnaissent donc les peptides
allogéniques présentés par les molécules
du CMH du donneur. Cette voie d’acti-
vation est essentiellement associée aux
épisodes de rejet aigu. A plus long terme,
les cellules présentatrices d’antigene de
I’h6te colonisent le tissu greffé, captent
des antigénes, avant d’activer «indirec-
tement » d’autres lymphocytes T allos-
pécifiques. Ces derniers, qui reconnais-
sent donc des complexes formés par des
molécules du CMH du soi et des peptides
allogéniques, vont alors initier les méca-
nismes de rejet chronique. Le protocole de
culture que nous avions établi ne permet-
tait d’enrichir la population régulatrice
gu’en cellules reconnaissant les antigénes
du donneur par la voie directe. Nous avons
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émis I’hypothese selon laquelle I'absence
de contr6le des mécanismes de rejet chro-
nique était due a I"absence, dans la popu-
lation injectée, de cellules suppressives
reconnaissant les alloantigenes par voie
indirecte. Nous avons donc modifié notre
protocole de culture in vitro afin de géné-
rer une population de cellules T régulatri-
ces enrichie en précurseurs capables de
reconnaitre les alloantigenes a la fois par
les voies directe et indirecte. €n utilisant
cette population, nous avons pu inhi-
ber totalement les mécanismes de rejet
chronique et ainsi protéger a long terme
des doubles greffes de moelle osseuse et
de peau ou de cceur. £n développant une
stratégie permettant de dévier les deux
mécanismes d’induction de tolérance au
soi de leur fonction premiere, nous avons
donc induit un état de tolérance durable
et spécifique a des allogreffes de tissus
et d’organes.

Sur le chemin

d’une utilisation clinique ?

Si ces données sont encourageantes, de
nombreux obstacles restent cependant a
résoudre avant de transposer notre appro-
che a la clinique humaine. Le premier est
logistique puisqu’il conviendra de contro-
ler le rejet de la moelle et de 'organe le
temps nécessaire a la culture des cellules T
régulatrices. Le deuxiéme concerne le fait
que les lymphocytes T mémoires jouent un
role important dans le rejet de greffe chez
I’lhomme. Les souris de laboratoire étant
élevées et maintenues dans des structures
exemptes de pathogenes, leur systéme
immunitaire en est quasiment dépourvu.
Des travaux complémentaires sont donc
nécessaires afin d’évaluer la capacité des
cellules T régulatrices a contréler I'allo-
réactivité des lymphocytes mémoires. Le
troisieme obstacle est lié a la purification
des cellules régulatrices. Chez des ani-
maux de laboratoire, un enrichissement
basé sur I'expression du marqueur CD25
permet d’obtenir une population virtuel-
lement pure de cellules suppressives. Chez
’lhomme, la situation est plus complexe
puisque le marqueur CD25 est exprimé
par les cellules T activés et que Foxp3, de

par sa localisation nucléaire, n’est pas
exploitable. Des études récentes semblent
suggérer que d’autres marqueurs, tels que
CD127 ou FR4, pourraient &tre utilisés [9,
10].

Méme si la route est encore longue, notre
travail suggere que les cellules T régula-
trices pourront étre utilisées en clini-
que afin d’induire un état de tolérance
a un greffon allogénique. Le bénéfice
attendu pour les patients est immense
puisque ce type d’approche permettra
de contrdler totalement et durablement
les mécanismes de rejet sans induire de
toxicité et sans favoriser le dévelop-
pement de néoplasmes ou d’infections
opportunistes. ¢

Tregs-based immunotherapy:

an efficient way to fully inhibit

acute and chronic rejection
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